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POVZETEK

Varfarin je najpogosteje in najbolje prouCen peroralni antikoagulant. Zdravljenje z
varfarinom je zahtevno, saj ima zelo ozko terapevtsko obmocje na eni strani ter veliko
interindividualno variabilnost v odmerkih za dosego terapevtskega INR na drugi strani. K
interindividualni razliki pomembno prispevajo genetski polimorfizmi. Farmakogenetika
pomaga pri oceni aktivnosti encimov, ki sodelujejo pri presnovi zdravilne u¢inkovine in s
tem omogocCa napoved klinicnega odziva preiskovanca ter posamezniku prikrojeno
zdravljenje kot del osebne medicine (»wpersonalized medicine«). V magistrski nalogi smo
proucevali enonukleotidni polimorfizem (SNPs) V433M v genu CYP4F2. Dokazali so, da
polimorfizem V433M v genu CYP4F2 zmanjSa aktivnost encima v jetrih, posledi¢no pa se
zmanj$a metabolizem vitamina K1. ZviSane vrednosti vitamina K1 v jetrih zahtevajo vi§je
odmerke varfarina za doseganje ustreznega antikoagulacijskega ucinka. V Stevilnih
raziskavah v tujini so dokazali, da so polimorfizmi v genih CYP2C9 in VKORCI (gen za
vitamin K epoksid reduktazo C1) skupaj z ostalimi klini¢nimi dejavniki odgovorni za okoli
50 % variabilnosti odmerka varfarina. Zato smo v nalogi poleg polimorfizma V433M
proucevali tudi polimorfizme v genih CYP2C9 in VKORCI. Polimorfizmi v genu CYP2C9
(aleli CYP2C9*1,*2 in *3) upocasnijo metabolizem varfarina, podaljSajo cas do
stabilizacije INR in znizujejo vzdrzevalne odmerke. Polimorfizem v genu VKORCI (alel
VKORCI -1639G>A) pa zmanjSa obcutljivost encima na varfarin, zato se kljub varfarinu
aktivnost encima ne zmanj$a, nadaljuje se recikliranje reducirane oblike vitamina K, ki je
potreben za sintezo koagulacijskih faktorjev in strjevanje krvi. V raziskavo smo vkljucili
198 preiskovancev, ki so bili na rednem/vzdrZzevalnem zdravljenju z varfarinom. Dolocili
smo jim genotipe in izraunali njihovo pogostnost. Pogostnosti genotipov za gena CYP2C9
in VKORCI so primerljive s pogostnostmi genotipov v drugih raziskavah po svetu in
doma, medtem ko so bile pogostnosti za spremenjene oblike gena CYP4F2 v nas$i skupini
preiskovancev nizje. Dokazali smo tudi, da v povpre¢nem tedenskem odmerku varfarina ni
statistiéno znacilnih razlik med skupino z genotipom CYP4F2*[*], skupino z genotipom
CYP4F2*1*3 in skupino z genotipom CYP4F2*3*3 (p=0,332). Ugotovili smo, da na$
glavni proucevani gen prispeva le 0,1 — 1,7% delez v variabilnosti povprecnega tedenskega
odmerka varfarina v celotni skupini preiskovancev. Na podlagi teh rezultatov smo
zakljucili, da polimorfizem V433M v genu CYP4F2 ne vpliva znacilno na zdravljenje z

varfarinom. V nadaljevanju smo pokazali, da je nihanje INR tekom leta znacilno veliko,



vendar ni kliniéno pomembno. To smo pokazali v skupini preiskovancev, katerih odmerek
se tekom leta ni spreminjal, pri tem pa nihanje povpre¢nih mesecnih vrednosti INR ni
preseglo mej terapevtskega intervala 2 — 3. Ugotovili smo, da obstajajo znacilne razlike
med dvema sezonama, pomladno-poletno sezono in jesensko-zimsko sezono. Razlika med
povprecjem kolicnikov INR/odmerek za april — september in povprecjem koli¢nikov
INR/odmerek oktober-marec je statisticno znacilna (p<0,0001). Sezonsko nihanje INR oz.
koli¢nika INR/odmerek se je razlikovalo med genotipi in sicer smo najvecje sezonsko
nihanje dokazali pri genotipu CYP2C9*1*]. Pri genotipih CYP4F2*3*3, CYP2C9*]*2,
CYP2C9*1*3, CYP2C9*2%2,*2%3,*3*3 in VKORCIAA znalilnih razlik ni bilo, kar
nakazuje na relativno neodvisnost teh genotipov od sezone. Posameznike s temi genotipi
lahko celo leto zdravimo s prakticno enakimi odmerki varfarina.

Stevilo obiskov posameznega preiskovanca v laboratoriju za doloditev INR ni statisti¢no
znacilno razli¢no med genotipi. To dokazuje, da geni ne vplivajo na sezonsko nihanje INR

oziroma na obcutljivost posameznika na vpliv prehrane na INR tekom leta.



ABSTRACT

Warfarin is the most commonly used and the best examined oral anticoagulant. Treatment
with warfarin is complex due to its narrow therapeutic range on the one side, and a great
interindividual variability in dosage requirements to achieve the therapeutic international
normalized ratio (INR) on the other side. Gene polymorphisms have an important impact
on the interindividual variability. Pharmacogenetics helps us assess the activity of enzymes
taking part in the metabolism of drug, allowing the clinical response to be foreseen, and the
drug therapy individualized accordingly, as part of the »personalized medicine«. The
master thesis examines the single nucleotide polymorphism (SNPs) V433M in the gene
CYP4F2. It was proven that polymorphism V433M in the gene CYP4F2 reduces the
activity of the enzyme in liver which results in impaired metabolism of vitamin K 1. Higher
values of vitamin K in liver require higher doses of warfarin to reach the desired
anticoagulant effect. In many surveys abroad, researchers have shown that polymorphisms
in genes CYP2C9 and VKORC1 (gene for vitamin K epoxide reductase C1), together with
other clinical factors, account for around 50% of the variability in the warfarin dosage.
This is why the present master thesis examines not only the polymorphism V433M, but
also polymorphisms in genes CYP2C9 and VKORCI. Polymorphisms in gene CYP2C9
(alleles CYP2C9*1,*2 and *3) slow down the warfarin metabolism, increase the time of
INR stabilization, and lower the maintenance dosage. Polymorphism in gene VKORCI
(allele VKORC1 -1639G>A) reduces the sensitivity of enzymes to warfarin. Consequently,
the enzyme activity is not reduced despite warfarin, and the recycling of the reduced form
of vitamin K, required for the synthesis of coagulating factors and clotting, continues. We
have included 198 patients subject to warfarin maintenance therapy. We have determined
their genotypes and calculated their frequencies. Genotype frequencies for gene CYP2C9
and VKORC|1 are comparable with genotype frequencies in other surveys made abroad and
at home, while the genotype frequencies for the gene CYP4F2 were lower in our group of
patients. We have demonstrated that as regards the average weekly dose of warfarin, there
are no statistically significant differences between the group of patients with genotype
CYP4F2*[*1, the group of patients with genotype CYP4F2*]*3, and the group of patients
with genotype CYP4F2*3*3 (p=0,332). In the total group of patients we have determined
that the major gene that was examined contributes only 0.1 — 1.7% share in the variability

of the average weekly warfarin dosage. Based on these results, we concluded that



polymorphism V433M in gene CYP4F2 has no significant impact on the warfarin
treatment. We have also demonstrated that the INR oscillation is statistically significant,
but not clinically important. This was demonstrated in the group of patients with
unchanged warfarin dosage throughout the year, while the oscillation of their average INR
monthly values did not exceed the therapeutic interval 2—-3. We have observed significant
differences between two seasons, namely the spring-summer, and the autumn-winter
season. The difference between the average quotient of INR/dose for April — September
and the average quotient of the INR/dose October — March is statistically important
(p<0,0001). The seasonal oscillation of INR or the quotient of the INR/dose varied among
the genotypes, with a maximum seasonal oscillation in the genotype CYP2C9*[*]. In
genotypes CYP4F2*3*3, CYP2C9*1*2, CYP2C9*1*3, CYP2C9*2%*2 *2%*3,*3*3  and
VKORCIAA, there were no significant differences that would indicate that these genotypes
are relatively independent of the season. Individuals with these genotypes can be treated
with practically the same warfarin doses throughout the year.

Statistically, the number of laboratory visits of individual patients to determine the INR did
not vary among genotypes. This proves that genes do not affect the seasonal oscillation of

INR, or the individuals’ sensitivity to the food impact on the INR in the course of the year.



DNA
EM
EPF
FII

FV
FVII
FIX
FX
FDA
GGCX
GI trakt
HWE
IM
INR
ISI
IUPAC
NTC
dNTP
PCR
PC
PM
RNA
SD

SE
SNPs
dTTP
UEM
VKORC1
7D
ZDA

SEZNAM OKRAJSAV

deoksiribonukleinska kislina (angl.: deoxyribonucleic acid)
obsezen/dober matabolizator (angl.: extensive metabolizer )
fluorescenca na koncu postopka (angl.: endpoint fluorescence)

faktor II — protrombin

faktor V - proakcelerin

faktor VII - prokonvertin

faktor IX — antihemofilni faktor B

faktor X — Stuart-Prowerjev faktor

ameriski vladni urad za zdravila (angl.: Food and Drug administration)
y-glutamilkarboksilaza

gastrointestinalni trakt

Hardy-Weinbergovo ravnotezje

srednji metabolizator (angl.: intermediate metabolizer)

mednarodno umerjeno razmerje (angl.: international normalized ratio)
mednarodni kazalec obcutljivosti (angl.: international sensitivity index)
International Union of Pure and Applied Chemistry

slepa kontrola (angl.: nontemplate control)

deoksiribonukleotid trifosfatov

verizna reakcija s polimerazo (angl.: polymerase chain reaction)
protrombinski ¢as

pocasen/slab metabolizator (angl.: poor metabolizer)

ribonukleinska kislina

standardna deviacija

standardna napaka

enonukleotidni polimorfizem (angl.: single nucleotide polymorphism)
deoksitimidin trifosfat

izrazito moc¢an metabolizator (angl.: ultraextensive metabolizer)
vitamin K epoksid reduktaza, podenota 1

zdravstveni dom

Zdruzene drzave Amerike



SEZNAM SLIK, PREGLEDNIC IN GRAFOV

Slika 1: Varfarin v ciklu vitamina K

Slika 2: Mehanizem delovanja in metabolizma varfarina

Slika 3: Priporoc¢en dnevni odmerek varfarina glede na genotip CYP2C9 in VKORCI
Slika 4: Vloga CYP4F2 v hemostazi vitamina K1

Slika 5: Specificnost hidrolizirajo¢ih sond

Slika 6: Rast fluorescence posameznega barvila glede na alelno obliko

Slika 7: Rezultati genotipizacije posameznega genotipa (CYP2C9*2) v obliki grafa
Slika 8: Rezultati genotipizacije posameznega genotipa (CYP2C9*2) v obliki tabele

Preglednica I: Reagencni kompleti oligonukleotidnih za¢etnikov in sond

Preglednica II: Kontrolne raztopine DNA z znanimi genotipi

Preglednica III: Sestava reakcijske zmesi

Preglednica I'V: Pogoji reakcije PCR

Preglednica V: Opis preiskovane skupine

Preglednica VI: Pogostnost genotipov za CYP4F2, CYP2C9 in VKORCI1, n (%)

Preglednica VII: Pogostosti alelov v HWE ravnotezju

Preglednica VIII: Multivariabilna linearna regresija korenjenih vrednosti tedenskega
odmerka varfarina

Preglednica IX: Multivariabilna linearna regresija korenjenih vrednosti tedenskega
odmerka varfarina

Preglednica X: Multivariabilna linearna regresija korenjenih vrednosti povprecnega
tedenskega odmerka varfarina na izbrani skupini preiskovancev (n=87)

Preglednica XI: Povprecni tedenski odmerki varfarina v skupinah preiskovancev
razdeljenih po genskem polimorfizmu in % odstopanja tedenskega odmerka varfarina po
posameznih skupinah od skupine preiskovancev z normalnim homozigotnim genom
Preglednica XII: Statisticne znacilnosti razlik med povpre¢jem kolicnikov INR/odmerek za
april — september v skupini preiskovancev z enakimi polimorfizmi v genih in povprecjem
koli¢nikov INR/odmerek oktober-marec v skupini preiskovancev z enakimi polimorfizmi v

genih, posamezno tudi za INR in odmerek

10



Graf 1: Povprecni tedenski odmerek varfarina v skupinah preiskovancev razdeljenih glede na
posamezni polimorfizem v genu CYP4F2

Graf 2: Povprecni tedenski odmerek varfarina v skupinah preiskovancev razdeljenih glede na
posamezni polimorfizem v genu CYP2C9

Graf 3: Povprecni tedenski odmerek varfarina v skupinah preiskovancev razdeljenih glede na
posamezni polimorfizem v genu VKORC]

Graf 4: Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse
leto enak odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za vec kakor 1SD (n=90)

Graf 5: Razlika povprecij INR april-september in oktober-marec v skupini preiskovancev, ki so
imeli skozi vse leto enak odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za vec¢ kakor 1SD (n=90)

Graf 6: Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse
leto enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD, razdeljenih v skupine
glede na polimorfizem v genu CYP4F?2 in povprecje za celotno skupino

Graf 7: Povpre¢ne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse
leto enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD, razdeljenih v skupine
glede na polimorfizem v genu CYP4F?2 in povprecje za celotno skupino

Graf 8: Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse
leto enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD, razdeljenih v skupine
glede na polimorfizem v genu VKORC1 in povprecje za celotno skupino

Graf 9: Razlika povprecij INR april-september in oktober-marec za celotno skupino
preiskovancev

Graf 10: Razlika povpre¢ij odmerkov april-september in oktober-marec za celotno skupino
preiskovancev

Graf 11: Razlika povprecij kolicnikov INR/odmerek april-september in oktober-marec za

celotno skupino preiskovancev

11



1. UVOD

1.1. VARFARIN
Ze veé kakor 40 let antagonisti vitamina K, vkljuéno z varfarinom, predstavljajo zlati standard
za prepreCevanje in zdravljenje venske tromboembolije, ter za prepreCevanje infarkta in atrijske
fibrilacije (1). Zdravljenje in preprecevanje bolezni z varfarinom je zahtevno, saj ima varfarin
zelo ozko terapevtsko obmocje na eni strani ter veliko interindividualno variabilnost v odmerku,
potrebnem za dosego terapevtskega INR na drugi strani. Ustrezno odmerjanje varfarina je
kljuénega pomena, saj lahko previsoki odmerki vodijo v hemoragi¢ne krvavitve, medtem ko

prenizki odmerki ne zagotavljajo zadovoljive zasCite pred nastankom strdkov (2).

1.1.1. Mehanizem delovanja

Kumarini, v skupino katerih sodi tudi varfarin, so antagonisti vitamina K in omogocajo
antikoagulacijski uc¢inek tako, da vplivajo na ciklicno interkonverzijo vitamina K in njegovih
2,3 epoksidov (vitamin K epoksid). Vitamin K je kofaktor encima, ki omogoca postranslacijsko
karboksilacijo ostankov glutamata v y-karboksiglutamat.

Koagulacijski faktorji II, VII, IX in X potrebujejo y-karboksilacijo za biolosko aktivnost.
Kumarini delujejo antikoagulantno tako, da inhibirajo interkonverzijo vitamina K znotraj cikla.
Tako kumarini povzrocijo, da jetra proizvajajo delno karboksilirane in dekarboksilirane
koagulacijske faktorje z zmanjSano prokoagulacijsko aktivnostjo (Slika 1). Dodatno pa
antagonisti vitamina K inhibirajo karboksilacijo regulatornih antikoagulacijskih proteinov C in
S. Tako izvajajo prokoagulacijski ucinek. V prisotnosti kalcijevih ionov, karboksilacija
povzro¢i konformacijske spremembe v koagulacijskih faktorjih, kar spodbudi vezavo na
kofaktorje, ki so na fosfolipidnih povrSinah. Reakcija karboksilacije lahko potece le ob
prisotnosti reducirane oblike vitamina K (vitamin KH,), kisika in ogljikovega dioksida. Pri tem
pride do oksidacije vitamina KH, v vitamin K epoksid. Vitamin K epoksid se nato »reciklira« v
vitamin KH, z redukcijo v dveh korakih. Prvi korak, ki je obcutljiv na antagoniste vitamina K,
reducira vitamin K epoksid v vitamin K; (naravna oblika vitamina K iz hrane), medtem ko
drugi korak, ki je relativno neobcutljiv na antagoniste vitamina K, dodatno reducira vitamin K;
v vitamin KH,. Terapija z antagonisti vitamina K ovira redukcijo in nastanek vitamina KH; in
posledi¢no zmanjsuje y-karboksilacijo od vitamina K odvisnih koagulacijskih proteinov. Tako
lahko ucinek kumarinov nevtraliziramo z vitaminom K; ki smo ga vnesli bodisi s hrano ali pa

zaradi terapevtskih potreb (2).
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Slikal: Varfarin v ciklu vitamina K (11)

1.1.2. Farmakokinetika varfarina
Varfarin je racemat, sestavljen iz dveh opti¢no aktivnih izomer, to sta R in S oblika. Ima visoko
biolosko uporabnost in se hitro absorbira iz gastrointestinalnega trakta (GI trakt) (2). Bioloska
uporabnost peroralnega varfarina je ve¢ kot 90 %, najvec¢jo plazemsko koncentracijo pa doseze
po 1,2 uri. Sofasno zauzit obrok hrane upocasni absorpcijo, vendar ne zmanjSa koli¢ine
absorbiranega varfarina. Delno poteka tudi enterohepati¢na cirkulacija (3). Razpolovna doba
varfarina je od 36 do 42 ur. Po telesu krozi vezan na plazemske proteine (v glavnem albumine)
in se kopici v jetrih (2). Varfarin se mocno veze na serumski albumin, delez prostega varfarina
pa variira med 0,5 % in 3 %. Volumen porazdelitve je priblizno 0,14 1/kg. Varfarin prehaja
skozi placento, vendar se ne izloca v materino mleko (3). Na odziv telesa na odmerek varfarina
vplivajo tako genetski kakor tudi drugi dejavniki iz okolja, vkljuéno z mutacijami genov.
Dodatno pa na odziv na odmerek zdravila pri zdravem posamezniku, poleg Ze omenjenih znanih
in neznanih genetskih dejavnikov, vplivajo razli¢na bolezenska stanja, zdravila in prehrana. Na

antikoagulantni ucinek zdravila varfarin vplivajo tudi farmakokineti¢ni faktorji, vkljucno z

13



interakcijami z drugimi zdravili, ki posledi¢no vplivajo na absorpcijo in metabolizem varfarina
in farmakodinami¢ni faktorji, ki spreminjajo odziv hemostaze na dane koncentracije varfarina.
Variabilnost v odzivu zdravega posameznika na varfarin izvira tudi iz neto¢nosti laboratorijskih
rezultatov, nesodelovanja pacientov pri jemanju zdravila in pacientovega nerazumevanja
navodil, ki mu jih da zdravnik. Druga zdravila, ki jih pacient so¢asno jemlje, lahko vplivajo na
farmakokinetiko varfarina tako, da zmanjS$ajo absorpcijo varfarina v GI traktu ali pa tako, da
motijo procese presnovnih ocistkov varfarina. Klini¢no je pomembnejSa inhibicija metabolizma
S-izomere, ker je ta izomera kot vitamin K antagonist 5-krat bolj mocna v primerjavi z R-
izomero. Ocistek S-izomere varfarina zavirajo fenilbutazone, sulfinpirazone, metronidazol in
trimetroprim — sulfametazol in posledi¢no potencirajo uc¢inek varfarina na protrombinski cas.
Na drugi strani pa imata zdravila kot sta cimetidin in omeprazol, ki inhibirata o€istek R-izomere
varfarina, le manjs$i vpliv na protrombinski ¢as. Amiodaron inhibira tako ocCistek S-izomere
kakor tudi R-izomere in tako okrepi antikoagulantni u¢inek varfarina. Antikoagulantni u¢inek
varfarina inhibirajo barbiturati, rifampicin in karbamazepin tako da spodbudijo oksidativno
aktivnost jeter in s tem povecajo oCistek varfarina. Tudi dolgotrajno uzivanje alkohola poveca
ocistek varfarina preko podobnega mehanizma (2). Varfarin se torej izlo¢a z jetrnim
metabolizmom (3). CYP2C9 omogoca hidroksilacijo S-varfarina, CYP1A42, CYP3A in CYP2C19
pa sodelujejo pri metabolizmu R-varfarina (2). Nastajajo neaktivni metaboliti, ki se izloCajo z

urinom. Razpolovna doba eliminacije S-varfarina je od 18-35 ur, R-varfarina pa 20-70 ur (3).
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Slika 2: Mehanizem delovanja in metabolizma varfarina (1)

1.1.3. Farmakodinamika

Varfarin ali 4-hidroksikumarin je antikoagulant, ki preprecuje od vitamina K odvisno sintezo
faktorjev strjevanja krvi. S-varfarin je priblizno 5-krat aktivnejSa izomera varfarina kot R-
varfarin. Ucinkovitost temelji na sposobnosti varfarina, da prepre¢i redukcijo in delovanje
vitamina K pri sintezi faktorjev strjevanja FII, FVII, FIX in FX. V terapevtskih odmerkih
varfarin zmanj$a sintezo faktorjev strjevanja za 30 do 50 %, zmanjSa pa tudi njihovo biolosko
aktivnost. Poln ucinek se doseze po 2 do 7 dneh, ko se faktorji strjevanja, ki so ze v krvnem
obtoku, izlo¢ijo (3).

