SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Ksenija Makar-AuSperger

Utjecaj kombinacije polimorfizma
gena CYP2C9, VKORC1 i MDR1 na
individualizaciju terapije varfarinom

DISERTACIJA

Zagreb, 2015.



Disertacija je izradena u Zavodu za klini¢ku farmakologiju Klinike za unutarnje bolesti KBC
Zagreb Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Voditelj rada : prof. dr. sc. Nada Bozina
Voditeljica Klinicke jedinice za farmakogenomiku i individualizaciju terapije

Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu



Ovaj rad posvecujem mojim najmilijima, NINI 1 ZDRAVKU. Moja obitel;j je bila i jest uvijek

uz menec.

Najveca zahvala za pomo¢, poticaj i znanje koje mi je podarila ide prof. dr Nadi Bozina,
voditeljici Klini¢ke jedinice za farmakogenomiku i individualizaciju terapije Klinickog
zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb. Ona nije samo mentorica, ona je najbolja prijateljica.
Prejednostavno zvuci da je vjerovala u mene i kada ja nisam, no to je moja najiskrenija misao.
I zato joj posebno hvala. Ovog rada doista ne bi bilo da ona nije bila uz mene.

Zahvaljujem svom Sefu, prof. dr Igoru Franceti¢u koji je takoder brinuo o napredovanju
mojeg rada, pomogao mi savjetom i pruzio pomo¢ kadgod sam zapela ili se umorila.

Velika zahvala svim mojim kolegama na Odjelu Zavoda za klinicku farmakologiju koji su mi
pomogli oko pronalazenja i prac¢enja ispitanika, a posebno dr.sc. Viktoriji Erdelji¢ Turk koja
je na samom kraju kada je uvijek najteze, imala posebnu poticajnu ulogu.

Hvala i brojnim kolegama, profesorima, specijalistima i specijalizantima Klinike za unutarnje
bolesti i Klinike za bolesti srca i krvnih Zzila koji su spremno prihvatili provodenje ispitivanja
u sklopu izrade moje disertacije te su mi pomogli oko prikupljanja podataka.

Zahvaljujem sr Marijani Krizi¢ Erceg koja je nesebicno prikupljala i donosila povijesti bolesti

kad god sam ih trebala.

Bez svih nabrojenih ovaj rad ne bi bio gotov.

Ukoliko vrijedi, dio je njihovih zasluga.



POPIS OZNAKA I KRATICA

ABCBI1
ADP
APOE
ASK
ALT
AST

BMI
CHA,DS,-VASc

CHADS,

CYP2C9
DVT
EM

FA

FDA

FG skupina

GGT

NYHA

M

o ATP ovisan transporter; od engl. ATB binding cassete
transporter B1

adenozin difosfat

apolipoprotein E

acetilsalicilna kiselina

alanin aminotransferaza

aspartat aminotransferaza

indeks tjelesne mase; od engl. Body Mass Index

kongestivna bolest srca 1, hipertenzija 1, dob 1, diabetes mellitus
1, mozdani udar 2-V-vaskularna bolest 1, dob 1, spol 1; od engl.
—congestive heart failure 1, H-hypertension 1, A-Age >75 2, D-
diabetes mellitus 1, S-stroke 2-V-vascular disease 1, A-age 1, Sc
—sex category

kongestivna bolest srca 1, hipertenzija 1, dob 1, diabetes mellitus
1, mozdani udar 2; od engl. C-congestive heart failure 1, H-
hypertension 1, A-Age >75 1, D-diabetes mellitus 1, S-stroke 2
citokrom P450 podjedinica 2C9

dubinskovenska tromboza

brzi metabolizator; od engl extensive metabolizer

fibrilacija atrija

Americka agencija za hranu i lijekove; od engl-. Food and Drug

Administration

skupina s farmakogeneti¢kom predikcijom doze varfarina

gama glutaril transferaza
klasifikacija sr€anog zatajenja od New York Heart Association

umjereni metabolizator; od engl. intermediate metabolizer



INR

KH2

LMWH

MDRI

NFG skupina

OAK

PAF

PCR

PE

PM

PV

SNP

Medunarodni normalizirani omjer; od engl. International

Normalized Ratio

reducirani oblik vitamina K
heparin niske molekularne tezine; od engl. Low Molecular

Weight Heparin

protein rezistentan na lijekove; od engl. multidrug resistence

protein 1

kontrolna skupina s uvodenjem varfarina prema klinickim

obiljezajima, bez ucinjene farmakogenetike

oralni antikoagulansi

faktor koji aktivira trombocite; od engl. Platelet activation factor

polimerazna lanc¢ana reakcija; od engl. polymerase chain
reaction

pluéna embolija

spori metabolizator; od engl. poor metabolizer
protrombinsko vrijeme
jednonukleotidni polimorfizam, od engl. single nucleotid

polymorfismus



UEM

Uz

TE

TIA

VKORCI

wt

vWF

ultrabrzi metabolizator; od engl. ultraextensive metabolizer
ultrazvuk

tromboembolizam

tranzitorni ishemicki napadaj; od engl. transitory ishemic atack

vitamin K epoksid reduktaza podjedinica 1

divlji tip; od engl. wild type

von Willebrandtov faktor



SADRZAJ

Lo TUVOD ..ottt ettt et et ettt e e et et et et et et et ettt e et et e ettt ee e e eneeees 1
Ll. HEMOSTAZA ..ottt e st s eeeeses s s senees 1
1.2. KOAGULACUA
KRV Lottt et e et e e et et e e eeeeeee e e e e et s aeeeeeeeneee 1
1.2.1. VITAMIN Koot ee e e s eeeene s, 3
1.2.2. CIKLUS VITAMINA K. oot eee e s eeee s s 5
1.2.3. TROMBOZA TEMBOLITA ..o 6
130 VARFARIN .ottt ettt e eee e s e e e eee s eesaeeees 7
1.3.1. FARMAKOKINETIKA VARFARINA ..ot 8
1.3.2. FARMAKODINAMIKA VARFARINA ....ooooteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneen. 10
1.3.3. MJESTO VARFARINA U TERAPUI-INDIKACIJE ZA PRIMJENU......... 11
1.3.4. NUSPOJAVE VARFARINA . ...ttt eeeeeeeeeeeseeeeeeeese e 12
1.3.5. INTERAKCIE VARFARINA ..ot 14
1.3.6. DODATNI UTJECAJINA DOZU I UCINAK VARFARINA.......cccccoueen...... 17
1.3.7. FARMAKOGENETIKA VARFARINA ..ot 19
1.3.7.1. POLIMORFIZAM GENA CYP2C9 «..vorreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 21
1.3.72.  POLIMORFIZAM GENA VKORC...oiooooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeseen, 23
1.3.7.3.  KOMBINIRANI UTJECAJ POLIMORFIZMA GENA CYP2C9 I
VKORC1 NA TERAPIJU VARFARINOM. .....ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeenen. 24
1.3.7.4.  POLIMORFIZAM GENA MDRI/ABCBI!...o.ouoeeeeeeeeeeeeeeeseeeeen. 24
1.3.7.5.  ALGORITMI PRIMJENE VARFARINA ZASNOVANI NA
FARMAKOGENETICL ...t ee e e e e 29
1.3.7.6.  OSTALI MOGUCI FARMAKOGENETICKI UTJECAJL................. 31
P ¢ 110 N O /7N OO 33
3. CILJEVIT SVRHA ISPITIVANJA ..o 34
4. ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA .....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 36
/%% DR ) &1 6 - ) () OSSPSR 37
42. INDIKACUE ZA PRIMJENU VARFARINA .......ooiieeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 39
4.2.1. PLUCNA EMBOLITA (PE)....euiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
4.2.2. DUBINSKOVENSKA TROMBOZA (DVT)....ouieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 41
4.2.3. ATRIJSKA FIBRILACITA (AF) ..o, 42
4.3, GENOTIPIZACITA ..o e s s, 44
4.3.1. GENOTIPIZACITA CYP2CO...oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeee s eeeseeeeees 44
4.3.2. GENOTIPIZACIJA MDRI/ABCB ..o 46
4.3.3. GENOTIPIZACITA VEKORC ..ot eee e 48
44. STATISTICKA
OBRADA . ..ottt et ee et e e e et et et e s ee e et et e e e eeeeee 48
5. REZULTATL...ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt et et e s eeeeeeee e eeeeeeee e s eseeeeeeeeeeaenns 50
T S £33 23 U N 1 (@ OO 50
5.1.1. DEMOGRAFSKE OSOBINE ......c.cotietteeeeteeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeee s eeeeeeeeseeeenns 50
5.1.2. BOLESNICI I TJELESNA TEZINA ..ot 53
5.1.3. BOLESNICI I NAVIKE PUSENJA [ UZIMANJA ALKOHOLA.................. 54
5.1.4. LABORATORIJSKI NALAZI NA POCETKU ISPITIVANJA.....ccevveeen.. 55



5.2. PRIMJENA VARFARINA I DRUGIH

LITEKOWV A oottt ettt e e ee e e e e s s eeeeeeos 58
5.2.1. INDIKACUE ZA PRIMJENU VARFARINA......coi oo 58
5.2.2. ISTODOBNA PRIMJENA DRUGIH LIUEKOVA....c.oveeeeeeeeeeeeeeeeereee. 59
5.2.3. DOZA VARFARINA . ... ese e s s 63
5.2.4. POSTIZANIE CILINOG INR....ooomiooitoeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeee e eeesee e 66

5.3, GENETIKA ..o s e e e s e e e eee s s s eee s sesenenes 69
5.3.1. UCESTALOST GENOTIPOVA.....oieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e eeeeeeeeeee 69
5.3.2. POSTIZANJE STABILNOG ANTIKOAGULACISKOG UCINKA............ 70
5.3.3. GENETICKE VARIJANTE U ODNOSU NA PROMATRANE

PARAMETRE ...t s et s e e e e s e seseeees 71
5.3.4. INTERAKCUE GENA CYP2C9, VKORCI TMDRI ......ooveeeeeeeereeeereeerenn 74

5.3.5. INTERAKCIE GENOTIPOVA MDRI 1 CYP2C9 U PREDIKCIJI
POSTIZANJA TERAPIJSKOG RASPONA

1) S 75

5.4, NUSPOJAVE......oooiioieoeeeeeeeeeeeeeeee oo 76
6. RASPRAVA ......oooimioieeeeeeeeeeee oo ee e 79
7. ZAKLIUCCK........ooooooooeoeoeeeeeeeeeeeeee e 96
8. SAZETAK .......oooioeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 97
0. ABSTRACT ... 98
10. LITERATURA . .....oooooioeeeeeeeeee oo 99
T BIOGRAFITA ..o 115
12. PRILOG Lo 116
13 PRILOG 2. 118



1. UVOD
1.1. Hemostaza

Hemostaza je pojam fizioloSkog vrlo precizno reguliranog dinamickog procesa kojim se
odrzava tekuée stanje krvi, ogranicava ili zaustavlja krvarenje kad ono ve¢ nastupi uz
istodobno izbjegavanje tromboze krvnih zila sa svim posljedicama do kojih tromboza moze
dovesti' . Proces je vrlo kompleksno reguliran i ovisi o delikatnoj ravnotezi izmedu brojnih
sustava. Sustavi ukljueni u hemostatski proces su vaskularni sustav, koagulacijski sustav,
fibrinoliticki sustav, trombociti, kininski sustav, sustav serinskih proteaza 1 sustav

komplemenata® .

1.2.  Koagulacija krvi

Proces koagulacije je kompleksni proces kojim se u konacnici formiraju krvni ugrusci, a
proces koagulacije predstavlja vazan dio hemostaze kojim se nastoji prekinuti gubitak krvi iz
ozlijedene krvne zile. Poremecaj koagulacije moze dovesti s jedne strane do povecanog rizika
od krvarenja i do samog krvarenja, a s druge strane do tromboze pa je pazljiva ravnoteza
izmedu ta dva dogadaja posebno vazna.

Hemostaza zapocCinje lokalnom vazokonstrikcijom (trenutna reakcija na ozljedu) i
kompresijom ozlijedenih krvnih Zila samom krvi koja okruzuje tkivo. Ozljeda zida krvne zile
potice aktivaciju trombocita i proizvodnju fibrina koji kombinirano stvaraju ugrusak.

Ozljeda endotela krvne zile dovodi do izlaganja subendotelijalnih proteina (primarno
kolagena) cirkulirajuéim trombocitima®. Oni se vezu na kolagen preko svojih specifiénih
povrsinskih glikoproteinskih receptora la/Ila. Daljnju adheziju pojacava von Willebrandov
faktor (VWF) koji se oslobada iz endotela i trombocita i stvara vezu s trombocitnim
glikoproteinom Ib/IX. Ta adhezija takoder aktivira trombocite iz ¢ijih se granula oslobadaju
adenozin - difosfat (ADP), serotonin (5-HT), faktor koji aktivira trombocite (PAF - od engl.
platelet activation factor), vVWF, trombocitni faktor 4 1 vrlo snazan vazokonstriktor i aktivator
(daljnje!) agregacije trombocita, tromboksan A,.

Sadrzaj granula aktivira kaskadu G-proteinskog receptora koja rezultira poviSenjem

koncentracije kalcija u citosolu trombocita. Kalcij pak nadalje aktivira protein kinazu C, a ona



fosfolipazu A2. Fosfolipaza mijenja membranski IIb/Illa receptor ¢ime se povecava afinitet za
vezanje fibrina. Aktivirani trombociti pritom mijenjaju oblik (sferi¢ni postaju zvjezdasti).
Daljnji proces koagulacije odvija se poput kaskade i Gne je dva temeljna puta’. Prvi je
intrinzicki put ili danas bolje poznat kao kontaktni aktiviraju¢i put i put tkivnog faktora
(nekada zvan ekstrinzi¢ki put). Primarnim putem za pocetak koagulacije smatra se put
tkivnog faktora, a on predstavlja seriju reakcija kojima se zimogen (inaktivirani enzimski
prekursor), serinska proteaza i njegov glikoproteinski kofaktor aktiviraju i1 postaju aktivne
komponente koje kataliziraju sljede¢u reakciju u kaskadi §to zavrSava nastankon fibrina.

U procesu koagulacije sudjeluje niz faktora koagulacije. U jetri se sintetiziraju oni koji su
ovisni o vitaminu K. Opéenito moze se re¢i da su faktori koagulacije serinske proteaze osim
FVIII i FV koji su glikoproteini 1 FXIII koji je transglutaminaza. Ve¢ je navedeno da faktori
koagulacije cirkuliraju u plazmi kao inaktivni zimogeni.

Vanjski put pocinje nakon ozljede krvne zile gdje faktor VII napusta cirkulaciju i dolazi u
kontakt s tkivnim faktorom c¢ime se formira aktivirani kompleks TF - FVIla. Kompleks
aktivira FIX 1 FX. S druge strane je FVII aktiviran trombinom FXIa, FXII 1 FXa. Aktivacija
FX (u FXa) je gotovo istodobno inhibirana tkivnim faktorom puta. FX i njegov kofaktor FVa
stvaraju kompleks protrombinaze koja aktivira protrombin u trombin.

Unutarnji put poc¢inje formacijom primarnog kompleksa na kolagenu preko kininogena visoke
molekularne tezine, prekalikreina 1 FXII (Hagemanov faktor). Prekalikrein se konvertira u
kalikrein, a FXII postaje FXIla. Dalje FXIla pretvara FXI u FXIa, a on aktivira FIX. Faktor
IX sa svojim kofaktorom VlIlla stvara kompleks tenaze koji aktivira FX u FXa.

Antitrombin, protein S i C su prirodni antikoagulantni proteini koji omoguéavaju kontrolu 1
ravnotezu u procesu koagulacije krvi. Kako krvarenje moze ugroziti zivot tako su osobito
vazni ugradeni kontrolni mehanizmi u procesu koagulacije. Antitrombin inhibira
koagulacijske faktore vanjskog i unutarnjeg puta, a aktivirani protein C zajedno s proteinom S
dovodi do degradacije faktora Va i VIlla te na taj nacin smanjuje aktivaciju protrombina i

faktora X. Slika 1 predstavlja kaskadu koagulacije, unutarnji i vanjski put.
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Tkivni faktor ANTIKOAGULACIJA

VIl =—>
Protei
TFPI
Aktivirani

protein C

prekalikmikrein
TN

Protein

)

fibrinogen fibrin monomer

fibrin polimer

AR
[Xin][xilia]

UGRUSAK

SLIKA 1. 2.1. Unutarnji 1 vanjski put koagulacije

1.2.1. Vitamin K

Vitamin K je vitamin topiv u masti 1 esencijalan je vitamin potreban za funkciju nekoliko

vaznih proteina ukljugenih u zgrusavanje krvi’.

CH,

R

(0]
Vitamin K

SLIKA 1.2.1.1. Vitamin K-kemijska struktura
Postoje najmanje 2 razliite prirodne tvari koje nazivamo vitamin K; 1 vitamin K;. Vitamin K;
ili filokinon je 2-metil-3-fitil-1,4-naftokinon koji je naden u biljkama 1 jedini je prirodni

vitamin K dostupan za terapijsku primjenu. Vitamin K, predstavlja seriju oblika-formi
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(menakinoni) ¢ija se sinteza u znacajnoj mjeri odvija u gram pozitivnim bakterijama i
bakterijama u crijevu.

Iako je vitamin K topljiv u masti, vrlo su male zalihe u organizmu te se takoder vrlo brzo i
prazne u sluc¢aju nedovoljnog unosa. Deficit je ipak u zdravih ljudi vrlo rijedak iz viSe
razloga: nalazimo ga u hrani koju unosimo, ciklus vitamina K ne dozvoljava gubitak i
crijevne bakterije ga sintetiziraju iako se ne zna je li koli¢ina koja se apsorbira i iskoriStava
znaCajna. Rizik od manjka je izrazen u osoba koje uzimaju antagoniste vitamina K
(antikoagulanse) 1 u bolesnika sa znacajnim osSte¢enjem ili bolestima jetre. Zato u bolesnika s
bolestima jetre nadoknadujemo vitamin K pokusavajuc¢i normalizirati parametre koagulacije
koji su obi¢no poremeceni i prema kojima procjenjujemo funkciju jetre.

Vitamin K se apsorbira u crijevima. Uz dovoljno zucnih soli, filokinon se u potpunosti
apsorbira 1 nakon toga inkorporira u hilomikrone ¢vrsto udruzene s trigliceridima i
lipoproteinima.

Unos u jetru odvija se preko apolipoprotein E (APOE) specifi¢nog receptorskog unosa* . Gen
APOE ima nekoliko poznatih polimorfizama pa se 1 unos vitamina K u jetru razlikuje prema
razli¢itim alelima te se zna da je unos povezan s polimorfizmima kako slijedi *E,<*E;<*E,’ .
Nakon apsorpcije filokinon se metabolizira u jetri, ali u nedostatku unosa, njegova koli¢ina se
ubrzano smanjuje’ . S druge strane uskladistenje vitamina K u drugim tkivima je izuzetno
malo. Filokinon se brzo dalje metabolizira u jae polarne metabolite koji se izlu¢uju putem
Zu€i 1 urina. Iz svega navedenoga moze se zakljuciti kako je malo uskladiStenih rezervi
vitamina K u ljudskom organizmu. Ipak, i u uvjetima smanjenje sekrecije Zuc¢i i smanjene
apsorpcije vitamina K, hipoprotrombinemija se javlja sporo tijekom razdoblja od nekoliko
tjedana.

Vitamin K je u procesu koagulacije vazan za aktivaciju osnovnih faktora koagulacije, a to su
faktor II (protrombin), VII, IX 1 X.

O vitaminu K ovisni faktori koagulacije sintetiziraju se u jetri, pa je posljedi¢no pri teSkim
oste¢enjima jetre (zatajivanje) smanjena sinteza navedenih faktora 1 povecan rizik
nekontroliranog krvarenja’ . Navedeni faktori koagulacije su bez vitamina K inaktivni
prekursori.

Vitamin K je esencijalni kofaktor, koenzim, za mikrosomalni enzimski sustav koji aktivira
prekursore koagulacijskih faktora tako da katalizira karboksilaciju aminokiseline
(glutaminske kiseline), $to rezultira konverzijom u gama (y)-karboksiglutaminsku kiselinu 89

Nastanak nove aminokiseline omogucuje proteinu vezanje za kalcij Sto dovodi do vezanja za
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fosfolipidnu povrSinu, a oboje je nuzno za koagulacijsku kaskadu i formiranje krvnog
ugruska.

Sposobnost vezanja iona kalcija (Ca®") je potrebno za aktivaciju 7 faktora zgruiavanja krvi
ovisnih o vitaminu K u koagaluacijskoj kaskadi. Karboksilacija specificnih ostataka

glutaminske kiseline u tim proteinima upravo omogucava vezanje kalcija.

1.2.2. Ciklus vitamina K

Uz prisustvo kalcijevih iona, karboksilacija dovodi do konformacijskih promjena u
koagulacijskim faktorima (ovisnima o vitaminu K- faktor II, VII, IX i X). Navednom gama
karboksilacijom, faktori II, VII, IX i X postaju aktivni, a pritom reducirani oblik vitamina K
(hidrokinon) (KH2) postaje inaktivni vitamin K epoksid. Vitamin K epoksid je oksidirani
oblik vitamina K i zapravo je nusprodukt karboksilacije. Nadalje, enzim vitamin K epoksid
reduktaza (VKORC1) obnavlja vitamin K'’. Antikoagulacija nastaje kada varfarin inhibira
enzim VKORCI te ne dolazi do aktivacije faktora koagulacije.

Iz ovoga jasno proizlazi da ucinak primijenjenih kumarinskih antikoagulansa moze biti
smanjen primjenom vitamina K (terapijska primjena ili uzimanjem vecée koli¢ine vitamina K
iz hrane). Vazno je istaci da velika koli¢ina vitamina K iz hrane moze u potpunosti blokirati
ucinak varfarina. Treba istaci kako bolesnici u kojih se primijene vece koli¢ine vitamina K
mogu biti rezistentni na daljnju primjenu varfarina 1 kroz tjedan dana jer se vitamin K
akumulira u jetri i postaje dostupan za kumarinski osjetljivu reduktazu.

Promjene u unosu vitamina K su posebno vazne u bolesnika na dugotrajnoj (trajnoj) terapiji
varfarina u kojih se biljeZi i osjetljivost na fluktuacije unosa vitamina K '"'>  hranom,
najve¢im dijelom biljnog porijekla. Znacajne fluktuacije u unosu vitamina K javljaju se u

bolesnih i zdravih pojedinaca .
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SLIKA 1.2.1.2. Ciklus vitamina K i metabolizam varfarina

Najocitiji primjer kako povecan unos vitamina K moze utjecati na smanjeni antikoagulacijski
u¢inak varfarina je redukcijska dijeta koja se sastoji u poveéanom unosu zelenog povréa''.
Smanjeni unos vitamina K, obrnuto, u bolesnika koji uzimaju antibiotike moze pojacati
antikoagulacijski u¢inak varfarina, kao i u onih koji dobivaju samo parenteralnu nadoknadu
tekucine bez nadoknade vitamina K u stanjima smanjene aposrpcije masti.

Vitamin K se terapijski primjenjuje u stanjima manjka i stanjima hipersaturacije s peroralnim
antikoagulansima kumarinskog tipa. Istaknuto je ve¢ prije, kako se vitamin K primjenjuje u
bolesnika s bolestima jetre u kojih su ozbiljno poremecéeni parametri koagulacije kao znak
ostecenja funkcije jetre. Unato¢ tomu $to vitamin K negativno utjece na parametre koagulacije

veé se dugo zna da je za njihove stabilne vrijednosti nuZan i stabilni unos vitamina K'*.
1.2.3. Tromboza i embolija

Tromboza 1 aktivacija koagulacije se normalno ne dogadaju unutar zdrave intaktne krvne
zile®, no u stanjima oste¢ene krvne Zile (bilo kojeg uzroka) moze do¢i do njihova razvoja s
ozbiljnim komplikacijama. Naime, tromboza i embolija dovode nacelno do ishemije i nekroze

zahvaéenog tkiva. Cimbenici rizika za pretjeranu koagulaciju su kirurdki zahvati, maligne
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bolesti, nepokretnost (imobilizacija), povecana tjelesna tezina, primjena nekih lijekova (oralni
kontraceptivi), a manji dio se odnosi na predisponirajuc¢e faktore (trombofilija) u koje
uklju¢ujemo najcesée antifosfolipidni sindrom, deficit faktora V Leiden i druge geneticke
poremecaje.

Kako bi se sprije¢ila patoloska koagulacija i razvoj tromboze u razli¢itim stanjima kada se
indicira profilakticka primjena lijekova, primjenjuju se peroralni antikoagulacijski lijekovi.
Jos uvijek Sirom svijeta, najCesce je to varfarin iako se na trziStu nalaze novi s drugacijim
mehanizmom djelovanja, koji su takoder odobreni i za indikacije u kojima se primjenjuje i
varfarin. Noviji antikoagulacijski lijekovi dabigatran, rivaroksaban, apiksiban (i drugi koji su
u klini¢kim istrazivanjima) su prema klinickim ispitivanjima vrlo ucinkoviti, stupaju u manji
broj interakcija s lijekovima i hranom, imaju ¢ak i manji broj nuspojava, no postoje i otkrivaju
se 1 znacajna ogranic¢enja u njihovoj primjeni (nemogucnost primjene u bolesnika s oSte¢enom
funkcijom bubrega, nedostatak antidota koji bi mogao prekinuti mogucu pretjeranu
antikoagulaciju, posebna stanja u kojima su ¢ak kontraindicirani i dr.).

Osim u profilaktickoj primjeni, i lijeCenje tromboze odnosno embolije provodi se nakon
pocetne primjene heparina (danas gotovo iskljuCivo heparina niske molekularne tezine)
primjenom antikoagulantne terapije gdje je opet varfarin lijek izbora u najveceg broja
bolesnika.

Tromboza 1 embolija su vazni uzro¢nici morbiditeta i mortaliteta, a Cesto se povezuju s
razvijenom aterosklerozom 1 drugim kardiovaskularnim bolestima. Klinicke posljedice

tromboze i/ili embolije mogu biti vrlo ozbiljne pa su prevencija i terapija posebno vazni.

1.3. Varfarin

Varfarin je ucinkoviti peroralni antikoagulantni lijek koji se ve¢ vise od 50 godina primjenjuje
u terapiji i prevenciji arterijskih i venskih tromboembolijskih dogadaja i predstavlja najcesce
koristen lijek u klini¢koj praksi u cijelom svijetu "°. Lijek je uveden u klini¢ku praksu 1954.
godine kada ga je registrirala Americka Uprava za hranu 1 lijekove (FDA od engl. Food and
Drug Administration)'® . Noviji podaci navode da je u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama u
2004. godini propisano vise od 30 milijuna recepata za varfarin'’ . Tako se radi o lijeku koji se
Siroko primjenjuje i 0 njegovoj primjeni puno zna, zbog svojih posebnih karakteristika koje
otezavaju uzimanje, lijek 1 dalje ostaje vrlo diferentan za primjenu. Naime, radi se o lijeku

koji ima izrazito uzak terapijski indeks i Siroke intra- i interindividualne razlike u doziranju.
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18, 19

Njegov ucinak zahtijeva pazljivo pracenje parametara koagulacije , a doza ovisi o nizu

&imbenika ukljuéujuéi dob, spol, prehranu, primjenu drugih lijekova i popratne bolesti ** 2'.

Najéeseca komplikacija antikoagulantnog lije¢enja varfarinom je krvarenje **

. Tako je do
sada ucinjeno mnogo kako bi se primjena ucinila sigurnijom jo§ uvijek je rizik te
komplikacije izrazito visok. Osobito se taj rizik odnosi na rizik od ozbiljnih krvarenja **, a
danas se zna kako je rizik od krvarenja veéi na samom pocetku primjene lijeka 2>,

Varfarin je racemi¢na mjeSavina dva opticki aktivna izomera, R 1 S - enantiomera, u gotovo
jednakim proporcijama. Ipak, S - varfarin je 3-5 puta potentniji antagonist vitamina K nego R-
enantiomer *"?*. U uvjetima stabilne ravnoteZe, procjenjuje se da je S-enantiomer odgovoran

za 60% - 70% antikoagulantnog u¢inka, a R enantiomer za 30% - 40% *°.

SLIKA 1.3.1. Kemijska struktura varfarina

Vaznost varfarina uocava se ne samo zbog kompleksnosti njegove primjene nego i po tome
Sto je Americka Uprava za hranu i lijekove 16.8.2007. godine u uputu koja se prilaze
varfarinu stavila informaciju o farmakogenetickom testiranju kako bi ohrabrila (ali ne i
zahtijevala) zdravstvene djelatnike da pri poCetnom odredivanju doze lijeka uzmu u obzir i
farmakogeneticke informacije ** *'. Varfarin je tako jedan od prvih lijekova koji je dobio
uputu o genotipizaciji. Pritom FDA nije predlozila i specificne metode kojima bi se koristila

geneticka informacija u predvidanju individualne doze u bolesnika.

1.3.1. Farmakokinetika varfarina

Varfarin se, nakon peroralne primjene, brzo i vrlo dobro apsorbira iz gastrointestinalnog
trakta s vrlo malim interindividualnim razlikama®. Cini se da apsorpcija nije smanjena kod

sindroma kratkog crijeva S§to ukazuje da je proksimalni dio gastrointestinalnog trakta mjesto
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apsorpcije 33 a opc¢enito se moze re¢i da hrana ne mijenja farmakokinetiku lijeka. Varfarin

ima vrlo dobru bioraspolozivost od 80%-100% Sto pak ukazuje na zanemarivi prvi prolaz
kroz jetru *°, a lijek se dobro apsorbira iz Zeluca i gornjeg gastrointestinalnog trakta.
Maksimalnu koncentraciju u krvi dosize u zdravih dobrovoljaca 90 minuta nakon oralne
primjene *°, a postoje i podaci da je maksimalna koncentracija u plazmi 2-6 sati nakon oralne

primjene *’. Volumen distribucije je 0,14 L/kg.

Lijek se 99 % veze za bjelancevine plazme (najve¢im dijelom vezan je na albumine) i
akumulira u jetri gdje se metabolizira. Slobodna frakcija je 0,5%-1% *°. ZnaGajno veéu
nevezanu frakciju nalazimo u bolesnika s malignim bolestima®. Takoder je smanjeno vezanje

na bjelanéevine u uremickih bolesnika, no klini¢ka znagajnost toga nije utvrdena **.

Varfarin se ekstenzivno metabolizira u jetri putem citokroma P450, a pritom treba ista¢i kako
se oba stereoizomera, R 1 S izomeri varfarina, metaboliziraju razli¢itim putevima. No oba se
metaboliziraju preko citokrom P450 enzima do inaktivnih metabolita koji se izlucuju stolicom
i urinom®?. Toénije, S - enantiomer se metabolizira preko CYP2C9 u 7 hidroksilat, a metabolit
se dalje konjugira i izlu¢uje putem zuci, dijelom dekonjugira i reapsorbira. Metabolizam R-
enantiomera ide preko CYP1A1l, CYP1A2, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C18 i CYP2C19 32, a
metabolizira se redukcijom postranicnog lanca do sekundarnih alkohola koji se izluCuju u

urinu. Metaboliti su minimalno aktivni ili potpuno neaktivni *.

6-hidroksivarfarin

8-hidroksivarfarin

7-hidroksivarfarin

6-hidroksivarfarin

7-hidroksivarfarin 4-hidroksivarfari
ldroksivartarin dihidrovarfarin

MDR1/ABCB1
Putem Zuci

SLIKA 1.3.1.1. Farmakokinetika varfarina
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Metaboliti varfarina se najve¢im dijelom izlu¢uju putem bubrega (gotovo 92% oralno
primijenjenog varfarina), a manjim dijelom putem zuci.

Poluvrijeme Zivota iznosi 36-42 sata. Maksimalni farmakoloski u€inak postize se za 48 sati, a
trajanje djelovanja je od 2-5 dana. Antikoagulantni ucinak se prati laboratorijskim
parametrima koagulacije, protrombinskim vremenom (PV) i internacionalnim normaliziranim
omjerom (INR) uz pazljivo pracenje klinicke slike bolesnika. Za najveéi dio bolesti i stanja

INR bi trebao biti izmedu 2,0-3,0 4

1.3.2. Farmakodinamika varfarina

Antikoagulantni u¢inak varfarina je neizravni. Varfarin postize antikoagulantni ucinak tako da
inhibira ciklus vitamina K u jetri. Vitamin K je esencijalan za posttranslacijsku modifikaciju
djelomi¢no nepotpunih faktora koagulacije II, VII, IX i X koji se sintetiziraju u jetri. Aktivni
faktori koagulacije se formiraju karboksilacijom prekursora tijekom koje se vitamin K
oksidira u vitamin K 2,3-epoksid. Nakon te reakcije vitamin K se mora reducirati kako bi se
reaktivirao. Redukcija vitamina K obavlja se preko enzima vitamin K epoksid reduktaze
(VKOR), a varfarin blokira ciklus inhibiraju¢i navedenu redukciju nastalog oksidiranog

oblika natrag u vitamin K ** (vidi sliku 1.2.2.1).

To dovodi do nagomilavanja epoksida i gubitka (manjka) vitamina K §to smanjuje sintezu
aktiviranih faktora koagulacije. Na taj se naCin znacajno djeluje na koagulaciju (sprjecava je) i

to je temelj djelovanja varfarina.

Antikoagulantni u¢inak varfarina pratio se donedavno kontrolom protrombinskog vremena
(PV). Protrombinsko vrijeme predstavlja odgovor na redukciju 3 od 4 o vitaminu K ovisnih
faktora koagulacije (faktora II, VII i X) ¢ija je koncentracija u plazmi smanjena djelovanjem
varfarina sukladno s njihovim poluvremenom. Tako u prvih nekoliko dana PV pokazuje
smanjenje faktora VII Cije je poluvrijeme oko otprilike 6h. Kako iza toga slijedi redukcija

faktora X 1 II dolazi do prolongacije PV.

U danasnje vrijeme, PV kao parametar pracenja antikoagulantnog uc¢inka gotovo u potpunosti
je zamijenjen pracenjem INR (od engl. International Normalized Ratio) koji je nakon

prihvacanja i1 preporuke Svjetske zdravstvene organizacije od 1982. godine u Sirokoj primjeni
43,44
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1.3.3. Mjesto varfarina u terapiji — indikacije za primjenu

Varfarin je jo§ uvijek oralni antikoagulans izbora za najveci broj vanbolnickih pacijenata (i

bolnickih) u terapiji i profilaksi venskih i arterijskih tromboembolijskih poremecaja*>.

Klini¢ka ucinkovitost oralnih antikoagulansa je utemeljena u nizu klinickih stanja prema
rezultatima dobro planiranih klinickih pokusa®’. Oralni antikoagulansi su uginkoviti u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji venskog tromboembolizma i pluéne embolije, prevenciji
sistemskih embolija u bolesnika s umjetnim sré¢anim valvulama ili nevalvularnom atrijskom
fibrilacijom, u prevenciji akutnog infarkta miokarda u bolesnika s perifernom arterijskom
bolesti, u prevenciji mozdanog udara, rekurentnog infarkta miokarda, smrtnog ishoda u

bolesnika s akutnim infarktom i u prevenciji akutnog infarkta u bolesnika s visokim rizikom.

U literaturi se do sada nalazilo brojnih potvrda njegove Siroke primjene ** 4748

, a najnovije
smjernice za njegovu primjenu obuhvacaju primjenu u prevenciji embolizma u visoko rizi¢nih
bolesnika s kardiovaskularnim bolestima koje ukljucuju kroni¢nu fibrilaciju atrija, bolest
mitralne valvule, stanje nakon implantacije umjetne srcane valvule, lijeCenje i prevencija
duboke venske tromboze, lijeCenje i prevencija pluéne embolije®. Naravno, najnovije

smjernice spominju ravnopravni status u odnosu na ucinak i novijih antikoagulantnih lijekova

(dabigatran, rivaroksaban, apiksaban, edoksaban).

Za vecinu indikacija prihvacen je umjereni antikoagulacijski uc¢inak koji se mjeri INR-om od
2,0-3,0" iako treba ista¢i kako se sve vise u literaturi navodi kao neuspjeh terapije ili

neadekvatna antikoaguliranost tek kod INR veéeg od 4,0.

Oralni antikoagulansi su, nadalje, u¢inkoviti u prevenciji duboke venske tromboze nakon

elektivne zamjene zgloba kuka *° i velikih ginekoloskih operacija®" .

Vrlo dobri dokazi postoje i za prevenciju tromboembolijskih dogadaja u bolesnika s umjetnim
sr¢anim valvulama iz pokusa koji je pokazao znacajno manju ucestalost tromboembolijskih
komplikacija u tih bolesnika®®, a novije studije su dokazale kako je dodatak jo§ i
acetilsalicilne kiseline (ASK) od 100 mg uéinkovitiji od varfarina samog™. Poveéani rizik
krvarenja ostaje upitan kod istodobne primjene antikoagulantne i antitrombocitne terapije.
Naime ve¢ se 1999. godine pokazala kontraverznom primjena u akutnom infarktu miokarda
gdje je intenzivna antikoagulacija u¢inkovita, ali povezana sa znac¢ajno ve¢im brojem velikih
krvarenja, dok umjerena antikoagulacija (niske doze varfarina zajedno s ASK) nije bila

znacajno bolja od ASK same™*.
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Mozda je najbolje dokumentirana primjena varfarina u bolesnika s atrijskom fibrilacijom,
jednim od najées¢ih poremecaja sr¢anog ritma. Naime postoje mnogobrojni klinicki pokusi o
ucinkovitoj primjeni oralnih antikoagulansa u prevenciji mozdanog udara u bolesnika s
atrijskom fibrilacijom s istovremeno malim apsolutnim rizikom za intrakranijska krvarenja.
Ve¢ su 1994. godine istrazivaCi Skupine za atrijsku fibrilaciju (Atrial Fibrillation
Investigators) objavili da primjena varfarina smanjuje relativni rizik za ishemic¢ki mozdani
udar za 67%, a kombinirani krajnji cilj (iz klinickog ispitivanja) smrtnog ishoda, mozdanog
udara i sistemske embolije za 48%°". Godisnji rizik za mozdani udar je smanjen s 4,5 % na

1,4%. Varfarin se i u toj studiji kao i ve¢ prije °* " *®

pokazao ucinkovitiji u prevenciji
mozdanog udara u bolesnika s nereumatskom valvularnom atrijskom fibrilacijom od ASK.
Unatoc vrlo dobrim dokazima da njegova primjena smanjuje rizik za ishemicki mozdani udar
u bolesnika s atrijskom fibrilacijom za 69% ° smatra se da je varfarin opéenito, propisan u
svega polovice bolesnika koji imaju jasnu indikaciju za antikoagulaciju i unatoc sto je rizik za

ishemi¢ki mozdani udar od 2-17 puta visi nego u bolesnika sa sinus ritmom .

Uzrok nedovoljne i suboptimalne primjene je dijelom u propisivacima (lije¢nicima) i njihovoj
neopravdanoj sumnji da se korist iz klinickih pokusa ne moze jednostavno prevesti u klinicku
praksu ®' jer se pri probiranju bolesnika koji bi se ukljuéili u klini¢ki pokus, ne ukljucuju oni
starije zivotne dobi 1 oni s relativnom kontraindikacijom za primjenu lijeka. Dio razloga je i u
samom varfarinu koji ima spori nastup djelovanja, uski terapijski indeks, znacajne
farmakokinetske i farmakodinamske varijabilnosti ® i stupa u mnoge interakcije lijek-lijek i
lijek-hrana 1 ¢ije djelovanje zahtijeva pazljivu laboratorijsku kontrolu pa 1 osobitu paznju

......

je u potpunosti opravdana.

Neopravdani strah od primjene varfarina moze se predpostaviti i u drugim klinickim
indikacijama od strane lije¢nika i od strane bolesnika. Jedino edukacija moze doprinijeti da se

lijek propisuje u skladu s medicinom temeljenom na dokazima.
1.3.4. Nuspojave varfarina
Nuspojave varfarina su brojne *~.

Od kardiovaskularnih se opisuje sindrom kolesterolskih embolusa koji ukljucuje sustavnu

ateroemboliju i kolesterolske mikroemboluse, a mogu se javiti u bolesnika s mnogobrojnim
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znacima i simptomima. Tako su opisani sindrom purpurnih prstiju na nogama, retikularni
livedo, osip, gangrena okrajina i organa, nagla i intenzivna bol u nogama, stopalima i prstima,
bolni ulkusi na stopalima, mijalgija, abdominalna bol, bol u ledima, hematurija, bubrezno
zatajivanje, hipertenzija, cerebralna ishemija, infarkt ledne mozdine, pankreatitis, sindrom
poliarteritisa ili bilo koje druge posljedice kompromitiranja vaskularnog protoka uzrokovanog
embolijom. Bubrezi su naj¢es¢i visceralni organi u kojima se nalaze opisane komplikacije, a
slijede gusteraca, slezena i jetra. Sindrom purpurnih prstiju je karakteriziran iSaranom kozom
prstiju purpurnom bojom koji se najcesce javlja od 3. do 20. tjedna nakon uvodenja terapije
varfarinom, ali moze i kasnije. lako je najCeSée reverzibilna nuspojava, dugotrajno moze
zaostati promijenjena boja koze. Ponekad sindrom moze progredirati do gangrene i nekroze te
dovesti do amputacije. Pretpostavlja se da je mehanizam uzrokovan toksi¢nim ucinkom
varfarina na kapilare. Jasna povezanost kolesterolskih embolusa i1 antikoagulantne terapije
nije dokazana iako je rizik za navedenu nuspojavu ukljuen u uputu o lijeku *.

Uz primjenu varfarina opisuje se razvoj hematoperikarda i tamponade srca u bolesnika
tijekom lije¢enja pluéne embolije®* §to predstavlja krvarenje u sklopu kardioavaskularnih
nuspojava.

Hipotenzija se ne opisuje cCesto, ali je moguéa osobito u bolesnika s pretjeranom
antikoagulacijom.

Krvarenje je najée$¢a i najopasnija nuspojava (komplikacija) terapije varfarinom ¢, °°.
Ucestalost se opisuje u 2%-48% bolesnika, a odraz je pretjerana antikoagulantnog ucinka. U
svakog bolesnika u kojih se krvarenje javi, treba traziti organski uzrok krvarenja, kao i
procijeniti mogucénost interakcija kao uzroka krvarenja. Antikoagulantni ucinak traje i do 48
sati nakon prestanka primjene lijeka Sto nalaze pracenje bolesnika kroz to vrijeme. Krvarenje
ukljucuje epistaksu, hemoptizu, hematuriju, gingivalno krvarenje, razvoj potkoznih krvarenja
(modrica), vaginalno krvarenje, subkonjunktivalno krvarenje. Ozbiljnim (velikim)
krvarenjima se smatraju intracerebralno i retroperitonejsko krvarenje, ono koje izravno dovodi
do smrtnog ishoda ili rezultira produljenom hospitalizacijom i potrebom za transfuzijom .
Rizi¢ni faktori za krvarenje ukljuuju intenzitet antikoagulantnog ucinka, bolesnikove
znacCajke, istovremenu primjenu lijekova koji potencijalno mogu stupiti u interakcije i duljinu
terapije .

Alopecija je poznata i relativno Cesta nuspojava koja se javlja u rasponu od 5% pa sve do 78%
bolesnika ¢’. Javlja se tijekom akutne i dugotrajne primjene, s prosje¢nim gubitkom kose koja
ponovo naraste nakon prestanka primjene lijeka. Od koznih nuspojava moguce su urtikarija,

makulopapulozni osip, a vrlo je dobro opisana i objasnjena opasna nekroza koze koja nije
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Cesta, ali moze rezultirati s obimnim mutiliraju¢im zahvatima (amputacijama donjih
ekstremiteta, dojki u Zena i dubokim defektima koze) ®°. Najéesce se javlja u prvih 10 dana od
pocetka terapije, ali se opisuje i tijekom kroni¢ne primjene. Glavni predisponirajuci faktor je
manjak proteina C (ali i proteina S i antitrombina III, kao i prisustvo faktora V Leiden 1 lupus
antikoagulanta) pa se u tih bolesnika preporucuje poseban oprez pri uvodenju terapije, a kako
bi se smanjio rizik, na pocetku primjene se preporucuje istodobna primjena heparina
(standardnog ili heparina niske molekularne tezine) i varfarina tijekom 3-5 dana. Nekroza
koze se moze javiti i u bolesnika koji nemaju navedene predisponirajuce faktore.

Od gastrointestinalnih nuspojava najznacajnije je i opet krvarenje. Gastrointestinalni trakt je
prema jednoj studiji u kojoj se procjenjivala terapija u odnosu na rizik po zivot ugrozavajucih
krvarenja tijekom varfarinske terapije, mjesto krvarenja u 2/3 bolesnika. Od velikih krvarenja
opisuje su melena, hemoptoa, ali i veliki intra - 1 retroperitonealni hematomi.

Od neuroloskih nuspojava najopasnije je intracerebralno krvarenje koje moze dovesti do
teskih posljedica i smrtnih ishoda. Kako se radi o jednoj od najozbiljnijh nuspojava varfarina
uopc¢e, u svih bolesnika na toj terapiji treba u slu¢aju pojave neuroloSkih simptoma
posumnjati na moguce krvarenje u srediSnji ziv€ani sustav. Odustvo simptoma drugih
krvarenja (vanjskih) ne iskljucuje dijagnozu intracerebralnog krvarenja. Najopasnije razdoblje
(kod kronic¢ne terapije) je unutar godinu dana od pocetka terapije te se u tom razdoblju
preporucuje pazljivija kontrola parametara koagulacije.

Ono §to je posebno vazno jest da je rizik za hemoragi¢ne dogadaje povisen u prvim tjednima
terapije i prelazi 7%-10%, ukljuujuéi i 2%-5% velikih krvarenja®. Taj je rizik 10 puta veéi
na pocetku terapije u usporedbi s rizikom nakon 12 mjeseca terapije®®. Upravo stoga nastoji se
unaprijed, prije zapocinjanja terapije, procijeniti najadekvatnija doza kojom bi se smanjio taj
rizik.

Rjede nuspojave su hematoloSke nuspojave koje ukljucuju anemiju 1 eozinofiliju te

osteoporoti¢ne frakture koje se najces¢e opisuju u starijih muskih bolesnika.

1.3.5. Interakcije varfarina s drugim lijekovima
Brojne su interakcije varfarina i drugih lijekova *2. Ozbiljne su one koje dovode do poveéanog

rizika za pojavu krvarenja ili dovode do smanjenja ucinka i mogucnosti retromboze te

zahtijevaju promjenu dozu. U velikoj bazi podataka (Micromedex) opisano je 228 interakcija
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lijekova (ukljuujuéi i biljne pripravake) s varfarinom **. Interakcije se obiéno dijele u blage,
umjerene i ozbiljne, ali mehanizam nastanka nije uvijek jasno protumacen.

Opcenito, moze se istaknuti kako najceS¢e nema apsolutne kontraindikacije za istodobnu
primjenu drugih lijekova 1 varfarina, ali kod ozbiljnih interakcija istodobna primjena zahtijeva
pazljivije klinicko pracenje bolesnika i CeS¢e laboratorijsko pracenje (PV/INR) ucinka te
prema potrebi modificiranje doze.

U svakodnevnoj praksi vrlo Cesto se uz varfarin istovremeno propisuju kardiovaskularni
lijekovi, hipolipemici, nesteroidni antireumatici, antibiotici jer se, takoder vrlo Cesto radi o
starijim bolesnicima koji imaju brojne popratne bolesti pa i brojne lijekove u kroni¢noj
terapiji.

Znacajne interakcije biljeze se s induktorima mikrosomalnih enzima (npr. antikonvulzivi-
karbamazepin) jetre uz ¢iju primjenu se varfarin obi¢no mora primjenjivati u znacajno visim
dozama (12 mg-15 mg pa i viSe, na dan). S obzirom na ubrzani metabolizam varfarina (u¢inak
karbamazepina), uz uobiCajene doze ne uocCava se adekvatni terapijski ucinak. Kad se
karbamazepin dodaje varfarinu potrebno je pazljivo pra¢enje parametara koagulacije i obi¢no
se doza varfarina povisuje, a kod prestanka primjene karbamazepina se ona obi¢no reducira®.
Stabilizacija doze varfarina i antikoagulantnog ucinka se postize 4-6 tjedana nakon dodavanja
ili prestanka primjene karbamazepina.

Vrlo snazni induktor mikrosomalnih jetrenih enzima je rifampicin koji kod istovremene
primjene pojacava klirens varfarina i antikoagulacijski ucinak je izrazito snizen. Doza
varfarina se u pravilu mora dvostruko povisiti, a zabiljezena su znacajna krvarenja nakon
prestanka primjene rifampicina '’

Jednako tako vrlo znaCajna je interakcija s antiaritmikom amiodaronom. Mehanizam
djelovanja je smanjeni metabolizam varfarina kojim kod istodobne primjene dolazi do
produljenja PV 1 povecanog rizika za krvarenje. Vazno je ista¢i da istodobna primjena
medutim nije kontraindicirana, a amiodaron smanjuje metabolizam varfarina unutar tjedan
dana od pocetka istodobne primjene i utjecaj na metabolizam moZze trajati i do 3 mjeseca
nakon §to je amiodaron prekinut (zbog izuzetno dugog t '2 amiodarona). Kombinacija
lijekova ima vec¢i rizik za postizanjem INR veceg od 5 nego pojedinacna terapija. To se
obi¢no razvija unutar 12 tjedana od pocetka primjene, a nove smjernice kod primjene
varfarina uz ve¢ primijenjeni amiodaron, preporucuju empirijski nize doze varfarina za 35%-
65% uz pazljivo praéenje INR u tom razdoblju ’'.

Acetilsalicilina kiselina 1 drugi salicilati s varfarinom stupaju u ozbiljnu interakciju kod koje

je povecCan rizik od krvarenja. U viSim dozama od 6 g/dan ASK ima izravni

23



hipoprotrombinemicki ucinak, dok se kod primjene niskih doza ocituje antiagregacijski
ucinak na trombocite. Primjena nije apsolutno kontraindicirana, ali bi se trebala izbjegavati
kad god je to moguée "'. Sli¢no je i sa svim nesteroidnim antireumaticima iako su razligiti
podaci za diklofenak, ketoprofen, naproksen, indometacin. Mehanizam je uglavnom jednak i
radi se o inhibiciji adhezije i agregacije trombocita. Kombinacija varfarina i nesteroidnih
antireumatika koji moguce dovode do razvoja gastri¢nih erozija, znacajno povisuje rizik od
krvarenja "%,

Od drugih antitrombocitnih lijekova, tiklopidin samo povisuje koncentraciju R - varfarina i
time stupa u klinicki beznacajnu interakciju, no istovremena primjena klopidogrela povecava
znacajno rizik od krvarenja jer se pojavljuje dodatni antikoagulacijski ucinak te se zahtijeva
pazljivo klini¢ko i laboratorijsko pra¢enje bolesnika **.

Istovremena primjena paracetamola pojacava hipoprotrombinemicki ucinak inhibicijom
metabolizma varfarina. Pokazalo se da doza od 4 g/dan (koja je maksimalna doza
paracetamola) utjece na povisenje INR. Ipak, paracetamol ostaje analgetik i antipiretik izbora
u bolesnika s varfarinom u terapiji sve dok se izbjegavaju vise doze od maksimalnih 1
primjena kroz dulje vrijeme. Pazljivo pradenje parametara koagulacije i klinickih znakova
krvarenja se u tim slucajevima preporucuje.

Od antibiotika vazna je i klini¢ki znaajna interakcija s metronidazolom ”. Mehanizam
nastanka interakcije je inhibicija metabolizma varfarina i smanjenje njegova klirensa, a za
napomenuti je kako lokalno primijenjeni metronidazol (npr. vaginalete ili kreme) ne utjece na
parametre koagulacije Sto je logi¢no jer se kod lokalne primjene predpostavlja da nema
znacajnije sustavne aposrpcije.

Od kinolona u literaturi se spominje umjerena interakcija sa ciprofloksacinom i
norfloksacinom nepoznatog mehanizma nastanka te ozbiljna s moksifloksacinom koja
zahtijeva prekid primjene moksifloksacina ukoliko INR bude zna&ajno povisen’”.

Kloksacilin znacajno smanjuje antikoagulacijski uc¢inak te je kod istovremene primjene
potrebno prekontrolirati INR izmedu 4. - 7. dana nakon uvodenja lijeka kao i 3 tjedna nakon
prestanka primjene .

Znacajna je interakcija kombinacije sulfametoksazola i trimetoprima '°

s varfarinom zbog
pojacanog hipoprotrombinemickog ucinka. Mehanizam nastanka je inhibicija metabolizma
varfarina, ali i zamjena varfarina s veznih mjesta na albuminu.

U novijim studijama opisuje se 1 poviSenje INR od 31% u bolesnika na stabilnoj dozi

varfarina u kojih je zbog akutne bolesti primijenjen azitromicin '’
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Fenofibrat stupa u ozbiljnu interakciju s pojacanim antkoagulacijskim u¢inkom i rizikom za
krvarenje nepoznatim mehanizmom, a zahtijeva i do 30% smanjenje doze varfarina.

Statini opcéenito povisuju INR 1 rizik od krvarenja, a kod istovremene primjene simvastatina
opisuje se 1 poviSen rizik od rabdomiolize te se bolesnicima preporucuje osim pracenja
parametara koagulacije i pra¢enje kreatinfosfokinaze (CK) ’® kako bi se na vrijeme uogila ova
znacajna interakcija, odnosno nuspojava. IstiCemo kako se varfarin i statini vrlo ¢esto mogu
nac¢i propisani i istog bolesnika jer se obi¢no radi o bolesnicima s istodobno prisutnim
kardioavskularnim bolestima, poremecajem sréanog ritma i hiperlipoproteinemijom.

Varfarin stupa u interakcije i s biljnim pripravcima koji se takoder Siroko primjenjuju iako
velika ve¢ina njih nema dokazano djelovanje. Najpoznatije su interakcije: s pripravcima
Gingka bilobae koja moze dovesti do ozbiljnih krvarenja (opisana intrakranijska krvarenja), s
pripravcima Gospine trave koji umanjuju antikoagulacijski u¢inak, kao 1 preparati soje koji u

sebi sadrze velike koli¢ine vitamina K.

1.3.6. Dodatni utjecaji na dozu i u¢inak varfarina

Doza varfarina, stabilnost antikoagulacije i povecéani rizik od krvarenja su podlozni razli¢itim
utjecajima *°.

Osobne klinicke karakteristike bolesnika znacajno utjeCu na dozu i ucinak varfarina.
Osnovno, antikoagulacijski u¢inak varfarina ovisi o dobi bolesnika. Sto je bolesnik starije
zivotne dobi zahtijeva manje doze varfarina, odnosno postize se jaci antikoagulacijski ucinak

9, 80 .
.80 "9 Khamali

lijeka u starijih bolesnika. To je do sada uspjelo dokazati u nekoliko studija
je 2004. godine® ustvrdio kako je u dobi od 55 godina potrebno za isti u¢inak 4,9 mg
varfarina na dan, a u dobi od 85 godina 3,1 mg/dan lijeka. Istovremeno je pokazao kako je
klirens varfarina uz dob, ovisan i o genetskom profilu CYP2C9. Tako su gore navedene doze
zabiljezene uz genotip CYP2C9*2, a u bolesnika s genotipom CYP2C9*3 su one nize i u dobi
od 55 godina su prosje¢ne doze od 3,8 mg, a u dobi od 85 godina 2 mg.

Ve¢ sljedece godine objavljeni su rezultati prospektivne kohortne studije koja je utvrdila
inverznu povezanost doze varfarina i dobi u snaznu povezanost doze sa spolom **. Utvrden je
raspon u medijanu tjedne doze od 22 mg za Zene starije od 80 godina do 45 mg za muskarce
u dobi do 50 godina. Tjedna doza se smanjivala za 0,4 mg po godini i u prosjeku je u Zena

trebalo 4,5 mg varfarina tjedno manje nego u musSkaraca. Prema tim rezultatima u bolesnika

starijih od 70 godina Zivota, preporuc¢ena doza od 5 mg/dan bila je previsoka u 82% Zena i u
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65% muskaraca. Na temelju toga se zakljucilo da bi u velike veéine gerijatrijskih bolesnika
trebalo zapoceti i odrzavati terapiju s prosje¢no nizim dozama varfarina.

Tjelesna tezina moguce takoder utjece na dozu varfarina. Ranija istrazivanja su pokazala da je
indeks tjelesne tezine (BMI, od engl. Body Mass Index) povezan s prosjecnom dnevnom
dozom varfarina®, dok je unos vitamina K samo marginalno pozitivno povezan s dozom
odrzavanja®. Debljina je jedan od faktora koji moguée utjede na dozu, koji se do sada nije
previse ispitivao ni kod primjene drugih lijekova, a koji moze utjecati na incijalni ucinak
lijekova pa tako i varfarina. Retrospektivno ispitivanje Wallace i suradnika iz 2013. godine
utvrdilo je da se u 71% bolesnika normalne tjelesne tezine postize do otpusta iz bolnice
uredna terapijska vrijednost INR u odnosu na 42% adipoznih i 38% onih koji se tzv. morbidne
debljine. Adipoznim bolesnicima je potrebno duze vrijeme do postizanja terapijskih
vrijednosti INR i trebaju vise prosje¢ne dnevne doze za isti antikoagulacijski uginak *°.
Poznato je da dozu varfarina treba prilagoditi i klinickom stanju organizma, odnosno
istodobnim popratnim bolestima. Vrlo Cesto u bolesnika koji su na terapiji varfarinom
biljezimo istodobno jo$§ nekoliko popratnih bolesti jer se naj¢esce i radi o bolesnicima starije
Zivotne dobi s ve¢ naznaenim brojnim o$te¢enjima organa ™.

Prema studiji kohorti iz 2001. godine samo oStecenje jetre 1 kongestivno zatajenje srca imaju
znacajni utjecaj na primjenu varfarina i dovode do povecanog rizika za pretjeranu
antikoagulaciju uz povisenje INR preko 6,0 *. Ipak ne postoje preporuke za smanjenjem doze
u bolesnika s ozbiljnim zatajenjem jetre nego se preporucuje pazljivije pracenje INR s
obzirom na mogu¢i jac¢i antikoagulacijski u¢inak. Od akutnih bolesti, u gore navedenoj studiji,
povecani rizik za pojacani antikoagulacijski u¢inak utvrden je joS kod dugotrajnih proljeva
(zbog smanjene apsorpcije vitamina K) i poviSenja tjelesne temperature **.

Vitamin K je dobro poznati ¢imbenik koji utjeCe na antikoagulacijski ucinak varfarina.
Povecani unos vitamina K odnosno hrane bogate vitaminom K znaCajno smanjuje njegov
antikoagulacijski uginak'?. No neke studije nisu utvrdile klini¢ki znaGajni utjecaj unosa hrane
bogate vitaminom K na protrombinsko vrijeme kao niti da je koncentracija vitamina K u
plazmi povezana s dozom odrZavanja varfarina *'.

Iza toga novija su istrazivanja pokazala kako promjene u prehrani i unosu vitamina K mogu
utjecati na antikoagulantni ué¢inak varfarina. Cak i vrlo kratko razdoblje smanjenog unosa
vitamina K dovelo je do povecane senzitivnosti varfarina, a pove¢ani unos hrane koja sadrzi
vitamin K moZe smanjiti antikoagulantni u¢inak koji moze trajati i nekoliko dana iza toga **.
Sconce 1 suradnici su dokazali kako je bolesnika u kojih se biljezila slaba kontrola

antikoagulantnog uginka trajno i znaajno bio manji unos vitamina K *. To je kasnije dovelo
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do istrazivanja koje je pokazalo da bi trajna nadoknada vitamina K mogla poboljsati kontrolu
antikoagulacijskog ué¢inka *°. Zaklju¢no, preporuduje se umjereni i stabilni unos vitamina K
za postizanje stabilne doze i antikoagulacijskog ucinka.

Iz svega navedenoga moze se zakljuciti da se kod odredivanja doze ve¢ 1 samo na temelju
klinickih osobina bolesnika mora doza varfarina vrlo individualno titrirati.

Interakcije s lijekovima su prije navedene.

1.3.7. Farmakogenetika varfarina

Farmakogenetika je znanstvena disciplina koja proucava vezu izmedu geneticke
predispozicije pojedinca i njegove sposobnosti da metabolizira farmakoloski aktivne tvari.
Osnovni zadatak joj je utvrditi utjecaj gena na individualne varijacije u odgovoru na
(uglavnom) neki lijek, ali i druge egzogene tvari. Genotipizacija pak predstavlja dijagnosticki
postupak ispitivanja i identifikacije genskog polimorfizma, odnosno ispitivanje DNA zapisa
gena koji kodira proteine/enzime ukljucene u metabolizam lijeka. Pritom genski polimorfizam
definiramo ucestalos¢u neke mutirane varijante gena u populaciji ve¢om od 1%. Ipak treba
napomenuti da utvrdeni genski polimorfizam nema uvijek klini¢ku znacajnost. Genske
promjene rezultiraju odredenim fenotipom. Fenotip pak utjece na farmakokineticke parametre
koji ukljucuju apsorpciju, metabolizam 1 sekreciju lijekova, a kod farmakodinamike fenotip
odreduje prvenstveno receptorsko mjesto pa time u ucinkovitost lijeka.

Genski polimorfizam odreduje nekoliko fenotipova u odnosu na intenzitet metabolizma lijeka:
a) fenotip jasno izrazenog (brzog) metabolizma (EM, od engl. extensive metabolizer). Takav
fenotip je najces¢i u populaciji s oba potpuno funkcionalna alela (divlji genotip, od engl.
wilde type wt/wt )

b) fenotip slabog (sporog) metabolizma (PM, od engl. poor metabolizer) autosomno je
recesivno svojstvo nastalo mutacijom i/ili delecijom oba alela s fenotipskom ekspresijom u
vidu akumulacije lijeka (ova) supstrata zbog smanjene ili dokinute aktivnosti enzima (genotip
mut/mut)

¢) fenotip izrazito pojacanog metabolizma (UEM, od engl. ultraextensive metabolizer)
autosomno je dominantno svojstvo posljedicno amplifikaciji gena s osobinom ubrzane
razgradnje lijeka-supstrata

d) fenotip srednjeg metabolizma (IM, od engl. intermediate metabolizer) nalazi se u
heterozigota s jednim mutiranim i1 drugim funkcionalnim alelom, prenosi se autosomno

recesivno, a metabolizam lijeka moZze biti normalan ili smanjen ( genotip wt/mut).
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Rezultati farmakogeneticke analize s genotipizacijom polimorfnih alela i egzaktnim
odredivanjem fenotipa omogucuju prije primjene lijeka odabir najbolje moguce doze lijeka
¢ime se mogu prevenirati nuspojave uzrokovane preniskom ili previsokom dozom lijeka o
odnosno unaprijed se nuspojave mogu i predvidjeti pa tako i izbjeci.

Za metabolizam razli¢itih egzogenih i endogenih tvari u ljudskom organizmu jedan od
najvaznijih enzimskih sustava je onaj citokroma P450 (CYP) u jetri. Navedeni sustav CYP
predstavlja najvazniji oksidativni sustav ukljuCen u biotransformaciju lijekova (faza I).
Opisano je preko 50 enzima sustava CYP, no u metabolizam lijekova je uklju¢eno samo
nekoliko (1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4, 3A5). Oni metaboliziraju 90% svih lijekova °2.
Najve¢im dijelom su enzimi smjesteni u membranama endoplazmatskog retikuluma u jetri, ali
ih nalazimo 1 u drugim tkivima (crijevu, bubrezima, posteljici, plu¢ima i mozgu). U odnosu na
lijekove imaju vaznu ulogu u regulaciji njihova uc¢inka i trajanja aktivnosti lijeka kao i u
detoksikaciji.

Enzimi CYP su iznimno polimorfni i uz individualnu pokazuju i1 varijabilnu interetnicku
zastupljenost pojedinih alelnih varijanti”. CYP2D6, 2C19 i 2C9 polimorfizam se smatra
odgovornim za najces¢e varijacije u metabolizmu faze I lijekova jer se 80% danasnjih
lijekova metabolizira tim enzimima®. CYP2C9 je klinicki znacajan enzim koji pokazuje
multiple geneticke varijante s potencijalnim utjecajem na ucinak i1 razvoj nuspojava lijekova
koji se najveCim dijelom metaboliziraju tim enzimom. Studije su ukazale da su pritom
najvazniji aleli CYP2C9*2 i *3 °*.

Upravo preko enzima CYP2C9 se metabolizira i varfarin.