Pacienti z genetsko pogojeno rezistenco na varfarin potrebujejo 5 do 20-krat vecje odmerke
varfarina, da dosezejo zelen antikoagulantni ucinek. Ta nepravilnost je posledica spremenjene
afinitete receptorja za varfarin, medtem ko so plazemske koncentracije varfarina zviSane.
Redke, v 1,5% populacije, so mutacije v propeptidu FIX, ki povzrocajo krvavitve tudi, ko

protrombinski ¢as ni podaljSan. Posamezniki, ki so ze dolgo Casa na terapiji z varfarinom, so
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obcutljivi na nihanje nivoja vitamina K, ki ga v telo vnesemo s prehrano. Pretezno gre za
vitamin K1 - filokinon, ki ga vnesemo v telo z rastlinsko hrano (2). Najvec ga je v solati,
S$pinaci, cvetaci, brokoliju, ohrovtu, zelju, soji in jetrih, nekaj pa tudi v sojinem in olivnem olju
(7). Povecan vnos vitamina K, ki je v takSnih koli¢inah, da vpliva na antikoagulantno terapijo,
se lahko pojavi pri posameznikih, ki so na dieti z namenom zmanjSanja telesne teze in dieta
temelji na uzivanju pretezno zelene zelenjave, pri posameznikih, ki uZivajo prehranska
nadomestila, ki vsebujejo vitamin K ali pa pri bolnikih, ki prejemajo intravenozno prehranske
nadomestke in le ti vsebujejo vitamin K. Obratno, lahko zmanjSan vnos vitamina K potencira
ucinek varfarina pri bolnikih, ki se zdravijo z antibiotiki, pri bolnikih, ki se zdravijo z antibiotiki
in poleg tega prejemajo intravenozno prehranske nadomestke, ki ne vsebujejo vitamina K ali v
primeru bolnikov z maSfobno malabsorpcijo. Disfunkcija jeter potencira odziv telesa na
varfarin zaradi zmanjSane sinteze koagulacijskih faktorjev. Hipermetaboli¢na stanja, ki so
posledica zviSane telesne temperature, ali hipertiroidizem povecajo ucinek varfarina kot
posledica povecanega katabolizma od vitamina K odvisnih koagulacijskih faktorjev. Zdravila
vplivajo na farmakodinamiko varfarina z inhibicijo sinteze in poveCanim izlocanjem od
vitamina K odvisnih koagulacijskih faktorjev ali pa z interferencami na drugih delih procesa
hemostaze. Ta zdravila so: cefalosporini, klofibrati, salicilati, acetaminofen, heparin (v
terapevtskih odmerkih potencira ucinek antikoagulantnega delovanja varfarina in povzroci le
rahlo podalj$anje PC), acetilsalicilna kislina, nesteroidna protivnetna zdravila, penicilini,
moksolaktam (inhibirajo delovanje trombocitov). Ob visokih odmerkih acetilsalicilne kisline in
intenzivni terapiji z varfarinom, ko je pricakovan INR med 3,0 in 4,5, se lahko poveca tveganje
za krvavitve v GI traktu. Smiselno je pogosteje merjenje PC ob uvajanju in ukinjanju

dodatnega zdravila pacientom, ki so na antikoagulantni terapiji (2).

1.1.4. Nezeleni ucinki
Pogosti (1-10 %) neZeleni ucinki, o katerih so porocali pri zdravljenju z varfarinom, so zapleti
zaradi krvavitev. Skupen odstotek vseh krvavitev je 8 % na leto, od tega manjSe krvavitve (6 %
na leto), hude krvavitve (1 % na leto) in smrtne (0,25 % na leto). Najpogostejsi faktor tveganja
za nastanek intrakranialnih krvavitev je nezdravljena ali nenadzorovana hipertenzija. Verjetnost
krvavitev se povecuje s signifikantnim nara$¢anjem INR nad ciljno vrednost. Ce se krvavitve
pojavijo, ko je INR znotraj ciljnega obmocja, je obicajno prisotno Se drugo obolenje, ki ga je
treba raziskati (3). Tveganje za krvavitve, ki se pojavijo kot posledica nezelenih uéinkov

terapije z varfarinom, je tekom prvih nekaj mesecev terapije 10 krat visje kakor po enem letu
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terapije. Najpogosteje se pojavljajo krvavitve v gastrointestinalnem traktu, mehkem tkivu in
urinskem traktu (2).

Nekroza, ki je znacilna za kumarine, je redek (< 0,1 %) zaplet pri zdravljenju z varfarinom. Na
zacetku se pokaze kot otekanje s temnimi koznimi lezijami obi¢ajno na spodnjih okoncinah ali
zadnjici, lahko pa se pojavi tudi drugje. Kasneje postanejo lezije nekroti¢ne. 90 % bolnikov je
zensk. Lezije se pojavijo med 3. do 10. dnevom zdravljenja, vzrok za njihov nastanek pa je
lahko relativno pomanjkanje antitromboti¢nih proteinov C in S. Prirojeno pomanjkanje teh
proteinov lahko povzro€i nagnjenje k zapletom. Zato je treba zdravljenje z varfarinom pri teh
bolnikih zadeti so¢asno s heparinom in uporabiti nizke zadetne odmerke varfarina. Ce se
pojavijo zapleti, je treba zdravljenje z varfarinom prekiniti, zdravljenje s heparinom pa
nadaljevati, dokler se lezije ne zacelijo ali zabrazgotinijo. Sindrom modro-vijoli¢nega palca je
Se redkejsi zaplet pri zdravljenju z varfarinom. Bolniki so obicajno moski z arteriosklerozo.
Varfarin naj bi povzrocal krvavitve na ateromatoznih plakih, kar vodi do mikroembolije. Na
kozi palcev in podplatih se pojavijo simetricne modro-vijolicne lezije, ki povzrocajo pekoco

bolecino. Zdravljenje z varfarinom je treba prekiniti in koZzne lezije obicajno pocasi izginejo (3).

1.1.5. Dejavniki, ki vplivajo na odmerek varfarina
Dejavnike, ki vplivajo na odmerjanje varfarina lahko najprej razdelimo po skupinah na
demografske dejavnike, soCasno prisotne bolezni, interakcije med zdravili in genetske
dejavnike. Med demografske dejavnike uvr§¢amo spol in starost. Z naras€anjem starosti se
povecuje obcutljivost za varfarin, zato so potrebni nizji odmerki varfarina tako ob uvajanju
terapije kakor tudi za vzdrzevanje terapije. Mehanizem tega pojava ni popolnoma pojasnjen. Z
vidika farmakokinetike ni nobenih posebnosti, ki bi bile posledica staranja, z vidika
farmakodinamike, pa bi nizje odmerke varfarina z naras¢anjem starosti lahko pripisovali bodisi
zmanjSanemu vnosu vitamina K s hrano, zmanj$ano absorpcijo vitamina K ali pa zmanjsani
kapaciteti skladiS¢enja vitamina K, ki je potreben za sintezo koagulacijskih faktorjev. (8) Vpliv
BMI na odmerek varfarina prav tako ni pojasnjen. Obstaja moZnost, da gre za soCasen vpliv in
povezavo med BMI, starostjo in koli¢ino serumskih albuminov, saj so opazili nizji BMI in
koli¢ino serumskih albuminov z naras¢anjem starosti (8). Ostale dejavnike smo omenili ze v
farmakodinamiki in farmakokinetiki varfarina, v nadaljevanju pa bomo podrobneje opisali

genetske dejavnike.

17



1.1.6. Laboratorijsko spremljanje zdravljenja

Za spremljanje peroralnega antikoagulacijskega zdravljenja uporabljamo koagulacijsko
preiskavo protrombinski ¢as (PC). S PC merimo aktivnost faktorjev, ki so odvisni od vitamina
K (FII, FVIIL, FX), kot tudi FV in fibrinogena. Antagonisti vitamina K povzro¢ijo funkcionalne
spremembe pri sintezi FII, FVII, FIX in FX ter zaviralcev koagulacije, proteina S in proteina C.
PC test je specifien za pomanjkanje FVII, faktor zunanje poti, ni pa specifien za
koagulacijske faktorje skupne poti: FII, FV, FX in fibrinogen. In vivo se pricne aktiviranje
zunanjega dela koagulacijskega sistema s sproS€anjem tkivnega tromboplastina iz poskodbe.
Tkivni tromboplastin, kompleks tkivnega faktorja, glikozilirane membranske beljakovine in
negativno nabitih fosfolipidov, aktivira FVII. FVIla aktivira FX v FXa, ta pa protrombin v
trombin. Poleg tega FVIla sprozi notranji del koagulacije tako, da aktivira FIX v FIXa. In vitro
dosezemo aktivacijo FVII z dodajanjem tromboplastinskega reagenta. Plazmi dodamo
optimalno koli¢ino tkivnega tromboplastina in kalcijevih ionov, kar povzro¢i pretvorbo
protrombina v trombin in polimerizacijo fibrinogena v fibrin. Merimo ¢as do nastanka fibrina
(strdka). Rezultate sporocamo kot mednarodno umerjeno razmerje (INR). Razlicni
tromboplastinski reagenti so namre¢ razlicno obcutljivi na razlicne koagulacijske faktorje in na
spremembe, ki jih povzroéijo antagonisti vitamina K. Zato so rezultati PC, e jih izrazamo v
odstotkih ali kot razmerje, razli¢ni. Razmerje popravimo z mednarodnim kazalcem obcutljivosti
(ISI) uporabljenega tromboplastinskega reagenta in izrazimo kot INR. ISI dobimo pri kalibraciji
uporabljenega tromboplatinskega reagenta z referencnim tromboplastinskim reagentom
Svetovne zdravstvene organizacije. ISI komercialno dostopnih tromboplastinskih reagentov
dolocijo ze proizvajalci. ISI blizu 1,0 pomeni, da je obcutljivost tromboplastinskega reagenta
podobna obcutljivosti referencnega tromboplastinskega reagenta.

Terapevtsko obmocje pri bolnikih, ki dobivajo antagoniste vitamina K je od 2,0 — 3,5 INR (4).

1.2. FARMAKOGENETIKA
Farmakogenetika proucuje individualne genetske dejavnike, ki imajo svoj vpliv na u€inkovitost
zdravila in njegovo toksicnost (9). Vecina pacientov kaze visoko interindividualno variabilnost
v odzivu na zdravilo in v toksicnosti zdravila. To se kaze tako, da se pacienti na zdravilo ne
odzovejo ali pa je odziv le delen oziroma tako, da pogosto dozivijo nezelene ucinke zdravila.
Variabilnost lahko pripisujemo tudi drugim dejavnikom, medtem ko je dokazano, da lahko

genetskim dejavnikom pripisemo od 15 - 30% interindividualnih razlik v metabolizmu zdravila
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in odzivu posameznika na zdravilo (10). Genotipizacija je diagnosti¢ni postopek ugotavljanja in
identifikacije polimorfizmov v genu. Gre za preucevanje DNA zapisa gena, ki kodira
proteine/encime, vklju€ene v metabolizem zdravila. O polimorfizmu v genu lahko govorimo
takrat, ko se mutirana oblika gena pojavlja pri ve¢ kakor 1% populacije. Te mutacije vkljucujejo
genske spremembe, ki se izrazajo z doloCenim fenotipom. Fenotip vpliva na farmakokineticne
parametre (absorpcija, metabolizem, vezava na proteine in eliminacija) in na farmakodinamic¢ne
parametre najpogosteje doloCene z receptorskim mestom, s tem pa posledicno vpliva na
terapijsko ucinkovitost zdravila. Polimorfizem v genu doloca razli¢ne vrste fenotipov glede na
farmakoterapijski odgovor oziroma glede na intenzivnost metabolizma zdravila:

a) fenotip obseznega/dobrega metabolizma (angl. extensive metabolizer — EM). To je
pricakovana lastnost najvecjega dela populacije z obema popolnoma funkcionalnima
aleloma (normalni homozigot, angl. wild type, wt/wt);

b) fenotip pocasnega/slabega metabolizma (angl. poor metabolizer — PM). Avtosomna je
recesivna lastnost, ki je nastala z mutacijo in/ali delecijo obeh alelov, ki se fenotipsko
izraza s kopicenjem zdravila — substrata zaradi zmanjSane ali odpravljene aktivnosti
encimov (mutirani homozigot);

c) fenotip izrazito mocnega metabolizma (angl. wultraextensive metabolizer — UEM).
Avtosomna je dominantna lastnost, ki je posledica pomnozevanja gena, ki nosi zapis za
pospeseno razgradnjo zdravila — substrata;

d) fenotip srednjega metabolizma (ang. intermediate metabolizer — IM). Najdemo ga pri
heterozigotih z enim mutiranim in drugim funkcionalnim alelom, prenasa se avtosomno
recesivno in je lahko metabolizem zdravila normalen ali zmanjSan.

Rezultati farmakogeneticne analize z genotipizacijo polimorfnih alelov in natanénim
dolocanjem fenotipa, omogocajo izbiro optimalnega odmerka zdravila, s cimer lahko
prepre¢imo nezelene ucinke, ki bi bili posledica prevelikih ali premajhnih odmerkov zdravila.
Na ta nacin dosezemo optimizacijo in individualizacijo ustrezne terapije skupaj z doseganjem

Zelenega terapevtskega ucinka s ¢im manjSim tveganjem za nezelene ucinke zdravila (10).

1.2.1. Farmakogenetika varfarina
Varfarin sodi med zdravila, za katera se priporoca farmakogeneticno vodenje terapije, saj so
Studije potrdile, da je vpliv genov velik in da lahko vplivu genov pripisujemo znaten del
variabilnosti odmerka varfarina (9). V ta namen je bilo po svetu izvedenih veliko raziskav,

vendar je pred nekaj leti Ansell s sod. (12), ko je predstavil priporocila za prakso, kako voditi
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bolnike na terapiji z antagonisti vitamina K (varfarin in drugi), v imenu American College of
Chest Physicians, ki niso bila v podporo farmakogenetiki varfarina, odsvetoval uporabo
genotipizacije pri vodenju bolnikov, ki so na terapiji z varfarinom za toliko ¢asa, dokler ne bodo
randomizirane, prospektivne raziskave pokazale in potrdile koristi genotipizacije. TakSne
raziskave trenutno potekajo v Stevilnih akademskih centrih v ZDA in Evropi (13-15). Nedavno
pa so Stevilni akademski centri ponudili v uporabo algoritme za odmerjanje varfarina, ki
upostevajo tudi informacijo o genomu, za pomo¢ pri doloc¢anju optimalnega odmerka varfarina
(Linder MW, personal communication, 2009). Eden od teh algoritmov je na voljo vsem

zdravnikom na spletni strani www.warfarindosing.org., ki vkljuuje podatke o starosti, spolu,

tezi, eti¢ni pripadnosti, indikacijo, kajenje, prejemanje amiodarona ali statinov, ciljni INR in
alelne variante VKORCI in CYP2C9, ob upoStevanju ocene potrebnega dnevnega odmerka
varfarina (16). Nenazadnje pa je Ze leta 2007 ameriski vladni urad za hrano in zdravila (angl.
Food and Drug Administration - FDA) priporocila upoStevanje geneti¢nih podatkov pri
odmerjanju zdravil, kar so prikazali na primeru varfarina in s tem podali nove smernice v
individualizaciji terapije za posameznega bolnika. Po teh navodilih bi bilo potrebno razmisliti o
nizjih zacetnih odmerkih varfarina pri bolnikih, ki imajo dolo¢ene genske variacije. Za
vzpostavitev algoritma odmerjanja varfarina so priporocili dolocitev genotipa CYP2C9 in
VKORCI (17). Poenostavljena shema priporocil za odmerjanje varfarina glede na genotip je

prikazana na Sliki 3.

Medscapes www.medscape.com

CYP2C9 Genotype

Rapid Intermediate
Metabolism, Metabolism, Poor Metabolism
VEORC Haplotype *1/*1 ol P *1/43 2l w3 *3m3
High dose (BE) 6.7 5.4 4.5 4.4 3.6 3.0
Medium dose (AR) 4.8 3.9 3.2 3.2 16 2.2
Low dose (AA) 1.5 28 2.3 23 1.9 1.6

Data are daily doses (mg).

INR = international normalized ratio; BB = wild-type; AB = heterozygote for variant allele; and AA = homozygote for variant allele.

Doses are derived from a warfarin dosing algorithm with the following parameters: age = 65 years, body surface area = 1,06 m*{ weight =
180 1bs, height = 58"), nonsmoker, target INR = 2,75, and taking no other drugs ®

Sourca: Phamacotharapy & 2008 Phamacotharapy Publications

Slika 3. Priporocen dnevni odmerek varfarina glede na genotip CYP2C9 in VKORCI1(17)
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1.2.1.1. Skupina encimov citokrom P450
Sistem citokroma P450 predstavlja najpomembne;jsi encimski oksidativni sistem, ki je vkljucen
v biotransformacijo prve faze metabolizma Stevilnih zdravil. To je skupina hem proteinov, ki
imajo v reducirani obliki visoko afiniteto do ogljikovega monoksida, pri ¢emer nastaja
reducirani kompleks citokrom P450-CO, ki po spektralnih lastnostih doseze absorpcijski
maksimum pri 450nm, po ¢emer je tudi poimenovan. Po definiciji International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) so citokromi P 450 skupina hem proteinov z biosintezo,
katero upravlja super druzina genov. Ti proteini predstavljajo skupino encimov, ki katalizirajo
reakcije monooksigenacije velikega Stevila encimov in endogenih snovi (18). Vecinoma se
nahajajo v membranah endoplazemskega retikuluma jeter, vendar pa jih lahko najdemo tudi v
drugih tkivih (Crevesje, ledvica, placenta, pljuca in mozgani). Fizioloski pomen encimskega
sistema citokromov P450 je v kataliticnem delovanju pri reakcijah biosinteze, razgradnje in
biotransformacije Stevilnih endogenih snovi, ksenobiotikov in zdravil. Ti encimi imajo
pomembno vlogo v regulaciji u¢inka in trajanju aktivnosti zdravila, v detoksikaciji eksogenih
snovi in njihovi aktivaciji v potencialno toksicne in rakotvorne metabolite z inhibicijo CYP.
Poznamo preko 50 encimov CYP, manjsi del je tistih, kateri metabolizirajo skoraj 90% zdravil
(1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4, 3AS5). Polimorfizem v genu, ki kodira to skupino encimov, je
povezan s Stirimi glavnimi fenotipskimi variantami, posledica katerih so razlike v metabolizmu,
s tem pa tudi v koncentraciji zdravila in potrebnim odmerkom za vzdrzevanje Zelenega

terapijskega ucinka (19).