No za ucinak varfarina nisu samo odgovorni geni koji kodiraju enzime ukljucene u njegov
metabolizam. U¢inak varfarina temelji se 1 na u¢inku na inhibiciju ciklusa vitamina K u jetri
koji je vazan za sintezu, odnosno aktivaciju faktora koagulacije II, VII, IX 1 X. Aktivni faktori
koagulacije se formiraju karboksilacijom prekursora tijekom koje se vitamin K oksidira u
vitamin K 2,3-epoksid. Nakon te reakcije vitamin K se mora reducirati kako bi se reaktivirao.
Redukcija vitamina K obavlja se preko enzima vitamin K epoksid reduktaze (VKOR), a
varfarin blokira ciklus inhibiraju¢i navedenu redukciju nastalog oksidiranog oblika natrag u
vitamin K**. Nagomilavanje epoksida, smanjuje sintezu aktiviranih faktora koagulacije 3to je
temelj djelovanja varfarina jer se sprjeCava koagulacija krvi. I gen za enzim vitamin K

epoksid reduktazu (VCORT1) moze biti polimorfan pa se time moze mijenjati u¢inak varfarina.

Istovremeno u posljednje vrijeme sve se viSe pojavljuju dokazi kako je transport varfarina

preko stani¢ne membrane, npr. u jetri, moguce posredovan P-glikoproteinom (MDR1 od engl.
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multidrug resistance protein 1) koji je kodiran genom ABCBI (od engl. ATP binding cassette
transporter B1). Medutim dokazi su nedostatni i manje vjerojatni s obzirom na vrlo dobru
bioraspolozivost varfarina. No kako je polimorfizam gena ABCBI do sada povezan s
promjenama u mRNA, ekspresijom proteina i farmakokinetikom brojnih lijekova, moguce je

. . .. . . . 94
da ima utjecaja i na farmakokinetiku varfarina .

1.3.7.1. Polimorfizam gena CYP2C9

CYP2C9 je glavni izoenzim CYP2C koja inace ima 4 funkcionalna gena. Procjenjuje se
da je CYP2C9 odgovoran za metabolicki klirens i do 15% svih lijekova koji prolaze fazu I
metabolizma *°. Supstrati navedenog enzima su razli¢iti protuupalni lijekovi (nesteroidni
antireumatici - diklofenak, naproksen, piroksikam, celekoksib, ibuprofen i dr.), oralni
hipoglikemici (tolbutamid, glipizid i dr.), diuretici (torasemid), blokatori angiotenzinskih
receptora (losartan, kandesartan 1 dr.), antiepileptici (fenitoin), statini (fluvastatin),
ciklofosfamid, tamoksifen 1 oralni antikoagulansi (varfarin). CYP2C9 pokazuje znacajan
geneticki polimorfizam i do 40% bijele populacije su nositelji alela koji kodiraju potpuno ili
djelomi¢no nefunkcionalne oblike enzima *°.
Gen CYP2(C9 je smjeSten na kromosomu 10q24.
Prve indicije o polimorfizmu gena CYP2C9 dolaze iz ranih 80-ih kada je i doslo do potvrde
postojanja CYP2C9*2 i *3 sa znafajnom udestalosti unutar bijele populacije °°. Kasnija
istrazivanja su potvrdila da, kako je ve¢ navedeno i do 40% bijelaca nosi jedan ili vise

razli¢itih varijanti CYP2C9 **.

u brojnim etnickim skupinama. Najcesc¢i je *1 koji se smatra ,,divljim tipom*, a predstavlja
aminokiseline Argl44/11e359. Zamjenom citozina u tiamin (C>T) na nukleotidu 430 na
eksonu 3 nastaje Cys144/11359 (CYP2C9*2), a zamjenom adenina u citozin (A>C) na
nukleotidu 1075 na eksonu 7 nastaje Argl44/Leu359 (CYP2C9*3) alelna varijanta. Sli¢ne su
promjena na eksonu 7 i za polimorfizam *4 (1076 T > C) i polimorfizam *5 (1080 C > G).
Aleli *1, *2 1 *3 stvaraju Sest razli¢itih genotipova: *1/*1 (wt/wt),*1/*2, *1/*3, *2/*2  *2/*3,
*3/*3. Najucestaliji je alel divljeg tipa CYP2C9 (wt), a homozigotni nositelji ovog alela imaju
normalni metaboli¢ki fenotip i pripadaju brzim metabolizatorima *°. Aleli *2 i *3 povezani su
sa znac¢ajnim smanjenjem metabolizma razli¢itih supstrata CYP2C9 u odnosu na divlji tip
alela 1 smatraju se vaznim rizi¢nim ¢imbenicima za moguce nuspojave, poput krvarenja u

slu¢aju varfarina.
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Homozigotni nositelji dva mutirana alela pripadaju sporom metabolickom fenotipu, dok za
nositelje jednog normalnog 1 jednog insuficijentnog alela kazemo da pripadaju
intermedijarnom metabolickom fenotipu.

Ucestalost polimorfizma se vrlo znacajno razlikuje u etnickim skupinama.

U bijelaca otprilike 2/3 populacije su nositelji wt (1*1*) genotipa i imaju visoku ekspresiju i
dobru funkciju enzima, a jedna treéina su nositelji genotipa 1*/2* i 1*/3* s intermedijarnom
funkcijom enzima. Do 3% populacije su nositelji genotipa *2/*2, *2/*3 ili *3/*3 1 imaju
slabu aktivnost enzima CYP2C9.

Polimorfizmi CYP2C9*2 i *3 koji su ¢esci u bijelaca, rjede su zastupljeni u Afroamerikanaca
(svega u 1-2%) *°. U istoj populaciji Afroamerikanaca otkriven je i polimorfizam specifidan
za tu populaciju, a ustanovljen je u ispitanika koji je razvio nuspojavu na fenitoin.
Polimorfizam CYP2C9*3 je vrlo rijedak u Koreji 1 Istocnoj Aziji (1-2%), dok alel
CYP2C9*2 uopée nije pronaden u toj populaciji °’. Rezultati istraZivanja u Hrvatskoj su bili u

skladu s navedenom distribucijom u bijeloj rasi °°.

Brojne su studije koje su ukazivale na
jednaku, ali i razlicitu ucestalost u podskupinama bijelacke populacije.

Aleli *2,*3 su udruzeni sa smanjenom enzimskom aktivnoS¢u a time 1 usporenim (ili
smanjenim) klirensom varfarina. Svaki od tih polimorfizama moze se pojaviti u
homozigotnom ili heterozigotnom obliku a prisustvo oba polimorfizma rezultira slozenom
(engl. coumpound heterozygote) heterozigotnom formom CP2C9*2/*3. Razliciti
polimorfizmi CYP2C9 imaju razli¢iti ucinak na klirens varfarina Sto konacno rezultira
varijabilnim klini¢kim ucincima. IstraZzivanja navode da u wusporedbi s brzim
metabolizatorima koji su homozigoti za *1 (wt) alel, homozigoti za alel *2 imaju smanjenu
aktivnost enzima na 12%, dok u homozigota za alel *3, aktivnost enzima iznosi svega 5%
aktivnosti brzih metabolizatora *°. Odnosno, metabolizam varfarina je u nositelja alela *2
smanjen za 30-50%, a u nositelja alela *3 za 90% '°. Sustavnim pregledom i meta analiza 9
pokusa utvrdila je da su potrebne dnevne doze varfarina bile nize za 17% u nositelja alela
CYP2C9*2 odnosno za 37% u nositelja alela CYP2C9*3 *.

Jasno je iz svega navedenoga kako polimorfizam CYP2C9 ima i klini¢ku znacajnost. Mutirani
geni dovode do smanjene aktivnosti enzima, usporenog metabolizma 1 posljedi¢no do nizih
potrebnih dnevnih doza odrzavanja varfarina §to se pokazalo u nizu klini¢kih pokusa '* 8 1%,
Bolesnici s varijantnim alelima CYP2C9 (osobito *3 1 kombinacije *2*3) mogu imati poviSen
INR, potrebno im je dulje vrijeme do postizanja stabilne doze varfarina i imaju ve¢i rizik za

ozbiljna 1 ugrozavajuca krvarenja posebice tijekom uvodenja terapije, odnosno u razdoblju

titracije doze.
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Kako je navedeno metabolizam varfarina odvija se razli¢itim metabolickim putevima za S i R
- enantiomere. S-enantiomer se metabolizira uglavnom preko CYP2C9, a R-enantiomer preko
CYP3A4,1A2 1 1A1. U posljednje vrijeme navode se neki manje vazni metabolicki putevi za
S-varfarin (2C8, 2C18, 2C19), a za R varfarin osim navedenih, spominju se 2C8, 2C18, 2C19
1 3A5. Do sada nema objavljenih studija koje bi upucivale da polimorfizam navedenih enzima

. . . . . . 4
ima utjecaj na doziranje varfarina **.

1.3.7.2.  Polimorfizam gena VKORC]I

Geni ukljuceni u ciklus vitamina K, takoder imaju veliku ulogu u odgovoru na primjenu
varfarina. Varfarin, kao i drugi antagonisti vitamina K, postize svoj antikoagulantni ucinak
prevenirajuci regeneraciju vitamina K mehanizmom inhibicije enzima vitamin K epoksid
reduktaze (VKOR). Taj multiproteinski kompleks reciklira vitamin K 2,3-epoksid u vitamin
K hidrokinon, koji je vazan kofaktor za posttranslacijsku gama karboksilaciju faktora
koagulacije (faktor II -protrombin, VII, IX i X). Iako je enzim identificiran jo§ 1974. godine

bilo je potrebno 30 godina da se utvrdi gen koji je odgovoran za sintezu navedenog enzima.

101, 102
e avrlo

Rezultati identifikacije gena objavljeni su istodobno od dva autora 2004. godine
brzo se ustvrdilo kako polimorfizam gena VKORCI bitno odreduje ucinak varfarina jer se

prema tomu razlikuje 1 enzimska aktivnost.

. . v .. .. . . .. . 100
Otkrivene su i protumacene rijetke mutacije koje dovode do rezistencije na varfarin . I

daljnja su brojna istrazivanja pokazala da je jednonukleotidni polimorfizam (SNP, od engl.
single nucleotide polymorphisms) VKORC1 vrlo jasno povezan s dozom odrzavanja varfarina
i to u razligitim populacijama ** '0% 103104103,

2004. godine identificirani su SNPs u VKORCI '. Autori su identificirali 10 nekodirajuéih
SNP i definirali niz od 4SNP. Za SNP na poziciji 6853G/C je ustanovljeno da je odgovoran za
21-25% wvarijabilnosti dnevne doze varfarina. Najce$¢i polimorfizmi su 1173C>T ili
6484/rs9934438/ na intronu 1 te na promotorskoj regiji 1639G>A ili 3673/rs99232321/ koji
utjeCu na interindividualnu razliku u dozi varfarin. Polimorfizam korelira s ekspresijom gena i
posljedi¢no varijabilnom aktivnosti vitamina K epoksid reduktaze, pa tako nositelji genotipa
GG trebaju vise doze varfarina zbog vece ,,endogene* aktivnosti VKOR. Studije su ukazale
da je alel -1639G koji je prisutan u haplotipovima VKORCI *1, *3 i *4 udruzen s
uobi¢ajenom ‘“‘normalnom* dozom varfarina, dok polimorfizam -1639G>A dovodi do

smanjenja jetrene ekspresije VKORCI i do smanjenja potrebne doze lijeka. Istovremeno,
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alelna varijanta -1639A koja je u veznoj neravnotezi (engl. linkage disequlibrium) s alelima
1173C>T, 6484C>T, 6853G>C, 7566C>T, prisutna je u haplotipu VKORCI*2 i doprinosi
povecanju osjetljivosti za varfarin. Nositelji tih haplotipova iziskuju znatno nize doze
varfarina u postizanju terapijskog ucinka. Iz literature se doznaje kako je prosjecna dnevna
terapijska doza varfarina za nositelja genotipa CC 2,7-3,4 mg (haplotip AA), 4,3-4,9 mg za
genotip C/G (haplotip A/B) i1 6,0-6,2 mg za genotip GG (haplotip BB). To je istrazivanje
potvrdeno 1 u Svedskoj studiji gdje se uz ostalo dokazalo kako bolesnici s haplotipom AA
osim §to zahtijevaju manje doze lijeka, imaju u viSem postotku INR iznad terapijske granice

(hipersaturacija), osobito u prvih 4 tjedna terapije '*.

1.3.7.3.  Kombinirani utjecaj polimorfizma gena CYP2C9 i VKORCI na terapiju

varfarinom

Kako je ve¢ navedeno genski polimorfizmi CYP2C9 i VKORCI imaju znacajni i dokazani
upliv na poluvijek Zivota i vrijeme za postizanje stabilne doze varfarina §to je jasno dovelo do
istrazivanja o njihovom zajedniC¢kom utjecaju pri uvodenju terapije na mnoge parametre kao
Sto su: vrijeme potrebno za postizanje prvog ciljnog INR, na vrijeme provedeno u okviru
terapijskog raspona INR, na vrijeme potrebno da se postigne stabilna doza odrzavanja, na
potrebnu dozu ovisnu o genotipu, na rizik krvarenja ovisno o genotipu, u¢inak interakcije s
drugim lijekovima. Brojni su pokusi pokazali kako kombinacija genetickih varijacija CYP2C9
i VKORCI moze biti vrlo znacajan modulator varijabilnosti terapije varfarinom. Prema
literaturnim podacima polimorfizmi gena CYP2C9 i VKORCI su odgovorni za 30-35%,

prema nekim autorima i do 50-60% varijabilnosti doze varfarina *- ' 1%

. Upravo je vec
2005. godine Sconce sa suradnicima ukazala da se ukljuivanjem parametara
farmakogeneticke analize CYP2C9 1 VKORCI uz klinicke parametre dob, visina i tjelesna
tezina moze predvidjeti 55% varijabilnosti dnevne doze varfarina. Te je varijable ukljucila u
jedan od prvih algoritama za izraCunavanje najadekvatnije doze varfarina.

Naime klini¢ki faktori su odgovorni samo za 17-21% varijabilnosti'”’. Prema nekim studijama
je utjecaj polimorfizama VKORC]I znacajniji od utjecaja CYP2C9 na dozu lijeka, dok je u
drugima polimorfizam CYP2C9 ** imao veéi utjecaj.

Naime Schwartz je u retrospektivnoj studiji zakljucio kako bolesnici s jednim ili dva

haplotipa A alela VKORCI postizu ciljni terapijski INR u kra¢em vremenu, no u kracem

vremenu dostiZu 1 supraterapijski INR >4 za razliku od haplotipa B (,,divljeg*). Istovremeno u
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njegovoj studiji genotip CYP2C9 nije imao ucinak na vrijeme postizanja terapijskog INR, ali
je imao ucinak na ranije postizanje supraterapijskog INR>4 tako da su nositelji alelnih

varijanti CYP2C9 *2 i *3 trebali krace vrijeme za postizanje INR>4 u odnosu na divlji *1 alel
108

Dvije su druge studije utvrdile podjednaki utjecaj varijabilnosti oba gena *>'%.

1.3.7.4.  Polimorfizam gena MDRI/ABCBI

Transportni proteini imaju vaznu ulogu u regulaciji apsorpcije, raspodjele i izlu¢ivanja
mnogih lijekova. Jednu od vaznih skupina transportnih proteina ovisnih o ATP s funkcijom
prijenosa supstrata iz stanice predstavlja superporodica transportera ABC (od engl. ATP-
binding cassete transporter) ''°. Opisani su brojni razli¢iti transporteri koji su prema osnovi
homologije i organizacije domena svrstani u sedam podporodica s dobro opisanim fizioloSkim
1 farmakoloskim funkcijama. Kao i kod drugih proteina, moguéi je geneti¢ki polimorfizam
transportera ABC 1 najceS¢e su SNP (u obliku supstiticije, delecije ili insercije jednog

nukleotida). Navedeni SNP moZe imati utjecaj na aktivnost proteina .

Kako se nalaze u
crijevima, na krvno-mozgovnoj brani, jetri i bubrezima, njihova tkivna rasprostranjenost je
klju¢na za farmakokinetiku pa imaju vaznu ulogu u asporpciji, distribuciji i izlu¢ivanju
endogenih supstrata ali i ksenobiotika. Zbog povezanosti genskih varijanti s ekspresijom
proteina ili funkcijom transportera o kojoj postoje jasni dokazi, navedeni transporteri imaju i
bitan utjecaj na sistemsku izloZenost lijeku i na njegovu toksi¢nost 2.

Najbolje do sada proucen transporter je P-glikoprotein (Pgp) kodiran genom ABCBI ili
MDRI'. Pgp je integralni membranski protein s funkcijom prijenosa tvari iz stanice i s
membrane prema van. Njegova fizioloska funkcija je zastita stanice od toksi¢nih tvari. Mnogi
su lijekovi supstrati Pgp, stoga aktivnost Pgp utjece na njihove farmakokinetske parametre,
medusobne interakcije i1 terapijsku ucinkovitost. Medu najvaznijima su opioidi, loperamid,
morfin, peroralni antikoagulans dabigatran, digoksin, imunosupresivi ciklosporin, takrolimus,
sirolimus, inhibitori proteaza, statini, mnogi antineoplastici te razli¢iti endogeni supstrati
poput lipida, bilirubina i drugih.

Pgp je prvotno otkriven u malignim stanicama gdje visoka ekspresija i aktivnost Pgp Cini
maligne stanice otpornima na terapiju mnogim lijekovima. Pgp je takoder prisutan u
razli¢itim drugim nemalignim stanicama 1 organima poput crijeva, posteljice, bubrega, jetre,

gusterace, testisa, krvno-mozgovnoj brani, limfocita, te makrofaga s ulogom moduliranja
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bioraspolozivosti lijeka. U crijevima Pgp kontrolira apsorpciju lijeka nakon ingestije ''*. 1

z
navedenoga je jasno da povecana ekspresija Pgp u crijevima moZze smanjiti apsorpciju
lijekova koji su supstrati Pgp §to dovodi do smanjene koncentracije lijeka u plazmi i
smanjenog ucinka. Ukoliko je smanjena ekspresija 1 funkcija Pgp, postizu se supraterapijske
koncentracije koje mogu dovesti do toksi¢nosti lijeka.

Vazno je ista¢i da su utvrdeni brojni lijekovi koji su inhibitori Pgp. Medu njima su
amiodaron, antimikotici, makrolidni antibiotici, inhibitori HIV proteaze, inhibitori protonske
crpke, verapamil i drugi. Medu poznatije induktore pripadaju rifampicin, efavirenz, ali i
ekstrakt Gospine trave (hipericin).

Primjer tipicne interakcije lijekova na razini Pgp je znatno veéa bioraspolozivost glikozida
digitalisa (digoksina) uz peroralnu primjenu kalcijevog antagonista verapamila. Takoder su

novija ispitivanja ukazala da bi nuspojave, prevenstveno neocekivana krvarenja novijih

oralnih antikoagulansa poput dabigatrana mogle biti upravo rezultat interakcija dabigatrana s

istodobno primijenjenim lijekovima a koje se deSavaju na razini Pgp.

Znacajni primjeri interakcija na razini intestinalne apsorpcije prikazani su u tablici 1.

TABLICA 1.3.74.1.

intestinalne apsorpcije (vazni supstrati, induktori 1 inhibitori)

SKUPINA TVAR

Supstrati

opioidi loperamid, morfin

antihipertenzivi aliskiren, karvedilol

antikoagulansi dabigatran

srcani glikozidi digoksin

imunosupresivi ciklosporin, takrolimus, sirolimus

inhibitori proteaze indinavir, sakvinavir

statini atorvastatin, lovastatin, simvastatin

antineoplastici paklitaksel, antraciklini, vinka alkaloidi, etopozid,
imatinib

inhibitori protonske pumpe | omeprazol, lansoprazol, pantoprazol

antidepresivi venlafaksin, paroksetin

Induktori

antikonvulzivi karbamazepin  (manje  okskarbazepin), fenitoin,
fenobarbital, primidon

tuberkulostatici rifampicin

antiretrovirusni lijekovi efavirenz

ekstrakt Gospine trave hiperforin

Inhibitori

Primjeri interakcija P-glikoproteina (ABCBI/MDRI1) na razini
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antimikotici itrakonazol, ketokonazol
blokatori kalcijevih kanala | diltiazem, felodipin, nikardipin, nifedipin, verapamil

(snazan)
makrolidni antibiotici eritromicin, klaritromicin, azitromicin
inhibitori hiv proteaze indinavir, nelfinavir, pogotovo ritonavir, sakvinavir
imunosupresivi ciklosporin
antiaritmici amiodaron, kinidin, propafenon

inhibitori protonske pumpe | omeprazol, lansoprazol, pantoprazol

Iz gore navedene tablice jasno je kako su brojni vrlo vazni i vrlo ¢esto primjenjivani lijekovi
supstrati, induktori i inhibitori Pgp. Medu supstratima treba istaknuti Cesto primjenjeni
karvedilol i jo§ uvijek Cesto primijenjeni digoksin, imunosupresive ciklosporin i takrolimus,
citostatike paklitaksel, antracikline, etopozid i imatinib te od antidepresiva paroksetin. Od
induktora vazno je istaknuti antiepileptike, a od inhibitora antiaritmik amiodaron,
antimikotike, inhibitore protonske crpke i makrolidne antibiotike, lijekove koji se danas

Siroko primjenjuju i vrlo ¢esto kombiniraju.

INDUKTOR

l
A/

TRANSKRIPCIJA  TRANSLACIJA

intracelularno < luminalno

SLIKA 1.3.7.4. 1. Primjer indukcije P glikoproteina

P-glikoprotein, najvazniji prijenosnik za iznos/efluks moZe na vise mjesta biti induciran lijekovima -
induktorima koji su ligandi za nuklearni receptor. PXR-receptor za pregnan X, RXR —receptor za retinoid X (uz
dopustenje preuzeto iz Bozina i sur. Interakcije lijekova-principi i primjeri klini¢kih posljedica .
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Otkri¢e ksenobioticima aktiviraju¢ih nuklearnih hormonskih receptora ukljucujuéi receptor za
pregnan X, konstitutivni androstan receptor, farnesoid X receptor i receptor za retinoid X
doprinijelo je spoznajama da osim metabolickih enzima ovi receptori reguliraju ekspresiju
razli¢itih transportera ukljucujuci i P-glikoprotein (Pgp) s

Ve¢ je navedeno kako je utvrden polimorfizam u genu ABCBI i kako se najcesce radi o SNP.
Medu polimorfizmima tri su SNP u snaznoj veznoj neravnotezi (,, linkage disequilibrium *): u
eksonu 12- 1236C>T (rs1128503), u eksonu 21- 2677G>T/A (rs2032582) i u eksonu 26 -
3435C>T (rs1045642). Ti su SNP vrlo ucestali u vec¢ini etnickih skupina. NajviSe do sada
istrazivani SNP se nalazi u eksonu 26, 3435C>T koji rezultira tthom mutacijom. Prva studija
koja je izvjestila o utjecaju tog polimorfizma je objavljena 2000. godine. U njoj Hoffmeyer i
suradnici iznose da homozigotni nositelji alela ABCBI 3435T u prosjeku imaju vise od dva
puta nizu intestinalnu ekspresiju P-glikoproteina (mjereno western blot analizom), u odnosu
na homozigotne nositelje 3435C alela ''°. U navedenoj studiji autori su takoder ispitali utjecaj
tog SNP na apsorpciju oralno primjenjenog digoksina koji je Pgp supstrat. Kako se digoksin
nepromijenjen izlucuje bubrezima, PK analiza uglavnom govori o njegovoj apsorpciji pa time
1 posredno o aktivnosti Pgp. Autori su pokazali na zdravim dobrovoljcima (n=14) da su
homozigotni nositelji polimorfizma 3435TT (n=7) imali znacajno viSe koncentracije (Cmax)
digoksina u plazmi u odnosu na nositelje genotipa 3435CC (n=7). Kasnije su se objavljivale i
druge studije koje su prikazale ucinak genotipa u etnickim skupinama. 2005. godine
objavljena je meta - analiza koja nije potvrdila da 3435C>T polimorfizam ima utjecaj na
povrsinu ispod krivulje (AUC, od engl. area under curve) u bjelackoj i japanskoj populaciji''’,
ali su potvrdili kako je u nositelja genotipa 3435CC niza vrijednost Cmax digoksina pa se
zakljucilo kako bioraspolozivost digoksina u tih bolesnika moze biti manja. Iako studija iz
2005. godine ' nije potvrdila utjecaj polimorfizma 3435C>T u etni¢kim populacijama,
kasnije se utvrdila razlika samog polimorfizma pa je u nositelja 3425TT genotipa u bjelackoj
populaciji bio visi Cmax dok je u japanskih dobrovoljaca bio nizi ''® '"°.

Polimorfizam MDR1/ABCBI je najvise proucavan upravo na digoksinu pa su i kasnije studije
pokazale kako nositelji 1236T-2677T-3435T haplotipa imaju viSe koncentracije digoksina.
Klini¢ka znacajnost navedenih polimorfizama zahtijeva dodatna istrazivanja s obzirom na
primjenu drugih lijekova, posebice induktora i inhibitora jer i promijenjena aktivnost Pgp kao
rezultat indukcije/inhibicije moZe dovesti do interakcije lijek-lijek s varijabilnom
farmakokinetikom 1 odgovorom na terapiju. Kod digoksina npr. njegova bioraspolozivost

raste uz primjenu rifampicina '%.
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Postoje istrazivanja koja ukazuju da Pgp moze modulirati i bioraspolozivost
varfarina'*'. Kako se varfarin dobro resorbira u crijevima &ni se malo vjerojatnim da Pgp
utjeCe na apsorpciju u vecoj mjeri. Nakon aposrpcije, u jetri varfarin inhibira vitamin K
epoksid reduktazu. U hepatocitima je varfarin umjereni inhibitor Pgp "' pa bi u teoriji
snizena aktivnost mogla dovesti do povisenih razina varfarina.

Do sada je opisano viSe polimorfizama u genu MDRI, istrazena njihova povezanost s
ekspresijom Pgp i utjecaj na farmakokinetske parametre klini¢ki vaznih lijekova 2" 1%,
Najvise su asocijacijskim studijama ispitivani polimorfizmi na eksonu 26 -3396C>T A1132A
i 3435C>T 11145 '*, eksonu 21- G2677T/A te eksonu 12,

Kao i za druge farmakogeneticke Cimbenike, uocena je znatna meduetnicka razlika u
zastupljenosti pojedinih polimorfizama. U populaciji bijelaca najznacajniji je polimorfizam
C3435T 26 povezan s polimorfizmom G2677T/A na 21. Ovaj haplotip rezultira znatno

izmijenjenom funkcijom Pgp-a .

1.3.7.5.  Algoritmi primjene varfarina zasnovani na farmakogenetici

Zbog jasno utemeljenog odnosa izmedu polimorfizma CYP2C9 i VKORCI pokusalo se
rezultate genotipizacije ukljuciti u procjenu inicijalne doze varfarina kako bi se Sto viSe
smanjio rizik od nuspojava lijeka, skratilo vrijeme do postizanja terapijskih vrijednosti
parametara koagulacije i1 postigla stabilnost i doze i u¢inka. Do sada su predlozeni i validirani
brojni algoritmi koji su svoju potvrdu imali u klini¢kim ispitivanjima, a jedan od prvih i
najéesce citiranih je onaj Sconce i dr. iz 2005. godine™.
Prikaz algoritma Sconce i suradnika:
Doza=0,628 - 0.0135(dob) - 0,240(CYP*2) 0.370-(CYP*3) - 0,241(VKORC1) +
0,162(visina)

CYP2C9 0, 11ili 2 zabroj *2 i *3 alela; VKORC1 12za GG, 2 GA i3 za AA; visina u cm

Cesto je citiran i rad iz 2008. godine u kojem se navode klini¢ki farmakogeneti¢ki faktori za
predikciju terapijske doze varfarina'**. Drugi algoritam iz iste godine u jednadzbu ukljucuje i
podatke o etnitkoj pripadnosti '*>. Mnogi od algoritama se jo§ uvijek potvrduju i predstavljaju
dio mnogih klini¢kih ispitivanja medu ¢emu se istice algoritam iz 2008. godine Gage i
suradnika'?. Potencijalna klini¢ka korist svakog algoritma takoder se ocjenjivala. Iste godine

su objavljeni i rezultati koji su podupirali geneticko testiranje prije primjene lijeka '*°. Danas
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se najcescée rabi i €ini se da je najpouzdaniji onaj dozni algoritam Medunarodnog konzorcija
za farmakogenetiku varfarina iz 2009. godine koji ukljucuje najbolje iz objavljenih studija'?’.
Algoritam se nalazi na mreZnim stranicama i lijecnici prakticari kao 1 ispitivaci iz klinickih

ispitivanja se mogu njime sluZiti (www.WarfarinDosing.org) '**, a temelji se na rezultatima
125, 129, 130

brojnih objavljenih radova

WARFARINDOSING T —
-""_-—-_____hmﬂ:rmm W artarsslening, org, @ fres 'Wab site to hals doctors and other cinedans
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wartann, This sie B sLpported by e Bamac-dewish Hospita | o Washisdknn Ll nadsity

- W arfaris Desing Madical Certar, the MIH, &rd donators. Estimates ane basad on cincsl Tacmors ard dwlhan
avalabie) gerobypes of bW Qanes: cpioatonm S5E SO0 (ORS00 ) e wWisrmin & Spoe
ok e (H R

Recommendations on this Web site anrs besed on dats from oeer 1000 peterks
= Hemuorrhane Rk Oince mformetion 1= ergened ortbo the nest pege; the svbal sstmate of therapeubc doz=
mplars 53% of the vansbalty s wafarm dose. IF you retum to e Web site and enteran
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Slike 1.3.7.5.1. 1 1.3.7.5.2. prikazuju izgled mrezne stranice preko koje se vrlo lako moze
izraCunati pocetna doza varfarina. Vidljivo je da se u temeljnu formulu ukljucuju klinicki
parametri i dodatni kontributivni faktori (dob, spol, rasa, tezina, visina, navike-pusenje, bolest

jetre, primjena statina, amiodarona, azola) te rezultati farmakogenetike (CYP2C9 i VKORCI).

U sadasnje algoritme nisu uvedeni rezultati genotipiziranja MDR1/ABCBI jer nema dovoljno

radova koji bi jasno potvrdili povezanost polimorfizma gena MDRI s dozom varfarina.

1.3.7.6.  Ostali moguc¢i geneticki utjecaji

Posljednjih godina objavljeno je niz istrazivanja kojima se pokuSava ukazati i utvrditi
mogudi utjecaj i drugih gena na varijabilnost odgovora na terapiju varfarinom i potrebnu dozu
u bolesnika ' 131132,

Ve¢ smo navodili kako je Wadelius dokazala utjecaj polimorfizma VKORCI na dozu

1% je potvrdila kako je utjecaj VKORCI znacajniji od utjecaja

varfarina, no istim radom
CYP2C9Y, a istodobno je ukazano na malen, ali statisti¢ki znacajan utjecaj gena gama-glutamil
karboksilaze (GGCX) na dozu varfarina.

Isto tako je Vecsler 2006. godine na 100 antikoaguliranih bolesnika pokusao kvantificirati
ucinak polimorfizma CYP2C9, VKORCI, kalumenina (CALU) i GGCX na potrebnu dozu
varfarina®'. Utvrdeno je kako je dnevna doza varfarina predominantno odredena
genotipovima VKORCI i CYP2C9. Prema rezulatima ta dva genotipa zajedno s dobi i
tjelesnoj tezini bolesnika objaSnjavaju 63% doznih varijacija. Kombinirani genotip CYP2C9 1
VKORCI1 divlji tip zajedno s mutiranim genom CALU zahtijevao je znacajno viSe doze
varfarina (7,8+/-1,5 mg/dan) u usporedbi s mutiranim genom CYP2C9 i VKORCI s divljom
varijantom CALU (2,8+/-0,3 mg/dan).

Kimura i suradnici ** genotipizirali su 93 antikoagulirana japanska bolesnika sa stabilnim
INR (1,6-2,6). Prema rezultatima utvrden je doprinos na inter- individualne varijacije od 5,9%
za VKORCI1-1639G>A, 5.2% za CYP2C9 426134>C 14.6% za GGCX 8016G>A.

Sconce je 2006. godine objavila rad u kojem je pokazala malen ali ipak dovoljan doprinos
gena apolipoproteina E (gena APOE) na potrebnu dozu varfarina '** §to su potvrdili Kohnke

134

na talijanskoj populaciji te Kimmel u bijelaca i Afroamerikanaca '*°.
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I najnovija istrazivanja iz 2013. i 2014. godine i dalje nastoje pronaci povezanost doze i
utjecaja drugih gena ukljucenih u farmamkodinamiku (i farmakokinetiku) varfarina.

Objavljen je rad koji doduSe nije ustvrdio povezanost pojedinaénih gena MDRI, gena
mikrosomalne epoksid hidrolaze 1 (EPHX) i proteina Z (jer nije bio izoliran), ali je
kombinacija navedenih gena objasnila potrebe za znacajno viSim dozama varfarina u
bolesnika s MDRI 3435TT/EPHX1 RH,RR/PZ AA u odnosu na bolesnike s polimorfizmom
MDRI 3435CC/EPHX1 RH,RR/PZ A4 "°.

Prema rezultatima iz 2013. godine gen EPHXI je odgovoran za farmakokinetiku i
farmakodinamiku varfarina'”’. Gen EPHXI kodira enzim epoksid hidrolazu 1. Moguéi
mehanizam kojim se objasnjava utjecaj genetickog polimorfizma EPHXI je smanjenje
prelaska oksidirane forme vitamina K u reduciranu formu zbog smanjene enzimske aktivnosti
epoksid hidrolaze Sto snazno utjeCe na formiranje aktivnih faktora koagulacije. Dakle,
moguce je da jse polimorfizam povezan s dozom i u¢inkom varfarina. Najc¢es¢i polimorfizmi
EPHXI su 154653436 A>G 1 152292566 G>A, a istrazivani su i mnogi drugi (rs1051740,
T337C 1 152234922, A416G). Vazno je istaknuti kako su mutacije EPHX1 povezane s
preeklampsijom, hiperkolanemijom i fetalnim hidantoinskim sindromom.

Mora se istaci kako se nije u svih otkrivenih polimorfizama utvrdila jasna klini¢ka znacajnost

Sto ostaje dalnji predmet istrazivanja.
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2. HIPOTEZA

Koristenjem rezultata farmakogeneticke analize i utvrdivanjem polimorfizma gena CYP2C9,
VKORCI i MDRI/ABCBI, ukljuenih u farmakokinetiku i farmakodinamiku varfarina, prije
zapocinjanja terapije navedenim lijekom, posti¢i ¢e se brza stabilizacija doze odrzavanja i

manji broj nuspojava u ranom razdoblju od uvodenja terapije.
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3. CILJEVI I SVRHA ISPITIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je odrediti prediktivnu vrijednost farmakogenetickih varijacija CYP2C9,
VKORCI 1 MDRI/ABCBI za optimizaciju terapije varfarinom. Optimalna terapija se
procjenjuje s obzirom na postizanje stabilnog PV (INR) tijekom cjelokupnog praéenja (od

uvodenja terapije pa do otpusta iz bolnice).

Primarni cilj ovog istrazivanja je:
1. utvrditi pojedinacni utjecaj gena CYP2C9, VKORCI i MDRI1/ABCBI,

2. utvrditi zajednicki (kombinirani) utjecaj sva tri gena.

Sekundarni ciljevi su
1. utvrditi pojedinacnu ucestalost polimorfizma gena CYP2C9, VKORCI i
MDRI/ABCBI i
2. utvrditi interakcije varfarina s drugim lijekovima koji su supstrati istih metabolickih
enzima i/ili transportnih proteina u odnosu na polimorfizme CYP2CY9, VKORCI i
MDRI/ABCBI.

Valja jo$ jednom istaknuti da je terapija varfarinom zbog obiljezja samog varfarina (uski
terapijski indeks, znacajna intervarijabilnost doze i u¢inka izmedu bolesnika) klasi¢ni primjer
lijecenja koje bi moglo poluciti posebnu korist od farmakogenetickih testiranja (analiza)
bolesnika prije zapocinjanja lijeCenja.

Na temelju rezultata takvih ispitivanja mogla bi se unaprijed odrediti optimalna doza lijeka
Sto bi moglo smanjiti broj i ucestalost komplikacija lijeCenja. Ve¢ je navedeno kako je
utvrden veliki broj polimorfizama gena ukljucenih u farmakokinetiku 1 farmakodinamiku
varfarina. Polimorfizmi CYP2C9 i VKORCI "> '** ' identificirani su kao znacajni ¢imbenici
koji utjecu na dozu i u€inak primijenjenog varfarina.

S obzirom na te spoznaje, pokuSano je u klinicku praksu primijeniti nekoliko razli¢itih
algoritama prema kojima bi se odredila prva doza varfarina. Nijedan do sada preporuceni
algoritam nije u potpunosti zadovoljio i ne predvida u potpunosti varijabilnost u dozi i u¢inku
varfarina. S obzirom na to, sve vise se istrazuju i razmatraju utjecaji i polimorfizmi postojec¢ih

ali 1 drugih gena koji bi mogli imati takoder utjecati na dozu 1 u¢inak varfarina. Pritom se vrlo
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intenzivno uz ve¢ navedene polimorfne gene CYP2C9 i VKORCI intenzivno proucava
MDRI1/ABCBI kao jedan od moguc¢ih faktora koji utjee na farmakodinamiku varfarina.

Svrha istrazivanja je utvrditi ima li upravo polimorfizam gena MDR1/ABCBI

samostalno 1 u kombinaciji s ve¢ dokazanim polimorfizmima (CYP2C9, VKORC1) znacajniji
utjecaj na farmakodinamiku varfarina. U tom slucaju bi genotipizacija prije uvodenja lijeka
znacajno olakSala odabir najadekvatnije doze lijeka, smanjila broj nuspojava i omogucila

stabilno odrzavanje doze i ucinka.
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4. ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA

Ovo istrazivanje je provedeno kao prospektivna kontrolirana randomizirana studija.
Da bi se postigla Sto veca slicnost ispitanika u ispitivanoj i kontrolnoj skupini, bolesnici su se
ukljucivali prema unaprijed odredenim kriterijima za ukljucivanje. Temeljna indikacija
(kriterij za ukljucivanje) je bila potreba za uvodenjem peroralnog antikoagulansa varfarina u
terapiju 1 to pri novootkrivenoj atrijskoj fibrilaciji (AF), pluénoj emboliji (PE) i
dubinskovenskoj trombozi (DVT). Glavni iskljuéni kriterij je bila istodobna maligna bolest.

Istrazivanje je provedeno nakon §to je dobiveno odobrenje Etickog povjerenstva
Klini¢ckog bolni¢kog centra Zagreb (KBC Zagreb) i Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno u Klinici za unutarnje bolesti KBC
Zagreb 1 Klinici za bolesti srca 1 krvnih zila KBC Zagreb u razdoblju od 28.9.2009. do
15.6.2013. godine.

Ispitanici su bili bolesnici oba spola, stariji od 18 godina koji su se u navedenom
razdoblju hospitalizirali prema dogovorenim kriterijima za ukljucivanje.

Pripremljen je upitnik (Prilog 1) kojim su se prikupljali podaci o bolesnicima te
informirani pristanak bolesnika sastavljen prema etickim principima sa ciljem upoznavanja
bolesnika sa svrhom ispitivanja i svim postupcima u istrazivanju koji je pripremljen na
temelju Dobre klini¢ke prakse i Helsingke deklaracije '*® (Prilog 2). Bolesnici iz ispitivane
skupine su potpisali informirani pristanak, a za kontrolnu skupinu nismo predvidjeli
potpisivanje informiranog pristanka jer se u njih nije radila intervencija a od osobnih podataka
su se koristili samo mati¢ni brojevi bolnickih povijesti bolesti. Temeljni podaci su se
prikupljali u upitnik te u cjelokupnu bolnicku dokumentaciju u kojoj se nalaze temperaturne
liste s podacima o svakodnevnoj primjeni svih lijekova, podaci o eventualnim nuspojavama s
opisima nuspojava te promjene doze varfarina i drugih istodobno primijenjenih lijekova.

U obje skupine bolesnici su lijeCeni prema standardima klini¢ke prakse te se u
bolesnika s venskom trombembolijom lijeCenje zapocelo s istodobnom primjenom varfarina i
heparina niske molekularne tezine (LMWH od engl. low molecular weight heparin). Doza
LMWH je odredena prema tjelesnoj tezini i funkciji bubrega (razina kreatinina). U bolesnika
s novootkrivenom atrijskom fibrilacijom lijecenje je zapoceto samo s varfarinom (u ispitanika
nakon prispjeca rezultata genotipizacije). Prije uvodenja terapije u ispitivanoj skupini ¢ekali

su se rezultati genotipizacije.
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Za genotipizaciju, uz standardnu laboratorijsku obradu, bolesniku se uzimala krv za
farmakogeneticku analizu ¢iji rezultati su bili dostupni isti radni dan (najduze unutar § sati od
prijema uzorka).

Nase ispitivanje nije ukljucivalo genotipizaciju u kontrolnoj skupini zbog troskova

analize.

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuc¢eno 205 bolesnika starijih od 18 godina koji su u promatranom
razdoblju bili hospitalizirani u hitnoj sluzbi prema uklju¢nim dijagnozama u Klinici za

unutarnje bolesti KBC Zagreb i Klinici za bolesti srca i krvnih zila KBC Zagreb.

Kriteriji za ukljucivanje bolesnika u obje skupine:

1. Novootkrivena fibrilacija atrija dokazana anamnestickim podacima i simptomima
bolesnika te EKG nalazom,

2. Utvrdena dubinskovenska tromboza dokazana doplerom zahvac¢enog ekstremiteta,

3. Utvrdena plu¢na embolija dokazana scintigrafijom pluca ili CT angiografijom.

Kriteriji za isklju¢ivanje:

1. Bolesnici s istodobno prisutnom malignom bolesti,

2. Bolesnici koji su prethodno ve¢ bili na terapiji varfarinom (preboljele bolesti zbog
kojih je varfarin bio indiciran),

3. Trudnice,

4. Bolesnici s kra¢im ocekivanim trajanjem Zzivota od 4 tjedna od prijema koliko je bilo
predvideno pracenje,

5. Bolesnici s kontraindikacijom za primjenu varfarina (preosjetljivost, nepodnosenje,

nemogucnost kontrole parametara koagulacije).

Velik broj bolesnika primljenih u navedenom razdoblju u hitnoj sluzbi nije odgovarao
kriterijima za ukljucivanje $to objaSnjava mali broj ukljucenih bolesnika u relativno

dugom vremenskom razdoblju.

Ispitanici su randomizirani u dvije skupine. Prva skupina su bili svi bolesnici

hospitalizirani u navedenom razdoblju u Klinici za unutarnje bolesti prema kriterijima za
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uklju¢ivanje tj. s dijagnozom novootkrivene fibrilacije atrija, pluénom embolijom i
dubinskovenskom trombozom. U njih se nakon postavljanja dijagnoze i indikacije za
primjenu varfarina odmah ucinila genotipizacija i prema rezultatima genotipizacije se prema
dogovorenom algoritmu (ukupno 106 bolesnika) odredila doza i1 zapocela terapija ispitivanim
lijekom (pokusna skupina, skupina s farmakogenetikom, FG) '**,

U drugu skupinu su bili ukljuceni svi bolesnici prema istim uklju¢nim kriterijima koji
su u navedenom razdoblju bili hospitalizirani u Kliniku za bolesti srca i1 krvnih zila u kojih se
nakon postavljanja dijagnoze i indikacije za varfarinom, terapija varfarinom zapocela bez
prethodne genotipizacije (kontrolna skupina, skupina bez nalaza farmakogenetike, NFG)
(ukupno 99 bolesnika). U kontrolnoj skupini primjena varfarina temeljila se na klinic¢koj
prosudbi (prema dobi, spolu, tjelesnoj tezini i visini, popratnim bolestima koje smo dokazivali
funkcijom jetre, bubrega 1 srca). Klinicke karakteristike za odabir doze predstavljaju
uobicajeno doziranje koje je jednako u svim Klinikama KBC Zagreb. U bolesnika mladih od
75 godina primjenila se doza od 6 mg od 1. - 3. dana, a 4. 1 5. dan se doza korigirala prema
uobicajenoj klinickoj praksi, prema parametrima koagulacije. U bolesnika starijih od 75
godina, sa znatno oSte¢enom bubreznom, sr¢anom i jetrenom funkcijom, se primijenila od
doza od 3 mg od 1. - 3. dana uz uobicajenu korekciju 4. 1 5. dan.

Obiljezja koja su pracena u svih bolesnika su:

e Dob
e Spol
e Tjelesna tezina
e Tjelesna visina
e Navike (pusenje, alkohol)
e Laboratorijski nalazi pri prijamu (jetrene transaminaze, bilirubin, ureja,
kreatinin, PV/INR)
e Razlog uvodenja varfarina (dijagnoza bolesti)
e Dijagnosticki postupak kojim se bolest dokazala
e Lijekovi koji se istodobno primjenjuju s varfarinom s ocjenom interakcije .
o Baza podataka Micromedex daje kategorizaciju interakcija kao blaga
(engl. mild), umjerena (engl. moderate) i teSka (engl. major) 1 tako su se
popratni lijekovi kategorizirali.
o No ipak, kako je najveci broj bolesnika uzimao istodobno brojne

lijekove, zbog jednostavnije statisticke obrade klasificirani su u one
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koji smanjuju antikoagulacijski u¢inak varfarina (ocjena 1) i one koji

pojacavaju antikoagulacijski u¢inak (ocjena 2).
Pra¢enje INR svakodnevno tijekom prvih 5 dana i na dan otpusta te nakon 1
tjedna, 2 tjedna i 4 tjedna od otpusta.

o ,gubitak” ispitanika iz prac¢enja joS je jedan od znacajnih razloga za

relativno mali broj ispitanika u navedenom razdoblju.
Ciljni terapijski raspon INR je ukljucivao vrijednosti INR od 2,0-3,0 Sto
predstavlja ciljni terapijski INR za veliku veéinu tromboembolijskih bolesti ** .
Treba ipak istaci da su se kod analize podataka ukljucile vrijednosti parametara
koagulacije od 2,0-4,0 jer se u najnovijim radovima navode navedene
vrijednosti, a u novijim radovima se tek vrijednosti iznad 4 smatraju klinicki
vazne te predstavljaju granicu pretjerane antikoagulacije > '*°. U raspravi se
detaljno objaSnjavaju posljednji rezultati iz navedenih studija s kojima se
usporeduju i nasi podaci

Pracenje nuspojava u promatranom razdoblju.

Varfarin se u Hrvatskoj nalazi odobren pod zasti¢enim imenom Martefarin 1 dolazi u

tabletama od 3 mg i taj se pripravak primjenivao.

Primjena (zasti¢eno ime) heparina niske molekularne tezine (LMWH od engl low molecular

weight heparin) bila je u skladu s moguénostim za nabavu KBC Zagreb tj. primjenjivao se

onaj heparin koji je tada bio na raspolaganju (Clexane, Fraxiparine).

Heparin niske molekularne tezine prosjecno se primjenjivao u obje skupine od 3-5 dana,

odnosno do postizanja terapijskih vrijednosti parametara koagulacije.

4.2.

Indikacije za primjenu varfarina

Kriteriji za ukljucivanje bolesnika su bili u obje skupine jednaki i ukljucili su

dubinskovensku trombozu, pluénu emboliju i novonastalu atrijsku fibrilaciju. U navedenim

bolestima, u vecine bolesnika, u nas 1 u svijetu, lijek koji se jos uvijek Siroko primjenjuje je

peroralni antikoagulans varfarin.

4.2.1. Plué¢na embolija (PE)
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Plué¢na embolija predstavlja potencijalno ugrozavajuce kardiovaskularno stanje koje se
javlja kada tromb (uobi¢ajeno iz donjih ekstremiteta i kod razvoja dubinskovenske tromboze),
cirkulacijom, pa se tada zove embolus, dolazi u pluénu cirkulaciju 1 okludira plu¢nu arteriju.
Rizik za razvoj pluéne embolije je povecan u bolesnika s malignom bolesti kao i u bolesnika
koji su u potpunosti imobilizirani, obi¢no nakon velikih kirurskih zahvata. S okluzijom plu¢ne
cirkulacije javljaju se simptomi koji uklju¢uju otezano disanje, kasalj uz hemoptizu, bol u
prsnom koSu u inspiriju te palpitacije. Klinicki znaci ukljucuju sniZzenu saturaciju krvi
kisikom, cijanozu, ubrzano disanje i ubrzani puls. Pri teskoj 1 masivnoj plu¢noj emboliji moze
do¢i do kolapsa, naglog pada arterijskog krvnog tlaka i nagle smrti. Gotovo 4/5 bolesnika s

41 Medutim &ak

20%-30% bolesnika nema jasan razlog (uzrok ili objasnjenje) za razvoj pluéne embolije '**.

pluénom embolijom ima istodobno znakove dubinskovenske tromboze

Manje obimne PE u perifernim pluénim aretrijama koje su bez kolateralne cirkulacije
vjerojatnije dovode do infarkta pluca i manjih efuzija (oboje je bolno) ali bez hipoksije,
dispneje i hemodinamske nestabilnosti kao Sto je tahikardija. Masivne PE koje se razviju
centralno tipi¢no uzrokuju dispneju, hipoksiju, hipotenziju, tahikardiju i sinkopu, ali su
obi¢no bez bolova jer se zbog kolateralne cirkulacije ne razvije infarkt. Klasi¢na prezentacija
PE s pleuriti¢nom boli, dispnejom i tahikardijom uzrokovana je obi¢no velikim embolusima.

PE se i opisuju kao masivne, submasivne i nemasivne ovisno o klinickim znacima i
simptomima. lako definicija nije posve jasna, generalno je prihva¢eno da se masivna PE
definira kao ona u kojoj je izrazena hemodinamska nestabilnost koja ukljucuje trajnu
hipotenziju, bradikardiju i gubitak pulsa. MoZze se opéenito re¢i da je najuobicajeniji simptom
dispneja pracena pleuriticnom boli i kaSljem. Medutim, isticemo, i bolesnici s masivhom
pluénom embolijom mogu imati blage 1 nespecificne simptome ili mogu biti 1 asimptomatski.
Stoga je vazno da se svaka utemeljena sumnja razmotri i provede detaljni dijagnosticki
postupak.

Pluéna embolija se dugovremeno dijagnosticirala samo kombinacijom ventilacijske 1
perfuzijske scintigrafije kojom se utvrduje vjerojatnost za pluénu emboliju. Visoka
vjerojatnost dijagnoze je dovoljna za pocetak terapije. Niska vjerojatnost dijagnoze ne
iskljuCuje pluénu emboliju. Danas je CT angiografija metoda izbora za dokaz pluéne embolije
jer je senzitivna i specificna za dijagnozu. Neinvazivna je, a s njom se mogu dokazati i drugi
poremecaji i bolesti pluca u slucaju iskljucenja pluéne embolije.

Ukoliko se CT angiografija ne moze uciniti, dijagnoza se temelji na ventilacijskoj 1
perfuzijskoj scintigrafiji. U KBC Zagreb, pluéna embolija se u najveceg broja bolesnika

dokazuje scintigrafijom pluca.
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Laboratorijske pretrage ukljucuju pretragu D-dimera koja je osjetljiva, ali nedovoljno
specifi¢na. Korisna je ukoliko se “uklapa” u klini¢ku sliku ili sumnju na PE te usmjerava

daljnji dijagnosticki postupak.
4.2.2. Dubinskovenska tromboza (DVT)

Dubinskovenska tromboza predstavlja formaciju tromba u dubokim venama donjih
ekstremiteta, znatno rjede u gornjim ekstremitetima. Dijele se na proksimalne i distalne
dubinskovenske tromboze $to je vazno s obzirom na duljinu primjene oralnih antikoagulansa i
procjenu rizika za komplikacije. Kod proksimalnih se terapija provodi kroz dulje vrijeme, a
kod distalnih uglavnom 3-4 mjeseca. DVT moze nastati spontano bez nekog predlezeceg
uzroka (idiopatska tromboza), ali CeS¢e, nakon provocirajueg dogadaja (trauma, operacija,
bolest). Treba ista¢i da svi rizi¢ni faktori za razvoj DVT predstavljaju i rizicne faktore za
pluénu emboliju. Faktori koji povecavju rizik za razvoj DVT su maligna bolest, trauma,
operacije, imobilizacija (pa 1 dugotrajna putovanja), primjena oralnih kontraceptiva, primjena
hormonske nadomjesne terapije, trudnoca. Dvije tre¢ine prvih epizoda DVT javljaju se uz
navedene rizi¢ne faktore '**.

DVT koje se javljaju u poslijeoperacijskom razdoblju ovise o tipu kirurSkog zahvata
kao 1 drugim rizicnim faktorima. Od kirurskih zahvata najvisi je rizik kod ortopedskih
operacija, zatim velikih vaskularnih operacija 1 u neurokirurgiji. Takoder Cesto se opisuje kod
velikih abdominalnih operacija, osobito malignih tumora. Starija zivotna dob, debljina,
prethodne tromboze, maligna bolest sama po sebi, povecavaju vjerojatnost poslijeoperacijskih
tromboza. Rizik za tromboze povecan je 1 postoji i nekoliko mjeseci nakon operacije.

Trauma predstavlja rizik za DVT u 50% slu€ajeva. Visoki rizik je kod spinalnih
ozljeda (62%), prijeloma zdjelice (61%) 1 prijeloma donjih ekstremiteta (80%).

Kao rijedi, ali vrlo znacajni ili umjereno znacajni rizicni faktori se navode manjak
antitrombina, proteina C te proteina S. Te tri trombofilije 10 x poveéavaju rizik za DVT ',
Faktor V Leiden koji €ini faktor V rezistentnim na inaktivaciju preko aktiviranog proteina C i
geneticki promijenjen protrombin G20210A koji dovodi do poviSenih vrijednosti razine
protrombina &esti su u bijele populacije '**. Prevalencija faktora V Leiden npr. u Sjevernoj
Americi 1 Europi iznosi 4-8%. Faktor V Leiden se utvrdi u 12-30% svih spontanih DVT a
povisuje rizik za DVT 3-8 puta u heterozigota, ali i do 80 puta u homozigota, no nije rizi¢ni

faktor za rekurentne tromboze. Mutacija protrombina G20210A utvrdena je u 7-18%
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bolesnika sa spontanom DVT, a sama mutacija povisuje rizik za DVT 2-3 puta. U
heterozigota je neznagajno povisen rizik za rekurentne DVT ',

Ucestalost DVT dramatic¢no raste s dobi. U odrasloj dobi javlja se u 1 osobe na 1.000
godisnje dok je u djecjoj dobi izuzetno rijetka i1 javlja se u 1 bolesnika na 100.000 osoba.
Tijekom trudnoée i nakon porodaja, DVT se javlja otprilike jednom na 1.000 porodaja. Nakon
operacija unato¢ prevenciji, DVT se javlja u 10 od 1.000 osoba u kojih je ugradena totalna
endoproteza koljena i u 5 od 1.000 osoba s totalnom ili parcijalnom endoprotezom kuka.
Postoje podaci kako otprilike 300.000-600.000 Amerikanaca godiSnje dozivi DVT svake
godine, a otprilike 60.000-100.000 bolesnika umre zbog PE. Takoder u Velikoj Britaniji
procjenjuje se da 25.000 bolesnika godisnje umre zbog komplikacija uzrokovanih s DVT.

Sto se tice spola, rizik za prvu pojavu DVT je nesto veéi u muskaraca nego u Zena.

Nespecificni znaci dubinskovenske tromboze uklju¢uju bol, otok zahvacenog
ekstremiteta, crvenilo, toplinu i moguce povecéane (prosirene) superficijalne vene.

Iako su klini¢ki simptomi jasni, dijagnoza se postavlja laboratorijski krvnim testovima
(D-dimeri) ali se moze jasno utvrditi samo radioloskim metodama kao Sto je kompresijska
ultrasonografija (ultrazvuk, UZ) zahvacenog ekstremiteta '*°. U KBC Zagreb je ultrazvuk

uobicajena metoda dokazivanja dijagnoze dubinskovenske tromboze ekstremiteta.
4.2.3. Atrijska fibrilacija (AF)

Atrijska fibrilacija je najceS¢i poremecaj srcanog ritma koji se uglavnom prezentira
brzim i neregularnim sréanim pulsom. lako moze biti bez simptoma, obi¢no je pracen
palpitacijama, blazom zaduhom, netolerancijom napora, bolovima u prsnom kosu (ukoliko
prebrzi ritam uzrokuje ishemiju miokarda), nesvjesticom ili zatajivanjem sréane funkcije '*’.
Aritmija se moze utvrditi 1 slu¢ajno obi¢no kod pojave mozdanog udara ili tranzitorog
ishemijskog napadaja (TIA). Nije neuobicajeno da se AF utvrdi na rutinskom pregledu i
analizom EKG-a jer vrlo Cesto izostaju simptomi.

Atrijska fibrilacija je najc¢es¢i poremecaj sr€anog ritma, a u Europi i Sjevernoj Americi
se javlja u 2-3% populacije. Posljednji podaci navode da preko 6 milijuna ljudi u Europi ima
trajnu fibrilaciju atrija '**. Postotak ugestalosti fibrilacije atrija raste s dobi. Svega 0,14%
bolesnika mladih od 50 godina ima FA, javlja se u 4% bolesnika u dobi od 60-70 godina i u
14% onih starijih od 80 godina. Prema podacima AF je bila odgovorna za 112.000 smrtnih
ishoda u 2013. godini '*. AF predstavlja tre¢inu uzroka hospitalizacija bolesnika s

tendencijom rasta posljednjih godina 10
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AF je najcesc¢e sekundarno uzrokovana, a prisutnost bolova u prsima ili anginoznih
bolova, zatim znaci hipertiroidizma kao gubitak na tjelesnoj tezini i proljev, te bolest pluca
mogu upudivati 1 na moguéi primarni uzrok. Istodobno prisutne druge bolesti (dijabetes
melitus, poviSeni krvni tlak, sr¢ano zatajivanje, anamneza moZdanog udara ili TIA) mogu
predstavljati dodatni rizik za mozdani udar u bolesnika s AF. Rizik za nastanak
tromboembolijskih dogadaja ocjenjuje se primjenom CHADS2 ocjenskom ljestvicom

odnosno danasu klinickoj praksi ¢eS¢e primjenjenom CHADS2-VAS ocjenskom ljestvicom
151 152

3

TABLICA 4.2.3.1. CHADS; ocjenska ljestvica

Kongestivno zatajenje srca 1
H Hipertenzija (trajno poviSen krvni tlak iznad 140/90 1
mmHg ili pod terapijom
A Dob (stariji od 75 godina) 1
D Dijabetes melitus 1
S, Prethodni mozdani udar ili TIA ili tromboembolijski 2
dogadaj

C- congestive heart failure (kongestivno zatajenje srca); H-hypertension (hipertenzija);
A-age (dob); D-diabetes mellitus (dijabetes melitus); S-stroke (mozdani udar) ili tranzitorni
ishemijski napadaj - TIA (od engl. transient ishaemic atack)

TABLICA 4.2.3.2. CHA;,;DS,-VAS ocjenska ljestvica

C

Kongestivno zatajenje srca 1
H Hipertenzija (trajno povisen krvni tlak iznad 140/90 1
mmHg ili pod terapijom
A, Dob (stariji od 75 godina) 2
D Dijabetes melitus 1

51



S, Prethodni mozdani udar ili TIA ili tromboembolijski 2

dogadaj
A\ Vaskularna bolest (boelst perifernih arterija, IM, 1
aortalni plak)
A Dob od 65-74 godine 1
S Zenski spol 1

C- congestive heart failure (kongestivno zatajenje srca); H-hypertension (hipertenzija);
A-age (dob); D-diabetes mellitus (dijebetes melitus); S,-stroke (mozdani udar) ili TIA; V-
vascular disease (vaskularna bolest); S-sex (spol)

AF je Cesto udruzena sa sréanim bolestima. Poznata je udruzenost s hipertenzijom,
koronarnom bolesti srca, mitralnom stenozom (kao posljedicom reumatske bolesti ili kod
prolapsa mitralne valvule), mitralnom regurgitacijom, hipertrofijskom kardiomiopatijom,
kongenitalnim bolestima srca, bolestima pluca koja uklju¢uju tumore pluca, PE i sarkoidozu.

AF se moZe javiti i kod ekscesivnih unosa alkohola '*'.

Najveca opasnost u bolesnika s tim poremecajem srcanoga ritma, je ve¢ navedeni
poviseni rizik od mozdanog udara zbog Cega se u prevenciji primjenjuju antikoagulantni
lijekovi. Danas je jos uvijek, najées¢e primjenjivani varfarin.

Dijagnoza AF se temelji na nalazu EKG-a.

4.3. Genotipizacija

Farmakogeneticko ispitivanje se za bolesnike u kojih je predvideno uvodenje terapije po
prispjecu farmakogenetickog nalaza izvodilo u Klini¢koj jedinici za farmakogenomiku i
individualizaciju terapije Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu i KBC Zagreb.

Za genotipizaciju se venepunkcijom posebno uzimalo 5 ml pune krvi s EDTA.

Izdvajanje DNA se provodila metodom isoljavanja prema Milleru '>*.

Nalaz je uobicajeno bio gotov unutar radnog vremena, svakako prije zapoCinjanja terapije

varfarinom $to je poseban uspjeh.
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4.3.1. Genotipizacija CYP2C9

Genotipizacija CYP2C9*2 (rs1799853) 1 CYP2C9*3 (rs1057910) se provodila metodom
polimerazne lancane reakcije - PCR (od engl. polymerase chain reaction) u stvarnom
vremenu uz koristenje reagensa TIB MOLBIOL LightMix® na uredaju Roche LightCycler®

. . . . . . . . 154
prema metodi koju su opisali Toriello i suradnici '>*.

Reakcijska smjesa za PCR u stvarnom vremenu, u volumenu od 20uL sadrzava: LightMix®
CYP2C9*2 *3 2ul, Fast Start DNA Master HybProbe master mix 2ul, MgCl, (25mM)
1,2ul, H,O0 sterilna destilirana 9,8 ul, 5 ul DNA (500 ng DNA).

Uvjeti PCR: denaturacija na 95°C 10 min; amplifikacija u 45 ciklusa na 95°C 5's, 60°C 10 s 1
72°C 15 s; analiza temperature taljenja na 95°C 20 s, 40°C 20 s, 85°C; hladenje 40°C 30 s.

Melting Peaks

0,206
0,186

0,156

0,146

B B CTP2C93 wt
B £ CrP2C593 mt
B 7 CrP2C93 hetero

0,126
0,106
0,056

0,066

-{d/dT) Fluorescence (640)

0,046
0,026
0,006

0,014

40 45 50 55 £0 55 70 75 a0
Temperature (°C)

SLIKA 4.3.1.1. Analiza CYP2C9*3: *1/*1 50,5°C
*1/%3  50,5°C, 58,3°C
*3/%3  58,3°C
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Melting Peaks

0,565
0,525
0,485
0,445

8 CYP2CY2 wt
0,405 3 CYP2CI2 mt

B 10 CYP2C9*2 hetemo

-(d/dT} Fluorescence (530}
= = =
[i%] [E%] [
o0 ] o
LT

0,205
0,165
0,125
0,085
T T T T T T T T
45 an 5 B0 fiS 70 75 a0 &S
Temperature {*C)

SLIKA 4.3.1.2. Analiza CYP2C9*2: *1/*1 58,5°C
*1/%2 58,5°C, 48,3°C
*2/%2  48,3°C

4.3.2. Genotipizacija MDRI1/ABCBI

Za analizu polimorfizma ABCBI 2677G>T/A (rs2032582) primijenjena je metoda opisana u
literaturi '*°.

Reakcijska smjesa za PCR u stvarnom vremenu, u volumenu od 10 uL sadrzava:

Fast Start DNA Master HybProbe master mix 1x; 2,5 mM MgCl,, 0,5 uM svake pocetnice;
0,1 uM anchor probe; 0,05 uM sensor probe; 0,5 uL. PBS; 0,5 uL DMSO; 500 ng DNA.
Uvjeti PCR: denaturacija na 94°C 10 min; amplifikacija u 45 ciklusa na 94°C, 58°C 10 s i
72°C 15 s; analiza temperature taljenja na 94°C 20 s, 32°C 20 s, 70°C; hladenje 40°C 30 s.

Za analizu polimorfizma ABCBI 3435C>T (rs1045642) primijenjena je metoda PCR u

stvarnom vremenu prema opisu von Ahsen i suradnika iz 2001. godine '°.

Reakcijska smjesa za PCR u stvarnom vremenu, u volumenu od 10 uLL sadrzava:
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Fast Start DNA Master HybProbe master mix 1x; 2 mM MgCl,. 1 uM svake pocetnice; 0,3
uM sensor probe; 0,1 uM anchor probe; 100 ng DNA.