1.2.1.1.1. Encim CYP4F?2
Citokrom P450 4F2 spada v CYP4 druzino encimov, katerih funkcija je -hidroksilacija
Sirokega spektra mascobnih kislin, medtem ko ima CYP4F poddruZzina vecjo afiniteto do dolgih
verig (Cj6 — Cy6) mascobnih kislin. CYP4F2 je primarni humani encim, ki je odgovoren za -
hidroksilacijo tokoferolov (vitamin E), katerih raznolike strukture sestavljajo ciklicna skupina
(glava), ki je pripeta na stransko verigo treh linearnih izoprenilnih enot (ki so podobne vitaminu
K1) in na pitani¢no kislino, ki pa je v bistvu stranska veriga vitamina K1 brez menadionske
skupine. Vitamin K1 je s svojo, v vecini nasi¢eno stransko verigo, sestavljen iz $tirih linearno
povezanih izoprenilnih enot in je zato zelo izpostavljen tveganju za s CYP4F2—posredovano ®-
hidroksilacijo. CYP4F2 torej deluje kot vitamin K1 monooksidaza, ki najverjetneje ustvarja o-
hidroksi derivate substrata. DNA oblika (rs2108622; V433M; C>T nukleotidna zamenjava) v

citokromu P450 4F2 povzrofa zmanjSano kapaciteto za metabolizem vitamina K1 in
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zmanjSanje ravnovesne (angl. stady-state) jetrne koncentracije encima. Zaradi tega, imajo
pacienti z rs2108622 polimorfizmom zviSane vrednosti vitamina K1 v jetrih in tako potrebujejo

vi§je odmerke varfarina za doseganje ustreznega antikoagulantnega ucinka (30).

1.2.1.1.1.1. Polimorfizem CYP4F?2 in vpliv na zdravljenje z varfarinom
Enonukleotidni polimorfizmi (SNPs) so DNA oblike, v katerih se ena nukleotidna sekvenca
razlikuje od drugih v istem genomu, kar vodi v nastajanje razli¢nih alelnih oblik gena. Vlogo
CYP4F?2 rs210862 SNPs pri odmerjanju varfarina je prvi opisal Caldwell leta 2008. Pri treh
skupinah belcev iz ZDA so dokazali, da CYP4F2 rs210862 SNP vpliva na odmerek varfarina
toliko, da je razlika v potrebnem dnevnem odmerku varfarina priblizno 1 mg/dan med skupino z
dvema C aleloma in skupino z dvema T aleloma. Izracunali so tudi, da so klini¢ni dejavniki
skupaj s CYP2C9 in VKORC1 genotipi odgovorni za priblizno 54% variabilnosti, medtem ko je
CYP4F?2 genotip dodatno zvisal odstotek na 56% variabilnosti. Rs210862 polimorfizem v
CYP4F?2 se kaze tako, da vpliva na aktivnost encima (31). ZmanjSana aktivnost jetrnih encimov
je povezana s potrebo po visjih odmerkih varfarina, kar so dokazali tako v ZDA kakor tudi med
Svedi. Tudi v Italiji so dokazali, da so pacienti, ki so bili nosilci CYP4F2*1*] genotipov,
potrebovali nizje odmerke varfarina kakor tisti, ki so bili nosilci CYP4F2*]*3 heterizigotnih

genotipov ali *3*3 homozigotnih genotipov (32).
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1.2.1.1.2. Encim CYP2C9

Eden najpomembnejSih izomer poddruzine CYP2C je CYP2C9. Gen, ki kodira protein
CYP2C9, se pri ljudeh nahaja na kromosomu 10q24.2. Znacilen je polimorfizem v druZzini
CYP2C9 in ker vemo, da se preko njega metabolizira vsaj 20% zdravil, je to izjemno
pomembno upostevati za njihov farmakoterapijski ucinek in potencialno toksi¢nost. CYP2C9
metabolizira pomembna zdravila, med katerimi je tudi varfarin in predstavlja substrat teh
encimov. Odkritih je ve¢ kakor 30 alelnih oblik za CYP2C9, med katerimi je najpogostejsi alel
Argl44/11e359 (CYP2C9*1), ki ga uvrs¢amo kot normalen homozigot (angl. wild type-wt). Z
zamenjavo citozina s tiaminom (C>T) na nukleotidu 430 nastaja alelna oblika Cys144/11359
(CYP2C9%2), pri zamenjavi adenozina s citozinom (A>C) na nukleotidu 1075 pa nastaja alelna
oblika Argl44/Leu359 (CYP2C9*3). Ti aleli ustvarjajo Sest razlinih genotipov: *1/*1
(Wt/wt),*1/*2, *1/*%3, *2/*2, *2/*3, *3/*3. Najbolj pogost je normalen homozigot CYP2CY, ki
ima normalen metaboli¢ni fenotip (NM). Alela *2 in *3 pa sta povezana z znacCilnim
zmanjSanim metabolizmom razlicnih substratov CYP2C9 v primerjavi z normalnim
homozigotom in ju uvr§¢amo med pomembne dejavnike tveganja, odgovorne za podaljSan
antikoagulantni u¢inek varfarina. Populacijske raziskave genotipizacije navajajo razli¢no eticno
zastopanost posameznih alelnih oblik. Diviji tip je najbolj zastopan v 85-95% prebivalcih Azije
(Japonska, Koreja, Kitajska) in med Afro-americani. Alelna oblika CYP2C9*2 se pojavlja med
10-12% belcev in je redka med Afro-americani (<1%). Alelna oblika CYP2C9*3 je bolj redka
in se pojavlja med 6-10% belcev in je skoraj nepoznana med Afro-americani (1-3%). Lee je s
sodelavci leta 2002 ugotovil, da se alelni obliki CYP2C9*2 in *3, odgovorni za fenotip slabih
metabolizatorjev (PM), pojavljata pri skoraj 35% belcev, Herman D. pa je s sodelavci ugotovil,
da se ti dve alelni obliki pojavljata pri 31% Slovencev, medtem ko je pogostnost homozigotov
relativno majhna v populaciji belcev (1-2%) in tudi med Slovenci, ki je okoli 5% (19,20).

Raziskave v Italiji so pokazale, da je pogostnost alela *1 pri priblizno 80% populacije, alela *2
pri priblizno 11% in alela *3 pri 3,9%, medtem ko je bila pogostost mutiranih alelov vecja v

populaciji Spanskih prebivalcev z delezem 14,2% za alel *2 in 16,2% za alel *3 (21).

1.2.1.1.2.1. Vloga encima CYP2C9 v metabolizmu varfarina
Zgoraj navedeni genski polimorfizmi CYP2C9, ki se lahko pojavijo bodisi v homozigotni ali
heterozigotni obliki, imajo na metabolizem varfarina razli¢en u€inek v primerjavi z mo¢nimi
metabolizatorji - normalni homozigoti. Raziskave so pokazale, da tisti, ki so normalni

homozigoti presnavljajo varfarin normalno, medtem ko je pri funkcionalno defektnih
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homozigotih CYP2C9*2 presnova varfarina zmanjSana za 30-50% in pri obliki CYP2C9*3 za
80-90% (22). To pomeni, da se bo pri pacientih, ki so nosilci alelnih oblik in slabSe presnavljajo
varfarin, le ta dlje ¢asa zadrzeval v krvnem obtoku in bodo potrebni manjsi odmerki zdravila za
doseganje terapevtskega ucinka. Tako so pri nosilcih alelne oblike *2 potrebni 17-19% niz;ji
odmerki varfarina, pri nosilcih vsaj ene alelne oblike *3 (heterozigoti -*1*3) pa so dnevni
odmerki varfarina nizji za 33-37%. Klini¢ni ucinek fenotipa slabih metabolizatorjev (posebno
alela *3 in kombinacije *2*3) se kaze v podaljSanem INR in v daljSem casu za dosego
ustreznega terapevtskega odmerka, z znacilno nizjim vzdrzevalnim odmerkom in povecanim
tveganjem za krvavitve (18-19). Raziskava Lindha je pokazala, da je bila Ze v prvem tednu
terapije med nosilci alelnih oblik vrednost INR nad terapevtskim intervalom, torej >3. Tako so
imeli nosilci alela *3 Sestkrat vecjo verjetnost in nosilci alela *2 trikrat vecjo verjetnost, da
bodo njihove vrednosti INR visje od zgornje meje terapevtskega intervala (INR>3) v primerjavi
z divjim tipom, ze v prvem tednu uvajanja varfarina. Incidenca za INR >3 pri nosilcih *3 alelne
oblike je bila 2,2 krat in incidenca za INR pri nosilcih *2 alelne oblike 1,8 krat vecja v
primerjavi z nosilci divjega tipa v obdobju treh tednov od uvedbe terapije. Po tretjem tednu pa
so imeli tako nosilci alelne oblike *2 kot nosilci alelne oblike *3 isto incidnco INR >3 kot
nosilci divjega tipa (22). Prav tako lahko prisotnost alelnih oblik, bodisi v homozigotni ali
heterozigotni obliki (CYP2C9 *1/*3, *2/*2, *2/*3, *3/*3) pri nekaterih pacientih, vpliva na
podaljSanje Casa, ko se vzpostavi optimalni INR v okviru priporocenih odmerkov glede na
gensko obliko. Navedene raziskave kazejo na to, da je spremljanje farmakogeneticnega ucinka
CYP2(C9 najpomembnejSe v zacetni fazi uvajanja terapije, medtem ko se kasneje ta ucinek
izgubi zaradi spremljanja INR, klini¢nih parametrov in rednega prilagajanja odmerka zdravila

(23,24).

1.2.1.1.3. Encim VKORCI
Tar¢no mesto delovanja peroralnih antikoagulantov je encim vitamin K odvisna epoksid
reduktaza, podenota 1. To je multiproteinski kompleks, ki reciklira vitamin K2,3-epoksid v
reducirano obliko vitamina K hidrokinon, ki je esencialni kofaktor za posttranslacijsko gama
karboksilacijo aktivnih faktorjev koagulacije (faktor II, VII, IX in X). Varfarin svoj
antikoagulantni ucinek doseze z inhibicijo encima vitamin K epoksid reduktaze podenota 1, ki
reciklira reducirani vitamin K (inaktiven) v aktivno oksidirano obliko vitamina K in na ta nacin
prepre¢i ponovno regeneracijo vitamina K, kar pripelje do inhibicije koagulacije. Encim je

poznan od leta 1974, vendar je bil Sele leta 2004 odkrit celotni gen, ki encim kodira in je lociran
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na kromosomu 16pl11.2 ter dolg okoli 4kb. Gen so identificirali med posamezniki znotraj
druZine, ki so bili odporni na varfarin in so potrebovali izrazito visoke dnevne odmerke (17 —
40mg dnevno) za doseganje antikoagulantnega ucinka varfarina, nekateri pa se niso niti odzvali
na zdravilo. Reducirani vitamin K je esencialni faktor za y-glutamilkarboksilazo (GGCX) in je
poznano, da imajo pacienti s kongenitalnimi napakami GGCX in VKORC1 bolezni hemostaze
(25). Rieder je s sodelavci identificiral 10 nekodirajo¢ih SNPs s petimi glavnimi SNPs. Nekaj
SNPs v polimorfizmu VKORCI se v populaciji pojavlja pogosteje in so odgovorni za
obcutljivost za varfarin in potreben odmerek. NajpogostejSa polimorfizma sta polimorfizem
1173C>T ali 6484/rs9934438/ na intronu 1 in polimorfizem na promotorski regiji 1639G>A ali
3673/1s99232321/. Vplivata na interindividualno razliko v odmerku varfarina. Dolo¢amo ju z

genotipizacijo za identifikacijo haplotipov VKORC1 (26).

1.2.1.1.3.1. Polimorfizem VKORC1 in vpliv na zdravljenje z varfarinom

Genski polimorfizem vitamin K epoksid reduktaze, podenota 1 (VKORCI), katera je ciljno
mesto delovanja varfarina, pomembno vpliva na njegovo farmakodinamiko, saj dolo¢a od 30-
60% variabilnosti potrebnega odmerka vsakega posameznika. Od 10 odkritih SNPs VKORCI,
so definirani le Stirje SNPs, od katerih je najpogostejsi -1639G>A. Alelna oblika A vpliva na
obcutljivost za varfarin in ocenjujejo, da je za vsak mutirani VKORC] alel A potrebno 20-28%
znizanje odmerka. Tako nosilci normalnega homozigota (GG) zahtevajo vecji dnevni odmerek
varfarina. Heterozigotni genotip (GA) zahteva srednji odmerek varfarina. Normalni homozigoti
so izpostavljeni tveganju prenizkega odmerka varfarina in tveganju ponovnih
tromboembolijskih dogodkov. Tekom zacetne antikoagulacijske faze, so se genetske oblike
VKORCI pokazale kot glavne determinante obcutljivosti za varfarin, kar je Se posebej
pomembno za rizi¢ne paciente. Ugotovljene so tudi razlike v pogostnosti alela VKORCI med
rasami. Pri belcih je ocenjena pogostnost haplotipa VKORCI*2 (prisotna je vsaj ena alelna
oblika -1639A) predvidoma okoli 42%, pogostnost VKORCI*3 okoli 38% in pogostnost
VKORCI *4 se ocenjuje okoli 20% (28,29).

1.2.1.1.4. Raziskave o medsebojnem vplivu genskih polimorfizmov na
interidividualno variabilnost pri zdravijenju z varfarinom
Anderson je v svoji raziskavi leta 2007, v kateri je z uporabo posebnih algoritmov za
napoved odmerka varfarina navedel, da je najvecja korist uporabe farmakogeneti¢nih

algoritmov v skupini tistih pacientov (46%), ki so potrebovali pri uvajanju zdravljenja
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manj kakor 21 mg varfarina tedensko ali pa ve¢ kakor 49 mg varfarina tedensko za dosego
stabilnega vzdrzevalnega odmerka, manjSa korist pa je bila v skupini pacientov, ki so
potrebovali povprecne odmerke varfarina. Raziskava je dokazala tudi, da uporaba klini¢nih
parametrov skupaj z genetskimi, znacilno prispeva k ucinkovitosti in varnosti uporabe
varfarina pri uvajanju zdravljenja (39).

Lindh je v svoji raziskavi dokazal, da so imeli nosilci alela CYP2C9*3 6-krat vecjo
verjetnost in nosilci alela CYP2C9*2 3-krat vec¢jo verjetnost, da bi imeli vrednost INR nad
terapevtskim intervalom (> 3) v primerjavi z normalnimi homozigoti v prvem tednu
uvajanja varfarina (22). Takeuschi v svoji raziskavi navaja, da je najvecji neodvisen ucinek
na vzdrzevalni odmerek varfarina povezan s polimorizmom VKORCI in je okoli 2-3 krat
ve€ji v primerjavo s polimorfizmom CYP2C9 (35). Raziskave drugih encimov, kot je
CYP4F?2 in njegovih alelnih sprememb CYP4F2 V433M so pokazale, da ima tudi ta
polimorfizem vlogo v farmakokinetiki varfarina in so nosilci tega polimorfizma
potrebovali vecje dnevne odmerke varfarina za doseganje ustreznega antikoagulantnega
ucinka (30). Pomemben del v variabilnosti odmerka varfarina predstavljajo polimorfizmi v
genih CYP4F2, CYP2C9 in VKORCI skupaj, od teh najve¢ polimorfizem v genu VKORC1
(25 £+ 8%), nekaj manj polimorfizem v genu CYP2C9 (12 + 7%) in najmanj polimorfizem v
genu CYP4F2 (3,3 +2,6%) (32).
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2. NAMEN DELA IN PREDSTAVITEYV HIPOTEZ

Zdravljenje z varfarinom je zahtevno zaradi njegovega ozkega terapevtskega obmocja na eni
strani in njegove velike interindividualne variabilnosti na drugi strani. Stevilne raziskave so
potrdile, da polimorfizmi v genih CYP2C9 in VKORCI predstavljajo pomemben delez v
variabilnosti odmerka varfarina. Manj raziskan je vpliv enonukleotidnega polimorfizma v
CYP4F?2 genu odkritem pozneje.
Namen naSega dela je bil ugotoviti vpliv polimorfizma V433M v genu CYP4F2 na zdravljenje z
varfarinom, in sicer:

- ugotoviti pogostnost tega polimorfizma med prebivalci v Sloveniji,

- ugotoviti njegov delez v variabilnosti povpre¢nega tedenskega odmerka skupaj s

polimorfizmi v genih CYP2C9 in VKORCI ter

- ugotoviti vpliv tega polimorfizma na povprecni tedenski odmerek varfarina.

V nadaljevanju smo Zeleli ugotoviti:
- ali sezonska prehrana in drugi dejavniki tekom leta vplivajo na nihanje INR v
celotni populaciji, neodvisno od genotipov in
- ali obstajajo znacilne razlike v INR oziroma v odmerjanju varfarina med dvema
sezonama, pomladno-poletno in jesensko-zimsko sezono, ki so odvisne od

genotipa posameznika.
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3. PREISKOVANCI IN UPORABLJENE METODE

3.1 PREISKOVANCI
V raziskavo smo vkljucili 238 preiskovancev, ki so redno prihajali v antikoagulantno ambulanto
v ZD Velenje na kontrolo INR. V diagnosti¢nem laboratoriju ZD Velenje dolo¢amo vrednost
INR iz plazme venske krvi. Preiskovance smo ob odvzemu krvi za redno kontrolo INR vprasali
o njihovi volji sodelovanja v raziskavi. Vsi, ki so se strinjali, da njihov vzorec krvi po dolo€itvi
INR naprej uporabimo v raziskovalne namene, so podpisali informirani pristanek (Priloga) za
uporabo bioloskega vzorca. Raziskava je bila odobrena s strani etiéne komisije (Stevilka
dovoljenja: 23p/10/11). Preko telefona smo jih izprasali o kadilskem statusu, o morebitnih
boleznih jeter, o tem, ali jemljejo zdravila za uravnavanje srénega utripa (amiodaron), statine za
zniZzevanje holesterola, antimikotike (azole) in sulfonamidne antibiotike. Vse podatke o
preiskovancih smo zbrali iz laboratorijskega informacijskega sistema, antikoagulantnega
programa Trombo in v osebnih telefonskih intervjujih. Iz raziskave smo izkljucili 39
preiskovancev, za katere smo v intervjuju izvedeli, da jemljejo bodisi statine bodisi amiodaron.
Izkljucili smo tudi enega preiskovanca, pri katerem je bila neuspeSna genotipizacije za tri
razli¢ne polimorfizme. Sklepali smo, da je bila to posledica neuspesne izolacije DNA. Tako
smo v raziskavo vkljucili 198 preiskovancev. Od tega je bilo 87 moskih in 111 Zensk. Vsi
skupaj so bili v povprecju stari 72 let, tezki okoli 78 kilogramov in visoki 167,6 cm.

Najpogosteje so se z varfarinom zdravili zaradi atrijske fibrilacije.

3.2 IZOLACIJA DNA
Vzorce venske krvi, ki smo jih odvzeli preiskovancem za dolocitev INR, smo po preiskavi
hranili v zaprtih epruvetah en teden v hladilniku, nato pa smo jih zamrznili. Zamrznjene smo v
inkubatorju na 37°C na hitro odtalili. Tekom odtajanja smo jih trikrat premesali. Odtaljene smo
prenesli v ledeno kopel, kjer so pocakali le toliko ¢asa, da smo pripravili centrifugirke s pufrom
za razgradnjo eritrocitov. Postopek izolacije DNA smo z majhnimi spremembami izvedli po
navodilih proizvajalca, katerega komplet za izolacijo DNA smo uporabljali (DNA Isolation Kit
for Mammalian Blood, proizvajalca Roche). Spremembe so bile sledece: izpustili smo korak, ko
naj bi suspenziji razgrajenih levkocitov dodali RNaze, saj nadaljnji postopek od nas ni zahteval
izolacijo Ciste DNA brez morebitnih ostankov RNA. Po dodatku raztopine za obarjanje

proteinov smo precipitat centrifugirali na 8.500xg 10 minut (proizvajalec navaja 12.000xg 10
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minut), saj smo ze na teh obratih dosegli nastanek dovolj Cvrste proteinske peletke, da smo jih
lahko lo¢ili od supernatanta. DNA smo po obarjanju susili na zraku priblizno 5 minut. Poleg
proizvajalcevih reagentov, ki so v setu smo potrebovali Se 100% etanol, 70% etanol, ki je bil

ohlajen na -20°C in TE pufer, pH 8.0.

3.2.1 Ocena kolicine in cistote DNA
Molekule nukleinskih kislin absorbirajo ultravijoli¢no svetlobo pri 260 nm predvsem zaradi
heterociklicnih baz, kot njihov sestavni del. Zaradi tega smo lahko s spektrofotometri¢nim
merjenjem absorbance pri 260 nm dologili koli¢ino DNA. Cistoto DNA pa smo lahko dolo¢ili z
razmerjem absorbanc izmerjenih pri 260 nm in 280 nm (Aze /Azs0), pri ¢emer zadnja odraza
prisotnost aromati¢nih aminokislin in proteinov. Vrednost vi§ja kakor 1,8 (1,7-1,9) kaze na
minimalno kontaminacijo vzorca s proteini (33). Za merjenje absorbanc pri omenjenih valovnih

dolzinah smo uporabili spektrofotometer Nanodrop ND-1000.