Uvjeti PCR: denaturacija na 95°C 10 min; amplifikacija u 45 ciklusa na 95°C, 55°C 5 s i
72°C 10 s; analiza temperature taljenja na 95°C, 45°C 5 s, 75°C; hladenje 40°C 30 s.

o

0.07—

0,06 —
0.05—

d(F2)/dT

-~ [0.04—
0.03—

0.02—

Fluarescence

0.01—

36 a8 40 42 44 46 48 Al 52 54 56 5 511]
Temperature [*C)

SLIKA 4.3.2. 1. Analiza ABCB1 G2677T/A - TT 39°C
GT 39°C, 46°C
GG 46°C
TA 39°C, 51°C

T cc

b CT

=
(%]
|

=
-
|

Fluorezcence -d[F2]/dT

=
=
I

=

[
|
=

52 54 56 58 &0 G2 G4 BE B8
Temperature [*C)

SLIKA 4.3.2.2.  Analiza ABCBI C3435T: - .CC 65°C
-CT 55°C, 65°C
-TT 55°C
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4.3.3. Genotipizacija VKORC]

Genotipizacija VKORC1 se provodila metodom PCR u stvarnom vremenu (,,Real time PCR®),

koriste¢i TIB MOLBIOL LightMix® u aparatu Roche LightCycler.
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SLIKA 4.3.3.1. Analiza VKORCI 1173C>T: CC  65°C
CT 55°C 65°C
TT 55°C

4.4. Statisticka obrada

Razina statisticke znacajnosti odredena je na p<0.05, i svi intervali pouzdanosti dani
su na razini od 95%. U svim slu¢ajevima upotrebljavani su dvokracni (engl. two-tail) testovi
statisticke znacajnosti. Normalnost raspodjela provjeravana je Kolmogorov Smirnov testom u
slucaju uzoraka vecih od 30, ili Shapiro — Wilk testom u slu¢aju uzoraka manjih od 30. Kao
mjere centralne tendencije i rasprSenja koriSteni su medijan 1 interkvartilni raspon, odnosno
aritmeticka sredina i1 standardna devijacija u sluCajevima u kojima je bila potrebna veca

preciznost prikaza rezultata. Statisticki znaCajna povezanost dvije nominalne varijable
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(primjerice razlika u postizanju ciljnih vrijednosti INR izmedu pokusne i kontrolne skupine),
provjeravana je hi-kvadrat testom, pri ¢emu je uz statisticki znacajne rezultate, kao standardna
mjera veli¢ine ucinka dan phi koeficijent u sluc¢aju dihotomnih varijabli, ili koeficijent
kontingencije u slu¢aju varijabli s viSe od dvije kategorije.

U analizi razlika srednjih vrijednosti neovisnih grupa na kontinuiranoj, numerickoj
varijabli (primjerice razlika u prosjecnim dozama varfarina izmedu pokusne i kontrolne
skupine u pojedinim tockama mjerenja) upotrijebljen je Mann - Whitney test, pri ¢emu je, uz
statisticki znaCajne rezultate kao standardna mjera veli¢ine uCinka dan AUC. Interakcija
vremena mjerenja i skupine analizirana je mjeSovitom analizom varijance, pri ¢emu je kao
standardna mjera veli¢ine udinka dan n’. Homogenost varijanci kod mjeSovite analize
varijance testirana je Mauchlyjevim testom za procjenu sfericnosti. U slucaju u kojemu
homogenost varijanci, kao preduvjet analize varijance, nije bila zadovoljena, koriStena je
Greenhouse - Geiserova korekcija stupnjeva slobode koja prilagodava stupnjeve slobode u
ANOVA modelima, kako bi se proizvela $to to¢nija razina statisticke znacajnosti.

Jednosmjerna predvidanja postizanja stabilnosti antikoagulacijskog ucinka provedena
su pomocu logisti¢ke regresijske analize i koriSten je omjer izgleda (eng. odds ratio) uz 95%
interval pouzdanosti (eng. confidence interval) za svaku varijablu. Povezanost binarne zavisne
varijable s viSe prediktora, nezavisnih varijabli mjerenih na razliitim ljestvicama
provjeravana je multivarijatnom, binarnom logistickom regresijom. Sve statistiCke obrade

obavljene su u paketu SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5. REZULTATI

5.1. Ispitanici

5.1.1. Demografske osobine

Tablica 5.1.1.1. donosi demografske podatke ispitivane skupine (skupine ispitanika s

farmakogenetickim podacima — FG) i kontrolne skupine (bez farmakogenetickih podataka —

NFG).

Tablica 5.1.1.2. donosi razlike izmedu pokusne i kontrolne skupine u demografskim

osobinama.

TABLICA 5.1.1.1. Demografske osobine bolesnika (ispitanika) obje skupine

Dob
Spol, n (%)
muskarci
zene
Indeks tjelesne mase (BMI)*
Pusenje, n (%)
Unos alkohola, n (%)
Indikacija za varfarin, n (%)
atrijska fibrilacija
dubinskovenska tromboza
pluéna embolija
Vrijednost AST
Vrijednost ALT
Vrijednost GGT
Vrijednost bilirubin
Vrijednost ureje
Vrijednost kreatinina

FG skupinA
(n=106)

70 (53-77)
55 (51.9)
51  (48.1)
27  (24-30)
16 (15.1)
14 (13.2)
30 (28.3)
62  (58.5)
16  (15.1)
23 (18-29)
25  (17-36)
30 (18-51)
13 (9-20)
6 (4-8)
97  (85-118)

NFG skupina
(n=99)

73 (59-81)
43  (43.4)
56  (56.6)
26 (23-29)
11 (11.1)
9 9.1
32 (32.3)
61 (61.6)
24 (24.2)
24 (19-34)
22 (14-34)
31 (19-64)
11 (8-16)
5 (4-7)
102 (90-124)

Vrijednosti su predstavljene kao median (interkvartilni raspon) ako nije drugacije navedeno.

BMI je izradunat prema formuli kg/m?

BMI (od engl- Body Mass Indeks)-Indeks tjelesne mase
FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji
NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima
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TABLICA 5.1.1.2. Razlika u demografskim osobinama izmedu pokusne 1 kontrolne

skupine

FG skupina NFG skupina P
N (%) N (%)
DOB (medijan; 70 (53-77) 73 (59-81) 0.086
IQR)
SPOL
Muski 54 (51.9) 43 (43.4) 0.112
Zenski 52 (48.1) 56 (56.6)
Ukupno 106 (100.0) 99 (100.0)
BMI (median; 26.9 (24.2-30.5)  26.2(23.4-29.1) 0.264
IQR)
BMI (N; %)
25.00 34 (31.8) 33 (34.7) 0.540
25.00-29.99 43 (40.9) 43 (45.3)
»30.00 29 827.3) 19 (20.0)
Ukupno 88 (100,0) 95 (100.0)
PUSENJE
Ne 88 (83.7) 88 (88.9) 0.399
Da 18 (16.3) 11 (11.1)
Ukupno 106 (100.0) 99 (100.0)
ALKOHOL
Ne 91 (85.9) 90 (90.9) 0.365
Da 15 (14.1) 9(9.1)
Ukupno 106 (100.0) 99 (100.0)

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; P = y* test za nominalne varijable, Mann - Whitney za
numericke, razina statisticke znacajnosti, ili vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

BMI (od engl- Body Mass Indeks)-Indeks tjelesne mase

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza ra¢unala prema klinickim obiljezjima

U ovo prospektivno kontrolirano istrazivanje je bilo uklju¢eno 205 bolesnika oba

spola starijth od 18 godina. Prema dobi bolesnici su bili prosjecne dobi (medijan;

interkvartilni raspon) od 71 godine (raspon 53 godina - 81 godina). Najmladi bolesnik je imao
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19 godina, a najstariji 90 godina. Unutar pokusne skupine medijan dobi bio je 70 godina (53-
77 godina), dok je unutar kontrolne skupine medijan bio 73 godine (59-81 godina). Prema
dobi su dakle pokusna i kontrolna skupina bile sli¢cne (P=0,086).

731
72,5
72
71,5
71
70,5- O medijan dobi
707
69,5-

N\

68,5-
FG NFG

SLIKA 5.1.1.1. Medijan dobi ispitanika u FG i NFG skupini

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji
NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

Muskih ispitanika je bilo 55 (51,9 %) u pokusnoj skupini 1 43 (43,4 %) u kontrolnoj
skupini, dok je ispitanica bilo 51 (48,1%) u pokusnoj i 56 (56,6 %) u kontrolnoj skupini. Nije

bilo statisticke razlike ni u raspodjeli po spolu izmedu dviju skupina.

OFfG
B NFG

Muski Zenski

60



SLIKA 5.1.1.2. Raspodjela ispitanika prema spolu u FG i NFG skupini

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji
NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

5.1.2. Bolesnici i tjelesna tezina

U svih ispitanika biljezila se tjelesna tezina koja prema brojnim radovima ima
zna¢ajnu prediktivhu vrijednost u odnosu na dozu varfarina i bolesnici s povecanom
tjelesnom tezinom uobicajeno zahtijevaju veée doze varfarina pa se u njih i zapoCinje terapija
s visim dozama. U nasem ispitivanju se istodobno biljezila i tjelesna visina kako bi se racunao
indeks tjelesne mase (BMI).

Formula izraCuna BMI je dobro poznata i rabi se u svim ispitivanjima u kojima se
tjelesna tezina korelira s trazenim parametrima.

Formula za BMI = kg/m® "’. Tjelesna tezina se dijeli s kvadratom tjelesne visine.

Bolesnici su prema BMI podijeljeni u tri skupine:

1. BMI do 25, 00 kg/m’

2. BMI od 25 do 29,99 kg/m’

3. BMI preko 30,00 kg/m” .

U ispitivanim skupinama najvise je bilo bolesnika u skupini s BMI od 25,00-29,99 §to
ve¢ predstavlja pretile bolesnike i to 43 bolesnika u pokusnoj skupini (40,9%) i 43 u
kontrolnoj (45,3%) skupini. Manji je broj bolesnika bio u skupini s BMI <25,00. U pokusnoj
skupini 34 bolesnika (31,80%) 1 33 (34,7%) bolesnika u kontrolnoj skupini. Najmanji broj je
bio izrazeno pretilih bolesnika (skupina s BMI >30,00) u obje skupine. U pokusnoj skupini
bilo ih 29 (27,3%) a u kontrolnoj 19 (20,0%). Medijan BMI je u FG skupini iznosio 27 (24-
30), dok je u NFG skupini iznosio 26 (23-29).
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O BMI manji od 25,00
B BMI od 25,00-29,99
[0 BMI veci od 30,00

FG NFG

SLIKA 5.1.2.1. Raspodjela bolesnika prema BMI podskupinama u FG i NFG skupini
BMI (od engl- Body Mass Indeks)-Indeks tjelesne mase

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza ra¢unala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

Dakle nije bilo razlike u ispitivanoj i kontrolnoj skupini prema tjelesnoj tezini,
odnosno prema BMI.

5.1.3. Bolesnici i navike puSenja i uzimanja alkohola

Kako pusenje predstavlja moguéi utjecaj na postizanje terapijskih vrijednosti INR
zbog indukcije jetrenih enzima, bolesnike smo stratificirali i prema puSenju te u upitniku
biljezili podatke o pusSenju. U FG skupini bilo je 18 puSaca (15,1%) dok ih je u NFG skupini
bilo 11 (11,1%).

Alkohol takoder inducira jetrene enzime te bi na taj nacin i konzumiranje alkohola
moglo imati utjecaja na doziranje varfarina i postizanje terapijskih vrijednosti parametara
koagulacije. Prema anamnestickim podacima i podacima iz povijesti bolesti, alkohol je
konzumiralo u FG skupini svega 15 bolesnika (13,2%), a u NFG skupini 9 (9,1%) bolesnika.

Razlika u obje skupine iznosila za puSenje P=0,399 i za konzumiranje alkohola

P=0,365.
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FG NFG

SLIKA 5.1.3.1. Broj pusaca i nepusaca u FG i NFG skupini
FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji
NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

One
Bda

FG NFG

SLIKA 5.1.3.2. Broj bolesnika u FG i NFG skupini u odnosu na konzumaciju alkohola

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji
NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

Nije utvrdena niti jedna statisticki znacajna razlika u demografskim obiljezjima, BMI,

pusenju 1 konzumiranju alkohola izmedu pokusne i kontrolne skupine.

5.1.4. Laboratorijski nalazi na pocetku ispitivanja
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Bolesnike se takoder stratificiralo prema laboratorijskim nalazima kod prijema (engl.

baseline data). Biljezili su se AST, ALT, GGT, ureja, kreatinin kao procjena sr¢ane funkcije

na temelju UZV pregleda i klinicke procjene. Navedeni podaci dali su osnovne pokazatelje

konkomitantnih bolesti.

Medijan AST u FG skupini bio je 23 U/L, a 24 U/L u NFG skupini. Medijan ALT u
FG skupini je iznosio 25 U/L 122 U/L u NFG skupini. Medijan bilirubina iznosio je 13 U/L

u FG skupini 1 11 U/L u NFG skupini. Medijan ureje u FG skupini iznosio je na prijemu 6
U/L 15 U/L u NFG skupini te medijan kreatinina u FG skupini je iznosio 97 U/L 1102 U/L u

NFG skupini (tablica 2) i prema medijanu laboratorijskih podataka kod prijema bolesnici su

bili jednaki.

TABLICA 5.1.4.1. Razlika u laboratorijskim nalazima izmedu pokusne i kontrolne

skupine

RAZINA AST
Normalna'
Povisena '
RAZINA ALT
Normalna *
Povisena >
RAZINA GGT
Normalna *
Povigena *

RAZINA
BILIRUBINA

Normalna®
Povisena®
RAZINA UREJE
Normalna’
Povisena’

RAZINA
KREATININA

FG skupina

N (%)

87 (82,1)
19 (17,1)

86 (81,1)
20 (18.9)

76 (71,1)
30 (28,3)

82 (78,1)
23 (21,9)

79 (74,5)
27 (25,5)

NFG skupina

N (%)

76 (76,8)
23 (23,2)

84 (84,4)
15 (15,2)

63 (63,6)
36 (36,4)

85 (85.9)
14 (14,1)

82 (82,8)
17 (17,2)

0,599

0,566

0,444

0,555

0,067
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Normalna® 84 (79,2) 70 (70,7) 0,401
Povisena® 22 (20,7) 29 (29,3)

KRATICE: P = 9’ test, razina statisticke zna¢ajnosti, ili vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); u¢inak =
standardizirana mjera veli¢ine udinka dana uz statisti¢ki zna¢ajne rezultate; phi koeficijent uz y*
'normalna: mugkarci <38 U/L; Zene <30 U/L; povisena: muskarci 39+ U/L; Zene 31+ U/L

normalna: muskarci <49 U/L; Zene <36 U/L; povisena: muskarci 50+ U/L; Zene 37+ U/L

normalna: muskarci <55 U/L; zene <35 U/L; poviSena: muskarci 56+ U/L; zene 36+ U/L

normalna: 3-20 mmol/L; povisena: >20 mmol/l

normalna: <8,3 mmol/l; povisena: >8,3 mmol/l

normalna : muskarci: <125 mmol/l; Zene <107 mmol/l; poviSena: muskarci >125; Zene >107 mmol/l
FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza ra¢unala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

AN B W

Najveci broj bolesnika imao je uredne vrijednosti AST (82,1% u pokusnoj i 76,8% u
kontrolnoj skupini), ALT (81,1% u pokusnoj skupini i 84,8% u kontrolnoj skupini), GGT
(71,7% u pokusnoj 1 63,6% u kontrolnoj skupini), bilrubina (78,1% u pokusnoj 1 85,9% u
kontrolnoj skupini), ureje (74,5% u pokusnoj 1 82,8% u kontrolnoj skupini) i kreatinina
(79,2% u pokusnoj i 70,7% u kontrolnoj skupini). PoviSene vrijednosti AST u pokusnoj
skupini imalo je 19 (17,1%) bolesnika, a u kontrolnoj 23 (23,2%). Povisene vrijednosti ALT u
FG skupini imalo je 20 (16,8%) bolesnika, a u NFG skupini 15 (15,2%). Sli¢no je i razina
bilirubina bila u FG skupini povisena u 23 (21,9%) bolesnika, a u 14 (14,1%) u NFG
bolesnika. PoviSena razina kreatinina bila je u 22 (20,7%) FG bolesnika i 29 (29,3%) NFG
bolesnika. Ureja je bila povisena u 27 (25,5%) FG bolesnika, au 17 (17,2%) NFG bolesnika.

Moze se =zakljuciti kako nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u razini

laboratorijskih parametara izmedu pokusne i kontrolne skupine na pocetku ispitivanja.

Posebno isti¢emo bolesnike sa zatajenjem srca koji prikazujemo tabli¢no.

TABLICA 5.1.4.2. Podjela bolesnika prema sré¢anoj funkciji

bez zatajenja 120 (58,5)
I stupanj 16 (7,7)
II stupanj 34 (16,9)
11 stupanj 28 (13,6)
IV stupanj 7(3,3)
ukupno 205 (100)

NYHA Kklasifikacija je klasifikacija sr€anog zatajenja poznatog druStva za kardiologiju (New
York Heart Association) prema kojem je I stupanj — prisutna bolest srca, ali bez simptoma i bez
ograni¢enja u fizickoj aktivnosti; II stupanj - blagi simptomi (blazi nedostatak zraka i/ili angina) i
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blaze ogranicCenje tijekom uobicajenih aktivnosti; III stupanj — znacanije ogranienje ¢ak i manje
zahtjevnih aktivnosti; IV stupanj — ozbiljna ogranicenja, simptomi i tijekom mirovanja, bolesnici
uglavnom u krevetu.

TABLICA 5.1.4.3. Razlika ispitanika prema sréanom zatajivanju u obje skupine

FG skupina NFG skupina P; uc¢inak
n (%) n (%)
NYHA Kklasifikacija zatajenja
srca
bez zatajenja srca 57 (57,6) 63 (63,6) 0,178
zatajenje srca 49 (42,4) 36 (35,4)
ukupno 106 (100,0) 99 (100,0)

KRATICE: P =y’ test, razina statisti¢ke znacajnosti, ili vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); u¢inak =
standardizirana mjera veli¢ine uc¢inka dana uz statisti¢ki znacajan rezultat; ¢ koeficijent za nominalne varijable s
dvije kategorije, uz x* test

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

Vidljivo je da 120 bolesnika nije imalo ostecenu src¢anu funkciju kod prijama (58,5%),
a neki od stupnjeva sr¢anog zatajivanja 85 bolesnika (41,5%).

Budu¢i da u pojedinim kategorijama tezine simptoma zatajenja srca nije bilo dovoljno
sudionika za valjanu obradu, u daljnjoj obradi se ta varijabla kodirala kao O=bez zatajenja srca
1 1=zatajenje srca, pri c¢emu su u kategoriju 1 usli sudionici bez obzira na tezinu simptoma.

Iz tablice 5.1.4.3. moze se jasno vidjeti kako nije bilo razlike u broju bolesnika prema

sréanom zatajivanju u obje skupine.

5.2. Primjena varfarina i drugih lijekova

5.2.1. Indikacije za primjenu varfarina

Indikacija za primjenu varfarina ocjenjivala se odmah po prijemu i potvrdivanju
dijagnoze koja je bila uzrok hospitalizacije u obje skupine bolesnika.

U obje skupine bila je jednaka ucestalost indikacija za primjenu varfarina (vidi tablicu
5.1.1.1.) kod prijama u bolnicu. NajceS¢i razlog za hospitalizaciju u obje skupine je bila
dubinskovenska tromboza (DVT). U FG skupini bilo je 62 bolesnika (58,5%) s DVT dok je u
NFG skupini bio 61 bolesnik s DVT (61,6%). Atrijska fibrilacija je bila drugi uzrok po
ucestalosti prijama i primjenu varfarina u ispitivanim skupinama. Broj bolesnika s AF iznosio

je u FG skupini 30 (28,3%), a u NFG skupini 32 (32,3%). Najmanji broj bolesnika imao je na
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prijamu pluénu emboliju kao razlog primjene varfarina. U FG skupini bilo je 16 bolesnika s
PE (15,1%) a u NFG skupini 24 (24,2%).

Donosimo ispod samo dio tablice 5.1.1.1. (tablica na str 50.) za lakSu orijentaciju broja
ispitanika u obje skupine prema dijagnozi kod prijama (indikacija za primjenu varfarina), a

ispod toga slikovni prikaz.

Indikacija za varfarin, n (%)

atrijska fibrilacija 30 (28.3) 32 (32.3)
dubinskovenska tromboza 62  (58.5) 61 (61.6)
pluéna embolija 16  (15.1) 24 (24.2)

701

601}

5017}

401!

i O Pokusna skupina

301 B Kontrolna skupina

201}
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SLIKA 5.2.1.1. Prikaz bolesnika prema indikaciji za primjenu varfarina
DVT-dubinskovenska tromboza, FA —fibrilacija atrija, PE-plu¢na embolija

5.2.2. Istodobna primjena drugih lijekova

Bolesnici su se pratili i s obzirom na istodobno primijenjene lijekove koji, poznato je
mogu utjecati na dozu varfarina i na postizanje terapijskih vrijednosti INR zbog interakcija
razli¢itih mehanizama. Velika vecina bolesnika u obje skupine uz varfarin je tijekom
hospitalizacije uzimala barem jedan lijek. Iz tablice 5.2.2.1. vidljivo je da je ukupno u obje

skupine 137 ispitanika (66,5%) dobivalo uz varfarin i1 druge lijjekove. Medijan broja
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istodobno primijenjenih lijekova bio je 1. Od ukupnog broja bolesnika (205 ili 100%) koji su
uzimali dodatni lijek(ove) uz varfarin, 105 bolesnika (50,8% ) je uzimalo jo§ samo 1 ili 2

dodatna lijeka, a 32 bolesnika (15,7%) je uzimalo tri ili viSe lijekova.

TABLICA 5.2.2.1. Istodobno primijenjeni lijekovi tijekom hospitalizacije

N (%)
DRUGI LIJEKOVI U
TERAPIJI
Ne 68 (33,7)
Da 137 (66,3)
BROJ DRUGIH LIJEKOVA 1 (0-2)
(medijan, IQR)
BROJ DRUGIH
LIJEKOVA (N; %)
Bez lijeka 68 (33,7)
Jedan ili dva 105 (50,6)
Tri ili vise 32 (15,7)

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon

Podjela prema broju lijekova u pokusnoj i kontrolnoj skupini pokazala je da nije bilo razlike u
uzimanju istodobnih lijekova. U pokusnoj skupini 75 bolesnika (70,7%) je uzimalo uz
varfarin i druge lijekove, a u kontrolnoj 62 (62,6%) bolesnika. Pritom je 53 bolesnika (50%)
FG ispitanika uzimalo 1 ili 2 lijeka, a 22 ispitanika (20,7%) tri ili viSe lijekova. U NFG
skupini sli¢no, 51 bolesnik (51,5%) je dobivao uz varfarin 1 ili 2 lijeka, a njih 11 (11,1%) tri
ili vise lijekova.

Lijekovi koje su bolesnici uzimali istodobno s varfarinom su se klasificirali u one koji
djeluju inhibitorno na metabolizam varfarina i na one koji su bili znafajni induktori

metabolizma varfarina.

TABLICA 5.2.2.2. Razlika u koriStenju lijekova izmedu pokusne i kontrolne skupine

FG skupina NFG skupina P
N (%) N (%)
DRUGI
LIJEKOVI U
TERAPILJI
Ne 31(29,3) 37 (37,4) 0,240
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Da
Ukupno

BROJ DRUGIH
LIJEKOVA U

TERAPIJI
Bez lijeka

Jedan ili dva
Tri ili vise

Ukupno

75 (70,7)
106 (100,0)

31 (29,3)

53 (50,0)

22 (20,7)
106 (100.0)

62 (62,6)
99 (100,0)

37 (37.4)
51 (51,5)
11 (11,1)
99 (100.0)

0, 168

KRATICE: P =y test, razina statisti¢ke znagajnosti, ili vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

Iz tablice 5.2.2.2. je vidljivo da nije utvrdena statisticki znacajna razlika u uzimanju

drugih lijekova kao i u broju istodobno primijenjenih drugih lijekova izmedu pokusne i

kontrolne skupine.

Graficki prikazi istodobno primijenjenih lijekova u obje skupine slika 5.2.2.1. i slika 5.2.2.2.
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SLIKA 5.2.2.1. Primjena lijekova u FG i NFG skupini

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji

O bez lijeka
M s lijekovima

NFG

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza ra¢unala prema klinickim obiljezjima
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O bez lijeka
M 1-2 lijeka
O3 iviseod 3

FG NFG

SLIKA 5.2.2.2. Raspodjela bolesnika u odnosu na broj primijenjenih lijekova u FG i NFG
skupini

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza ra¢unala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima

Kako je ve¢ objasnjeno konkomitantne lijekove smo podijelili u dvije velike skupine
inhibitore 1 induktore metabolizma varfarina, tj. na one koji pojacavaju antikoagulantni u¢inak

1 na one lijekove koji smanjuju antikoagulantni ucinak.

TABLICA 5.2.2.3. Interakcija s drugim lijjekovima (samo sudionici koji su uzimali neke
druge lijekove; n=137)

n (%)

Inhibitor u terapiji

ne 122 (89,8)

da 15 (10,2)

ukupno 137 (100,0)
Broj inhibitora u terapiji

niti jedan 122 (89,8)

jedan 14 (94)

dva 1 (0,8)

ukupno 137 (100,0)
Induktor u terapiji

ne 5 (3,

da 132 (96,9)

ukupno 137 (100,0)
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Broj induktora u terapiji

niti jedan 5 3,1
jedan 63 (46,5)
dva 40 (29,1)
tri ili vise 29 (21,3)
ukupno 137 (100,0)

Od ukupnog broja bolesnika koji su imali neki drugi lijek u terapiji (n=137 bolesnika) u
pokusnoj skupini njih je bilo 70, a u kontrolnoj 67. Promatraju¢i razliku u primjeni lijekova
inhibitora i1 induktora metabolizma CYP enzima (pa tako i varfarina) uoceno je da je daleko
veci broj bolesnika u popratnoj terapiji imao induktor CYP enzima nego inhibitor. Inhibitor je
u terapiji imalo svega 15 bolesnika, dok je induktor imalo 132 bolesnika.

Razlika izmedu broja lijekova u obje skupine prikazana je u tablici 5.2.2.4.

TABLICA 5.2.2.4. Razlika u broju lijekova inhibitora i induktora u izmedu pokusne i
kontrolne skupine (n=137)

Skupina
FG NFG P
n (%) n (%)
Inhibitor u terapiji
ne 63 (90,8) 59 (88,7) 0,775
da 7 9,2) 8 (11,3)
ukupno 70 (100,0) 67 (100,0)
Induktor u terapiji
ne 3 3, 2 (3,2 >(,999
da 67 (96,9) 65 (96,8)
ukupno 70 (100,0) 67 (100,0)
Broj induktora u terapiji
niti jedan 3 (3,1 2 (3,2 0,311
jedan 28 (40,0) 36 (53,2)
dva 20 (29,2) 19 (29,0)
tri ili vise 19 (27,7) 10 (14,5)
ukupno 70 (100,0) 67 (100,0)

KRATICE: P =y test, razina statisticke zna&ajnosti, ili vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)
FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji
NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima
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Najveci broj bolesnika je imao u obje skupine jedan inductor u terapiji (u FG skupini 28
bolesnika ili 40,0% 1 u NFG skupini 36 bolesnika ili 53,2%).
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u prisutnosti inhibitora i induktora u terapiji, izmedu

pokusne i kontrolne skupine.

5.2.3. Doza varfarina

Doza varfarina u obje skupine ispitanika biljezila se u viSe tocaka tijekom
hospitalizacije. Kako se nije uspjelo u vec¢ine bolesnika do¢i do podataka o dozi i parametrima
koagulacije 1, 2 1 4 tjedna nakon otpusta, u analizu je uslo samo 6 tocaka i to prvi, drugi,
treci, Cetvrti, peti dan terapije te na otpustu. U iste dane su se biljezili 1 postignuti parametri

koagulacije.

TABLICA 5.2.3.1. Razlike u dozama varfarina izmedu pokusne i kontrolne skupine u
pojedinim tockama mjerenja

1. dan 88 5,4 (1,48) 94 5,6 (1,28) 0,352
2. dan 88 5,1 (1,71) 93 5,3 (1,57) 0,514
3.dan 88 5,1 (2,55) 92 5,1 (2,53) 0,973
4. dan 86 5,0 (2,86) 90 4,1 (2,53) 0,026:0,41
5. dan 87 4.8 (3,05) 89 4,0 (2,21) 0,170
Otpust 82 4,5 (3,13) 81 4.2 (2,07) 0,840

KRATICE: M = aritmetic¢ka sredina; SD = standardna devijacija; P = Mann - Whitney U test; razina statisticke
znacajnosti, odnosno, vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); uc¢inak = standardizirana mjera veliine uc¢inka dana
uz statisticki znacajne rezultate; AUC uz Mann - Whitney U test

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima
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Jedina statisti¢ki znacajna razlika u prosjec¢noj dozi varfarina izmedu pokusne i kontrolne
skupine utvrdena je u 4. danu terapije varfarinom (Mann - Whitney U = 3142,5; Z =-2,189; P
=0,026; AUC = 0,41), pri ¢emu su sudionici pokusne skupine primali ve¢e doze varfarina.

Iako zbog odstupanja od pretpostavke o normalnoj distribuciji rezultata nije opravdano
koristiti aritmeticku sredinu i standardnu devijaciju kao mjere centralne tendencije i
rasprsenja, ve¢ medijan i interkvartilni raspon, u ovom su slu¢aju koristeni aritmeticka sredina
1 standardna devijacija zbog malog raspona mogucih rezultata (doza), te stoga, zbog vece

preciznosti prikaza rezultata.

TABLICA 5.2.3.2. Razlike u dozi varfarina izmedu Sest toCaka mjerenja u pokusnoj i
kontrolnoj skupini

2

Izvor varijance F Ss P n
Vremenska to¢ka mjerenja 12,783 3,371 <0,001 0,074
Vremenska tocka mjerenja*skupina 2,827 3,371 0,032 0,017

KRATICE: F = F-omjer; P = ANOVA za ponovljena mjerenja, vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); n* = mjera
ucinka dana uz F-omjer

Budué¢i da je Mauchlyjev test za procjenu sferiCnosti ukazao kako pretpostavka o
homogenosti kovarijanci nije zadovoljena (Mauchyjev W = 0,297; y*=190,820; P<0,000),
koristena je Greenhouse — Geisserova korekcija stupnjeva slobode. Nakon §to su u obzir uzete
doze varfarina tjekom 1. dana, 2. dana, 3. dana, 4. dana, 5. dana terapije i otpusta, utvrdena je
statisticki znacajna razlika u dozi varfarina izmedu Sest toCaka mjerenja (F=12,783; ss =
3,371; P<0,001; n2 = 0,074), pri ¢emu se, na ukupnom uzorku prosjecna doza varfarina
smanjuje tijekom Sest tocaka mjerenja. Bonferronijevim post-hoc testom utvrdeno je kako se
doza varfarina dana prvi dan statisticki znacajno razlikuje od doze varfarina Cetvrtog, petog i
Sestog dana (P<0,001 za sve tri usporedbe), te se doza varfarina dana drugi dan razlikuje od
doze petog dana (P=0,008) i doze Sestog dana (P=0,001), i doza varfarina treCeg dana
razlikuje se od doze varfarina Sestog dana (P=0,015).

Utvrdena je 1 statisticki znacajna interakcija vremenske tocke mjerenja i pripadnosti pokusnoj
ili kontrolnoj skupini na dozu varfarina, odnosno, doza varfarina razlikovala se statisticki
znacajno kroz Sest toCaka mjerenja izmedu pokusne 1 kontrolne skupine (mjeSovita ANOVA;
F=12,503; ss= 3,371; P = 0,032; n* = 0,017). Sudionici pokusne skupine primali su manju
dozu varfarina od sudionika kontrolne skupine do 3. dana terapije varfarinom, a nakon 3. dana

terapije prosjecna doza varfarina smanjuje se kod kontrolne skupine, a povecava kod pokusne.
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SLIKA 5.2.3.1. Prosje¢na doza varfarina kroz Sest toaka mjerenja s obzirom na
skupinu

Iz slike 5.2.3.1. je vidljivo kako je razlika u dozi varfarina izmedu pokusne i kontrolne
skupine najveca 4. dan terapije. Kod kontrolne skupine nakon 3. dana terapije dolazi do

naglog pada prosjecne doze, dok je kod pokusne skupine razina doze stabilna.

5.2.4. Postizanje ciljnog INR

Ciljni INR je bio od 2,0-3,0 (2,0-4,0) i pratio se zajedno s dozom varfarina kroz
najmanje 6 tocaka, 5 dana za redom te na dan otpusta (koji je bio razli¢it u pojedinih
bolesnika). Nije se posebno biljezilo koji je dan od pocetka primjene varfarina bio dan otpusta
zbog velikog rasapa podataka. Takoder u ispitivanju su se biljezile jo§ vrijednosti parametara
koagulacije kao i doza varfarina 1. tjedan, 2. tjedan i 4. tjedan nakon otpusta no zbog
otezanog pracenja i shodno tomu, premalo podataka, te su se tocke pracenja iskljucile iz

analize.
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TABLICA 5.2.4.1. Prosjecne vrijednosti INR kroz Sest toc¢aka mjerenja

n medija  (IQR)
n

1. dan 179 1,0 (1-1,1)
2. dan 176 1,1 (1-1,3)
3. dan 187 1,3 (1,1-1,7)
4. dan 185 1,5 (1,2-2,1)
5. dan 179 1,8 (1,4-2,2)
otpust 161 2,0 (1,6-2,5)
Prosjek svih tocaka 188 1,5 (1,3-1,8)

mjerenja

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon

Terapijska vrijednost INR postigla se na otpustu, iako se i 5. dan mjerenja biljeze

klinicki zadovoljavajuce vrijednosti INR.

TABLICA 5.2.4.2. Postizanje stabilnog antikoagulacijskog u¢inka (INR 2,0-4,0 u najmanje
dvije tocke mjerenja) do otpusta s obzirom na dijagnozu kod prijema i pratece bolesti (samo
pokusna skupina; n=106)

— [oA/ne0 INENGO | Ulupno/Ned | ORwvdsKel
AF

ne 16 (23,2) 53(76,8) 69 (100,0) 1

da 12 (54,5) 10 (45,5) 22 (100,0) 4,0 (1.45-10,90)
DVT

ne 16 (44,4) 20 (55,6) 36 (100,0) 1

da 12 (21,8) 43 (78,2) 55 (100,0) 0,4 (0,13-0,87)
Bez zatajenja 10 43 53 1

zatajenje 18 20 38 3,9(1,52-9,88)
PE

ne 23 (29,5) 54 (70,1) 77 (100,0) 1

da 5(38,5) 9 (64,3) 14 (100,0 1,3(0,39-4,32)

KRATICE: OR = omjer izgleda (od engl. odds ratio); 95% CI = 95% interval pouzdanosti za omjere
izgleda (od engl. confidence interval), uv = univarijatna logisticka regresija
AF -atrijska fibrilacija; DVT-dubinskovenska tromboza; PE-plu¢na embolija
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Sudionici koji su imali atrijsku fibrilaciju imali su 4 puta vece izglede za postizanjem
stabilnosti antikoagulacijskog ucinka, u odnosu na sudionike koji nisu imali atrijsku fibrilaciju
(OR =4,0; 95% CI = 1,45-10,90), dok su sudionici s dubinskovenskom trombozom imali 0,6
puta manje izglede za postizanjem stabilnosti INR, u odnosu na sudionike koji nisu imali
duboku vensku trombozu (OR = 0,4; 95% CI = 0,14-0,87). Sudionici sa zatajenjem srca imali
su 3,9 puta vece izglede za postizanjem stabilnog antikoagulacijskog ucinka, u odnosu na

sudionike bez zatajenja srca (OR = 3.9; 95% CI = 1,52-9,88).

TABLICA 5.2.4.3. Najvazniji ishodi prvih 5 dana od uvodenja varfarina

Ukupni uzorak

Postotak  vremena 14 (19,2) 16 (19,0) 0,513 MD-2 (-7-4)
unutar INR (2-4)

Postignute stabilne 22 (20,8) 22 (22,2) 0,798 OR 0,92 (0.45-1.88)
doze*, n (%)

Nuspojave 8(7,5) 5(,1) 0,464 OR 1,54 (0.44-5.63)
Atrijska

fibrilacijat

Postotak  vremena 26 (25,0) 14 (18,6) 0,04 MD 12 (0-23)
unutar INR (2-4)

Postignute stabilne 14 (46,7) 7(21,9) 0.039 OR 3,13  (0.92-10.98)
doze, n (%)

Nuspojave, n (%) 3 (10,0) 2(6,3) 0.588 OR 1,67 (0.2-15.67)
DVT %

Postotak  vremena 11 (16,1) 16 (20,2) 0,083 MD -6 (-12-1)
unutar INR (2-4)

Postignute stabilne 8 (12,9) 14 (23,0) 0,146 OR 0,5 (0.17-1.41)
doze*, n (%)

Nuspojave, n (%) 4 (6,5) 2(3,3) 0,414 OR (0.3-16.73)
PE §

Postotak  vremena 18 (25,0) 21 (19,0) 0,637 MD -3 (-18-11)
unutar INR (2-4)

Postignute stabilne 4 (25,0) 7 (29,2) 0,772 OR 0,81 (0.15-4.15)
doze, n (%)

Nuspojave, n (%) 1(6,3) 2(8,3) 0,806 OR 0,73  (0.02-11.96)

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost (standardna devijacija) ako nije drukc¢ije navedeno

MD = srednja vrijednost izmedu FG i NFG skupine; OR = omjer rizika za postizanje stabilne doze ili nuspojava
u FG skupini

FG-pokusna skupina /skupina u koje se doza racunala prema genotipizaciji

NFG-kontrolna skupina /skupina u koje se doza racunala prema klinickim obiljezjima
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* stabilna doza se smatra onom kod koje je u 2 mjerenja za redom INR u terapijskom rasponu (2-4)
1 broj bolesnika s AF, 30 u FG skupini i 32 u NFG skupini

i broj bolesnika s DVT , 62 u FG skupini i 61 u NFG skupini

§ broj bolesnika s PE, 16 u FG skupini i 24 u NFG skupini

Usporedivanjem kljucnih antikoagulacijskih ucinaka tj. udjela vremena unutar INR 2-4,
postotak postignute stabilne doze varfarina te ucestalost nuspojava u dvije ispitivane skupine
nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu skupine u kojoj je doza varfarina
uvedena uz klinicke parametre i prema nalazu genotipizacije VKORCI i CYP2C9 (FG) u
odnosu na skupinu u kojoj je doza odredena samo na temelju klinickih parametara (NFG).
Medutim kada su testirane podskupine ispitanika u odnosu na dijagnozu kao indikaciju za
primjenu varfarina, statisticki znacajnu Korist od doziranja varfarina prema algoritmu
koji je ukljucivao rezultate genotipizacije je ustanovljena u skupini ispitanika s
dijagnozom atrijske fibrilacije (AF) koji su provodili statisticki znacajno dulje vrijeme u
terapijskom intervalu INR 2-4 (p=0,04, MD=12 , 95% CI 0-23). Ti su ispitanici takoder u
znaCajno vecem postotku postizali stabilnu terapijsku dozu varfarina (p=0,039, OR=3,13 ,
95% CI 0,92-10,98) u odnosu na ispitanike u NFG. Opisana korist od genotipizacije nije
dokazana u skupini ispitanika s dubokom venskom trombozom (DVT) i pluénom embolijom

(PE). Incidencija nuspojava nije se razlikovala u skupinama za bilo koju indikaciju.

5.3. Genetika

5.3.1. Ucestalost genotipova

U tablici 5.3.1.1. navedena je zastupljenost pojedinih genotipova u ispitivanoj
populaciji.

Najveci broj bolesnika imao je genotip CYP2C9 *1/*1 (wt). Njih je bilo 59 (55,7%),
nositelja *1/*2 bilo je 25 (23,6 %), nositelja *1/*3 16 (15,1%), onih s *2/*2 svega 2 (1,9%) i
nositelja *2/*3 4 bolesnika (3,8%). Nadalje vidljivo je da je ucestalost genotipova VKORCI
1173C>T 1iznosila: CT 44 (41,5%) CC 44 (41,5), TT 18 (17%). Za gen MDRI/ABCBI
2677G>T/A je utvrdena ucestalost od 52 bolesnika ili 49,5% za GT genotip, 23 ili 21,9% za
genotip TT, a 30 bolesnika imalo je genotip GG (28,6%). Genotip MDRI13456C>T bio je
zastupljen u 48 bolesnika (45,3%), genotip TT u 31 bolesnika (29,2%) 1 genotip CC u 27
bolesnika (25,5%).
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TABLICA 5.3.1.1. Geneticke varijacije u FG skupini (n=106)

~ Gemotip  Broj (%)

CYP2C9
#1%1 59 (55.7)
#1%2 25 (23.6)
#1%3 16 (15.1)
2% 2 (1.9)
*2%3 4 (3.8)

VKORC1

1173C>T

CT 44 (41.5)
cC 44 (41.5)
TT 18 (17.0)

MDR1

2677G>T/A*

GT 52 (49.5)
TT 23 (21.9)
GG 30 (28.6)

MDR1 3456C>T
CT 48 (45.3)
TT 31 (29.2)
CC 27 (25.5)

Kako su fenotipski nositelji genotipova 1%*/3*, 2%/2* i 2%*/3* gli¢ni, u kasnijim

analizama su bili grupirani i testirani u odnosu na nositelje genotipa 1*1%*.

5.3.2. Postizanje stabilnog antikoagulacijskog ucinka

Stabilni antikoagulacijski u¢inak mjerio se terapijskim vrijednostima INR u najmanje
dvije tocke mjerenja. S obzirom da se genotipizacija radila samo u pokusnoj skupini,

donosimo pregled postizanja ucinka s obzirom na utvrdene genotipove u toj skupini.

TABLICA 5.3.2.1. Postizanje stabilnog antikoagulacijskog ucinka (INR 2,0-4,0 u

najmanje dvije tocke mjerenja) do otpusta s obzirom na genotipove

Postignut stabilan INR
da ne ukupno OR,v 95% CI
n (%) n (%) n (%)
CYP2C9
1*1 17 (30,4) 39 (69,6) 56 (100,0) 1
1*2 5 (26,3) 14 (73,7) 19 (100,0) 0,8 (0,25-2,64)
1*3 4 (36,4) 7 (63,6) 11 (100,0) 1,3 (0,34-5,08)
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VKORCI

CcC 8 (22,9 27 (77,1) 35 (100,0) 1

CT 11 (28,9) 27 (71,1) 38 (100,0) 1,4 (0,48-3,95)

TT 9 (50,0) 9 (50,0) 18 (100,0) 3,4 (1,00-11,37)
MDR1

GG 10 (37,0) 17 (63,0) 27 (100,0) 1

GT 9 (20,0) 36 (80,0) 45 (100,0) 0,4 (0,15-1,24)

TT 9 (50,0) 9 (50,0) 18 (100,0) 1,7 (0,51-5,70)
MDR1
x26

CcC 8 (33.3) 16 (66,7) 24 (100,0) 1

TT 8 (33.3) 16 (66,7) 24 (100,0) 1,0 (0,30-3,32)

CT 12 (27,9) 31 (72,1) 43 (100,0) 0,8 (0,26-2,28)

KRATICE: OR = omjer izgleda (od engl. odds ratio); 95% CI = 95% interval pouzdanosti za omjere izgleda (od
engl. confidence interval), uv = univarijatna logisticka regresija

Sudionici s TT genotipom VKRCI gena imali su 3,4 puta vece izglede za postizanjem

stabilnosti INR u odnosu na sudionike s CC genotipom (OR = 3.,4; 95% CI =1,01-11,37).

U daljnjoj univarijatnoj analizi (Tablica 5.3.2.2.) pokazalo se da su sudionici s TT genotipom
VKORCI gena imali 3,4 puta vece izglede za odrzavanjem INR 2,0-3,5 u najmanje dvije
tocke mjerenja do otpusta, u odnosu na sudionike s CC genotipom (OR = 3,38; 95% CI =
1,00-11,37). Takoder, sudionici s TT genotipom MDRI1 gena imali su 4 puta vece izglede za
odrzavanjem INR 2,0-3,5 u najmanje dvije tocke mjerenja do otpusta, u odnosu na sudionike

s GT genotipom MDRI1 gena (OR =4,00; 95% CI =1,23-12,99).

TABLICA 5.3.2.2. Postizanje stabilnog antikoagulacijskog u¢inka (INR 2,0-4,0 u najmanje
dvije to¢ke mjerenja) do otpusta s obzirom na genotipove

Postignut stabilan INR
da ne ukupno OR,v 95% CI
n (%) n (%) n (%)

CYP2C9

1*2 5 (26,3) 14 (73,7) 19 (100,0) 1

1*1 17 (30,4) 39 (69,6) 56 (100,0) 1,22 (0,38-3,93)

1*3 4 (36,4) 7 (63,6) 11 (100,0) 1,60 (0,32-7,91)
VKORCI1

CC 8 (22,9 27 (77,1) 35 (100,0) 1
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CT 11 (28,9) 27 (7L1) 38 (100,0) 1,38 (0,48-3,95)

TT 9 (50,0) 9 (50,0) 18 (100,0) 3,38 (1,00-11,37)
MDR1

GT 9 (20,0) 36 (80,0) 45 (100,0) 1

GG 10 (37,0) 17 (63,0) 27 (100,0) 2,35 (0,81-6,86)

TT 9 (50,0) 9 (50,0) 18 (100,0) 4,00 (1,23-12,99)
MDRI1
x26

CC 8 (33,3) 16 (66,7) 24 (100,0) 1

TT 8 (33,3) 16 (66,7) 24 (100,0) 1,0 (0,30-3,32)

CT 12 (27,9) 31 (72,1) 43 (100,0) 0,8 (0,26-2,28)

KRATICE: OR = omjer izgleda (od engl. odds ratio); 95% CI = 95% interval pouzdanosti za omjere izgleda (od
engl. confidence interval), uv = univarijatna logisticka regresija

Tablica se odnosi na univarijatnu analizu pojedinih gena i u odnosu na tablicu 5.3.2.1.

promijenjene su referentne skupine kod gena CYP2C9 i MDRI.

5.3.3. Geneticke varijante u odnosu na promatrane parametre

Kako su se u radu svi bolesnici pratili u odnosu na demografska obiljezja, klinicke i
laboratorijske nalaze, Zeljelo se utvrditi ima li povezanosti tih karakteristika s genotipom u FG
skupini.

Najvazniji rezultati koji ukazuju na udruzenost genetickih varijanti sa svim obiljezjima
koje smo pratili prikazani su u tablici 5.3.3.1. I opet se odnose samo na pokusnu skupinu, FG
skupinu (n=106).

TABLICA 5.3.3.1. UdruZenost genotipova, demografskih obiljezja, navika, klinic¢kih i

laboratorijskih nalaza s postizanjem cilljnog INR (2,0-4,0) tijekom prvih 5 dana terapije
(n=106)

INR (2-4) Univariatno Prilagodeno
Postignuto Nije postignuto Ukupno OR  (95% CD OR (95% CI)
Genotip
CYP2CY9*
*1*1 23 (39.0) 36 (61.0) 59 (100.0) 1 1
*1%2 9 (36.0) 16 (64.0) 25 (100.0) 0.78 (0.33-2.32) 1.89 (0.36-9.95)
*1%3 9 (56.3) 7  (43.8) 16 (100.0) 2.01 (0.66-6.15) 2.70 (0.57-12.88)
VKORCI
CT 17 (38.6) 27 (61.4) 44 (100.0) 1 1
CcC 16 (36.4) 28 (63.6) 44 (100.0) 0091 (0.38-2.15) 0.89 (0.22-3.68)
TT 12 (66.7) 6 (33.3) 18 (100.0) 3.18 (1.00-10.06) 20.07 (2.51-160.61)
MDRI+
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GT
TT
GG
MDRI ex26
CT
TT
CcC
Demografija i navike
Dob u god}
Spol
muskarci
zene
Indeks tjelesne mase §
Pusenje
ne
da
Alkohol konzumacija
ne
da
Indikacija za varfarin
AF
ne
da
DVT
ne
da
PE
ne
da

Klini¢ki i laboratorijski

ASTi

ALTE

GGTi%

Bilirubini

Urea}

kreatininj

KZS u anamnezi
ne
da

20
13
12

22
14
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19
26
27

41

40

27
18

22
23

38

22
22
27
13
6

92

22
23

(38.5)
(56.5)
(40.0)

(45.8)
(45.2)
(33.3)

(60-78)

(34.5)
(51.0)
(24-29)

(45.6)
(25.0)

(43.5)
(35.7)

(35.5)
(60.0)

(50.0)
(37.1)

(42.2)
(43.8)

(18-28)
(16-36)
(16-47)
(10-21)
(5-10)
(85-118)

(34.4)
(54.8)

32
10
18

26
17
18

66

36
25

49
12

52

49
12

22
39

52

23
25
34
14
5

99

42
19

(61.5)
(43.5)
(60.0)

(54.2)
(54.8)
(66.7)

(49-75)

(65.5)
(49.0)
(24-31)

(54.4)
(75.0)

(56.5)
(64.3)

(64.5)
(40.0)

(55.0)
(62.9)

(57.8)
(56.3)

(18-32)
(17-39)
(22-57)
(9-19)
(4-7)
(87-119)

(65.6)
(45.2)

52
23
30

48
31
27

55
51

90

16

91

14
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30

44
62

90
16

64
42

(100.0)
(100.0)
(100.0)

(100.0)
(100.0)
(100.0)

(100.0)
(100.0)

(100.0)
(100.0)
(100.0)
(100.0)
(100.0)

(100.0)

(100.0)
(100.0)

(100.0)
(100.0)

(100.0)
(100.0)

1
2.08
1.07

0.97

0.59

1.02

1.97
0.98

0.40

0.72

2.72

0.59

1.06

1.00
0.99
0.99
1.02
1.03
1.00

1
2.31

(0.77-5.63)
(0.43-2.68)

(0.39-2.41)
(0.22-1.58)

(1.00-1.05)

(0.90-4.30)
(0.90-1.06)

(0.12-1.30)

(0.23-2.32)

(1.14-6.49)

(0.27-1.29)

(0.36-3.11)

(0.99-1.01)
(0.99-1.01)
(0.99-1.00)
(0.99-1.06)
(0.96-1.12)
(0.99-1.01)

(1.04-5.13)

1
34.61 (2.29-522.65)
3.12 (0.42-23.42)

0.08
0.28

(0.01-0.97)
(0.04-2.05)

0.99 (0.95-1.04)

3.37
0.92

(0.91-12.49)
(0.80-1.05)

0.15 (0.02-1.24)

247 (0.44-14.01)

1.02 (0.08-13.85)

1.11 (0.12-9.89)

0.48 (0.03-7.02)
0.27
9.23
0.24
2.05
0.95
0.94

(0.04-1.83)
(1.23-67.88)
(0.05-1.07)
(0.34-12.49)
(0.24-3.71)
(0.21-4.21)

1
6.32 (1.15-34.56)

Podaci prikazani kao broj (%) bolesnika ukoliko nije druk¢ije navedeno
INR = International normalized ratio (2-4); OR = mjera izgleda (odds ratio); 95% CI = mjera izgleda uz 95%
interval pouzdanosti (odds ratio 95% confidence interval), * CYP2C9 genotip *2*2 (n=2), i *2*3 (n=4) su
iskljuceni iz analize zbog nedovoljno malog broja bolesnika
1+ MDRI1 nije se mogao utvrditi u jednog bolesnika

1 podaci prikazani kao medijan (interkvartilni raspon)

BMI racunan: tjelesna teZina u kg/(tjelesna visina u m)?* i prikazan kao medijan (interkvartilni raspon) KZS-
y] gy p ] p

kroni¢no sréano zatajivanje
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Doza varfarina je bila titrirana kroz pet dana. U tom vremenskom intervalu 45 (42.5%; 95%
CI33.3%-51.5%) ispitanika je postiglo terapijski raspon INR 2-4, a 61 ispitanik (57.5%; 95%
CI 48.5%-66.7%) nije.

Univarijatna analiza je pokazala statisticki znafajnu povezanost genotipa VKORCI TT s
postizanjem terapijskog raspona INR 2,0-4,0 (Tablica 5.3.3.1.).

Vazno je da je osim gena, univarijatna analiza takoder potvrdila statisticki znacajnu
povezanost postizanja terapijskog raspona INR s nizom starosnom dobi, atrijskom
fibrilacijom i zatajenjem srca u anamnezi.

U finalnom, multivarijathom modelu, nakon prilagodbe za sve demografske, klinicke i

laboratorijske parametre, statisticki znacCajna povezanost s postizanjem terapijskog raspona
INR 2-4 je ustanovljena za genotipove VKORCI 1173TT, MDRI1 2677TT i MDRI 3435 TT
(Tablica 5.3.2.1). Zavrsni model dobro je odgovarao podacima (Hosmarov i Lemeshovljev
test X*=7,36; ss (kratica za stupnjeve slobode na engleskom je df-engl. degrees of freedom,
na hrvatskom ss) =9; P=0,499) uz Nagelkerkov pseudo R*=0,48. Postotak ukupno pravilno
klasificiranih na temelju zavr$nog modela iznosio je 77,9%.

Post-hoc analiza napravljena s Bonferronijevom korekcijom ukazuje, nakon prilagodbe za
druge gene, demografske, klinic¢ke i laboratorijske parametre, statisticki znacajnu povezanost
zatajenja srca u anamnezi s genotipom CYP2C9 *1/*2 (OR=0.002; 95% CI 0.00-0.06;
p<0.001). Prevalencija sr€anog zatajenja je bila 27/50 (45.8%) u bolesnika s genotipom
CYP2C9 *1/*1, au bolesnika s genotipom CYP2C9 *1/*2 iznosila je 6/25 (24.0%).

Genotip CYP2C9 *1/*2 je takoder bio statisticki znacajno povezan s atrijskom fibrilacijom.
Uz kontroliranje svih drugih varijabli pomoc¢u prilagodene binarne logisticke regresije,
bolesnici s genotipom CYP2C9 *[/*2 imaju veci rizik, OR=84.5 (98% CI 2.17-3280;
p=0.018) da razviju atrijsku fibrilaciju nego bolesnici s genotipom CYP2C9 *1/*1. Fibrilacija
atrija je dijagnosticirana u 11/59 (18.6%) bolesnika s genotipom CYP2C9 *1/*1 1 u 9/25
(36.0%) bolesnika s genotipom CYP2C9 *[/*2. Fibrilacija atrija je bila statisticki znacajno
manje ucestala u bolesnika s genotipom MDRI 2677 TT (OR=0.01; 95% CI 0.00-0.41;
P=0.014) u usporedbi s bolesnicima nositeljima genotipa MDR1 2677GT. Kona¢no, bolesnici
s genotipom MDRI 3435TT imali su vece izglede, OR=45.0 (95% CI 1.47-1376; P=0.029) za
razvoj atrijske fibrilacije u usporedbi s bolesnicima nositeljima genotipa MDRI 3435CT.
Druge varijable povezane s atrijskom fibrilacijom su: nizi AST, povecani ALT, bilirubin i

kreatinin te sr¢ano zatajenje u anamnezi.
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5.3.4. Interakcije gena CYP2C9, VKORCI i MDR1

Sve interakcije su izracunate u multivarijatnom modelu u kojem su kontrolirani utjecaji svih

demografskih, klinic¢kih i laboratorijskih varijabli.

1)

2)

U predikciji ostvarivanja terapijskog raspona INR statisticki je znaCajna 1 interakcija
MDRI12677TT i CYP2C9 *1/*2, koja smanjuje izglede za postizanje terapijskog
raspona INR (OR=0.01; 95% CI 0.00-0.22; P=0.01). Interakcija MDR1 2677GG i
CYP2C9 *1/*3 nije bila statisticki znacajna (P=0,062), a na razini ovog konkretnog
uzorka smanjivala je izglede za terapijski INR.

Kad se ta interakcija uklju¢i u model i CYP2C9 *1/*3 postaje statisticki znacajan i to
tako da radikalno povecéava izglede za terapijski INR (OR=99.76; 95% CI 3.44-2891;
P=0.007). VKORC1 173TT ostaje statisti¢ki znacajan (OR=48.61; 95% CI 3.91-603;
P=0.003), kao i MDR1 2677 TT (OR=28.52; 95% CI 1.13-722; P=0.003), ali MDR1
3435TT vise nije statistiCki znacajan. Drugim rije€ima, mozZemo pretpostaviti da
interakcija MDRI1 2677TT 1 CYP2C9 *1/*2 objaSnjava postizanje terapijskog INR
upravo u onom dijelu varijance u kojem je - kada ova interakcija nije bila ukljucena -

to ¢inio MDR1I C3435T.

3) Uz to, kad je ta interakcija ukljuena u model, statisticki su i dalje znacajni prediktori

4)

terapijskog raspona INR: poviseni ALT i zatajivanje srca.

I interakcija VKORC 1173CC 1 MDR1 2677TT je statisticki znacajna. Na zalost, ona
se na ovom uzorku ne da pouzdano izraCunati. Zanimljiv je nalaz kad se ova
interakcija kontrolira, CYP2C9 *1/*1 ponovo postane statisticki znacajan prediktor

terapijskog raspona INR (OR=10.55; 95% CI 1.23-90.79).

5.3.5. Interakcija genotipova MDRI 1 CYP2C9 u predikciji postizanja terapijskog raspona

INR

Kad je u multivarijatnu binarnu regresijsku analizu nakon prilagodbe za sve geneticke,

demografske, klinicke i1 laboratorijske parametre dodana interakcija genotipova MDRI i

CYP2CY9 ona se pokazala statisticki znacajnim prediktorom postizanja terapijskog raspona
INR (2,0-4,0).
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Multivarijatna analiza s uklju¢enim svim varijablama, ali bez ukljucene interakcije
statisticki je znagajno poboljsavala predikciju postizanja terapijskog INR (X*=39,02; ss=23;
P=0,02). Hosmerov i Lemeshovljev test ukazivao je na dobru uskladenost modela s podacima
(X?*=5,64; ss=8; P=0,688), a Nagelkerkeov pseudo koeficijent determinacije iznosio je
R*=0.43, s 73,3% pravilno klasificiranih bolesnika.

Nakon ukljucivanja interakcije genotipova MDRI i CYP2C9 povecana je prediktivna
vrijednost modela s ukljuenim svim varijablama (X*=56,13; ss=27; P=0,001). Hosmerov i
Lemeshovljev test ukazivao je na ja§ bolju uskladenost modela s podacima (X*=3,59; ss=8;
P=0,892), a Nagelkerkeov pseudo koeficijent determinacije pove¢ao se na R*=0.57, s 81,2%
pravilno klasificiranih bolesnika.

Nakon prilagodbe za ucinke genotipova MDRI 2677G<T/A, CYP2CY9, MDRI
3435C<T, VKORCI te za sve pracene sociodemografske, klinicke i laboratorijske parametre,
izgledi za postizavanje terapijskog raspona INR (2,0-4,0) tijekom prvih pet dana od uvodenja
varfarina iznosili su za MDR1 2677TT/CP2C9 *1*2 OR=103 (95% CI1 0,61-17645; P=0,077),
za MDRI TT/CYP2C9 *1*3, *2*2, *2*3 OR=0,02 (95% CI 0,0-0,69; P=0,032), za MDRI
2677GG/CP2C9 *1*2 OR=1,47 (95% CI 0,05-43,7; P=0,825) te za MDR1 2677GG/CYP2C9
*1*3, *2*2, *2*3 OR=0,00 (95% CI 0,0-0,40; P=0,004) u odnosu na MDRI 2677GT i
CYP2C9 *1*1 genotipove.

TABLICA 5.3.5.1. Univarijatna povezanost genotipova MDRI 2677G<T/A 1 CYP2C9*2*3 s
postizanjem terapijskog raspona INR (2,0-4,0) tijekom prvih pet dana od uvodenja varfarina

(n=106)

INR (2,0-4,0)
Postignut Nije postignut  Ukupno P
MDRI1 CYP2C9
GT *1*1 9 (30,00 21 (70,00 30 (100,0) 0,003
*1*2 2 (18,2 9 (8LY) 11 (100,0)

*1%3,%2%2,%2%3 9 (81,8) 2  (182) 11  (100,0)

TT *1*1 6 (54,5 5 (4595 11 (100,0) 0,434
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1% 4 (80,00 1 (20,00 5  (100,0)
¥1¥3,%2%2,%2%3 3 (429) 4 (57,1) 7  (100,0)

GG *1%] 8 (44,4) 10 (556) 18 (100,0) 0,762
L) 3 (37,5 5 (62,5 8  (100,0)

RI*3,%2%2,%2*%3 1 (25,00 3 (75,00 4 (100,0)

Podatci su prikazani kao broj (postotak) sudionika s INR unutar terapijskog rapona (2-4); OR = omjer

izgleda; 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti omjera izgleda

5.4. Nuspojave

Ukupnih nuspojava u promatranom razdoblju u obje skupine ispitanika je bilo vrlo malo,
ukupno 19. NajceScée su bile krvarenje, u 6 bolesnika (2,6%) 1 to hematurija u 3 bolesnika
(1,6%), mikrohematurija u 2 bolesnika (1%), epistaksa u 1 bolesnika (0,5%). Hipersaturacija
se takoder zabiljezila u 3 bolesnika (1,6%). Ostale nuspojave - hiperkoagulabilnost u 2

bolesnika, proljev i retromboza u 1 bolesnika.

TABLICA 5.4.1. Ukupna prisutnost nuspojava

n (%)

Nuspojave ukupno

ne 186 91,1

da 19 8,9

ukupno 205 100,0
Krvarenje

ne 199 97,4

da 6 2,6

ukupno 205 100,0
Proljev

ne 204 99,5

da 1 0,5

ukupno 205 100,0
Hematurija

ne 202 98,4

da 3 1,6

ukupno 205 100,0
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Mikrohematurija

ne

da

ukupno
Epistaksa

ne

da

ukupno
Hipersaturacija

ne

da

ukupno
Hiperkoagulabilnost

ne

da

ukupno
Retromboza

ne

da

ukupno

203

205

204

205

188

205

204

205

204

205

99,0
1,0
100,0

99,5
0,5
100,0

98,4
1,6
100,0

99,0
1,0
100,0

99,5
0,5
100,0

U usporedbi bolesnika u FG 1 NFG skupini iz tablice 18 vidljivo je da se svega u 11 bolesnika

utvrdila nuspojava (9,8%) u FG skupini i u 8 bolesnika (8,1%) u NFG skupini. Krvarenje je

bilo podjednako u obje skupine.

TABLICA 5.4.2. Razlika u prisutnosti pojedinih nuspojava izmedu pokusne i kontrolne

skupine

Nuspojave ukupno
ne
da

ukupno

Krvarenje
ne
da
ukupno

Skupina

pokusna

n

96
11
106

102

106

%

90,2
9,8
100,0

96,7
3,3
100,0

kontrolna
n %

91 91,9
8 8,1
99 100,0
97 98,0
2 2,0
99 100,0

0,801

0,673
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KRATICE: P = y” test, razina statisti¢ke znacajnosti, ili vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u prisutnosti nuspojava ukupno (& = 0,170; ss=1;
P=0,801), kao niti u prisutnosti krvarenja (x* = 0,288; ss=1; P=0,673) izmedu pokusne i
kontrolne skupine.

Kako je broj nuspojava (sre¢om) bio mali, nije bilo moguce izvesti

multivarijatnu analizu. Stoga donosimo samo pregled nuspojava u pokusnoj skupini prema

genotipovima.