3.2.2 Redcenje osnovne raztopine DNA
Za izvedbo genotipizacije smo potrebovali vzorce (delovne raztopine) s koncentracijami do 15ng/pl,
zato smo osnovne raztopine z vi§jimi koncentracijami DNA redCili. Pri tem smo uporabili
avtoklavirano ultra Cisto vodo. Ustrezne red¢itve s kon¢nim volumnom vzorca, ki je bil 50 pl, smo

pripravili na mikrotitrske plosce.

33  GENOTIPIZACIJA Z  METODO  ALELNE  DISKRIMINACIJE S
HIDROLIZIRAJOCIMI SONDAMI
Enonukleotidne polimorfizme (SNPs - single nucleotide polymorphisms) smo dolocali z
uporabo tehnike alelne diskriminacije. Genotipizacijski sistem v tem primeru predstavlja
homogeno tehnologijo, ki temelji na merjenju fluorescence na koncu postopka PCR reakcije.
Od tod tudi ime »Endpoint Genotyping« ali genotipizacija na koncu. Gre za kompetitivno
specificno loCevanje alelov s postopkom PCR v realnem casu. Izvajali smo jo s
hidrolizirajo¢imi sondami, s katerimi smo ugotavljali prisotnost oziroma odsotnost mutacije v
nasSih proucevanih genih.
Princip genotipizacije s hidrolizirajo¢imi sondami temelji na popolnem prileganju sonde
oznacene z barvilom VIC na normalno zaporedje taréne DNA oziroma na popolnem prileganju
druge sonde mutiranemu zaporedju, ki pa je bila oznacena z barvilom FAM. Vsaka sonda ima

poleg svojega barvila vezan tudi duSilec. Zaradi prisotnosti duSilca intaktna sonda ne
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fluorescira. Tekom sinteze DNA v postopku PCR povzroci 5'-eksonukleazna aktivnost DNA-

polimeraze, hidrolizo sonde. Sonda pri tem razpade in razdalja med floroforom in duSilcen se

poveca ter tako onemogoci prestrezanje fluorescence barvila VIC ali FAM z dusSilcem. Pojavi se

fluorescenca, ki jo izmerimo. Ce izmerimo samo fluorescenco barvila VIC je preiskovanec

homozigot za normalno zaporedje (X), ¢e se pojavi samo fluorescenca FAM je preiskovanec

homozigot za mutirano zaporedje (Y), ¢e pa porasteta fluorescenci obeh barvil, je bolnik

heterozigot (XY).

1. Komponente testa in DNA matrica
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Slika 5: Specifi¢nost hidrolizirajoc¢ih sond

Analizator izmeri fluorescenco na koncu postopka PCR reakcije, iz katere nato avtomati¢no

izracuna vrednosti fluorescence na koncu postopka (EPF — Endpoint fluorescence). Te vrednosti

omogocajo razvrstitev vzorcev v skupine glede na porast fluorescence VIC, FAM ali VIC in

FAM (Slika 6).
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Slika 6: Rast fluorescence posameznega barvila glede na alelno obliko

3.3.1. Postopek genotipizacije polimorfizmov v genih CYP4F2, CYP2C9, VKORCI

Za vsak vzorec, smo izvedli $tiri genotipizacije in jim tako dolocili alelne oblike za nase
proucevane gene. Vzporedno smo analizirali alela CYP2C9*2 in CYP2C9*3 ter alelne oblike v
genih CYP4F2 in VKORCI. Reakcije smo izvajali na ¢im vecjih serijah vzorcev, saj nam je
vecja skupina vzorcev omogocala lazje vrednotenje rezultatov iz grafov glede na velike skupine
za posamezne alelne oblike. Ko smo pripravili reakcijsko mesSanico (Preglednica 1) z
oligonukleotidnimi zacCetniki, specificnimi za posamezno genotipizacijo alelne oblike, s
sondami in ultra ¢isto vodo, koli¢insko glede na Stevilo vzorcev, ki smo jih v seriji analizirali,
smo le to z reverznim pipetiranjem nanesli na mikrotitrsko plos¢o. Nato smo z multikanalno
pipeto previdno nanesli Se vzorce z ustrezno koncentracijo raztopljene DNA, glede na, v napre;j
pripravljeno tabelo z identifikacijskimi Stevilkami vsakega vzorca. V posamezne luknjice smo
nanesli Se kontrolno raztopino DNA z znano alelno obliko in ultracisto vodo kot negativno
kontrolo (NTC — nontemplate control). Plos¢ico smo prekrili z lepljivo folijo, jo 2 minuti
centrifugirali pri 1900 obratih in vstavili v analizator. Reakcijo PCR smo izvedli po postopku,
opisanem v Preglednici III.
Za izvajanje genotipizacije smo potrebovali:
opremo:

- analizator LightCycler® 1536 Real-Time PCR System (Roche),

- program LightCycler® 1536 Endpoint Genotyping Analysis Tool (Roche),
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- Centrifugo: CENTRIC 322A (Tehtnica),
kemikalije:
- reagentne komplete oligonukleotidnih zacetnikov in sond za vse S§tiri polimorfizme
(Preglednica I),
- pripravljena reakcijska meSanica ustreznega pufra, encima DNA polimeraza,
deoksi(ribo)nukleozid trifosfatov (ANTP-jev) skupaj z dTTP-ji in magnezijevih ionov
(5x HOT FIREPol® Probe gPCR Mix Plus (no ROX) (proizvajalca SolisDyne),

- kontrolne raztopine DNA z znanimi genotipi (Preglednica IV).

Preglednica I: Reagencni kompleti oligonukleotidnih zacetnikov in sond

Polimorfizem Reagencni komplet

CYP4F?2 polimorfizem rs2108622 TaqMan® SNP Genotyping Assay Mix 20X (alelno
specificna meSanica za genotipizacijo) C_ 16179493 40*
CYP2C9*3 polimorfizem rs1057910  TagMan® SNP Genotyping Assay Mix 20X (alelno
specificna meSanica za genotipizacijo) C 27104892 10*
CYP2C9*2 polimorfizem rs1799853 ~ TaqMan® SNP Genotyping Assay Mix 20X (alelno
specificna meSanica za genotipizacijo) C_ 25625805 10*
VKORCI polimorfizem 1s9923231 TaqMan® SNP Genotyping Assay Mix 20X (alelno
specificna meSanica za genotipizacijo) C 30403261 20*

*20 X konc. zaCetnikov in sond, proizvajalca AB Applied Biosystems

V Preglednici II so navedene sestavine in volumen posamezne sestavine za pripravo reakcijske

zmesi z optimalno koncentracijo oligonukleotidnih zacetnikov katere kon¢ni volumen je 5 pl.

Preglednica ll: Sestava reakcijske zmesi

Sestavina Volumen (ul)
Pripravljena reakcijska meSanica 1,0
(SolisDyne) 5x
Komplet zacetnikov in sond 0,125
(AppliedBiosystems) 20x
Ultra ¢ista H,O 2,875
DNA (15ng/ul) 1

5
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Pogoji, ki smo jih nastavili na analizatorju in so nam omogocali optimalen PCR postopek za

izvedbo genotipizacije z uporabo tehnike alelne diskriminacije so navedeni v Preglednici III.

Preglednica l11: Pogoji reakcije PCR

Korak T(CC)  Cas Stevilo ciklov
Pre-inkubacija 95 15min 1
Pomnozevanje 95 15s 50

60 1h30min
Ohlajanje 40 30s 1

Po koncani analizi in izraCunanih vrednostih fluorescence na koncu PCR postopka, smo dobili
rezultate v obliki grafa (Slika 7) ali tabele (Slika 8). Vecja kot je bila skupina, lazje in bolj jasno
smo dolocili alelne oblike in loc¢ili normalne homozigote od heterozigotov in mutiranih
homozigotov. Vzorce, katerih fluorescenca na koncu PCR reakcije je bila manjsa od 1,000, smo
ponovili, saj dolocitev alelnih oblik za te vzorce, zaradi tako nizke fluorescence na koncu
reakcije, ni bila zanesljiva. 1z grafa na sliki §t. 8 lahko vidimo, da je v skupini vzorcev,
obarvanih z zeleno barvo narasla le fluorescenca VIC (533-580), kar predstavlja skupino
normalnih homozigotov (alela*1*1), v skupini vzorcev obarvanih z rdeco je narasla tako
fluorescenca VIC kakor FAM, kar predstavlja skupino heterozigotov (alela *1*2) in v skupini
(Ie nekaj posameznih vzorcev) vzorcev, obarvanih z modro je narasla le fluorescenca FAM
(465-510), kar predstavlja skupino mutiranih homozigotov (alela *2*2). Z vijoli¢no barvo
analizator oznaci tiste vzorce, ki jih glede na svoj program ni znal opredeliti. S sivo barvo pa so

oznaceni vzorci, katerih fluorescenca je bila prenizka in veljajo za negativne.
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Slika 7: Rezultati genotipizacije posameznega genotipa (CYP2C9*2) v obliki grafa
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Slika 8: Rezultati genotipizacije posameznega genotipa (CYP2C9%*2) v obliki tabele
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Pri vrednotenju rezultatov genotipizacije smo si pomagali s kontrolnimi raztopinami DNA z
znanimi alelnimi oblikami (Preglednica IV). Alelne oblike genov, ki smo jih dolo¢ili za vsak

posamezni vzorec, smo zdruzili in vzorcem dolocili genotipe (Priloga 2).

Preglednica IV: Kontrolne raztopine DNA z znanimi genotipi

GENOTIP Normalen homozigot Heterozigot Mutiran homozigot
X) (Y) (XY)

CYP4F2 NA17252 NA16688 NA17247

CYP2C9*2 NAO07348 NA10835 NA10854

CYP2C9*3 NA10835 NA10855 NA17247

VKORCI NA10848 NA10850 NA10831

vse proizvajalca Coriell Cell Repositories

3.4. STATISTICNA ANALIZA

S statisticnimi analizami smo ugotavljali pogostost alelov v naSi populaciji in ugotavljali
skladnost s Hardy-Weinbergovim ravnotezjem (HWE).

Za statisticno obdelavo smo uporabili program »SPSS Statistics«. Pred zaCetkom analize smo
vselej preverili ali se spremenljivka porazdeljuje normalno ali ne s Kolmogorov-Smirnov
testom. Ce je bil p>0,05 smo privzeli ni¢elno hipotezo, podatki so normalno porazdeljeni. Za
podatke, ki so se porazdeljevali normalno, smo v nadaljevanju uporabili parametri¢ne teste.
Podatke, katerih porazdelitev pa ni bila normalna, smo korenili in v primeru normalne
porazdelitve korenjenih vrednosti nadaljevali statisticno obdelavo s parametri¢nimi testi. Tiste
podatke, ki niso bili porazdeljeni normalno tudi po korenjenju, smo statisticno obdelali z
neparametri¢nimi testi. Uporabili smo ANOVA test, test Linearne regresije, Kruskal-Walis test,

Mann-Whitney test in Wilcoxonov test.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. PREISKOVANA SKUPINA
V raziskavo za dolocitev genotipov smo vkljucili 198 preiskovancev, ki so bili na redni terapiji
z varfarinom. Od tega je bilo 87 moskih in 111 Zensk. Stari so bili od 60 do 84 let, njihova teza
je v povprecju znasala okoli 78 kilogramov, viSina pa 167,6 cm. Najpogosteje so se z
varfarinom zdravili zaradi atrijske fibrilacije (74,2%), venske tromboze (22%), plju¢ne embolije
(11%), umetne sré¢ne zaklopke (12%) in drugih bolezni (6%). Vkljucitveni kriteriji so bili
vrednost INR med 2 in 3, uravnano zdravljenje z antikoagulantom — vzdrzevalni odmerek
varfarina, to je obdobje, ko sta bili vsaj dve zaporedni meritvi INR v razmiku enega tedna
znotraj terapevtskega obmocja 2-3, da niso jemali statinov in drugih zdravil kot so amiodaron,
azoli ali sulfonamidni antibiotiki in niso imeli bolezni jeter. Kadilski status smo izkljucili iz
vkljucitvenih kriterijev, saj je bilo le nekaj posameznikov kadilcev (n=5). Povpre¢ni tedenski
odmerek za posameznega preiskovanca smo dolo¢ili tako, da smo izracunali povprecni tedenski
odmerek, ki ga je preiskovanec jemal v obdobju, ko je imel vsaj dve zaporedni meritvi INR
znotraj terapevtskega intervala 2-3. 87 preiskovancem smo lahko za izra¢un izbrali zimske
mesece (november, december, januar in februar), ostalim pa druge mesece glede na uravnanost

zdravljenja.
Vsem preiskovancem smo za leto 2011 za vseh 12 mesecev izracunali povprec¢ne vrednosti INR

in povprec¢ne tedenske odmerke varfarina. Vsi zbrani podatki so prikazani v Prilogi.

Opis preiskovane skupine je zajet v Preglednici V.
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Preglednica V: Opis preiskovane skupine

Spol
- moski
- zenski

Starost
Teza (kg)
Visina (cm)

Indikacija
- Venska tromboza
- Atrijska fibrilacija
- Plju¢na embolija
- Umetna sr¢na zaklopka
- Druge arterijske, koronarne bolezni in bolezni srca

Frekvenca
Stevilo  Delez
87 43,9%
111 56,1%
72,3* 12,1
77,8% 13,2+
167,6%  7,5%%
22 11,1%
147 74,2%
11 5,6%
12 6,1%
6 3%

*povprecje;**standardna deviacija

4.2. GENOTIPIZACIJA

4.2.1. Pogostnost proucevanih genotipov

Z dolo¢anjem pogostnosti prouc¢evanih genov smo zeleli ugotovili Stevilo posameznikov s
proucevanimi genotipi med Slovenci in jih primerjati s pogostnostmi istih genotipov v drugih
drzavah. Predvsem so nas zanimale pogostnosti proucevanih polimorfizmov v genu CYP4F2 in
v genu VKORCI med Slovenci, ki Se niso bile raziskane. Najprej smo za vsak vzorec z
genotipizacijo dolocili alelne oblike genov CYP4F2 *] in *3, CYP2C9 *1,*2 in *3 ter VKORCI
G in A. Glede na alelno obliko posameznih genov, smo jim dolocili genotip (Priloga 3). Pri
Sestih od 198 preiskovancev genotipizacija polimorfizma v genu CYP4F2 ni bila uspesSna.
Genotipizacije za gena CYP2C9 in VKORCI smo uspe$no naredili za vseh 198 preiskovancev.

Vsi rezultati, Stevilo in odstotek preiskovancev za posamezni genotip, so navedeni v Preglednici

VL
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Preglednica VI: Pogostnost genotipov za CYP4F2, CYP2C9 in VKORCI, n (%)

GEN GENOTIP VSI PREISKOVANCI % preiskovancev*
(n=198)**

CYP4F2 *]*] (normalen homozigot) 110 56
*1*3 (heterozigot) 76 38
*3*3 (mutiran homozigot) 6 3

CYP2C9 *]*] (normalen homozigot) 135 68
*]*2 (heterozigot) 33 17
*1*3 (heterozigot) 19 9
*2*2 (mutiran homozigot) 3 2
*2*3 (mutiran homozigot) 6 3
*3*3 (mutiran homozigot) 2 1

VKORCI  -1639 G/G (normalen homozigot) 61 31
-1639 G/A (heterozigot) 95 48
-1639 A/A (mutiran homozigot) 42 21

*glede na posamezni gen oziroma genotip
**$tevilo vseh preiskovancev za gen CYP4F?2 je 192 (n=192)
ANOVA

Med Slovenci je za gena CYP4F2 in CYP2C9 najve¢ normalnih homozigotov (za CYP4F2 56%
in za CYP2C9 68%), medtem ko je za gen VKORCI najve¢ heterozigotov. Najve¢ mutiranih
homozigotov smo dolocili za gen VKORCI (21%), medtem ko je mutiranih homozigotov za
gena CYP4F2 in CYP2C9 malo (za CYP4F2 3% in za CYP2C9 6%). Normalnih homozigotov
za gen CYP4F?2, ki smo jih dolo¢ili v nasi raziskavi, je ve¢ (56%), kakor v raziskavi, izvedeni v
Italiji, kjer so dolocili 44% normalnih homozigotov (32) ali v ameriSki raziskavi, kjer so
dologili 50% normalnih homozigotov (30). Stevilo posameznih prou¢evanih polimorfizmov v
genu CYP2CY, je primerljivo z rezultati, ki so jih predstavili v raziskavi, izvedeni v Sloveniji
(35). Dolocili so 63% normalnih homozigotov, 31% heterozigotov in 6% mutiranih
homozigotov. Prav tako so pogostnosti genotipov, ki smo jih dolo€ili za gen CYP2C9
primerljive s pogostnostmi genotipov, ki so jih za ta gen dolocili drugje po svetu (11).
Pogostnost  polimorfizmov -1639 G>A v genu VKORCI je prav tako primerljiva s
pogostnostmi teh genotipov, ki so jih dolo€ili med prebivalci Italije (32). Objavljeni podatki o
pogostnosti genotipov za ta gen med Kavkazijci so 14% AA, 47% AG in 39% GG in se ujemajo
z naSimi rezultati (40). Zaklju¢imo lahko, da se naSe pogostnosti genotipov ujemajo s podatki
iz literature in so primerljive s podatki za kavkazijsko raso. Ker se nasi rezultati potrjujejo z

rezultati domacih in mednarodnih raziskav, lahko sklepamo na pravilnost postopka
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genotipizacije in zaupamo pogostnostim, ki smo jih dolocili za genotipe, ki v slovenski

populaciji Se niso bili proucevani.

4.2.2. Hardey-Weinbergova porazdelitev
Pogostnost vseh alelov smo primerjali s teoreticno (izracunano) pogostnostjo alelov po HW
porazdelitvi. Na ta nacin se ocenjuje spremembe pogostnosti alelov med generacijami. Pri
Cloveku teh sprememb praktiéno ni, saj ohranjanje HWE sloni na naslednjih lastnostih
populacije:

- v populaciji ne sme biti mutacij, da se ne pojavijo novi aleli;

ni prehoda genov oziroma migracij posameznikov iz ali v populacijo;
- parjenje vseh posameznikov je naklju¢no in vsi posamezniki imajo enako Stevilo
potomcev;
- populacija mora biti velika, da sprememba gena ne povzroca spremembe frekvence
alelov;
- ni prisotne naravne selekcije, da se ne nakopici samo en alel.
Vsi ti dejavniki vplivajo na populacijo skozi evolucijo tako, da danes enacba prakti¢no
omogoca odkrivanje napak pri vzorcenju ali analizne napake. Na to pomislimo v primerih, ko
pogostnost v preiskovani skupini alelov ni v HWE. V pripravljeno enacbo smo vnesli Stevilo
preiskovancev z dolofeno alelno obliko (normalni homozigoti, heterozigoti, mutirani
homozigoti) in pri primerjavi s teoreticno HWE pogostnostjo genotipov izraunali vrednost p.
Ce je bil p vegji od 0,05, razlika med naso in teoretiéno HWE porazdelitvijo genotipov ni bila
signifikantna in zaklju€ili smo lahko, da so naSe pogostnosti alelov v HWE ravnotezju
(Preglednica VII). P vrednosti za vse genotipe so visje od 0,05 in s tem potrdimo skladnost
nasih proucevanih genov s HWE za vse genotipe, ki smo jih dolocali, kar pomeni, da

predstavlja nas izbor vzorcev nakljucen vzorec populacije in je zato reprezentativen.
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Preglednica VII: Pogostnosti alelov v HWE ravnotezju

GEN GENOTIP Ugotovljena Pric¢akovana
pogostnost  pogostnost
CYP4F2 *]*] (normalen homozigot) 110 114,1
*1*3 (heterozigot) 76 67,8
*3*3 (mutiran homozigot) 6 10,1
X? test p vrednost: 0,133401
CYP2C9*2 *]*] (normalen homozigot) 149 147,6
*]*2 (heterozigot) 36 38,9
*2*2 (mutiran homozigot) 4 2,6
X test p vrednost: 0,481313
CYP2C9*3 *[*] (normalen homozigot) 164 163,0
*1*3 (heterozigot) 23 25,1
*3*3 (mutiran homozigot) 2 1
X? test p vrednost: 0,528189
VKORCI  -1639 G/G (normalen homozigot) 61 59,5
-1639 G/A (heterozigot) 95 98,1
-1639 A/A (mutiran homozigot) 42 40,5
X test p vrednost: 0,736090

¢e je p < 0,05, pogostnost alelnih oblik ni v skladu s HWE

4.2.3. Ocena vpliva genetskih dejavnikov na variabilnost povprecnih tedenskih

odmerkov varfarina
Delez variabilnosti posameznih genetskih dejavnikov smo dolocali z namenom, da pokazemo,
kako velik vpliv imajo posamezni dejavniki na variabilnost povprecnega tedenskega odmerka
varfarina. To smo izraunali s pomocjo statisticne obdelave podatkov z multivariabilno linearno
regresijo. Pri tem je bila nasa odvisna spremenljivka povprecni tedenski odmerek varfarina, ki
smo ga dolocili za posameznega preiskovanca, neodvisne spremenljivke pa so bili z
genotipizacijo dolocene alelske oblike proucevanih genov in dva »negenetska« dejavnika, in
sicer telesna masa in starost. Za ostale »negenetske« dejavnike kot so spol, visina in indikacija,
smo v predhodni statisticni analizi ugotovili, da nimajo statisticno znacilnega vpliva na
variabilnost povprecnega tedenskega odmerka varfarina, zato jih v kon¢no analizo linearne
regresije nismo vkljucili. Te podatke smo pridobili bodisi iz programa Trombo, LIS-a ali pa
preko intervjuja. Vse pridobljene podatke smo zbrali v tabelah (Priloga 4) in jih obdelali v

statisticnem programu SPSS. Ker vrednosti povprecnih tedenskih odmerkov niso bile normalno
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porazdeljene, smo jih korenili in s tem omogocili njthovo normalno porazdelitev. Rezultati

multivariabilne linearne regresije so zbrani v Preglednici VIII.