TABLICA 5.4.3. Pojava nuspojava s obzirom na gene CYP2C9, MDRI i MDR x26 VKORCI

(samo pokusna skupina)

Prisutnost nuspojava

da ne ukupno P
n (%) n (%) n (%)
CYP2C9
1*1 6 (10,5) 51 (89,5) 57 (100,0) 0,057
1*2 0 (0,0) 19 (100,0) 19 (100,0)
1*3 3 (27,3) 8 (72,7) 11 (100,0)
VKORCI1
CC 1 (2,9 34 (97,1) 35 (100,0) 0,224
CT 6 (15,4) 33 (84,6) 39 (100,0)
TT 2 (11,1) 16 (88,9) 18 (100,0)
MDRI1
GG 4 (14,8) 23 (85,2) 27 (100,0) 0,658
GT 4 (8,7) 42 (91,3) 46 (100,0)
TT 1 (5,6) 17 (94,4) 18 (100,0)
MDRI1
x26
CC 3 (12,5) 21 (87.,5) 24 (100,0) 0,667
TT 1 (4,2) 23 (95,8) 24 (100,0)
CT 5 (11,4) 39 (88,6) 44 (100,0)

KRATICE: P =y test, razina statisti¢ke znagajnosti, ili vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u prisutnosti nuspojava s obzirom na pojedine

genotipove.
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RASPRAVA

Varfarin je danas joS uvijek vazan i najces¢e primjenjivani peroralni antikoagulans
koji ima jasno dokazani uc¢inak u terapiji tromboembolijskih dogadaja. Unato¢ razvoju novih
peroralnih antikoagulansa (izravni inhibitori faktora II i faktora X), varfarin je zbog cijene,
relativno jednostavne primjene i dobre podnosljivosti prvi lijek koji se primjenjuje u
profilaksi i terapiji tromboembolijskih dogadaja. Ipak, zbog svog uskog terapijskog indeksa,
velike raznolikosti izmedu bolesnika u potrebama za dnevnom dozom, brojnim interakcijama
s drugim lijekovima, njegova je primjena optereCena cCestim kontrolama parametara
koagulacije, a moguce su i relativno su ¢este nuspojave. Nuspojave se najcesce javljaju na
pocetku primjene lijeka, u fazi titracije doze kada se preporucuje pazljivije pracenje
parametara koagulacije ¢ime se ocjenjuje ucinak lijeka. Zbog nestabilnosti doze moguca je
pretjerana ili manjkava antikoagulacija **. Pretjerana antikoagulacija dovesti ¢e do krvarenja
koje je najpoznatija i najopasnija nuspojava primjene varfrina, a manjkava antikoagulacija
moze dovesti do ponovne tromboze.

Dobro je poznato da su geneticki polimorfizmi CYP2C9 i VKORCI zajedno s drugim
klini¢kim parametrima posebno znacajni za varijabilnost potrebne dnevne doze (racuna se i

do 50%) '%.

Zbog vaznosti navedenih podataka Americka Agencija za hranu 1 lijekove, u uputu koja se
prilaze lijeku varfarinu, je uvela preporuku da se, kad god je moguce, u odluku o pocetnoj
dozi ukljue podaci genotipizacije '**,'*. Genotipizacija, medutim jo§ uvijek nije uvedena u

svjetske i europske smjernice terapije tromboembolijskih dogadaja '®

jer nema za sada
dovoljno objavljenih randomiziranih klini¢kih studija koje bi jasno dokazale prednost
genotipizacije u odnosu na dosadasanju klini¢ku praksu, pa se genotipizacija rutinski ne
provodi prije zapo€injanja terapije.

Zanimljivo je da je genotipizacija u dosadasnjim radovima pokazala prediktivnu vrijednost u
prvim danima primjene varfarina, no kasnije se vrijednost gubi u odnosu na titraciju doze
prema postignutim vrjednostima INR. Ferder i suradnici 2010. godine ispitivali su 223
bolesnika s DVT u kojih je primijenjen standardni protokol za doziranje varfarina '°'. Za
oblikovanje farmakogenetickog modela, kvantificirani su genotipovi, klini¢ki faktori,

prethodna doza varfarina i INR kod terapijskih doza. Uspjeli su dokazati da su CYP2C9 1

VKORCI znafajni nezavisni prediktori terapijskih doza, no znacajnost predikcije opada s
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vremenom. Nakon tjedan dana primjene, INR ipak znacajnije ovisi o prethodnoj primijenjenoj
dozi varfarina, a ne o genotipu.

Razli¢iti su podaci u literaturi o vrijednosti genotipizacije. Ona, kod uvodenja varfarina i
odredivanja njegove doze, do sada nije potvrdena u ortopedskih bolesnika 162 ali jest u

3 164,165 Tako su

bolesnika s umjetnim aortalnim valvulama '® i u razli¢itih etni¢kih skupina
autori japanske studije utvrdili u japanskih bolesnika povezanost genotipova VKORCI -
1639G>4 (p=0.004) i 3730G>A4 (p=0.006), genotipa 8016G>A GGCX (p=0.022), i
426134>C genotipa 1 CYP2C9 (p=0.015). Pojedinacni doprinos inter-individualnim
varijacijama doze varfarina iznosio je 5.9% za VKORCI -1639G>A4, 5.2% za CYP2C9
426134>C, 14.6% za GGCX 8016G>A. Druga studija potvrdila je u kineskih bolesnika da bi
doziranje temeljeno na farmakogenetici moglo skratiti vrijeme do postizanja stabilnih
vrijednosti parametara koagulacije i smanjiti broj nuspojava
No unato¢ tomu §to je genotipizacija jasno dokazala povezanost s dozom varfarina, brojne
prospektivne studije, ali i randomizirani kontrolirani pokusi nisu uspjeli pokazati da
genotipizacija prije zapoginjanja terapije poboljsava samu antikoagulacijsku kontrolu ' 1¢7,
Sve studije su uglavnom bile ograniene vrijednosti zbog premalog broja ispitanika,
nevalidiranog algoritma za doziranje varfarina kojeg su rabile ili samog postupka
genotipizacije.
Jedna novija studija iz 2012. godine objavljena u Casopisu Circulation uspjela je pokazati da
skupina bolesnika u kojih se prije uvodenja varfarina ucinila genotipizacija ima bolju kontrolu
antikoagulacije od skupine u kojoj se lijek propisao na uobiCajeni nacin prema opce
prihvaéenoj klini¢koj praksi '®.
Ipak, najnoviji podaci iz znanstvene literature i dalje donose oprecne stavove te rasprava o
vrijednosti genotipizacije ne jenjava.
Krajem 2013. godine objavljene su dvije u potpunosti oprecne studije u istaknutom
medicinskom &asopisu New England Journal of Medicine '**'*. Oba autora predstavljaju
dvije velike svjetske grupacije (engleska i ameri¢ka) koje se bave ovom problematikom. U
daljnjoj raspravi Sire ¢emo se osvrnuti na oprecnost rezultata tih dviju najvaznijih skupina
koje proucavaju geneticki utjecaj na primjenu varfarina jer je vazno zbog toga $to se i nasi
rezultati uklapaju u posljednja istrazivanja.

Nase je ispitivanje bilo prospektivna randomizirana kontrolirana studija u kojoj je
primarni cilj bio pokazati da se poznavanjem genotipa za CYP2C9, VKORCI 1 MDRI moze

predvidjeti doza varfarina koja bi brze dovela do zadovoljavajuceg ucinka, da se brze postize

stabilna doza i stabilni INR uz manji broj nuspojava. U studiji smo u prvoj skupini u koju je

&9



bilo ukljuc¢eno 106 bolesnika (FG-ispitivana skupina), za odredivanje pocetne doze varfarina
primjenili algoritam koji se u ispitivanjima u¢inka genotipizacije ve¢ Siroko primjenjuje. a

koji ukljuduje i rezultate genotipizacije za VKORCI i CYP2C9 '

. U drugoj skupini u koju je
bilo uklju¢eno 99 bolesnika (NFG-kontrolna skupina) dozu varfarina smo odredivali prema
klini¢kim parametrima §to je uobicajeno joS uvijek u Sirokoj klinickoj praksi ne samo u
Hrvatskoj nego i u svijetu. Tako se u svakodnevnoj primjeni zapocinje s manjom dozom u
bolesnika s bolestima jetre, smanjenom bubreznom funkcijom i starijom Zivotnom dobi. S
druge strane bolesnici s veom tjelesnom tezinom zahtijevaju vise doze varfarina .

Bolesnici su prema demografskim osobinama u nasem ispitivanju bili vrlo sli¢ni u
obje skupine sto je u skladu s Dobrom klini¢kom praksom. Bolesnici su bili prosjecne dobi od
70 godina a nisu se razlikovali niti u raspodjeli po spolu u obje skupine. Kako navike pusenja
1 konzumacije alkohola mogu imati uc¢inak na doziranje i u¢inak varfarina (stabilnost doze i
parametara koagulacije) bolesnike smo pratili i prema navedenim parametrima.

Dokazi o utjecaju puSenja na dozu varfarina su dugo bili inkonkluzivni, a

2 169, iako se zna da metabolizam

predpostavljeni mehanizam je indukcija citokroma P4501A
S - enantiomera varfarina ide preko CYP2C9. U literaturi su se povremeno objavljivali samo
pojedinacni opisi slucajeva bolesnika u kojih je doSlo do poviSenja INR nakon prestanka

170171 "No, sistemski pregled objavljen u ¢asopisu CHEST 2011. godine pokazao je

pusenja
kako puSenje moze potencijalno stupiti u ozbiljnu interakciju s varfarinom te povecati njegov
klirens, $to dovodi do smanjenog u¢inka'’?. Preporuduje se stoga u tih bolesnika paZljivo
praéenje ukoliko tijekom primjene dode do promjene pusackog statusa. Sto se ti¢e alkohola,
povecano konzumiranje alkohola predstavlja prvotno problem zbog moguce neadekvatne
suradljivosti bolesnika kod uzimanja varfarina s jedne strane, ali i interakciji alkohola i
varfarina s druge strane. Interakcija varfarina i1 alkohola najsnaznija je kod kroni¢ne
konzumacije 1 to velikih koli¢ina alkohola dok u onih s manjim i povremenim unosom nije

3 .. - ey .. v v . . v . ..
7 Nadi su bolesnici bili prema raspodjeli pusata i nepusaca, te onih koji

izrazena'
konzumiraju i ne konzumiraju alkohol takoder sli¢ni pa se utjecaj na dozu varfarina nije
razlikovao.

Nadalje bolesnike smo stratificirali prema tjelesnoj masi jer se ustanovilo kako
bolesnici s prekomjernom tjelesnom tezinom zahtijevaju viSe doze varfarina i sporije dostizu
zadovoljavajuce terapijske vrijednosti INR. U literaturi ve¢ dulje vrijeme o tome postoje

brojni radovi ¥'"*

no jedan od recentnijih je onaj objavljen 2013. godine koji je, u usporedbi
incijalnog odgovora na varfarin u pretilih bolesnika i onih s normalnom tjelesnom tezinom, to

i dokazao'” . Studija je bila retrospektivna i usporedivala je bolesnike s normalnom tjelesnom
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tezinom, pretile bolesnike i morbidno debele boelsnike. Utvrden je smanjeni inicijalni u¢inak
varfarina u dvije podskupine debelih bolesnika, s manjom vjerojatno$¢u postizanja terapijskih
vrijednosti INR prije otpusta iz bolnice. U nasoj studiji raspodjela bolesnika prema BMI u
obje skupine je bila jednaka, a najve¢i dio njih, opet u obje skupine, bio je u skupinu pretilih
(BMI od 25,00-29,99). Kako je sveukupna raspodjela prema BMI bila slicna u obje skupine,
nije se ocekivala razlika u postizanju stabilnih vrijednosti INR $to je i vidljivo iz tablice 10. U
naSem istrazivanju nije nadena niti razlika u postizanju INR izmedu razlicitih podskupina
prema BMI.

Za adekvatnu primjenu varfarina vrlo je vazna funkcija bubrega i jetre. Pridruzena
bolest bubrega sa zatajenjem funkcije bubrega dokazano utjeCe na postizanje terapijskog
ucinka lijeka. Vazni podaci o utjecaju funkcije bubrega dobiveni su iz studije u trajanju 2
godine koja je primarno ispitivala utjecaj polimorfizma CYP2C9 i VKORCI u americkoj
populaciji (POAT studija, od engl Pharmacogenetic Optimization of Anticoagulation

176 Ve¢ sljede¢e godine ista skupina autora prikazala je

Therapy), objavljenoj 2008. godine
rezultate kohortne studija sa 653 bolesnika kategoriziranih u tri skupine prema stupnju
zatajenja funkcije bubrega (blago, umjereno 1 teSko zatajenje prema vrijednostima
glomerulane filtracije) '”’ i uspjela dokazati kako bolesnici sa zatajenjem bubrega postizu
terapijsku antikoagulaciju s manjom dozom varfarina neovisno o utjecaju genotipa VKORCI i
CYP2C9. To upucuje da se u takvih bolesnika zapocCne terapija s pocetnom nizom dozom
osobito u bolesnika s umjerenim i teSkim zatajenjem funkcije bubrega u odnosu na one s
relativno urednom funkcijom. Smanjena renalna funkcija bila je udruzena i s viSom
ucestalos¢u pretjerane antikoagulacije (INR>4). Stoga stoji preporuka da bi tu podskupinu
bolesnika trebalo ¢eSc¢e pratiti kako bi se odrzala stabilna terapijska antikoagulacija.

Jednako tako se ocekuje da i smanjena funkcija jetre ima utjecaj na dozu i ucinak varfarina.
Varfarin se metabolizira u jetri. U bolesnika s oSte¢enjem funkcije jetre dolazi do viSestruko

178 Pojagani u¢inak se

snaznijeg ucinka lijeka nego u bolesnika s urednom funkcijom jetre
biljezi zbog smanjenog klirensa lijekova, smanjene sinteze faktora koagulacije u jetri, a zbog
smanjene sinteze albumina dolazi 1 do promjena u vezanju lijekova, pa tako i varfarina na
albumine. Sve to doprinosi povecanom riziku od krvarenja. PoCetna doza varfarina u
bolesnika s umjereno ili teSko oSte¢enom funkcijom jetre treba biti niza, a cjelokupna
primjena vrlo oprezna i postupna uz pazljivo poveéavanje doze i pazljivu kontrolu INR '7 .

Zbog svih navedenih razloga i nasi su bolesnici bili stratificirani u podskupine prema
rezultatima koji odreduju jetrenu 1 bubreznu funkciju. Nije bilo razlike u ulaznim

vrijednostima AST, ALT, GGT, ureje i kreatinina izmedu obje skupine pa se moze zakljuciti
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kako su nasi ispitanici bili u najvaznijim karakteristika u odnosu na doziranje varfarina slic¢ni.
U naSem sitrazivanju posebno se odredivala i funkcija srca s obzirom na moguc¢i u¢inak na
primjenu varfarina te smo bolesnike podijelili prema NYHA klasifikaciji u obje skupine.
Naime, jo$ sredinom proslog stolje¢a utvrdilo se da bolesnici sa sr¢anim zatajivanjem imaju
pojacani odgovor na primjenu oralnih antikoagulansa. Studija koja je to dokazala
usporedivala je 23 bolesnika s desnostranom sr¢anom dekompenzacijom u odnosu na 48
kontrolnih bolesnika'®. Uogeno je znacajno produljenje PV u bolesnika s umjerenom i
teSkom sré¢anom dekompenzacijom u usporedbi s kontrolnim bolesnicima ili onima koji su
imali blago zatajenje sr¢ane funkcije. Predpostavljeni mehanizam je kongestija jetre, a sli¢ni
su rezultati objavljeni desetak godina kasnije kod tumacenje ucinka srane funkcije na
funkciju jetre'®!. Kako je u na3oj studiji bila raspodjela bolesnika sa stupnjem sréane bolesti
jednaka u obje skupine, za predpostaviti je da se taj u¢inak nije razlikovao.

U naSem ispitivanju se usporedivalo genotipom vodeno doziranje varfarina u odnosu na
klinicko doziranje u tri vazne skupine bolesnika koje su bile odredene dijagnozom na prijamu,
odnosno indikacijom za primjenom varfarin. Tako smo pratili bolesnike s novootkrivenom
atrijskom fibrilacijom, dubinskovenskom trombozom i bolesnike s pluénom embolijom.
Dakle radilo se o tri dijagnoze u kojima je jo$ uvijek varfarin najcesci prvi izbor lijeka Sirom
svijeta.

I najnovije veliko istraZivanje Pirmohameda'” (EU-PAC pokus - od engl. European
pharmacogenetics of anticoagulant therapy) ispitivalo je 2 dva algoritma primjene varfarina,
no za razliku od naSeg ispitivanja, u samo 2 skupine bolesnika, onih s AF i onih s DVT. Treba
ista¢i kako je u studiji, genotipizacija izvodena preko aparata ,,point-of-care* ¢ime se rezultat
mogao dobiti za najdulje 1,5 sat. Takav se aparat u svijetu rabi u bolni¢koj primjeni, ali i kod
samostalne kontrole parametara koagulacije u vanbolnickih bolesnika. U nasoj sredini ,,point-
of- care* nije u Siroj klinickoj primjeni (u bolni¢kih 1 u ambulantnih bolesnika), a mi smo
rezultate genotipizacije dobili unutar radnog dana tj. unutar § sati od uzimanja krvi obradom u
Klini¢koj jedinici za farmakogenomiku i individualizaciju terapije. Isticemo kako se primjena
varfarina u ispitivanoj skupini temeljila 1 na nalazu farmakogenetike.

I ispitanici s DVT u studiji Pirmohameda su na pocetku terapije dobili heparin niske
molekularne tezine zajedno s peroralnim antikoagulansom, a LMWH je iskljuen prema
standardnoj klinickoj praksi u skladu s postignutim terapijskim vrijednostima parametara
koagulacije 1 u skladu s klini¢kom slikom kako je bio slu¢aj i u nasoj studiji. U bolesnika s
novootkrivenom atrijskom fibrilacijom lijeenje je odmah zapoceto s peroralnim

antikoagulansom. Algoritam doziranja varfarina bio je opéeprihvaceni '**. T u ovoj studiji se
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doza varfarina u kontrolnoj skupini odredivala u odnosu na dob kao i naSoj studiji. Bolesnici
su praceni tijekom 3 mjeseca Sto je znacajno duze nego u nasem pracenju no u analizu su bili
ukljuceni samo bolesnici koji su ostali u studiji iza 13. dana pracenja. Ukupno je bilo
ukljuceno 427 bolesnika koji su randomizirani u dvije skupine, 211 ispitanika s prethodnom
genotipizacijom i 216 bolesnika u kontrolnoj skupini. Preko 61% bolesnika su bili muskarci,
preko 98% bijela populacija, prosjecna dob je bila 67 godina. Najveci dio bolesnika imao je
atrijsku fibrilaciju zbog koje su primali varfarin. Rezultati analize su jasno pokazali da je
postotak vremena s adekvatnim INR u ispitivanoj skupini 67,4%, a 60,3% u kontrolnoj
skupini. Razlika u prosjeénom INR izmedu dvije skupine bila je najve¢a na pocetku, a
postajala je sve manja prema kraju pracenja. Razlika u postotku vremena adekvatnog INR
najveca je bila izmedu 5. 1 10. dana prac¢enja. Od sekundarnih ciljeva vazno je istaknuti da su
bolesnici vodeni genotipizacijom u manje slucajeva imali INR 4,0 1 vi$i u odnosu na
kontrolnu skupinu. Isto je tako i vrijeme do postizanja terapijskog INR bilo krace u ispitivanoj
skupini. Naime, 82% genotipiziranih bolesnika je postiglo stabilnu dozu varfarina u odnosu
na 70,4% bolesnika u kontrolnoj skupini s time da je ona i brze postignuta u ispitivanoj
skupini. Zaklju€ci su jasni, genotipizacija prije uvodenja terapije oralnim antikoagulansima
skracuje vrijeme do postizanja adekvatnog INR i vrijeme do postizanja stabilne doze varfarina
kao 1 broj potrebnih prilagodbi doze, produljuje vrijeme INR u terapijskim granicama te
smanjuje ucestalost pretjerane antikoagulacije. Rezultati Pirmohamedove studije su vazni i
stoga Sto ukazuju da je upravo na pocetku terapije najjaci ucinak genotipizacije jer je najveca
razlika u postizanju INR bila na samom pocetku pracenja.

S tim su u suglasju 1 nasi rezultati koji su pokazali da je razlika u dozi varfarina najveca
izmedu ispitivane i kontrolne skupine upravo u prvih 4 dana od uvodenja terapije. Kako je i u
prethodnim studijama utvrdeno da genotipiziranjem vodeno doziranje ima najjasniji ucinak
upravo na pocetku primjene varfarina (ve¢ i nakon 1. tjedna terapije se uc¢inak gubi!) 82 moze
se zakljuciti da nase krac¢e pracenje bolesnika nije iskljuiva manjkavost studije i nije bilo
odlucujuce za ishod 1 rezultate studije. Takoder istiCemo jo$ jednom da je INR tek iznad 4,0
smatran prekomjernom antikoagulacijom.

Nasa je studija u odnosu na gore opisanu vrijedna i zbog dodatnih klinickih parametara koje
smo pratili u svih bolesnika, a to je odnos prac¢enih parametara koagulacije 1 funkcije jetre
(vrijednosti jetrenih transaminaza na pocetku ispitivanja), srca (klinicka procjena i UZV srca
na pocetku ispitivanja) i bubrega (vrijednosti kreatinina na pocetku ispitivanja). U opisanoj

studiji dakle funkcija organa kao drugih ¢imbenika koji utjeCu na doziranje varfarina nije
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uzeta u obzir. To se pokazalo u nasem slucaju posebno vrijedno jer smo ustvrdili kako se u
bolesnika sa zatajivanjem srane funkcije brze postigla terapijska vrijednost parametara
koagulacije. Takvi su rezultati takoder u skladu s dosadasnjim istrazivanjima i opéim stavom
kako se u bolesnika sa zatajivanjem src¢ane funkcije mogu brze posti¢i parametri koagulacije
uglavnom zbog kongestije jetre izazvanoj samom osnovnom bolesti o ¢emu su prve
pretpostavke bile iz davne 1949. godine'®’. 1 nadalje su objavljivani podaci koji su to
potkrijepljivali pa tako postoje rezultati u literaturi unazad 20 i vise godina'®, ali i recentniji
radovi'® koji tumade kako se ak i u pogorSanjima sréane funkcije povec¢ava u¢inak, odnosno
pojacava odgovor na primjenu varfarina. Tako se u bolesnika u kojih dolazi do akutnog
pogorsanja funkcije srca zahtijeva znacajno CeSée pracenje INR i vrlo pazljiva primjena s
vjerojatno smanjenjem doze. Preporuka je da se INR u ambulantnih bolesnika kontrolira

svakih 1-2 tjedna, a u hospitaliziranih bolesnika svakodnevno.

Druga velika studija koja donosi potpuno oprecne stavove i1 zaklju¢ke u primjeni
farmakogenetike, odnosno algoritma koji ukljucuje genotipizaciju prije zapocCinjanja terapije
je COAG (Clarification of Optimal Anticoagulation thrpugh Genetics) pokus Kimmela 1
suradnika'*® objavljena u istom Gasopisu iste godine kao i prethodna Pirmohameda i
suradnika. Velika randomizirana studija ukljucila je 1.015 bolesnika koje je pratila tijekom 4
tjedna Sto je prema pracenju bilo slicno 1 naSem ispitivanju.

Za razliku od studije Pirmohameda i suradnika, ova studija je bila dvostruko slijepa.
Intervencija se provodila tijekom prvih 5 dana od zapocinjanja varfarinske terapije. U tom
razdoblju koristili su se prethodno utvrdeni algoritmi kojima se odredivala doza varfarina.
Koristio se algoritam temeljen na genotipizaciji pa su ukljucene varijable za CYP2C9 *2 i*3

te VKORC1, a klinicki orijentirani algoritam je koristio samo klini¢ke varijable.

Zanimljivo je da cijelo vrijeme pracenja bolesnika, klini¢ari nisu znali aktualnu dozu varfarina
zbog sljepoce pokusa, a korekciju doze radili su educirani medicinski pratitelji (monitori).
Primarni ishod je bio postotak vremena unutar adekvatnih vrijednosti INR (2,0-3,0) od
zavrSetka intervencije pa do kraja 4. tjedna. Sekundarni ishodi su bili slicni onima iz studije
Pirmohameda i suradnika: bilo koji INR 4 i vise, veliko krvarenje, tromboembolizam unutar 4
tjiedna od pocetka terapije, vrijeme do prvog terapijskog INR, vrijeme do postizanja doze
odrzavanja (ili stabilne doze varfarina). U razdoblju od 4 tjedna prosjecno je bilo izvedeno 6
mjerenja INR §to je sukladno i naSim mjerenjima. Zanimljivo je da u podacima iznose kako

je za samo 44% bolesnika prije prve doze varfarina bio poznat nalaz genotipizacije. Zato je
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vazno ista¢i da su u naSoj pokusnoj skupini svi ukljuceni bolesnici imali nalaz
genotipizacije prije uvodenja terapije Sto je svakako znacajno postignuce!!

Sto se ti¢e primarnog ishoda, studija Kimmela i suradnika jasno je utvrdila da u promatranom
razdoblju nije bilo razlike u duljni trajanja prosjecnog vremena terapijskog INR u obje
skupine. Cak $tovise, kada se promatrano razdoblje podijelilo u dva separatna razdoblja (prva
2 tjedna i druga 2 tjedna) takoder nije utvrdena nikakva razlika. To je u suprotnosti s nalazima
drugih studija koje su pak utvrdile da je u€inak genotipizacije najjasniji upravo na samom
pocetku od primjene varfarina i da on slabi daljnjim provodenjem terapije.

Ipak Kimmel i suradnici su utvrdili signifikantnu interakciju izmedu rasne pripadnosti i
postupka doziranja. Naime utvrdeno je da je znaCajno manji udio genotipom vodenih
Afroamerikanaca koji su postigli terapijski INR nego onih u kojih je doziranje vodeno
klinickim parametrima. lako su rezultati cjelokupne studije utvrdili da nema razlike izmedu
genotipizacijom vodenog doziranja i klini¢ki vodenog doziranja varfarina, ipak je bjelackoj
(genotipiziranoj) populaciji bio nesto veéi postotak onih koji su bili u ciljnim terapijskim
vrijednostima INR.

Razlike u rezultatima studija se mogu objasniti zna¢ajnim medurasnim razlikama u ucestalosti
pojedinih genotipova tako je u crnackoj populaciji ucestalost polimorfizama *2 i *3 (spori
metabolizatori) zastupljane u svega 1% populacije ** u odnosu na 3.5% u bjelackoj populaciji.
S obzirom da je cCetvrtina ispitanika u studiji Kimmela i suradnika bila afroamerickog
podrijetla u kojih je ucestalost varijantnog alela manja i uloga genotipa u moduliranju
parametara koagulacije je mogla biti manja, $to je moglo doprinijeti negativnom ukupnom
rezultatu studije koji su i teSko usporedivi s rezultatima u bjelackoj populaciji.

I sami autori su takoder zakljucili da algoritam koji ukljuuje genotipizaciju bolje predvida

dozu odrzavanja varfarina u bijelackoj populaciji nego u ostalim rasama.

Jo§ nema jasnih stavova o koriStenju farmakogenetike u svrhu prevencije znacajnih

komplikacija, prvenstveno krvarenja te poboljSanja klini¢kog ishoda'®

. Postoje sasvim
opreCna misljenja dokumentirana podacima iz razliCitih studija. Medutim nuzno je
usporedivati vazne parametre pojedinih studija na temelju kojih su izvedeni odredeni
zakljucci.

139, 140

Prikazane studije nisu usporedive jer se razlikuju u viSe parametara koji su mogli

znacajno utjecati na ukupan rezultat studija:

- Razli¢it pristup u doziranju varfarina:
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U EU-PACT studiji primjenjena je fiksna doza, dok je klinicki algoritam doziranja bio
primjenjen u studiji COAG.

- Razlika u sastavu ispitivane populacije s obzirom na rasu je takoder znacajna jer je u
studiji COAG udio afroameri¢ke populacije bio oko 25%, Sto je zbog varijanti gena
koje su mogle imati utjecaj na doziranje varfarina a koje su specificne za tu rasu

moglo doprinijeti ukupnom druké&ijem ishodu studije '*¢ ¥

Dodatna snaga nase studije je u tome Sto je provedena u bolnickim uvjetima s boljom
kontrolom suradljivosti, dok su velike navedene studije ukljucivale hospitalizirane, ali i
ambulantne bolesnike. Ta razlika moze utjecati na kvalitetu klinickih podataka ali 1 ishoda, jer
prema nekim studijama do 50% bolesnika samostalno mijenja dozu varfarina, §to moze
znaCiti znaCajnu razliku izmedu nehospitaliziranih 1 hospitaliziranih bolesnika ¢ija je
suradljivost bolja. Nasi su bolesnici dobili upravo dozu koju smo mi odlucili primijeniti!

Nasi su rezultati u suglasju s rezultatima i opservacijama koje su takoder nedavno objavljene
u N Engl J Med '®. Autori potvrduju da je doziranje temeljeno na genotipu CYP2C9 i
VKORC] bilo superiorno u bolesnika s atrijskom fibrilacijom u odnosu na bolesnike u kojih je
dijagnosticiran venski tromboembolizam, uz jasnu korist farmakogeneti¢ckog pristupa za
one bolesnike koji su bili nositelji dva ili viSe polimorfnih alela. To je slu¢aj i u naSoj
studiji jer su dobiveni rezultati bili znac¢ajni za bolesnike s fibrilacijom atrija. Takoder je
1 homozigotnost za varijantni alel VKORCI 1173T doprinosila boljem/ranijem postizanju
ciljnih vrijednosti INR u odnosu na nositelje dominantnog alela. Ovaj nalaz se moze barem
djelomi¢no objasniti spoznajom da nositelji divljeg tipa alela VKORCI mogu biti i nositelji
rijetkih mutacija 1 stoga su im potrebne znacajno vise doze varfarina ili mogu cak razviti
rezistenciju na varfarin '*. Medutim ove se mutacije ne analiziraju u rutinskoj klinickoj

praksi pri genotipizaciji VKORCI.

Studije koje su se fokusirale na istrazivanje meduetniCkih razlika u osjetljivosti/odgovoru
bolesnika na terapiju varfarinom potvrdile su da varijante VKORCI imaju znacajno veci
utjecaj na varijabilnost doze u bjelackoj i1 azijatskoj populaciji nego u afroamerickoj
populaciji, a Sto je takoder rezultat rasno-specifi¢nih razlika u ucestalosti polimorfizama
VKORC] 8, 130.190. 191

Premda se varijabilnost doze varfarina ovisne o VKORC1, razlikuje po rasnim skupinama na

populacijskoj razini, posjedovanje minornog alela (-1639A ili 1173T) na individualnoj razini

96



je povezano sa slicnim smanjenjem potrebnih doza varfarina bez obzira na rasu. Ucestalost
alela CYP2C9 takoder znaCajno varira medu rasnim skupinama. Minorni alel CYP2C9*2 se
pojavljuje s ucestalosti od 0.13 u bijelaca, 0.03 u crnackoj populaciji, dok nije zabiljezen u
azijata. Ucestalost CYP2C9*3 je 0.07 u bijelaca, 0,02 u crnackoj populaciji i 0.04 u azijata,
prema Medunarodnom farmakogenetickom konzorciju za varfarin (IWPC, od engl.

International Warfarin Pharmacogenetics Consortium).

Znaci, ukupan je raspon zastupljenosti minornih/varijantnih alela CYP2C9 od 4% u azijata i
5% u crnackoj populaciji do 30% u bjelackoj populaciji. Te razlike mogu biti odgovorne za
razlike na populacijskoj razini u koriStenju algoritama za doziranje varfarina u rasnim
skupinama. Manji raspon ucestalosti alela CYP2C9 u odnosu na alele VKORCI medu rasnim
skupinama objasnjava zasto je relativni doprinos VKORC1 rasnim razlikama u doziranju veci
od doprinosa CYP2C9. U hrvatskoj populaciji ucestalost alela CYP2C9*2 i *3 je procjenjena
na 35% *° §to je slitno vrijednostima objavljenima u drugim studijama u bjelackim
populacijama "*'. Ugestalost VKORCI 1173C>T i VKORCI -1639G>A u hrvatskoj populaciji
iznosi za genotip /1/73CCi -1639GG 0,36, heterozigoti CT i GA su zastupljeni s 0,47 dok

je ucestalost genotipova TT i AA iznosila 0,17. Ugestalost varijantnih alela je 0,4 ',

Nasi se rezultati takoder razlikuju od rezultata ve¢ spomenute studije koja je provedena medu
ortopedskim bolesnicima u kojoj autori nisu nasli razlike u kontroli antikoagulantnih uc¢inaka
ili u incidenciji komplikacija izmedu PG and NPG ispitanika'®. U njihovoj studiji je
ucestalost varijantnih alela bila znacajno razli¢ita u odnosu na nasu studiju, jer je 13%
ispitanika imalo samo varijantni alel CYP2C9, 44% je imalo polimorfizam VKORCI, dok je
19% ispitanika imalo plimorfizam na oba gena, za razliku od nase FG skupine u kojoj su 32%
ispitanika bili nositelji varijantnog gena CYP2C9, 24.5% ispitanika je imalo samo
polimorfizam VKORCI, a 28.3% su bili nositelji polimorfizama za oba gena. Navedene
razlike u ucestalosti varijantnih alela su mogle doprinijeti i razlikama ukupnih rezultata
studija.