Preglednica VIII: Multivariabilna linearna regresija korenjenih vrednosti tedenskega
odmerka varfarina

Napovednik b SE statisti¢na R’ Adj Delni
znacilnost R’ Adj Yo

Konstanta 6,942 0,588 p<0,0001

CYP4F2*]*3 0,059 0,125 p=0,638 0,000 0,0
CYP4F2*3*3 0,431 0,351 p=0,222 0,001 0,1
CYP2C9*1*2 -0,124 0,166 p=0,458 0,000 0,0
CYP2C9*1*3 0,492 0,216 p=0,024 0,006 0,6
CYP2C9*2%2, *2%3 *3*3 -1,076 0,246 p<0,0001 0,073 6,7
VKORCI GA -0278 0,142 p=0,052 0,104 3,1
VKORCI1 AA -1,371 0,172 p<0,0001 0,297 19,3
STAROST (leta) -0,027 0,005 p<0,0001 0,389 9,2
MASA (kg) 0,009 0,005 p=0,051 0,399 1,0

(Odmerek (mg/teden)) = (6,942+0,059 CYP4F2*]*3+0,431 CYP4F2*3%*3-0,124 CYP2C9*1%2-0,585
CYP2C9*1%3-1,076 CYP2C9*2*2,%2%3 %3%3-0,278 VKORCI GA-1,371 VKORCI AA4-0,027 STAROST
+0,009 MASA)?

Multivariabilna linearna regresija

Rezultati statisti¢ne analize potrjujejo, da model linearne regresije, ki smo ga uporabili, dobro
opisuje povezavo med tedenskim odmerkom korenjenih vrednosti in vklju€enimi neodvisnimi
spremenljivkami (p<0,0001). Nasi rezultati kazejo, da model opisuje 39,9% delez variabilnosti
neodvisnih spremenljivk, od tega so »negenetski« dejavniki (starost, masa) odgovorni za 10%
variabilnosti, genetski pa za 30%. V Preglednici VII so navedene vse neodvisne spremenljivke
(napovedniki), ki smo jih vkljucili v model. Vsaka ima tudi svojo p vrednost, ki podaja njeno
statisti¢no znacilnost, podan je tudi b s standardno napako (SE). Navedeni so po vrstnem redu,
kakor smo jih dodajali v model in tako za posamezni napovednik dolo¢ili pripadajoco vrednost
koeficienta determinacije (Adjusted R?). Izra¢unali smo tudi % delnih R Adj> Za vsako neodvisno
spremenljivko posebe;j.

V Preglednici IX smo za potrditev naredili Se »stepwise« model linearne regresije, kjer program

iz nabora vseh neodvisnih spremenljivk izbere le tiste, katerih delez variabilnosti je statisticno
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znacilen (p<0,05). Model dobro opisuje povezavo med tedenskim odmerkom (korenjene

vrednosti) in vklju€enimi neodvisnimi spremenljivkami (p<0,0001).

Preglednica IX: Multivariabilna linearna regresija korenjenih vrednosti
tedenskega odmerka varfarina

statisticna
Spremenljivka b SE znaéilnost R’ Adj
Konstanta 7,475 0,385 p<0,0001
VKORCI AA -1,267 0,147 p<0,0001 0,214
STAROST -0,026 0,005 p<0,0001 0,316
CYP2C9*2%2,*2%3, *3%3 -1,083 0,245 p<0,0001 0,372
CYP2C9*1*3 -0,443 0,215 p=0,040 0,383

Odmerek (mg/teden) = (7,475-1,267 VKORCI AA4-0,026 STAROST-1,083
CYP2C9*2%2,%2%3,%3%3-0,443 CYP2C9*1*3)*

Stepwise model multivariabilne linearne regresije

Iz Preglednice IX je razvidno, da imajo izmed genetskih dejavnikov le nosilci genotipov
VKORCI AA, CYP2C9*2%*2,*2%*3,*3*3 in CYP2C9*[*3 znacCilen vpliv na variabilnost
povprecnega tedenskega odmerka varfarina. Po drugi strani pa so odmerki varfarina relativno
neodvisni od genotipov VKORCI GG, VKORCI GA, CYP2C9*1*1, CYP2C9*I*2 in
CYP4F*1*1, CYP4F*1*3, CYP4F*3*3. 1zmed »negenetskih« dejavnikov pa je starost tisti
dejavnik, ki znacilno vpliva na variabilnost povpre¢nega tedenskega odmerka varfarina.

Ker za celotno skupino preiskovancev nismo mogli dolo¢iti povpre¢nega tedenskega odmerka
varfarina v zimskem obdobju, smo se v nadaljevanju statisti¢ne obdelave podatkov odlocili, da
naredimo multivariabilno linearno regresijo na bolj homogeni skupini. V to skupino smo
vkljucili le preiskovance (n= 87), katerih povprecni tedenski odmerek smo dolocili izkljuéno v

zimskih mesecih in dobili rezultate podane v Preglednici X.
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Preglednica X: Multivariabilna linearna regresija korenjenih vrednosti povprecnega
tedenskega odmerka varfarina na izbrani skupini preiskovancev (n=387)

Napovednik b SE statisticna R’ Adj Delni
znacilnost R2Adj %

Konstanta 6,771 0,718 p<0,0001

CYP4F2*1*3 0,180 0,172 p=0,299 0,000 0,0
CYP4F2%*3*3 0,615 0,470 p=0,194 0,017 1,7
CYP2C9*1*2 -0,051 0,250 p=0,838 0,022 0,5
CYP2C9*1*3 -0,912 0,404 p=0,027 0,032 1,0
CYP2C9#*2%2,*2%*3 *3%*3 -1,269 0,338 p<0,0001 0,145 11,3
VKORCI GA -0,251 0,192 p=0,196 0,157 1,2
VKORCI AA -1,411 0,247 p<0,0001 0,344 18,7
STAROST (leta) -0,029 0,007 p<0,0001 0,448 10,4
MASA (kg) 0,012 0,006  p=0,066 0,465 1,7

Multivariabilna linearna regresija

Rezultati statisticne analize potrjujejo, da model linearne regresije, ki smo ga uporabili, dobro
opisuje povezavo med tedenskim odmerkom korenjenih vrednosti in vkljuéenimi neodvisnimi
spremenljivkami  (p<0,0001). Rezultati statisticne analize, narejene na manjs$i skupini
preiskovancev (n=87) kaZejo, da model opisuje 46,5% delez variabilnosti neodvisnih
spremenljivk, od tega so »negenetski« dejavniki (starost, telesna masa) odgovorni za 12,1%
variabilnosti, genetski pa za 34,4%. V tej manjsi skupini smo lahko dolo¢ili tudi delez
variabilnosti za gen CYP4F2, ki je 1,7 % za mutiran homozigot (CYP4F2%*3%*3). Delez
variabilnosti ni statistiéno znacilen, vendar pa je v obmocju vrednosti, ki so bile dolo¢ene v
razli¢nih raziskavah drugod po svetu (3,3 + 2,6% za CYP4F2).

Nasi delezi variabilnosti, ki smo jih izraunali za polimorfizme v genih CYP2C9 (7,3%) in
VKORCI (22,4%), so nizji od deleZev nedavnih raziskav (32, 20), vendar Se vedno znotraj mej
intervala, ki je bil opredeljen z razli¢énimi tujimi raziskavami (12 + 7% za CYP2C9, 25 + 8% za
VKORCI) (32, 35, 36, 37, 38).

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaklju¢imo, da polimorfizem V433M v genu CYP4F2,
nima znacilnega vpliva na variabilnost povpre¢nega tedenskega odmerka varfarina.

Ugotovili pa smo velik vpliv proucevanih polimorfizmov v genth CYP2C9 in VKORCI, ki

predstavljajo pomembne dejavnike, ki prispevajo k znizanju odmerka varfarina, potrebnega za
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doseganje terapevtskega obmocja. Znacilen vpliv na interindividualno variabilnost je imela
poleg genetskih dejavnikov tudi starost preiskovancev. Pomembno je upostevati dokazani vpliv
teh genetskih in »negenetskih« dejavnikov na povprecni tedenski odmerek varfarina Se posebe;j
ob uvajanju terapije, ko je lahko odmerek varfarina hitro previsok in se s tem zveca tveganje za

nezelene ucinke, ki so posledica previsokih odmerkov zdravila.

4.2.4. Spremljanje povprecnih tedenskih odmerkov varfarina v odvisnosti od

proucevanih genov
Ker smo z multivariabilno linearno regresijo dolocili neznacilen vpliv polimorfizma V433M v
genu CYP4F2 na variabilnost tedenskega odmerka varfarina, smo v nadaljevanju Zzeleli
ugotoviti, za koliko se povprecni tedenski odmerki varfarina med posameznimi genotipi tega
polimorfizma, torej med heterozigoti, mutiranimi homozigoti in normalnimi homozigoti
razlikujejo. Prav tako smo zeleli potrditi vpliv genotipov na povprecne tedenske odmerke
varfarina za ostale skupine preiskovancev razvrS¢ene glede na genotip in dolociti ali so razlike

med njimi statisti¢no znacilne.

4.2.4.1 CYP4F2
S statisticno obdelavo podatkov smo izracunali povpre¢ne tedenske odmerke varfarina za
posamezne genotipske podskupine V433M. Skupino preiskovancev z normalnim homozigotom
(genotip CYP4F2*1*I) smo upostevali kot referencno in izraCunali odstotek odstopanja
povprecnega tedenskega odmerka varfarina za ostali dve skupini, t.j. skupino preiskovancev
heterozigotov in skupino preiskovancev mutiranih homozigotov. V preglednici XI vidimo, da je
povprecni tedenski odmerek varfarina za 27,5 % visji v skupini mutiranih homozigotov od
skupine normalnih homozigotov, kar smo glede na mehanizem delovanja, ki je posledica

polimorfizma, pri¢akovali.
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Preglednica XI: Povprecni tedenski odmerki varfarina v skupinah
preiskovancev razdeljenih glede na polimorfizem v genu CYP4F2 in %
odstopanja tedenskega odmerka varfarina po posameznih skupinah od skupine
preiskovancev z normalnim homozigotnim genom

GEN GENOTIP Tedenski % odstopanja
odmerek (mg)
CYP4F?2 *1*1 26,5 0
*]*3 26,7 0,7
*3*3 33,8 27,5

Ali so razlike povprecnih tedenskih odmerkov varfarina med skupinami z razlicnimi genotipi
statisticno znacilne smo dolocili s statisticnim programom ANOVA. Iz rezultatov statisti¢ne
analize smo lahko zakljucili, da v povprecnem tedenskem odmerku varfarina ni statisticno
znaCilnih razlik med skupino z genotipom CYP4F2*[*] (26,5 mg), skupino z genotipom
CYP4F2*1*3 (26,7 mg) in skupino z genotipom CYP4F2 *3*3 (33,8 mg), (p=0,332). Kljub
temu, da nismo dokazali statisticno znacilnih razlik med genotipi, pa lahko izraCunamo, da je
povprecni tedenski odmerek varfarina v skupini z genotipom CYP4F2*3*3 za 7 mg vi§ji kakor
v skupini z genotipom CYP4F2*]*], kar se ujema s podatki v raziskavi iz tujine, v kateri so
ugotovili, da je razlika v dnevnem odmerku varfarina med skupinama genotipov CYP4F2*]*]
in CYP4F2*3*3 1 mg/dan (30). Iz spodnjega grafa vidimo, da je povprecni tedenski odmerek
varfarina pri heterozigotih malenkost vecji kot povprecni tedenski odmerek varfarina pri
normalnih homozigotih. Prav tako je povprecni tedenski odmerek varfarina pri mutiranih
homozigotih malenkost veéji kot povpre¢ni tedenski odmerek varfarina pri heterozigotih. Se
veCja razlika v povprecnem tedenskem odmerku pa je med normalnimi homozigoti in

mutiranimi homozigoti, pri ¢emer imajo slednji visji povprecni tedenski odmerek varfarina.
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Graf 1: Povprecni tedenski odmerek varfarina v skupinah preiskovancev razdeljenih glede na

posamezni polimorfizem v genu CYP4F2
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Zaklju¢imo lahko, da razlike v povprecnih tedenskih odmerkih varfarina med genotipi so,
vendar so majhne in statisticno neznacilne. Njihovo statisticno znacilnost bi morda lahko
dokazali, ¢e bi bila skupina preiskovancev z mutiranim homozigotom Steviléno vecja. Zaradi
nizke pogostnosti mutiranih homozigotov, polimorfizem V433M v genu CYP4F2, ne
predstavlja pomembnega vpliva na variabilnost povprecnega tedenskega odmerka varfarina.
Ceprav statistiéno neznailno, pa vendar, nasi rezultati potrjujejo, da imajo nosilci alelov
CYP4F2 *3 zaradi zmanjSane kapacitete za metabolizem vitamina VK1, zviSane vrednosti
vitamina K v jetrih in zato potrebujejo visje odmerke varfarina za doseganje ustreznega

antikoagulantnega ucinka.

4.2.4.2 CYP2C9
Tudi razlike v povprecnih tedenskih odmerkov varfarina med genotipskimi oz. alelskimi
podskupinami CYP2C9 smo dolocili s statisticno analizo ANOVA. Rezultati kazejo, da je
razlika v povprecnem tedenskem odmerku varfarina med skupinami preiskovancev, razdeljenih
glede na genotip CYP2C9 statisticno znacilna (p<0,0001). Povprecni tedenski odmerek
varfarina je statisticno znacCilno nizji v skupini z genotipi CYP2C9*2*2, CYP2C9*2*3 in
CYP2C9*3*3 (17,3 mg; p=0,001) v primerjavi s skupino z nemutiranim genotipom
CYP2C9*1*] (28,5 mg). Povprecni tedenski odmerek varfarina je statisticno znacilno nizji v
skupini z genotipi CYP2C9*2*2, CYP2C9*2*3 in CYP2C9*3*3 (17,3 mg; p=0,008) v
primerjavi s skupino z genotipom CYP2C9*1*2 (27,5 mg). V povprecnem tedenskem odmerku

46



varfarina ni statisti¢no znacilnih razlik med skupino z genotipom CYP2C9*[*2 in skupinama z
genotipom CYP2C9*1*] (p=1,000) ter CYP2C9*1*3 (p=0,820). V povprecnem tedenskem
odmerku varfarina ni statisticno znacilnih razlik med skupino z genotipi CYP2C9*2*2,
CYP2C9*2*3 in CYP2C9*3*3 in skupino z genotipom CYP2C9*1*3 (p=0,606). Nasi rezultati
so primerljivi z rezultati, ki so jih ze objavili v slovenski raziskavi (35) in z rezultati
ugotovljenimi v tujini (11). Iz spodnjega grafa vidimo, da sta povprecna tedenska odmerka
varfarina pri heterozigotih *1*2 in normalnih homozigotih *1*1 skoraj enaka (3,5% razlika).
Vecjo razliko lahko vidimo v povpre¢nem tedenskem odmerku varfarina med heterozigoti *1*3
in normalnimi homozigoti (20%) ali heterozigoti *1*2 (17%). Najve¢ja razlika, ki je tudi
statisti¢no znacilna pa je razlika med normalnimi homozigoti *1*1 in heterozigoti *1*2 na eni
strani ter mutiranimi homozigoti *2*2,*2%3 *3*3 na drugi strani (39%).

Zaklju¢imo lahko, da so razlike v povpre¢nih tedenskih odmerkih varfarina med genotipi gena
CYP2(C9 velike in statisti¢no znacilne. Heterozigoti z genotipom CYP2C9*[*3 in vsi mutirani
homozigoti pomembno znizajo povprecni tedenski odmerek varfarina (od 5,7 do 11,2

mg/teden).

Graf 2: Povprecni tedenski odmerek varfarina v skupinah preiskovancev razdeljenih glede na

posamezni polimorfizem v genu CYP2C9
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Nasi rezultati potrjujejo, da so normalni homozigoti mo¢ni metabolizatorji in presnavljajo
varfarin normalno, medtem ko je pri funkcionalno defektnih homozigotih in heterozigotih
presnova varfarina zmanjSana. To pomeni, da se bo pri pacientih, ki so nosilci alelnih oblik, ki
slabSe presnavljajo varfarin, le ta dlje casa zadrzeval v krvnem obtoku in bodo potrebni manjsi

odmerki zdravila za doseganje terapevtskega ucinka. Klini¢ni ucinek fenotipa slabih
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metabolizatorjev se kaze z znacCilno nizjim vzdrzevalnim odmerkom in povecanim tveganjem za

krvavitve.

4.2.4.3. VKORCI

Razlike v povprecnih tedenskih odmerkih varfarina med genotipskimi podskupinami
polimorfizma 1639 G>A v genu VKORCI smo dolocili s statisticnim programom ANOVA.
Rezultati statisticne analize kazejo, da obstaja statisticno znacilna razlika v povprecnem
tedenskem odmerku varfarina med skupinami preiskovancev razdeljenih glede na polimorfizem
v genu VKORC1 (p<0,0001). Povprec¢ni tedenski odmerek varfarina je statistiéno znacilno visji
v skupini z nemutiranim genotipom VKORCI —1639 G/G (30,5 mg; p<0,001) in skupini
heterozigotov z genotipom VKORCI -1639 G/A (29,3 mg; p<0,001) v primerjavi s skupino z
genotipom VKORCI -1639 A/A (17,9 mg). V povprecnem tedenskem odmerku varfarina ni
statisticno znacilnih razlik med skupino z genotipom VKORCI -1639 G/A (29,3 mg; p=1,000)
in skupino z genotipom VKORCI -1639 G/G (30,5 mg). Iz spodnjega grafa vidimo, da je
povprec¢ni tedenski odmerek varfarina pri mutiranih homozigotih znacilno nizji kot povpre¢ni
tedenski odmerek varfarina pri heterozigotih (39%) in normalnih homozigotih (41%). Nasi
rezultati so primerljivi z rezultati raziskav v tujini. Iz tega lahko sklepamo, da sta bila nabor
podatkov in zbiranje podatkov ustrezna, pravilna. NaSe rezultate lahko potrdimo z razlago, da
mutacija zavre aktivnost encima VKORCI in zato so potrebni nizji odmerki varfarina za
inhibicijo tega encima. Pri normalnih odmerkih bi pri mutiranih homozigotih tvegali pojav
krvavitev oziroma bi lahko normalne homozigote izpostavili tveganju ponovnih
tromboembolijskih dogodkov zaradi prenizkega odmerka varfarina.