U hrvatskoj populaciji na specificnom uzorku bolesnika (bolesnici s razvijenim ishemijskim
mozdanim udarom) takoder je provedeno ispitivanje svrsishodnosti i koristi primjene
genotipizacije CYP2C9 i VKORCI u doziranju varfarina '**. Rezultati te studije su pokazali
znaCajnu ulogu genotipova VKORCI 1 CYP2C9 u moduliranju parametara koagulacije pri

primjeni varfarina. I u toj studiji je kao 1 u ovdje prezentiranoj ustanovljeno da su nositelji

genotipa VKORC1 1173 TT u najvecem postotku postizali terapijski INR 2-4 unutar prvih pet
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dana uvodenja terapije varfarinom u odnosu na nositelje genotipa VKORC1 1173 TC i CC.
Studija na bolesnicima s ishemijskim mozdanim udarom je takoder pokazala da su nositelji i
barem jednog varijantnog alela CYP2C9 (*2 1/ili*3) brze postizali 1 najdulje imali vrijednosti
INR unutar terapijskog raspona. Nakon ovog ispitivanja provedena je 1 najrecentnije
objavljena analiza isplativosti provedbe ovih farmakogenetickih analiza na temelju koje je
zakljuCeno da postoji pozitivan omjer troska i koristi (engl. cost/benefit) za provedbu analiza
genotipizacije CYP2C9 i VKORCI u bolesnika s ishemijskim mozdanim udarom, u kojih je
nuzno provesti antikoagulaciju s varfarinom u svrhu prevencije novih dogadaja i u kojih je
postizanje ranog stabilnog antikoagulacijskog uginka iznimno vazno '**.

Nasa studija nije pokazala tu povezanost terapijskog raspona INR s polimorfizmima CYP2C9.
Izostanak povezanosti bi se mogao objasniti sastavom naSeg uzorka (bolesnika). No ipak,
post-hoc analiza napravljena s Bonferronijevom korekcijom pokazala je, nakon prilagodbe za
druge gene, demografske, klinic¢ke i laboratorijske parametre, statisticki znacajnu povezanost
zatajenja srca u anamnezi s genotipom CYP2C9 *1/*2. Genotip CYP2C9 *1/*2 je takoder bio
statisticki znaCajno povezan s atrijskom fibrilacijom. Uz kontroliranje svih drugih varijabli,
bolesnici s genotipom CYP2C9 *1/*2 imaju veci rizik da razviju atrijsku fibrilaciju nego
bolesnici s genotipom CYP2C9 *1/*1.

Zakljucno, u nasoj studiji atrijska fibrilacija 1 zatajenje srca su jaki prediktori postizanja
terapijskog raspona INR, a istovremeno negativno povezani s genotipom CYP2C9 *1*2 koji
je (samo na razini uzorka, ne i statistiCki znaCajno) pozitivnho povezan s ostvarivanjem
terapijskog raspona INR. Drugim rijeCima, atrijska fibrilacija i zatajivanje srca mogli su
,ugusiti“ u¢inak CYP2C9 1 prikriti ga.

Osim polimorfizma CYP2C9*2 i za obje varijante gena MDRI 2367G>T/4A 1 3435C>T je
pokazano da su statistiCki znacajno povezane s nalazom atrijske fibrilacije. To je podatak
koje se nije do sada mogao naci u dostupnoj literaturi. Varijantni oblici gena metabolickog
enzima CYP2(C9 i transportnog P-glikoproteina znace sporiji metabolizam i transport, a time i
produljenu bioraspolozivost ne samo njihovih lijekova - supstrata ve¢ i razlicitih endogenih
spojeva koji su u konacnici mogli doprinijeti patogenezi atrijske fibrilacije a u slucaju

CYP2C9 irazvoju sr¢anog zatajenja.

Mogu¢i patomehanizam i objaSnjenje zasto bi odredeni genotip bio povezan a moguce i
odgovoran za razvoj bolesti lezi u tome da je CYP2C9 uz CYP2CS8 1 CYP2J2 ukljucen u
metabolizam arahidonske kiseline, generirajuci epoksieikosatrienoi¢nu kiselinu (EEK) koja

ima protektivne vaskularne ucinke jer posreduje u dilataciji koronarnih arterija pospjesujuci
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postishemi¢nu kardijalnu kontraktilnost, reducira vaskularnu inflamaciju i1 povecava
intravaskularnu fibrinolizu. Geneticke varijante ovih enzima mogu rezultirati znacajnim
razlikama u vaskularnom odgovoru i mogu povecati rizik za razvoj infarkta miokarda (IM) i
poremecenu kardiovaskularnu homeostazu $to bi mogla biti patogenetska podloga za razvoj i
same bolesti — atrijske fibrilacije. Takoder je dokumentirano da je CYP2C9 glavna citokrom
P450 epoksigenaza u aorti i koronarnim arterijama "> '%,

Zbog vazne uloge u kardiovaskularnoj homeostazi daljnja istrazivanja ekspresije ovog enzima

mogu poluciti korisne spoznaje o etiologiji i lijeCenju kardiovaskularnih bolesti.

Uloga P-glikoproteina u moduliranju kardiovaskularne homeostaze

Nasi rezultati su nadalje ukazali na jednu takoder vrlo zanimljivu povezanost polimorfizama
gena MDRI/ABCBI s atrijskom fibrilacijom. Fibrilacija atrija je bila znacajno rjeda u
bolesnika s genotipom MDRI 2677TT, u usporedbi s bolesnicima nositeljima genotipa MDRI
2677GT. Nasuprot tome, bolesnici s genotipom MDRI 3435TT imali su vece izglede za
razvoj atrijske fibrilacije u usporedbi s bolesnicima nositeljima genotipa 3435CT.

Kako moZemo objasniti ovaj nalaz?

P-glikoprotein kodiran genom MDRI/ABCBI ima vaznu ulogu u bioraspolozivosti i
ograniCavanju toksi¢nog ucinka velikog broja lijekova i drugih ksenobiotika. Nalazi se na
membrani mnogih stanica, izmedu ostalih i kardiomiocitima gdje ima aktivnu funkciju
efluksne pumpe, tj. ima protektivnu ulogu i izbacuje sve potencijalno toksi¢ne ksenobiotike iz
kardiomiocita '*". IstraZivanja su pokazala da je varijabilna ekspresija Pgp u ljudskom srcu
potencijalni modulator u¢inkovitosti lijekova u srcu, ali isto tako i lijekovima i drugim
ksenobioticima ili endogenim supstratima inducirane kardiotoksi¢nosti. Na ekspresiju utjecu
razli¢iti polimorfizmi u genu MDRI, pa je tako genska varijabilnost takoder potencijalni
modulator aktivnosti lijekova u srcu ',

Nadalje, rezultati istrazivanja takoder ukazuju da poviSene razine perifernih proupalnih
medijatora mogu doprinijeti razvoju bolesti koronarnih arterija. Faktor aktivacije trombocita
(PAF, od engl. platelet activating factor ) je vazan proinflamatorni medijator a razine PAF u
plazmi koreliraju s Pgp ekspresijom 1 funkcijom. Dokazana je povezanost polimorfizama
MDRI s ekspresijom i aktivnosti Pgp i razinom PAF u plazmi '*°.

Takoder nalazimo podatke o smanjenoj ekspresiji transkripata ABCB1/Pgp, koja moze

rezultirati viSim, toksicnim koncentracijam ksenobiotika u kardiomiocitima. Nadalje 1
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inhibicija Pgp moze rezultirati slicnim ucincima. /n vitro studije su potvrile kako inhibicija
Pgp verapamilom u kardiomiocitima $takora povecava osjetljivost na toksi¢ne udinke *°°.
Studije na eksperimentalnim zivotinjskim modelima takoder izvjeStavaju o ulozi ABCBI u
sniZavanju intrakardijalnih koncentracija lijekova koji mogu izazvati prolongaciju intervala
QT 1 kardiotoksi¢nost. U zakljuCku se navodi da i Cesti polimorfizmi ABCBI1/Pgp mogu
posluziti kao biljezi prolongacije intervala QT nakon primjene lijekova supstrata Pgp *°" .

Sve su to teorijski eksperimentalni patomehanizmi koji ukazuju na moguéu povezanost

genetickog polimorfizma i1 s odredenim bolestima, odnosno razvojem odredenih bolesti.

Daljnja istrazivanja, eksperimentalna i klinicka donijeti ¢e nova saznanja.

Interakcija CYP2C9 i P glikoproteina

Nase je ispitivanje ukazalo na znacajnu ulogu polimorfizama MDRI/ABCBI u moduliranju
antikoagulacijskog ucinka varfarina. U znanstvenoj literaturi dostupne su tek dvije studije
koje su ispitivale ulogu polimorfizama gena za Pgp/MDR1 u reguliranju uc¢inaka varfarina. To
je studija DeOliviera i suradnika koja je ispitivala povezanost polimorfizma MDRI C3435T s
terapijskom dozom varfarina u bolesnika s trombofilijom®’>. Autori isti¢u da su nositelji
genotipa MDRI 3435TT trebali znacajno vise tjedne doze varfarina. U ispitivanju opisanom u
disertaciji Macoli¢-Sarini¢ u kojoj je ispitivana udestalost nuspojava varfarina u odnosu na
polimorfizme MDRI, ispitanici bez nuspojava na terapiju varfarinom bili su ¢eS¢e nositelji
genotipa MDRI 3435TT *%. Rezultati su takoder ukazali na povezanost genotipa MDRI
2677GG s vecom ucestalosti ozbiljnih nuspojava na terapiju varfarinom dok su ispitanici bez
nuspojava bili ¢eS¢e nositelji genotipa 26777T.

Opcenito, treba istaci da je identificirano viSe polimorfizama (SNP) u genu MDR1/ABCBI, od
kojih neki utjecu na Pgp ekspresiju i/ili funkciju. Polimorfizmi testirani u ovoj studiji
2677G>T/A 1 3435C>T su u snaznoj neravnoteznoj vezi (engl. linkage disequilibrium).
Polimorfizam 2677G>T/A rezultira supstitucijom aminokiselina (Ala893Ser/Thr), dok je
3435C>T sinonimni SNP. NajviSe do sada istrazivan SNP je upravo 3435C>T i rezultira
tihom mutacijom. Premda je Pgp vrlo vazan u bioraspolozivosti velikog broja lijekova-
supstrata, u mnogim se studijama istice kompleksnost procjene ukupnog ucinka ispitivanih
varjjanti gena MDRI koje na razliCite nacine zbog specifi¢nosti vezanja za supstrat mogu
modulirati ekspresiju i funkciju P-glikoproteina a time i konacan uc¢inak na farmakokinetske

parametre. I drugi autori isticu da je teSko procijeniti ukupan ucinak transportnih proteina
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kako na farmakokinetiku tako i na ucinkovitost/nuspojave lijeka upravo zbog slozenosti
odnosa lijekova supstrata i razli¢itih biologkih barijera 2**. Novije studije takoder naglasavaju
1 na znacaj interakcija lijekova na razini Pgp.

U nasoj smo studiji ipak ustanovili vrlo vazne interakcije gena CYP2C9 1 MDRI/ABCBI.
Nakon ukljuivanja interakcije genotipova MDRI i1 CYP2C9 poveéana je prediktivna
vrijednost za INR 2-4 .

Osim toga s obzirom da je u ovom istraZivanju uo¢ena razlika u distribuciji alela i1 genotipova
MDRI/ABCBI u odnosu na koagulacijske parametre smatramo da bi bilo vrijedno i
znanstveno opravdano ispitivanje prosiriti na dobro definirane homogene skupine ispitanika,

u kojih je indicirana terapija varfarinom.

5.5. Osvrt na novije antikoagulantne lijekove

Posljednjih nekoliko godina na trziStu su se pojavili novi peroralni antikoagulantni lijekovi.

Spadaju u skupinu antitrombotickih lijekova i dijele se na izravne inhibitore trombina

(dabigatran, argotraban) i izravne inhibitore faktora Xa (rivaroksaban, apiksaban).

BO1 AE Direktni inhibitori bivalirudin, argotraban, dabigatran
trombina
BO1 AF Direktni inhibitori Fxa rivaroksaban, apiksaban

SLIKA 5.5.1. Pregled novijih peroralnih antikoagulansa na nasem trzistu

Nakon pojave na trziStu provedene su brojne studije u kojima se ucinak novih lijekova
usporedivao s varfarinom u brojnim indikacijama.

Dabigatran je izravni inhibitor trombina koji je jo§ 2008. godine Europska medicinska
agencija (EMA) odobrila za prevenciju tromboembolijskih dogadaja u bolesnika nakon
ugradnje umjetnog kuka i koljena i za nevalvularnu atrijsku fibrilaciju’®”. Vrlo brzo na
temelju novih objavljenih studija 2°***’, FDA odobrava lijek za prevenciju mozdanih udara u
bolesnika s nevalvularnom fibrilacijom atrija *°. Lijek je naime pokazao znagajno smanjenje

ucestalosti mozdanih udara s takoder znacajno manjim brojem krvarenja u bolesnika s
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nevalvularnom AF. Doza od 110 mg pokazala je sli¢ni u¢inak kao i varfarin, uz manji broj

krvarenja, ali je doza od 150 mg pokazala bolji u¢inak uz isti broj krvarenja kao i varfarin.

Lijek ima znacajnih prednosti pred varfarinom: ima kraci poluvijek zivota pa ima brzi nastup
djelovanja, ne zahtijeva pracenje parametara koagulacije, ne stupa u interakcije s lijekovima
(osim Pgp inhibitorima i induktorima). No lijek ima i nedostataka koji u posljednje vrijeme
pocinju pokazivati sve veci razmjer. Dabigatran nema antidota i1 kod pojave krvarenja koje je
takoder jedno od najvaznijih 1 najces¢ih njegovih nuspojava, osim simptomatske terapije,
nema mogucnosti “obrata” ucinka. Kako se lijek eliminira bubregom, ne preporucuje se
primjenjivati ga u osoba s oste¢enjem funkcije bubrega. Poznate su kontraindikacije: nedavno
akutno krvarenje 1 mehanicka prosteticka sr€ana valvula. Zbog nepovoljnog ucinka
dabigatrana na bolesnike s mehanickom prostetickom valvulom u kojih se uocio povecani
broj trombemboli¢kih dogadaja ali i broj krvarenja, u suporedbi s varfarinom, pokus RE-
ALIGN (od engl) prekinut je prijevremno. Zanimljivo je da je mnajveéi broj
tromboembolijskih dogadaja javio se u subpopulaciji bolesnika u kojih je dabigatran propisan

unutar 7 dana od operacije *%.

Isto tako se u posljednje vrijeme sve viSe u literaturi javljaju rezulatati pra¢enja bolesnika u
kojih se primjenjuje dabigatran tako da su dostupnija 1 nova saznanja. Analiza primjene
dabigatrana u velikog broja bolesnika pokazala je da lijek smanjuje rizik za mozdani udar i

smrtni ishod u usporedbi s varfarinom no ima poviseni rizik za gastrointestinalno krvarenje
210

U casopisu British Medical Journal u nekoliko navrata tijekom 2014. godine objavljeni su
napisi koji navode kako su istraziva¢i dabigatrana zatajili regulatornim tijelima, vrlo vazne
podatke koje su prikupili tijekom ispitivanja o potrebi pazljivog motrenja bolesnika kako bi ih
se zastitilo od GI krvarenja. Osobito se potrebno upozorenje odnosi na starije bolesnike. Cini
se naime da postoji vrlo izrazena interindividualna varijacija serumskih koncentracija
dabigatrana §to moze biti uzrok povisenom riziku za krvarenje. Autori ¢lanka isticu kako su
zatajeni podaci konfliktni s reklamom u kojoj se navodi kako se radi o lijeku u kojeg ne treba

o Coye 0 211 212
pratiti antikoagulantni u¢inak =, “7!

Nove studije su pokazale da dabigatran u svakodnevnoj klinickoj praksi ne dovodi do
povecanog rizika za krvarenje u odnosu na varfarin *'*, no zanimljivo je da isti autori ve¢

sljede¢e godine upozoravaju da promjena varfarina u dabigatran u bolesnika s preboljelim
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mozdanim udarom ili TIA donosi povecani rizik za ishemijski mozdani udar nego nastavak

primjene varfarina *'*.

Najvaznija kontraindikacija za primjenu dabigatrana je primjena u bolesnika s mehanickom
valvulom §to se dokazalo u klinickom pokusu koji je prekinut prije vremena upravo zbog
povecane ucestalosti krvarenja (4%) ali i tromeboembolijskih dogadaja (5%) u skupini
bolesnika na dabigatranu u odnosu na varfarinsku skupinu (bez krvarenja 1 2%
tromboembolijskih dogadaja). Svi bolesnici s krvarenjem imali su velika perikardijalna
krvarenja. Zaklju¢no je da dabigatran u tih bolesnika ne pokazuje korist, a ima znacajno

RS |
poviseni rizik *"°.

I najnoviji ¢lanak objavljen ove 2015. godine u ¢asopisu CHEST ukazuje kako je primjena

izravnih inhibitora trombina povezana s razvojem kardijalne tromboze '.

Takoder su vazna zapazanja da bi interakcije dabigatrana s ostalim lijekovima u
konkomitantnoj terapiji, a koje se deSavaju na razini P-glikoproteina mogle biti vazne za
neoCekivane nuspojave/krvarenja. Kako smo u naSem radu dokazali znacajnu ulogu
polimorfizama gena koji kodira P-glikoprotein (4BCBI/MDRI) u moduliranju terapije

varfarinom, namece se sugestija da se slicna istrazivanja provedu i za dabigatran.

Rivaroksaban je za razliku od dabigatrana, izravni inhibitor faktora Xa koji je indiciran u
istim stanjima kao i dabigatran, ali je za razliku od njega odobren i za lijecenje DVT i PE kao
1 u sekundarnoj profilaksi. I on je svoj uc¢inak dokazao u brojnim studijama te se poceo Sire
primjenjivati od kada je usao i u svjetske smjernice za lijeCenje tromboembolijskih dogadaja
(CHEST)'® . I primjena rivaroksabana je optereéena s nepostojanjem antidota §to mozZe
zavrsiti fatalno kod velikih krvarenja, a primjena se ne preporucuje u bolesnika s prostetickim

valvulama kao i u bolesnika s teSkim poremecajem bubrezne funkcije.

Na kraju treba istaci kako je ve¢ 2013. godine sustavni pregled literature utvrdio je kako se
¢ini da novi antikoagulantni lijekovi (obje skupine) nemaju bolji u¢inak pred varfarinom u
prevenciji nehemoragijskih mozdanih udara i sustavnih embolijskih dogadajau bolesnika s

217

nevalvularnom AF ', Medutim oni su ipak opcenito udruzeni s manjim rizikom za

intrakranijska krvarenja.

Primjena novijih antikoagulansa svakako zahtijeva 1 dalje vrlo pazljivo individualno

odredivanje indikacije za primjenu te pomno pracenje bolesnika.
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Iz svega se moze zakljuciti kako ¢e varfarin vjerojatno jo$ neko vrijeme biti prvi lijek u
lijeCenju 1 prevenciji traomembolijskih dogadaja u velikog broja bolesnika. Noviji
antikoagulantni lijekovi se za sada, u nasoj sredini, primjenjuju uglavnom samo ukoliko
bolesnik ne podnosi varfarin ili nema moguénosti adekvatne kontrole parametara koagulacije.

Cijena novijih peroralnih antikoagulansa takoder bitno utje¢e na primjenu novijih lijekova.
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ZAKLJUCCI

1. Utvrdena je povezanost polimorfizma, VKORCI, MDRI i CYP2C9 s boljim
predvidanjem doze varfarina te brzim postizanjem ciljnih vrijednosti parametara
koagulacije u bolesnika u kojih je doziranje varfarina bilo odredeno na temelju

algoritama s uklju¢enim nalazima genotipizacije.

2. U finalnom, multivarijatnom modelu, nakon prilagodbe za sve demografske, klinicke
1 laboratorijske parametre, statisticki znaCajna povezanost s postizanjem terapijskog
raspona INR 2-4 je ustanovljena za genotipove VKORCI 1173TT, MDRI 2677TT i
MDRI 3435TT.

3. Usporedivanjem klju¢nih antikoagulacijskih uc¢inaka tj. udjela vremena unutar INR 2-
4 1 postotka postignute stabilne doze varfarina, statisticki znacajna korist od doziranja
varfarina prema algoritmu koji je ukljucivao rezultate genotipizacije je ustanovljena u
podskupini ispitanika s dijagnozom atrijske fibrilacije (AF) koji su provodili statisticki
znacajno dulje vrijeme u terapijskom intervalu INR, te su u ve¢em postotku postizali
stabilnu terapijsku dozu varfarina u odnosu na ispitanike u kojih je varfarin doziran

samo prema klinickim parametrima.

4. Interakcija genotipova MDRI 2677G<T/A 1 CYP2C9*2*3 se pokazala statistiCki
znaCajnim prediktorom postizanja terapijskog raspona INR (2-4) koja je povecala

prediktivnu vrijednost modela doziranja varfarina.

5. U bolesnika s atrijskom fibrilacijom i zatajenjem srcane funkcije ustanovljena je ¢es¢a
zastupljenost polimorfizma CPY2C9. S obzirom da je enzim CYP2C9 ukljucen u
metabolizam arahidonske kiseline, njegove genske varijante s posljedicnom slabijom

funkcijom enzima mogu sluziti kao biomarkeri/prediktori navedenih stanja.

6. Varijante gena MDRI/ABCBI 2367>T/A 1 3435 C>T su takoder ¢eSc¢e zastupljene u

bolesnika s atrijskom fibrilacijom.
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SAZETAK

Utjecaj kombinacije polimorfizma gena CYP2C9, VKORCI i MDRI na
individualizaciju terapije varfarinom

Varfarin, iako lijek koji se jako dobro poznaje jos uvijek zahtijeva vrlo pazljivu primjenu
zbog svojih posebnosti - uskog terapijskog indeksa i velike varijabilnosti odnosa doze i
ucinka. Uvodenje varfarina do sada se temeljilo uglavnom na klinickim parametrima svakog
bolesnika: dobi, spolu, popratnim bolestima, tjelesnoj tezini, a doza i u¢inak znac¢ajno ovise i
o istodobnoj primjeni lijekova. Ipak u velikog dijela bolesnika stabilizacija parametara
koagulacije 1 stabilizacija doze se ne postize brzo. Opasnost od krvarenja kao i opasnost od
ponovne tromboze je i dalje velika. Polimorfizam gena ukljuCenih u farmakodinamiku
(VKORC1) 1 farmakokinetiku (CYP2C9) varfarina mogu velikim dijelom objasniti
individualne zahtjeve za dozom. Novija istrazivanja ukazuju da bi i polimorfizam MDR1
gena mogao utjecati na indvidualizaciju doze jer P-glikoprotein kao transportni protein
moguce ima vaznu ulogu u raspolozivosti varfarina. Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti
ucinak kombinacije polimorfizama sva tri gena na dozu primijenjenog varfarina. Nije
utvrdena statisticka znaCajnost genotipiziranog vodenja doziranja u bolesnika s
dubinskovenskom trombozom i pluénom embolijom no ona je potvrdena u bolesnika s
atrijskom fibrilacijom. Stabilna doza postignuta je u velikog broja bolesnika s

genotipizacijom u odnosu na one s klinickim vodenjem terapije.

Kljucne rijeci: varfarin, farmakogeneticko testiranje, individualizacija terapije
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ABSTRACT

Influence of combination of CYP2CY9, VKORCI and MDRI gene
polymorphisms on individualization of warfarine therapy

Despite that warfarine has been used as an anticoagulant for many years it's dosing presents a
challenging task owing to its narrow therapeutic range and large variability in dose-response
relationship. Warfarine therapy usually started after assessment of clinical characteristics
(age, body size, race), vitamin K intake and use of concomitant medications. Inappropriate
dosing continues to contribute to significant morbidity and mortality due to thrombotic
disease and bleeding complications.

Genetic variations in the cytochrome P450 polypeptide 9 (CYP2C9) and vitamin K epoxide
reductase (VKORC1) have been identified as the most important enzymes in the warfarin
pharmacological pathway. Observational studies have indicated CYP2C9, VKORCI1 and
MDRI1 potential effect but randomized clinical trials resulted in contradictory findings.

The aim of this study is to evaluate the influence of combination of CYP2C9, VKORCI1 and
MDRI gene polymorphisms on individualization of warfarine therapy. We have not found
statistically significant benefits from genotype guided dosing in deep-vein thrombosis and
pulmonary embolism, but in atrial fibrillation percentage of time with INR therapeutic range
was statistically significantly longer in this, than in clinically guided dosing group. Stable
dose was achieved by statistically significantly larger number of patients whose dose had

been determined by genotype and clinical characteristics than in clinically-only-guided dosing

group.

Key words: warfarine therapy, pharmacogenetic testing, individualised therapy

Ksenija Makar-Ausperger
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PRILOG 1.

KLINICKI BOLNICKI CENTAR ZAGREB
KLINIKA ZA UNUTARNJE BOLESTI REBRO
ZAGREB-Kispati¢eva 12
Zavod za klinicku farmakologiju
Tel 2388 275
Procelnik Zavoda: prof. dr. Igor Francetié¢

INFORMACIJA i INFORMIRANI PRISTANKA BOLESNIKA
ZA
SUDJELOVANJE U ISPITIVANJU PROCJENE UTJECAJA GENA NA POTREBNU DOZU
LIJEKA MARTEFARINA

Postovana gospodo

Postovani gospodine

Bolujete od bolesti zbog koje se kroz odredeno vrijeme zahtijeva primjenu lijeka, na naSem
trzistu odobrenog pod imenom MARTEFARIN. Vama ¢e lijek propisivati Vas odabrani lijecnik na
recept.

Kako se radi o lijeku kod kojeg je posebno vazno pratiti dozu i uCinak zbog mogucih
komplikacija (najopasnije krvarenje), organizirali smo ispitivanje koje bi moglo utvrditi koja je za Vas
najbolja pocetna doza kako bi se smanjile komplikacije primjene.

Lijek se primjenjuje kako bi se sprijecilo daljnje zgruSavanje krvi pa se njegovo djelovanje i
prati u¢inkom na samo zgruSavanje krvi. To se moze utvrditi krvnim pretragama Sto zahtijeva redovno
vadenje krvi.

Ucinak lijeka na zgrusavanje krvi se utvrduje prema vrijednostima protrombinskog vremena.
Protrombinsko vrijeme (skracenica je PV) je vrijeme koje je potrebno da se u Vasoj izvadenoj krvi
dodavanjem posebnih tvari (reagens) stvori ugrusak. Kako je vrijednost PV ovisna o dodanoj tvari, a
ta tvar nije svuda ista, danas se u gotovo svim laboratorijima dodaje standardni reagens kako bi
izmjerene vrijednosti bile toc¢nije. Stoga se PV medunarodno izrazava kao INR (skracenica od
engleskog International Normalized Ratio) $to znaci da se koristi standardni reagens.

Prihvatljive, terapijske, referentne vrijednosti INR su izmedu 2,0-3,0.

Djelovanje lijeka MARTEFARINA ovisi djelomi¢no i o zna¢ajkama samog bolesnika koji
uzima lijek. U ljudskom organizmu postoje enzimi (bjelancevine) koji su vazni za razgradnju
(metabolizam) lijeka, a postoje u razli¢itim oblicima (oblici se nazivaju izoenzimi) Posljedi¢no,
razli¢iti oblici tih enzima razgraduju razliitom brzinom lijekove. Enzimi i njihova funkcija se
genetski nasljeduju, §to se danas moZe ispitati odredenom krvnom pretragom. Pretraga se zove
farmakogeneticko istrazivanje.

Razgradnja MART EFARINA se odvija preko enzima CYP2C9, a za djelovanje lijeka je
vazan i enzim VKORCI. Istrazivanja u svijetu pokazuju kako je moguée da je jos jedan gen (MDRI1)
vazan za djelovanje lijeka. Iako su do sada poznati pojedinaéni utjecaji CYP2C9 i VKORCI na
djelovanje MARTEFARINA, zajednicki, kao i s MDRI1 jo$ nije nigdje ispitan. Cilj ovog istrazivanja
je istraziti zajednicki utjecaj sva tri gena na ucinak lijeka. Ukoliko je neki od gena promijenjen,
bolesnik ¢e imati i promijenjen enzim a time i djelovanje lijeka moZe biti jace ili slabije.
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Farmakogeneticko ispitivanje koje ¢emo kod Vas provesti, omogucit ¢e da se prije zapoCinjanja
terapije (tj. prije prve primjene MARTEFARINA) preciznije odredi Vasa doza kako bi se smanjile
komplikacije rane primjene ovog lijeka

Na samom pocetku ispitivanja uzet ¢emo Vam 1 epruvetu krvi (5 mL) za potrebe
farmakogenetickog ispitivanja. Nakon §to ¢emo dobiti rezultate, odredit ¢emo Vam prvu dozu, te i
dalje svakodnevno vaditi po 1 epruvetu krvi. Tako ¢emo pratiti vrijednosti Vaseg PV (INR) i
uskladivati dozu lijeka sve dok se ne postigne stabilizacija i doze lijeka i vrijednosti PV (INR)

Nakon §to dva puta za redom vrijednost PV (INR) bude stabilna, vadenje krvi i laboratorijske
kontrole postaju rjede, tj. jednom tjedno kroz 2 tjedna, a zatim jednom mjesecno. Ovim ispitivanjem
predvideno je pracenje do mjesec dana nakon otpusta iz bolnice. Tijekom razdoblja pracenja bit ¢ete u
telefonskom kontaktu s voditeljem ovog istrazivanja u one dane kada ¢ete ambulantno u svom Domu
zdravlja (nije potreban dolazak u bolnicu) kontrolirati vrijednost PV (INR), na temelju koje ¢e Vas se
savjetovati o daljnjem uzimanju lijeka.

Nakon perioda pracenja vrijednost Vaseg PV (INR) kontrolirat ¢e se u standardiziranim
vremenskim razmacima.

Napominjemo, da ¢e se ukoliko pristanete sudjelovati u ovom istrazivanju, viSak VaSeg
neiskoriStenog uzorka krvi pohraniti i ponovno koristiti samo u istrazivanju Vase bolesti. Uzorak se
nece koristiti u drugim znanstvenim istrazivanjima.

U svakom trenutku Vi moZete prekinuti pra¢enje bez ikakvih posljedica za VaSe zdravlje
i daljnju skrb.

Ja potvrdujem da sam procitao/la i razumio/jela
obavijest te pristajem sudjelovati u istrazivanju pod nazivom
»Utjecaj farmakogenetickih polimorfizama gena CYP2C9, VKORC1 i MDR1 na
individualizaciju terapije varfarinom»

koja se provodi u Zavodu za klini¢ku farmakologiju (odgovorna osoba dr Ksenija Makar-Ausperger)
te pristajem da mi se na pocetku primjene lijeka ucini farmakogeneticko ispitivanje.

Datum Potpis
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PRILOG 2.

Klinika/Zavod /

Prezime i ime bolesnika Matic¢ni broj

‘ Demografski podaci

Datum rodenja/broj godina / Spol M/ Z
Tezina (kg) Visina (cm) BMI

Pusenje da ne

Alkohol da  ne

\ Dijagnoza kod prijema (razlog za primjenu varfarina)

Atrijska fibrilacija
EKG da ne

Duboka venska tromboza
Doppler ekstremiteta da ne

Plu¢na embolija
scintigrafija da ne

| Istovremene bolesti

Sréana funkcija (znaci popustanja) UZV srca da ne NYHA
Jetrena funkcija AST ALT GGT bil PV
Bubrezna funkcija ureja kreatinin klirens

Istovremeno primijenjeni lijekovi

Lijek /doza Ocjena znacajnosti Lijek /doza Ocjena znacajnosti
interakcija interakcija

Farmakogenetika

CYP2C9

VKORC1
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MDRI1

Pracenje ucinka
Doza 1.d. 2.d. 3.d. 4.d. 5.d. | otpust 1.tjedan 2.tjedan 4.tjedan
varfarina
PV
INR
Pracenje nuspojava

I.dan |2.dan |3.dan |4.dan | 5.dan | otpust | l.tjedan | 2.tjedan | 4.tjedan
Pracenje prehrane

1.tjedan | 2.tjedan | 4.tjedan

| Prijevremeni prekid studije

Povucen informirani pristanak da ne

Prestanak primjene varfarina

da ne
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