Zaklju¢imo lahko, da so razlike v povprecnih tedenskih odmerkih varfarina med genotipi
VKORCI 1639 G>A velike in statisticno znacilne. Mutirani homozigoti potrebujejo pomembno

nizji tedenski odmerek varfarina kot ostali genotipi.
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Graf 3: Povprecni tedenski odmerek varfarina v skupinah preiskovancev razdeljenih glede na

posamezni polimorfizem v genu VKORCI.
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Nasi rezultati so potrdili povezavo proucevanih polimorfizmov v genih CYP4F2, CYP2C9 in
VKORCI. Znacilno nizji odmerki varfarina so potrebni pri posameznikih z genotipi CYP2C9
(*¥1*3, ¥2%2,*2*3 in *3*3) in pri posameznikih z genotipom VKORCI AA. Najvisji povprecni

tedenski odmerek so imeli posamezniki z genoptipom CYP4F2*3*3.
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4.3. SEZONSKO NIHANIJE INR
Ker v literaturi nismo zasledili podatkov o sezonskem nihanju INR, v praksi pa poroc¢ajo o tem,
smo v nadaljevanju naloge zeleli ugotoviti sezonsko nihanje INR in morebitne razlike v INR

med jesensko-zimsko sezono in pomladno-poletno sezono.

4.3.1. Sezonsko nihanje INR

Pacienti, ki pridejo v laboratorij zaradi kontrolnega merjenja INR, veckrat potarnajo, da bo
tokrat njihov INR spet narobe ker so jedli preve¢ regrata. Zato smo se odlocili, da bomo
poskusili opredeliti vpliv sezone na nihanje INR. V skupini pacientov, ki je imela skozi vse leto
enak odmerek varfarina, oziroma le ta ni nihal za ve¢ kakor 1SD (n=90), smo dolocili
povprecne vrednosti INR po mesecih ter jih primerjali med seboj. S statisticno analizo podatkov
smo potrdili, da se v tej skupini preiskovancev povprecni tedenski odmerek varfarina v
obdobjih april-september in oktober-marec ni znacilno razlikoval (p=0,575). Ob tem pa smo
dokazali padec vrednosti INR v mesecu aprilu in juliju (Graf 4). Ker pa ob tem nihanje INR
vrednosti ni preseglo terapevtskega obmocja 2-3, spreminjanje odmerka varfarina ni bilo
potrebno. Opazimo lahko tudi velik dvig INR med oktobrom in decembrom, za kar smatramo,
da je posledica bodisi zmanjSanja vnosa prehrane z visoko vsebnostjo vitamina K (v solati,
Spinaci, cvetaci, brokoliju, ohrovtu, zelju, soji in jetrih, nekaj pa tudi v sojinem in olivnem olju)
ali pa interference z zdravili, zaradi okuzb, ki so v tem letnem Casu pogostejSe. Vrednost INR
ostaja v intervalu 2-3.

Graf 4: Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za vec kakor 1SD (n=90)

Povpreéne vrednosti INR po mesecih v skupini pacientov, ki so imeli skozi vse leto enak
odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD (n=90)
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S statisticno analizo podatkov smo ugotovili, da je razlika med povpre¢nim INR za obdobje
april-september v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto enak odmerek varfarina in
povpre¢nim INR za obdobje oktober-marec v enaki skupini preiskovancev statisti¢no znacilna
(p<0,0001) in je prikazana v Grafu 5. Kot smo pricakovali, je vrednost INR nizja, vendar Se
znotraj intervala 2-3, v obdobju pomlad-poletje, kar lahko nakazuje na vpliv sezonske prehrane
z visoko vsebnostjo vitamina K.

Uc¢inek antikoagulantov, to je inhibicija pretvorbe vitamina K in posledi¢no delne proizvodnje
karboksiliranih in dekarboksiliranih proteinov z reducirano prokoagulacijsko aktivnostjo, lahko
nevtraliziramo z vitaminom K, ki smo ga vnesli v telo s hrano. Vitamin K je namre¢ kofaktor
pri posttranslacijski karboksilaciji ostankov glutamata v y-karboksiglutamat. y-karboksilacijo za
svojo biolosko aktivnost potrebujejo koagulacijski faktorji I, VII, IX in X, saj le ta v prisotnosti
kalcijevih ionov, povzroc¢a konformacijske spremembe v koagulacijskih proteinih, kar spodbudi

vezavo na kofaktorje, ki so na fosfolipidnih povrSinah in s tem omogoca proces koagulacije.

Graf 5: Razlika povprecij INR april-september in oktober-marec v skupini preiskovancev, ki so
imeli skozi vse leto enak odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za vec kakor 1SD (n=90)

Razlika povprecij INR april-september in oktober-marec v skupini
preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto enak odmerek varfarina ali le ta
ni odstopal za ve¢ kakor 1SD (n=90)
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4.3.2. Primerjava pomladno-poletne in jesensko-zimske sezone v nihanju INR, odmerku

varfarina in njunem kolicniku
Ker smo dokazali, da obstajajo znacilne razlike v INR med dvema sezonama, pomladno-poletno
in jesensko-zimsko sezono v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto enak odmerek
varfarina ali le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD (n=90), smo Zeleli ugotoviti, ali so takSne
sezonske razlike znacilne tudi v celotni preiskovalni skupini. Ugotovili smo, da je razlika med
povpre¢jem INR za april-september v celotni skupini preiskovancev in povprecjem INR
oktober-marec v celotni skupini preiskovancev (n=198) statisticno znacilna (p=0,007) in je

prikazana v Grafu 9.

Graf 9: Razlika povprecij INR april-september in oktober-marec za celotno skupino
preiskovancev

Razlika povprecij INR april-september in oktober-marec za celotno skupino
preiskovancev
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V nadaljevanju nas je zanimalo, ali je tudi razlika med povpre¢jem tedenskih odmerkov za
april-september v celotni skupini preiskovancev in povprecjem tedenskih odmerkov oktober-
marec v celotni skupini preiskovancev (n=198). S statisticno analizo podatkov smo ugotovili
znacilno razliko v povprecnih tedenskih odmerkih med dvema sezonama ( p<0,0001) in je

prikazana v Grafu 10.
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Graf 10: Razlika povprecij odmerkov april-september in oktober-marec za celotno skupino
preiskovancev
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Ker smo zeleli izkljuciti vpliv odmerka varfarina na nihanje INR, smo izra¢unali koli¢nike
INR/odmerek in s statisticno analizo podatkov dokazali, da je razlika med povprecjem
koli¢nikov INR/odmerek za april-september in povpre¢jem kolicnikov INR/odmerek oktober-

marec statisti¢no znacilna (p<0,0001) (Graf 11).

Graf 11: Razlika povprecij kolicnikov INR/odmerek april-september in oktober-marec za
celotno skupino preiskovancev
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Na podlagi teh podatkov lahko zaklju¢imo, da vrednosti INR med dvema sezonama pomlad-
poletje in jesen-zima nihajo neodvisno od odmerka varfarina in kazejo na vpliv sezonske
prehrane. To lahko potrdimo tudi z dejstvom, da so odmerki varfarina v obdobju april-

september statisticno znacilno vi§ji kakor odmerki varfarina v obdobju oktober-marec, pa je
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povprecje INR v obdobju april-september kljub temu nizje od povprec¢ja INR v obdobju
oktober-marec. Razlog za nizje povprecje INR v obdobju april september, kljub vis§jim

odmerkom varfarina, je lahko v sezonski prehrani.

4.3.3. Vpliv genotipov na nihanje INR, odmerku varfarina in njunega kolicnika
INR se je pri enakem odmerjanju varfarina spreminjal glede na letno sezono (poglavje 4.3.1).
Nas je zanimalo, ali so ta nihanja pri razli¢nih genotipih vecja, pri drugih pa manjsa kot je to v
celotni skupini, ki ni deljena glede na genotip (Graf 6,7,8).
Graf 6 prikazuje nihanje INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina, ki smo jih razdelili v skupine glede na polimorfizem v genu CYP4F2

in ga primerjali s povpre¢jem za celotno skupino ne glede na genotip.

Graf 6: Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za vec kakor 1SD, razdeljenih v skupine glede
na polimorfizem v genu CYP4F2 in povprecje za celotno skupino

Povpreéne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovanceyv, ki so imeli skozi vse
leto enak odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD (n=90) razdeljenih v
skupine glede na polimorfizem v genu CYP4F2 in povprecje za celotno skupino
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Graf 7 prikazuje nihanje INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD, ki smo jih razdelili v skupine
glede na polimorfizem v genu CYP2C9 in ga primerjali s povpre¢jem za celotno skupino ne

glede na genotip.

Graf 7: Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za vec¢ kakor 1SD, razdeljenih v skupine glede
na polimorfizem v genu CYP2C9 in povprecje za celotno skupino

Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto enak
odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD (n=90) razdeljenih v skupine glede na
polimorfizem v genu CYP2C9 in povprecje za celotno skupino
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Graf 8 prikazuje nihanje INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD, ki smo jih razdelili v skupine
glede na polimorfizem v genu VKORC]I in ga primerjali s povpre¢jem za celotno skupino ne

glede na genotip.
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Graf 8: Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini preiskovancev, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina ali pa le ta ni odstopal za vec kakor 1SD, razdeljenih v skupine glede
na polimorfizem v genu VKORC1 in povprecje za celotno skupino

Povprecne vrednosti INR po mesecih v skupini pacientov, ki so imeli skozi vse leto
enak odmerek varfarina ali le ta ni odstopal za ve¢ kakor 1SD (n=90) razdeljenih v
skupine glede na polimorfizem v genu VKORC1 in povprecje za celotno skupino
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Zakljuc¢imo lahko, da so nihanja INR iz meseca v mesec pri mutiranih homozigotih za vse tri
proucevane gene vecja kakor nihanja normalnih homozigotov. Nihanje INR pri mutiranih
homozigotih se tudi bistveno razlikuje od nihanja INR, ki prikazuje povprecje za celotno

skupino (n=90).

V nadaljevanju naloge smo zeleli ugotoviti tudi vpliv genotipov na sezonsko nihanje INR na
vecji skupini, ki ni imela enakega odmerka varfarina ¢ez celo leto. V nadaljnjo analizo smo
torej vkljucili 198 bolnikov ter podatke o koli¢niku INR/odmerek namesto INR, ki smo ga
uporabili pri prej$nji analizi. Izracunali smo statisticne znacilnosti razlik med povprecjem
koli¢nikov INR/odmerek za april-september v skupini preiskovancev z enakimi polimorfizmi v
genih in povpre¢jem koli¢nikov INR/odmerek oktober-marec v skupini preiskovancev z
enakimi polimorfizmi v genih. Ugotovili smo, da statisticno znacilne razlike koli¢nika
INR/odmerek v skupinah preiskovancev, ki so normalni homozigoti ali heterozigoti so, medtem

ko v skupini mutiranih homozigotov ni statisticno znacilnih nihanj (Preglednica XII).

Preglednica XII: Statisticne znacilnosti razlik med povprecjem kolicnikov INR/odmerek za april-september v
skupini preiskovancev z enakimi polimorfizmi v genih in povprecjem kolicnikov INR/odmerek oktober-marec v
skupini preiskovancev z enakimi polimorfizmi v genih, posamezno tudi za INR in odmerek

GENOTIP N  Koli¢nik INR/odmerek INR odmerek
z p z p z p

CYP4F2*1*] 110 -2,920 0,004 -2,432 0,015 -2,070 0,038
CYP4F2*1*3 76 -2,030 0,042 -2,617 0,009 -1,121 0,262
CYP4F2*3*3 6 -1,153 0,249 -0,105 0,917 -0,730 0,465
CYP2C9*1*] 135 -4,151 <0,0001 -3,648 <0,0001 -2,684 0,007
CYP2C9*1*2 33 -1,206 0,228 -1,680 0,093 -1,117 0,264
CYP2C9*1*3 19 -1,368 0,171 -0,121 0,904 -0,599 0,549
CYP2C9*2%2,*2%3,%3%*3 11 -1,156 0,248 -0,356 0,722 -0,840 0,401
VKORCIGG 61 -2,970 0,003 -1,713 0,087 -1,455 0,146
VKORC1GA 95 -2,702 0,007 -3,621 <0,0001 -2,121 0,034
VKORCI1A44 42 -1,294 0,196 -0,444 0,657 -0,978 0,328
CYP2C9*1*1,*1*2-VKORCIGG,GA 132 -4,583 <0,0001 -4,337 <0,0001 -2,885 0,004
CYP2C9*]%3,%2%2,%2%*3,*3*3-VKORCIAA 67 -1,409 0,294 -0,200 0,842 -0,557 0,577

Wilcoxonov test predznacenih rangov
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TakSen rezultat je lahko tudi posledica majhnega Stevila preiskovancev z dvema mutiranima
aleloma v genu. Vendar lahko to domnevo zanikamo, saj smo izrac¢unali statistiéno znacilne
razlike kolicnika INR/odmerek v skupini preiskovancev, ki so normalni homozigoti ali
heterozigoti (CYP2C9*1*],*1*2-VKORCIGG,GA), medtem ko v skupini mutiranih
homozigotov (CYP2C9*1*3,%2%2,*2*3 *3*3-VKORCI1A4A) ni statisticno znacilnih nihanj med
dvema sezonama. Glede na rezultate lahko predvidevamo, da geni ne vplivajo na sezonsko
nihanje INR, saj verjetno ne spreminjajo obcutljivost posameznika na »koagulantni« vpliv
prehrane. Tako lahko pacienti s spremenjenimi geni skozi vse leto prejemajo enak odmerek
varfarina, saj sezonsko nihanje INR zanje ni statisti¢no znacilno. Pacienti z normalnimi geni so
veliko bolj »dovzetni« za vpliv sezone in je njihovo nihanje INR zaradi sezonskega vpliva

potrebno uravnavati z odmerki varfarina.

Ce bi genotipi prispevali k sezonskemu nihanju INR, bi se §tevilo obiskov laboratorija za
dolocitev INR med preiskovanci, razdeljenimi v skupine glede na genotip, razlikovalo (Priloga
5). S statistiéno analizo smo pokazali, da ni statisticno znacilnih razlik v Stevilu obiskov
laboratorija za doloc¢itev INR med genotipskimi podskupinami. S Kruskal-Wallis testom smo
izraCunali, da v letnem S$tevilu laboratorijskih meritev INR ni statistino znacilnih razlik med
skupino z genotipom CYP4F2*[*], skupino z genotipom CYP4F2 *[*3 in skupino z
genotipom CYP4F2 *3*3 (p=0,538). V letnem Stevilu laboratorijskih meritev INR ni statisticno
znaclilnih razlik med skupino z genotipom CYP2C9*[*], skupino z genotipom CYP2C9 *[*2,
skupino z genotipom CYP2C9 *1*3 in skupino z genotipi CYP2C9*2*2, *2*3, *3*3 (p=0,574).
V letnem Stevilu laboratorijskih meritev INR ni statisticno znacilnih razlik med skupino z
genotipom VKORCI GG, skupino z genotipom VKORCI GA in skupino z genotipom VKORCI
AA (p=0,125).

Na osnovi nasih rezultatov smo zakljucili, da geni ne prispevajo k sezonskemu nihanju INR

oziroma povecujejo obcutljivost posameznika na vpliv sezonske prehrane na INR tekom leta.
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5. SKLEP

Naso raziskavo zakljucujemo z naslednjimi sklepi:

Pogostnosti prouc¢evanih genotipov CYP4F2, CYP2C9 in VKORCI se ujemajo s
podatki iz literature in so znaCilne za kavkazijsko raso. Ker se nasi rezultati
potrjujejo z rezultati domacih in mednarodnih raziskav, lahko sklepamo na
pravilnost postopka genotipizacije in zaupamo pogostnostim, ki smo jih dolocili
za genotipe, ki v slovenski populaciji Se niso bili proucevani. V slovenski
populaciji je 56 % normalnih homozigotov, 38% heterozigotov in 3 % mutiranih
homozigotov za polimorfizem V433M v genu CYP4F2.

Polimorfizem V433M v genu CYP4F2 ne vpliva pomembno na variabilnost
tedenskega odmerka varfarina v celotni preiskovalni skupini.

Ugotovili smo, da je povprecni tedenski odmerek varfarina v skupini z
genotipom CYP4F2*3*3 za 7 mg vi§ji kakor v skupini z genotipom
CYP4F2*]*].

Pokazali smo, da se INR tekom leta spreminja in je znacilno nizji v pomladno-
poletni sezoni. Pri tem sezonsko nihanje povprecnih mesecnih vrednosti INR ni
preseglo mej terapevtskega intervala 2 — 3.

Dokazali smo, da obstajajo znalilne razlike med dvema sezonama pomladno-
poletno sezono in jesensko-zimsko sezono v nihanju INR in koli¢nika
INR/odmerek.

Pokazali smo, da je prispevek genov k sezonskemu nihanju INR oz. koli¢niku
INR/odmerek neznacilen in ne vpliva na obcutljivost posameznika na vpliv

prehrane ipd.

Na podlagi rezultatov nase raziskave lahko zaklju¢imo, da polimorfizem V433M v genu

CYP4F?2 ne vpliva znacilno na zdravljenje z varfarinom. To lahko nakazuje na relativno majhen

vpliv »inaktivacije« vitamina K z CYP4F?2 v procesu strjevanja krvi. Zaradi relativno majhnega

Stevila mutiranih homozigotov (n=6) v nasi raziskavi predlagamo potrditev zakljucka na vecji

skupini preiskovancev.
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7. PRILOGE

PRILOGA 1
Univerza v Ljubljani NASLOV RAZISKAVE: 5
Fakulteta za farmacijo VPLIV GENETSKIH DEJAVNIKOV NA USPESNOST

ZDRAVLIJENJA Z ANTIKOAGULANTI

VODJA RAZISKAVE:
Prof. dr. Janja Marc, mag.farm, spec.med.biokem.

IZVAJALEC:
Maja Skerjanec, dipl.ing.lab.biomed

INFORMIRANI PRISTANEK ZA UPORABO BIOLOSKEGA VZORCA (VENSKE
KRVI)

V raziskavi z gornjim naslovom zelimo poiskati genetske spremembe, ki vplivajo na
delovanje antikoagulantnih zdravil. Z analizo teh genetskih sprememb bi lahko hitreje in
bolj varno dolo¢ili pravi odmerek antikoagulantega zdravila, ki ga bolnik mora prejeti.
Medicinska sestra/laboratorijski delavec vam je povedal-a, da je v nacrtu raziskava, ki bo
preucevala vpliv genetskih dejavnikov na uspeSnost zdravljenja z antikoagulanti. V ta
namen, potrebujemo vensko kri, ki vam jo bodo odvzeli v laboratoriju za spremljanje
antikoagulacijskega zdravljenja. Po opravljeni naroceni rutinski preiskavi vzorca venske
krvi ne bi zavrgli, ampak bi jo v nadaljevanju uporabili za potrebe nase raziskave.
Prosimo Vas torej za dovoljenje, da za potrebe raziskave uporabimo vas vzorec krvi,
ki po analizi ostane (viSek vzorca) in je namenjen uni¢enju.
Zagotavljamo vam, da bomo za vse vzorce krvi poskrbeli za anonimizacijo vzorcev, ki
bodo vstopili v raziskavo. V raziskavi bomo uporabili le laboratorijsko identifikacijsko
stevilko, ki nas bo vodila do rezultatov PC in vrednosti INR narejenih na istem vzorcu
tekom spremljanja antikoagulacijskega zdravljenja. Ostali podatki o bolniku bodo
izbrisani.
Nadaljnja uporaba vzorca venske krvi za raziskovalne namene za vas ne pomeni nobenega
tveganja.

Pristanek bolnika
S svojim podpisom na tem dokumentu potrjujem, da me je medicinska sestra/laboratorijski
delavec seznanil z zgoraj navedenim in se strinjam z uporabo vzorca venske krvi za
raziskovalne namene.

Kraj in datum:

Ime in priimek bolnika : Ime in priimek medicinske sestre/
laboratorijskega delavca:

Podpis: Podpis
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PRILOGA 2

PACIENT

4F2 vkorc1 | CYP2C9*3 | cyp2c9*2 cyp2c9
4571 2 2 1 10 "1
4590 1 1 1 10 "1
4600 1 2 1 1 11
4670 2 3 1 1 "1/
4675 1 2 1 10 "1
4676 2 2 1 10 "1
4697 2 2 1 1 "1
4724 3 1 1 1 11
4739 2 2 1 1 11
4762 1 1 1 10 "1
4781 1 2 1 10 "1
4786 1 2 1 1 *1/*1
4790 1 2 1 1 11
4922 1 2 1 1 11
4932 1 3 1 10 "1
4933 1 1 1 2| 12
4971 1 3 2 1] *1/3
4978 2 2 2 1] *1/8
5021 1 1 1 2] "2
5035 2 1 1 10 "1
5036 1 2 1 10 "1
5038 1 2 1 1 11
5059 2 3 3 1] *3/3
5064 2 1 1 10 "1/
5065 1 2 1 10 "1
5075 2 2 1 2| 12
5077 1 1 1 2] *M/2
5090 . 2 1 1 "1/
5097 1 3 1 10 "1
5104 ]. 1 1 10 "1/
5118 2 1 2 1 */*3
5469 | . 2 1 1 *1/*1
5471 1 1 1 1 11
5491 2 2 1 10 "1
5507 2 2 1 2| 12
5548 1 3 1 1 *1/*1
5557 2 1 1 1 11
5559 1 2 1 1 "1/
5727 1 3 1 10 "1
5798 1 3 1 10 "1
5799 1 2 1 1 11
5809 2 2 3 1] *3/3
5821 1 2 1 2] "2
5840 1 2 1 10 "1
5843 1 2 1 2| 12
5850 2 3 1 1 11
5863 2 1 1 1 "1/
5874 2 1 2 11 ™73
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5892 3 1 1 10 "1
5893 2 2 1 10 "1
5898 1 2 1 1 11
5901 1 1 2 1] *1/8
5902 1 1 2 1 */*3
6057 1 3 1 10 "1
6079 1 1 2 2| *2I"3
6088 2 3 1 2] *M/2
6089 2 2 1 1 "1/
6092 2 3 1 10 "1
6115 1 3 1 2| 12
6117]. 1 1 1 "1/
6123 3 2 1 2] *M/2
6128 1 3 1 1 11
6163 1 2 1 3| *2/*2
6166 2 2 1 10 "1
6314 2 1 1 2| "2
6334 2 2 1 1 11
6345 1 2 1 2] "2
6366 | . 1 1 1 "1
6373 1 1 1 10 "1
6377 2 3 1 1 11
6804 | . 1 1 1 "1/
6810 2 1 1 2] "2
6813 1 3 2 1 ™3
6833 1 3 1 10 "1
6898 1 2 1 1 11
7046 2 2 1 1 "1/
7055 1 3 1 10 "1/
7071 1 1 1 10 "1
7084 1 1 1 10 "1/
7192 2 1 1 1 11
7215 1 1 1 1 "1/
7235 1 3 1 10 "1
17267 1 1 1 10 "1
17340 2 2 1 10 "1/
17341 2 3 1 1 11
17357 2 1 1 1 "1/
17381 2 2 1 2| *1/*2
17382 3 2 1 10 "1/
17383 1 2 1 1 *1/*1
17386 1 3 2 1] *1/3
17394 1 3 1 1 "1/
17407 2 3 1 2| *1/2
17417 1 2 1 2| 12
17419 1 1 1 2| 12
17427 1 3 1 10 "1/
17429 3 2 2 1 ™13
17433 1 2 1 1 "1/
17718 2 1 1 10 "1/
24812 1 2 1 11 "1
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24844 1 2 1 10 "1
24877 1 1 1 10 "1/
24884 1 1 1 1 11
24897 2 2 1 1 "1/
25040 2 2 1 10 "1/
25100 1 1 1 2| *1/2
25110 1 3 1 10 "1/
25118 1 2 1 1 11
25137 2 3 1 2] "2
25390 2 2 2 2| *2I"3
25392 1 2 2 2| *2I"3
25542 1 2 2 2| *2I"3
25547 1 1 2 2| *2/"3
25573 1 1 1 1 "1/
25588 2 2 1 10 "1
25594 2 3 1 10 "1/
25604 1 2 2 1, *1/3
25623 1 2 1 1 11
25644 2 2 2 1] *1/8
25892 1 2 1 1 "1
25955 1 1 1 10 "1/
26031 1 3 1 2] "2
26032 1 2 1 2] "2
26053 1 2 1 2] "2
26055 2 1 1 1 "1
26210 1 2 1 10 "1/
26218 2 1 1 1 11
26219 1 2 1 1 "1/
26249 2 2 1 2| *1/*2
26251 1 2 1 1 "1
26256 1 1 1 10 "1/
26258 2 1 1 1 11
26274 2 2 1 1 "1/
26305 1 3 2 1 ™73
26307 1 1 1 10 "1
26308 2 2 1 10 "1/
26309 1 3 1 1 11
26310 1 1 2 1] *1/8
26311 2 2 2 1 ™73
26312 1 1 2 11 */*3
26316 1 2 1 1 *1/*1
26319 1 2 1 1 11
26324 2 3 1 1 "1/
26443 2 2 1 2| *1/2
26483 2 3 1 10 "1/
26499 1 3 1 1 11
26516 1 2 1 1 "1/
26519 1 3 1 1 "1/
26530 2 2 1 10 "1
26536 2 2 1 10 "1/
26541 2 2 1 10 11
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26548 1 3 1 2| *1/2
26549 1 2 1 10 "1/
26637 1 1 1 2] "2
26671 1 2 1 1 "1/
26706 1 1 1 10 "1/
26713 2 2 1 1 "1
26734 1 2 1 3| *2/*2
26737 2 1 1 3| *2/"2
26740 1 1 1 1 "1/
26993 1 1 1 10 "1
27043 2 2 1 10 "1
27105 2 1 1 2| 12
27149 1 3 1 1 11
27171 2 1 1 1 "1/
27239 1 1 1 10 "1
27304 1 2 1 10 "1/
27308 2 1 1 1 *1/*1
27343 1 2 1 1 11
27344 2 2 1 2] "2
27346 2 2 1 1 "1
27350 1 1 1 10 "1/
27352 1 2 1 1 11
27357 2 2 1 1 "1/
27382 3 1 1 1 "1/
27517 1 2 1 1 "1
27587 2 3 1 10 "1/
27589 2 3 1 1 11
27591 1 2 1 2] "2
27596 1 2 1 10 "1/
27597 2 3 1 3| *2/*2
27616 2 3 1 10 "1/
27622 1 3 1 1 11
27630 2 2 1 2] "2
27631 1 2 1 2| *1/*2
27725 2 2 2 11 */*3
27760 1 2 1 10 "1/
27786 2 2 1 1 11
27792 2 2 1 1 "1/
27817 1 1 1 10 "1
27821 2 1 2 2| *2I"3
27829 2 1 2 2| *2/"3
27830 1 2 1 1 11
27832 2 2 1 2] "2
27846 1 1 2 1 ™73
27849 1 2 1 10 "1/
27854 2 1 1 1 11
27855 1 2 1 1 "1/
27868 1 3 1 2] "2
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PRILOGA 3

PACIENT |GENOTIP
cyp2c9*2
4571 110.022 4.162 | Allele Y
4590 1]0.198 1.747 | Allele Y
4600 1
Both
4657 2| 5.623 6.341 | Alleles
4663 110.146 3.342 | Allele Y
4670 1]0.139 1.791 | Allele Y
4675 1
4676 1]0.067 8.927 | Allele Y
4683 1
4697 110.125 8.605 | Allele Y
4724 1]0.153 1.957 |Allele Y
4739 1
4762 1]0.120 2.354 | Allele Y
4781 1]10.176 6.336 | Allele Y
4786 1
4790 110.039 8.480 | Allele Y
4922 1]0.130 1.099 | Allele Y
4932 1
Both
4933 2| 2722 2.318 | Alleles
4971 110.127 2.833 |Allele Y
4978 110.072 7.976 | Allele Y
Both
5010 2| 5.946 6.827 | Alleles
Both
5021 2| 1.026 1.062 | Alleles
5035 1]10.181 2.575 | Allele Y
5038 1]10.130 2.596 | Allele Y
5036 1
5045 1]0.165 3.252 | Allele Y
5059 110.050 7.231 | Allele Y
5062 110.224 4.885 | Allele Y
5064 1]10.212 3.386 | Allele Y
5065 1]0.162 2.038 | Allele Y
Both
5075 210.568 |0.653 Alleles
Both
5077 2| 5.016 5.252 | Alleles
5088 0.042 Negative
5090 110.140 1.198 | Allele Y
5097 1
5104 1]0.104 1.097 | Allele Y
5118 1]10.214 4.108 | Allele Y
5120 1]10.113 8.025 | Allele Y
5469 110.140 1.128 | Allele Y
5471 1]10.127 |0.785 Allele Y
5491 1
Both
5507 2| 1.950 1.956 | Alleles
5548 1]0.164 2.099 | Allele Y
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5552 1]10.103 1.290 | Allele Y
5557 1]10.175 6.498 | Allele Y
5559 110.120 [0.484 Allele Y
5727 110.188 6.348 | Allele Y
5798 1]0.157 5.775 | Allele Y
5799 1]0.181 4.584 | Allele Y
5807 1]10.144 4.439 | Allele Y
5809 1
5821 2
5840 1
Both
5843 2| 2.579 2.919 | Alleles
5845 1]10.119 1.429 | Allele Y
5850 110.070 5.254 | Allele Y
5863 1]10.184 3.607 | Allele Y
5874 110.103 8.865 | Allele Y
5892 1]10.211 4,942 | Allele Y
5893 110.288 1.294 | Allele Y
5898 1]0.232 3.994 | Allele Y
5901 110.096 2.242 | Allele Y
5902 110.200 3.429 | Allele Y
Both
6008 2| 2.196 2.169 | Alleles
6057 1]0.137 2.159 | Allele Y
Both
6079 2| 2.503 2.684 | Alleles
Both
6088 2| 3.056 3.650 | Alleles
6089 1]10.182 4.321 |Allele Y
6092 110.078 8.348 | Allele Y
Both
6115 2| 2.682 2.806 | Alleles
6117 110.107 [0.084 Negative
6120 110.028 8.546 | Allele Y
Both
6123 2| 2174 2.288 | Alleles
6128 110.085 7.790 | Allele Y
Both
6163 310.774 |0.959 Alleles
6166 110.143 1.163 | Allele Y
Both
6314 2| 2.325 2.322 | Alleles
6334 1]0.153 3.410 | Allele Y
6343 110.217 3.091 | Allele Y
Both
6345 2| 1.532 1.431 | Alleles
6352 110.149 2.569 | Allele Y
6354 1]10.106 2.263 | Allele Y
6366 1]10.087 [0.819 Allele Y
6367 110.160 |[0.252 Negative
6373 1]10.073 8.637 | Allele Y
6377 1]10.193 2.292 | Allele Y
6804 1]10.047 |0.022 Negative
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Both

6810 2| 2752 2.945 | Alleles
6813 1]0.053 8.694 | Allele Y
6833 1]0.076 1.722 | Allele Y
6838 1]/0.166 2.166 | Allele Y
Both
6868 2| 4.622 4117 | Alleles
6898 1]0.167 2.949 | Allele Y
7046 1]10.173 2.823 | Allele Y
7055 110.243 3.070 | Allele Y
7071 110.202 2.874 | Allele Y
7084 110.146 2.949 | Allele Y
7192 110.177 4.572 | Allele Y
7193 1
7215 110.192 2.905 | Allele Y
7229 1]10.121 2.495 | Allele Y
7235 1]10.162 5.318 | Allele Y
17267 110.149 4.033 | Allele Y
17340 110.150 3.659 | Allele Y
17341 110.165 5.353 | Allele Y
17351 110.159 3.840 | Allele Y
17357 110.243 5.830 | Allele Y
Both
17381 2| 1.591 1.763 | Alleles
17382 1]0.138 2.637 | Allele Y
17383 1]10.175 4.407 |Allele Y
17386 1]10.183 3.956 | Allele Y
17394 110.154 3.503 | Allele Y
Both
17407 2| 2.064 2.167 | Alleles
Both
17417 2| 4.697 4.991 | Alleles
Both
17419 2| 2.652 2.759 | Alleles
17427 110.147 3.031 | Allele Y
17429 110.166 3.410 | Allele Y
17432 1]0.150 2.811 | Allele Y
17433 110.289 5.317 | Allele Y
17449 110.134 2.871 | Allele Y
17665 110.160 3.121 | Allele Y
17718 110.157 4,753 | Allele Y
24812 1]0.196 3.420 | Allele Y
24844 1]0.155 2.662 | Allele Y
24877 110.335 6.419 | Allele Y
24884 110.183 3.543 | Allele Y
24897 1]0.165 2.836 | Allele Y
25040 110.150 2.382 | Allele Y
Both
25100 2| 2.164 2.391 | Alleles
Both
25105 2| 2.670 3.211 | Alleles
25110 110.362 5.046 | Allele Y
25118 110.220 5.363 | Allele Y
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Both

25137 2| 2.829 2.869 | Alleles
25170 110.352 5.104 | Allele Y
Both
25390 2| 1.221 1.281 | Alleles
Both
25392 2| 2144 2.324 | Alleles
Both
25542 2| 1.397 1.281 | Alleles
Both
25547 2| 2437 2.699 | Alleles
25573 110.220 4.919 |Allele Y
25588 1]10.054 |[0.299 Negative
25594 110.132 2.431 | Allele Y
25604 1]0.195 3.656 | Allele Y
25623 1]0.215 4.020 | Allele Y
25644 110.200 4.385 | Allele Y
25955 1]10.139 2.698 | Allele Y
Both
26031 2| 2.283 2.309 | Alleles
Both
26032 2| 2.164 2.211 | Alleles
Both
26053 2| 4.314 4.577 | Alleles
26055 1]0.155 3.657 | Allele Y
26189 110.153 2.820 | Allele Y
26199 1]0.191 3.255 | Allele Y
26210 110.175 5.953 | Allele Y
26218 110.202 5.127 | Allele Y
26219 110.303 5.618 | Allele Y
Both
26249 2| 2425 2.366 | Alleles
26251 1]10.151 3.360 | Allele Y
26256 110.208 3.705 | Allele Y
26258 1]0.186 2.997 | Allele Y
Both
26273 2| 2.163 2.222 | Alleles
26274 1]10.104 2.696 | Allele Y
26305 1]0.156 4.233 | Allele Y
26307 110.199 4138 | Allele Y
26308 1]10.188 3.535 | Allele Y
26309 1]0.192 5.989 | Allele Y
26310 1]0.166 3.662 | Allele Y
26311 110.330 3.216 | Allele Y
26312 110.087 2.821 | Allele Y
26316 110.197 2.710 | Allele Y
26319 1]10.211 4.067 |Allele Y
26324 110.277 4.146 | Allele Y
Both
26443 210.397 |0.477 Alleles
26483 110.184 3.491 | Allele Y
26499 110.192 3.343 | Allele Y
26516 110.163 2.778 | Allele Y
26519 1]0.158 6.583 | Allele Y
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26530 1]0.144 3.373 | Allele Y
26536 1]0.263 5.305 | Allele Y
26541 1]10.170 4.871 |Allele Y
Both
26548 2| 2.033 1.971 | Alleles
26549 1]0.193 3.093 | Allele Y
Both
26637 2| 3.454 3.559 | Alleles
26671 1]10.212 4.381 | Allele Y
26706 1]0.199 4.979 | Allele Y
26713 1]0.126 3.161 | Allele Y
26728 110.230 6.454 | Allele Y
26734 3| 4.456|0.359 Allele X
26737 3| 6.998|0.474 Allele X
26740 1]0.166 3.641 | Allele Y
26892 1]0.158 2.962 |Allele Y
26993 1]10.112 3.259 | Allele Y
27043 1]0.145 3.384 | Allele Y
Both
27092 2| 1.848 1.905 | Alleles
Both
27105 2| 3.239 3.433 | Alleles
27132 110.207 3.188 | Allele Y
27149 110.183 2.797 | Allele Y
27171 1]/0.163 2.910 |Allele Y
27239 11]0.202 5.695 | Allele Y
27304 1]10.184 3.021 | Allele Y
27308 110.174 3.687 | Allele Y
27343 1]0.286 4.103 | Allele Y
Both
27344 2| 2.092 2.141 | Alleles
27346 1]0.175 5.806 | Allele Y
27350 1]0.205 4.125 | Allele Y
27352 1]10.197 3.589 | Allele Y
27357 1]0.222 3.728 | Allele Y
27358 110.123 3.466 | Allele Y
27366 1]10.040 |0.027 Negative
27376 1]0.185 3.801 | Allele Y
27378 1]0.146 3.239 | Allele Y
27382 1 0.644 Allele Y
27517 1]0.146 3.928 | Allele Y
27587 1]0.200 5.640 | Allele Y
27589 110.080 1.592 | Allele Y
Both
27591 2| 2.563 2.199 | Alleles
27596 110.248 3.063 | Allele Y
27597 3| 2.520 1.487 | Unknown
27616 110.208 4,986 | Allele Y
27622 1]0.163 2.491 |Allele Y
Both
27630 2| 4.508 4.490 | Alleles
Both
27631 2| 2417 2.259 | Alleles
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27724 1]10.211 1.957 | Allele Y
27725 1]10.119 2.007 | Allele Y
27760 110.259 6.167 | Allele Y
Both
27774 2| 2414 2.271 | Alleles
27786 1]0.196 3.472 | Allele Y
27792 110.195 6.521 | Allele Y
27817 110.204 3.257 | Allele Y
Both
27821 2| 2152 2.107 | Alleles
Both
27829 2| 2379 2.615 | Alleles
27830 110.221 4.342 | Allele Y
Both
27832 2| 2184 2.233 | Alleles
27846 1]0.248 5.470 | Allele Y
27849 1]0.133 4.229 | Allele Y
27854 110.223 4.148 | Allele Y
27855 1]10.172 2.860 | Allele Y
27858 1]0.159 5.013 | Allele Y
27868 2/0.099 ]0.049 Negative
KONT
07348 NEG 0.007 Negative
KONT Both
10835 2| 1.235 1.329 | Alleles
KONT
10854 3| 3.465|0.294 Allele X
KONT Both
10855 2| 1.940 2.049 | Alleles
KONT1 1]0.132 3.284 | Allele Y
Both
KONT2 2| 1.59 1.809 | Alleles
KONT3 3| 2.429|0.181 Allele X
NTC NEG 0.037 Negative
SLEPA NEG 0.007 |0.014 Negative
SLEPA NEG 0.143 ]0.110 Negative
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PRILOGA 4

PACIENT
LETO
VREDNOST | TEDENSKI | ROJSTVA

SPOL |INR ODMEREK STAROST | TEZA | VISINA | KADILEC | INDIKACIJA
4571 |z 2 33 1957 54 95 172 | NE VT (gol L)
4590 | m 2,4 48 1931 80 74 165 | NE AF kron.
4600 | m 2 42 1934 77 74 165 | NE VT (gol L)
4670 | m 3 9 1949 62 73 170 | NE AF paroks.
4675 | > 24 25,5 1931 80 75 171 | NE Um.aort.zakl. AF PAROKS
4676 | 2 2 28,5 1934 77 75 171 | NE AF paroks.
4697 | z 2,2 31,5 1938 73 78 163 | NE PE
4724 | m 2,8 18 1945 66 90 170 | NE AF neopred.
4739 | > 2,1 28,5 1944 67 81 171 | NE AF paroks.
4762 | > 2,2 36 1935 76 57 154 | NE AF paroks.
4781 | m 2 21 1936 75 95 172 | NE AF paroks.
4786 | z 24 51 1940 71 92 165 | NE Mitralna stenoza
4790 | » 2.2 37,5 1937 74 70 168 | NE AU paroks
4922 | > 2.3 24 1939 72 75 171 | NE AF kron.
4932 |z 2,6 18 1958 53 72 165 | NE PE
4933 | m 2,8 49,5 1945 66 91 173 | NE AF kron.
4971 | m 2,1 28,5 1932 79 76 170 | NE AF paroks.
4978 | » 2,7 33 1934 77 74 169 | NE AF neopred.
5021 |z 2,7 31,5 1925 86 65 169 | NE AF kron.
5035 |z 2 30 1930 81 78 163 | NE AF paroks.
5036 | m 2,2 45 1935 76 57 154 | NE AF kron.
5038 | m 2 37,5 1939 72| 100 172 | NE AF kron.
5059 | m 2,6 12 1929 82 64 163 | NE AF paroks.
5064 | 7 2,3 42 1933 78 72 166 | NE AF paroks.
5065 | m 2,3 27 1946 65| 108 170 | NE AF paroks.
5075 | m 2,1 22,5 1935 76 85 165 | NE AF kron.
5077 | m 2,5 33 1932 79 93 174 | NE AF za EK
5090 | 7 2,2 24 1931 80 80 154 | NE AF kron.
5097 |z 2,1 13,5 1937 74 58 162 | NE AF paroks.
5104 |z 2,8 34,5 1929 82 69 170 | NE AF kron.
5118 | m 2,7 16,5 1926 85 96 185 | NE VTpopl.L
5469 | z 2 52,5 1983 28 90 170 | NE Embolija a.centr. Ret
5471 |z 2,6 46,5 1936 75 90 163 | NE AF paroks.
5491 |z 2,5 52,5 1972 39 92 165 | NE PE
5507 | m 2,6 45 1980 31 88 185 | NE Plastika zaklopke
5548 | > 2.1 19,5 1937 74 76 165 | NE AF kron.
5557 |z 2,1 16,5 1926 85 65 156 | NE AF paroks.
5559 |z 25 42 1925 86 68 165 | NE AF kron.
5727 | m 2,7 13,5 1939 72 71 170 | NE AF kron.
5798 | > 2,7 12 1927 84 65 155 | NE AF paroks.
5799 |z 2,3 27 1951 60 80 174 | NE PE
5809 | z 2,5 36 1940 71| 107 163 | NE AF paroks.
5821z 24 24 1934 77 70 173 | NE AF kron. AF paroks.
5840 |z 2,5 52,5 1960 51 75 167 | NE VT ilio-fem.L
5843 |z 2.1 36 1943 68 70 160 | NE AF kron.
5850 | m 2.2 15 1941 70 78 175 | NE AF kron.
5863 | 2 2 31,5 1943 68 81 171 |NE VT (brahialno D)
5874 | m 2,8 30 1931 80 78 173 | NE AF kron.
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5892 | m 2,3 30 1925 86 96 185 | NE AF kron.
5893 |z 2,4 24 1929 82 80 164 | NE AF kron.
5898 | m 24 42 1948 63 80 170 | NE VT popl.D
5901 | m 23 30 1953 58 65 175 | DA AF kron.
5902 | m 24 31,5 1941 70 80 170 | NE VTE-profilaksa
6057 | m 24 25,5 1944 67 80 173 | NE PAOB-anevrizme
6079 |z 2,5 21 1954 57 71 165 | NE VT (fem.-popl.D)
6088 | z 2,5 15 1941 70 86 167 | NE Um. mitr. zakl.
6089 | m 2 16,5 1930 81 72 167 | NE AF paroks.
6092 | > 2,6 16,5 1938 73 71 165 | NE AF paroks.
6115 |m 2 30 1963 48 75 175 | NE AF kron.
6117 |m 2.1 42 1925 86 79 169 | NE AF kron.
6123 | m 24 27 1947 64 75 174 | NE AF neopred.
6128 | m 2,3 15 1949 62 69 169 | NE VT (fem.-popl.L)
6163 | > 24 22,5 1930 81 69 158 | NE AF paroks.
6166 | m 2,3 21 1927 84 74 176 | NE AF kron.
6314 |z 24 48 1990 21 53 160 | NE Um. aort. zakl.
6334 | m 2,1 34,5 1936 75 73 173 | NE AF paroks.
6345 | m 2,5 42 1956 55 76 185 | DA Um. aort. zakl.
6366 | > 2 21 1938 73 62 155 | NE AF kron.

6373 | m 2,3 30 1936 75| 100 190 | NE AF kron.
6377 |z 2 18 1933 78 85 165 | NE AF kron.

6804 | > 2 31,5 1951 60 65 167 | NE AF paroks.
6810 |z 2,1 39 1940 71 70 165 | NE AF paroks.
6813 | m 2,5 34,5 1955 56 86 172 | NE VT ilio-fem.L
6833 | m 2,8 13,5 1951 60 69 168 | NE AF paroks.
6898 | z 2,2 435 1932 79 80 162 | NE AF kron.
7046 |z 2 30 1939 72 65 170 | NE AF kron.

7055 | m 2,5 15 1931 80 68 165 | NE AF paroks.
7071 |z 24 57 1943 68 78 155 | NE AF kron.
7084 | m 2.1 24 1932 79 96 170 | NE AF kron.
7192 |z 23 37,5 1940 71 112 172 | NE AF paroks.
7215 | m 2,3 46,5 1947 64 80 171 | NE PAOB-by.pass
7235 |m 2,1 49,5 1951 60 80 176 | NE VT (fem.-popl.L)
17267 | m 2 48 1946 65 87 178 | NE AF paroks.
17340 | m 2,5 34,5 1933 78| 102 172 | NE VT (fem.-popl.D)
17341 |z 2,2 13,5 1937 74 78 165 | NE AF paroks.
17357 | m 2,6 67,5 1950 61 85 170 | NE VT (fem.-popl.D)
17381 | m 2,8 24 1939 72 85 185 | NE um.mitr.zaklopka
17382 | 2 2,2 24 1927 84 58 152 | NE VT (gol D)
17383 | m 2 21 1937 74 98 175 | NE AF paroks.
17386 | 2 2,8 19,5 1972 39 80 160 | NE PE

17394 | 2 2,2 22,5 1928 83 72 162 | NE AF kron.
17407 | z 2,2 75 1924 87 60 159 | NE AF paroks.
17417 | 23 39 1951 60 70 168 | NE PE

17419 | m 2,2 46,5 1956 55 90 171 | NE AF kron., Plastika zaklopke
17427 |z 25 30 1939 72| 109 170 | NE AF kron.
17429 | 2,2 19,5 1934 77 80 168 | NE AF paroks.
17433 | m 2,5 33 1933 78 85 175 | NE AF paroks.
17718 | 2,2 19,5 1934 77 80 168 | NE AF paroks.
24812 | m 2,7 48 1942 69 79 175 | NE AF paroks.
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24844 | > 2,2 58,5 1933 78 65 165 | DA AF kron
24877 | m 2,1 30 1924 87 85 170 | NE AF paroks.
24884 | > 2,2 58,5 1938 73 75 168 | NE AF kron.
24897 | m 23 34,5 1945 66 80 170 | NE AF kron.
25040 | m 2,3 31,5 1938 73 82 166 | DA AF paroks.
25100 |z 2,6 33 1943 68 66 152 | NE VT popl.D
25110 |z 2,3 18 1951 60 54 157 | NE AF kron. AF paroks.
25118 | m 2,5 27 1944 67 74 174 | NE AF kron.
25137 |z 2,3 15 1930 81 48 154 | NE AF kron.
25390 |z 2,6 15 1935 76 85 165 | NE AF kron.
25392 | m 2,4 16,5 1928 83 70 165 | NE AF kron.
25542 | > 2,6 12 1935 76 68 158 | NE AF kron.
25547 | > 23 12 1923 88 68 158 | NE AF kron.
25573 |z 24 39 1926 85 57 155 | NE AF kron.
25588 | m 2,5 39 1949 62 85 180 | NE AF paroks.
25594 |z 27 27 1938 73 95 178 | NE VT gol.D
25604 | > 2,5 16,5 1930 81 70 165 | DA AF kron.
25623 |z 2,2 225 1930 81 78 164 | NE AF kron.
25644 | > 23 16,5 1923 88 70 163 | NE AF kron.
25892 | m 2,2 45 1949 62 86 175 | NE AF paroks.
25955 |z 2,5 25,5 1933 78 69 160 | NE AF kron.
26031 |z 2 21 1926 85 80 156 | NE AF kron.
26032 |z 2,5 24 1929 82 72 163 | NE AFparoks., Um.aort.zakl.
26053 | m 2,3 19,5 1928 83 75 170 | NE AF kron.
26055 | m 2 31,5 1931 80 75 172 | NE AF perzistentna
26210 | m 2,8 49,5 1960 51 92 185 | NE AF kron.
26218 | m 2,3 37,5 1943 68 92 178 | NE AF paroks.
26219 | m 2,3 39 1942 69| 124 188 | NE AF paroks.
26249 | > 2,6 31,5 1937 74 60 165 | NE AF kron.
26251 |z 24 16,5 1930 81 80 165 | NE AF kron.
26256 |z 2,5 28,5 1936 75 62 157 | NE AF kron.
26258 | > 2,6 34,5 1929 82 70 157 | NE AF paroks.
26274 | m 2,1 31,5 1938 73 94 180 | NE AF kron.
26305 | m 2,5 18 1936 75 87 172 | NE AF kron.
26307 | m 2,6 30 1949 62 83 173 | NE PE

26308 |z 2,7 22,5 1929 82 79 158 | NE AF paroks.
26309 | > 2,2 15 1939 72 58 166 | NE PAOB-by pass
26310 |z 2,2 22,5 1932 79 78 159 | NE AF paroks.
26311 |z 2,3 33 1925 86 70 165 | NE AF paroks.
26312 |z 2,7 30 1928 83 63 166 | NE Um.biol.zakl.
26316 | m 2,6 42 1955 56 80 176 | NE Um.mitr.zakl.
26319 | > 24 37,5 1930 81 90 175 | NE AF kron.
26324 |z 2,3 18 1940 71 90 156 | NE AF kron.
26443 | > 2,1 13,5 1947 64 85 165 | NE AF kron.
26483 | > 2,8 12 1930 81 67 162 | NE AF kron.
26499 | > 2,2 12 1936 75 65 165 | NE VTE rec.(2x)
26516 | 2 23 25,5 1931 80| 100 170 | NE AF paroks.
26519 | m 24 18 1949 62| 101 184 | NE Um. aort. zakl.
26530 | m 2,5 36 1938 73| 110 180 | NE AF neopred.
26536 | m 2.1 28,5 1935 76 96 172 | NE AF kron.
26541 | m 2,5 51 1932 79| 130 165 | NE AF kron.
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26548 | m 2,3 12 1930 81 66 160 | NE AF kron.
26549 | » 2,6 19,5 1928 83 71 164 | NE AF paroks.
26637 | m 2,1 255 1928 83 72 165 | NE AF kron.
26671 | m 2,2 22,5 1943 68 65 165 | NE AF paroks.
26706 | m 24 18 1944 67 80 167 | NE AF kron.
26713 |z 2,3 24 1941 70 72 168 | NE AF paroks.
26734 | 2,4 16,5 1926 85 70 162 | NE AF kron.
26737 |z 2 21 1938 73 72 165 | NE AF kron.
26740 | 25 33 1932 79 67 162 | NE AF kron.
26993 | 2 2,3 28,5 1935 76 75 170 | NE VT popl.D
27043 | m 2,5 36 1929 82 80 175 | NE AF neoprend.
27105 | m 2,6 22,5 1933 78 60 160 | NE AF kron.
27149 | > 2,6 10,5 1925 86 64 164 | NE AF neopred.
27171 | m 2,9 42 1935 76 78 171 | NE PE

27239 |z 2,2 45 1917 94 59 165 | NE AF persistentna
27304 | m 3 24 1928 83 90 165 | NE AF kron.
27308 | > 2,2 36 1924 87 80 168 | NE VT fem-popl.L
27343 | 2,3 24 1926 85 80 170 | NE AF paroks.
27344 | 3 2,2 75 1934 77 57 160 | NE AF kron.
27346 | m 2,2 36 1955 56 90 178 | NE PE

27350 | m 2,4 48 1939 72 76 170 | NE AF neopred.
27352 | > 2,9 39 1959 52 70 168 | NE Atrij septum defekt
27357 |z 2 28,5 1933 78 80 155 | NE AF kron.
27382 |z 2 34,5 1932 79 75 169 | NE AF kron.
27517 |z 2,6 16,5 1936 75 69 163 | NE AF paroks.
27587 |z 24 19,5 1924 87 72 164 | NE AF paroks
27589 |z 2,5 49,5 1926 85 50 150 | NE AF kron.
27591 | m 3 27 1928 83 83 174 | NE AF paroks.
27596 | > 2,3 34,5 1949 62 85 150 | NE AF kron.
27597 |z 2.1 13,5 1923 88 76 167 | NE AF kron.
27616 |z 3,2 12 1946 65 83 165 | NE Um. mitr. zakl.
27622 | > 3 31,5 1968 43 62 156 | NE Um.mitr.zakl.
27630 | m 2,6 51 1968 43 79 188 | NE Um.aort.zakl.
27631 |z 3 27 1951 60 68 165 | NE Antifosfolipidni sy
27725 | m 2,7 13,5 1942 69 62 170 | NE PAOB-by-pass
27760 | m 2,2 57 1972 39 80 176 | NE VTpopl.L, VTgol.L
27786 | > 2 21 1928 83 72 164 | NE AF neopred.
27792 | m 2,6 42 1954 57 75 172 | NE Um.aort.zakl.
27817 |z 2,2 18 1926 85 70 165 | NE AF paroks.
27821 |z 2 16,5 1929 82 78 166 | NE AF kron.
27829 | m 2,7 22,5 1944 67 65 165 | NE AF kron.
27830 | > 2,4 255 1958 53 75 169 | NE VT fem-popl-L
27832 | m 2,5 28,5 1924 87 80 175 | NE AF kron.
27846 | > 2,3 19,5 1931 80 74 166 | NE AF kron.
27849 | m 2,4 33 1946 65| 100 178 | NE AF kron.
27854 | > 2,5 39 1925 86 68 164 | NE AF kron.
27855 | m 25 22,5 1927 84| 113 168 | NE PE

27868 | m 2,6 34,5 1941 70 73 172 | NE AF paroks.

77




PRILOGA 5

Stevilo meritev INR v letu 2011 | PACIENT | CYP4F2 | VKORC1 | CYP2C9
7 27830 1 2 11
7 27855 1 2 11
8 5840 1 2 11
9 4790 1 2 11
9 25892 1 2 11
9 26316 1 2 11
9 26516 1 2 11
10 26549 1 2 11
10 27596 1 2 11
11 5559 1 2 11
11 24812 1 2 11
11 25118 1 2 11
11 25623 1 2 11
11 26671 1 2 11
11 27760 1 2 11
12 5799 1 2 11
12 17433 1 2 11
12 27343 1 2 11
13 4675 1 2 11
13 17383 1 2 11
13 26219 1 2 11
13 26251 1 2 11
13 26319 1 2 11
14 24844 1 2 11
14 26210 1 2 11
14 27352 1 2 11
15 4781 1 2 11
15 4786 1 2 11
15 5065 1 2 11
15 27517 1 2 11
16 5038 1 2 11
16 5898 1 2 11
16 6898 1 2 11
16 27304 1 2 11
16 27849 1 2 11
17 4922 1 2 11
19 5036 1 2 11
20 4600 1 2 11

CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*1-VKORCIGA
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Stevilo meritev INR v letu 2011 | PACIENT | CYP4F2 | VKORC1 | CYP2C9
6 27239 1 1 11
8 24877 1 1 11
8 26307 1 1 11
9 25955 1 1 11
9 26993 1 1 11
10 25573 1 1 11
10 27350 1 1 11
10 27817 1 1 11
11 4590 1 1 11
11 5471 1 1 11
11 7084 1 1 11
12 4762 1 1 11
12 26706 1 1 11
13 17267 1 1 11
14 26740 1 1 11
15 7071 1 1 11
15 7215 1 1 11
16 6373 1 1 11
17 24884 1 1 11
20 26256 1 1 11
11 5104 1 11
13 6366 1 11
15 6804 1 11
20 6117 1 11
CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*1-VKORCI1GG

6 5863 2 1 11
6 27854 2 1 11
8 27171 2 1 11
9 17357 2 1 11
9 26055 2 1 11
11 27308 2 1 11
12 7192 2 1 11
12 17718 2 1 11
12 26258 2 1 11
14 26218 2 1 11
15 5035 2 1 11
18 5064 2 1 11
19 5557 2 1 11
CYP4F2*1*3-CYP2C9*1*1-VKORCIGG

7 5892 3 1 11
9 4724 3 1 11
15 27382 3 1 11

CYP4F2*3*3-CYP2C9*1*1-VKORCIGG
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Stevilo meritev INR v letu 2011 | PACIENT | CYP4F2 |VKORC1 | CYP2C9
7 27792 2 2 11
8 25588 2 2 11
9 26274 2 2 11
9 26308 2 2 11
9 26536 2 2 11
10 6166 2 2 11
10 6334 2 2 11
10 27043 2 2 11
11 6089 2 2 11
11 26530 2 2 11
11 27346 2 2 11
11 27786 2 2 11
12 5491 2 2 11
13 4697 2 2 11
13 26713 2 2 11
14 5893 2 2 11
14 25040 2 2 11
14 27357 2 2 11
15 4739 2 2 11
15 26541 2 2 11
16 17340 2 2 11
16 24897 2 2 11
18 7046 2 2 11
19 4571 2 2 11
26 4676 2 2 11
CYP4F2*1*3-CYP2C9*1*1-VKORCIGA

13 (17382 |3 2 [11
CYP4F2*3*3-CYP2C9*1*1-VKORCIGA

3 5469 2 11
11 5090 . 2 11
3 5727 1 3 11
8 26309 1 3 11
9 4932 1 3 11
9 6128 1 3 11
10 5548 1 3 11
10 6057 1 3 11
10 17427 1 3 11
11 5798 1 3 11
11 7235 1 3 11
11 26499 1 3 11
11 26519 1 3 11
11 27149 1 3 11
14 27622 1 3 11
15 17394 1 3 11
16 6833 1 3 11
17 25110 1 3 11
19 5097 1 3 11
19 7055 1 3 11

CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*1-VKORCIAA
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Stevilo meritev INR v letu 2011 | PACIENT | CYP4F2 | VKORC1 | CYP2C9
9 27587 2 3 11
10 6092 2 3 11
10 25594 2 3 11
10 26324 2 3 11
10 27589 2 3 11
11 27616 2 3 11
13 6377 2 3 11
15 5850 2 3 11
16 26483 2 3 11
18 17341 2 3 11
21 4670 2 3 11
CYP4F2*1*3-CYP2C9*1*1-VKORCIAA

9 25100 1 1 12
10 17419 1 1 12
10 26637 1 1 12
11 5077 1 1 12
14 5021 1 1 12
17 4933 1 1 12
CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*2-VKORCIGG

10 6314 2 1 12
11 27105 2 1 12
12 6810 2 1 12
CYP4F2*1*3-CYP2C9*1*2-VKORCIGG

9 26053 1 2 12
11 5843 1 2 12
11 26032 1 2 12
13 27631 1 2 12
14 17417 1 2 12
15 5821 1 2 12
15 27591 1 2 12
19 6345 1 2 12
CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*2-VKORCIGA

9 26249 2 2 12
10 27630 2 2 12
11 27832 2 2 12
13 5075 2 2 12
15 5507 2 2 12
15 26443 2 2 12
17 17381 2 2 12
20 27344 2 2 12
CYP4F2*1*3-CYP2C9*1*2-VKORCIGA

11 (6123 |3 |2 [12
CYP4F2*3*3-CYP2C9*1*2-VKORCIGA

11 6115 1 3 12
12 26031 1 3 12
17 26548 1 3 12
20 27868 1 3 12

CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*2-VKORCIAA
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Stevilo meritev INR v letu 2011 | PACIENT | CYP4F2 | VKORC1 | CYP2C9
9 25137 |2 3 12
17 6088 2 3 12
20 17407 |2 3 12
CYP4F2*1%3-CYP2C9*1%2-VKORCIAA

9 26312 |1 1 13
11 5902 1 1 13
11 26310 |1 1 13
14 5901 1 1 13
14 27846 |1 1 13
CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*3-VKORCIGG

13 5118 2 1 13
13 5874 2 1 13
15 27829 |2 1 13
CYP4F2*1%2-CYP2C9*1*3-VKORCIGG

11 25604 |1 2 13
13 6163 1 2 13
CYP4F2*1*1-CYP2C9*1*3-VKORCIGA

12 25644 |2 2 13
15 27725 |2 2 13
17 4978 2 2 13
17 26311 |2 2 13
CYP4F2*1%3-CYP2C9*1*3-VKORCIGA

12 (17429 |3 |2 |13
CYP4F2*3*3-CYP2C9*1*3-VKORCIGA

7 26305 |1 3 13
11 6813 1 3 13
11 17386 |1 3 13
12 4971 1 3 13
CYP4F2*1*1-CYP2C9*1%3-VKORCIAA

12 [26737 |2 |1 |22
CYP4F2*1%3-CYP2C9*2*2-VKORCIGG

18 (26734 |1 |2 |22
CYP4F2*1*1-CYP2C9*2%2-VKORCIGA

10 [27597 |2 |3 |22
CYP4F2*1*3-CYP2C9*2*2-VKORCTAA

9 6079 1 1 23
10 25547 |1 1 23
CYP4F2*1*1-CYP2C9*2*3-VKORCIGG

10 [27821 |2 |1 |23
CYP4F2*1%3-CYP2C9*2*3-VKORCIGG

8 25392 |1 2 23
15 25542 |1 2 23
CYP4F2*1*1-CYP2C9*2*3-VKORCIGA

15 25390 |2 2 23
17 5809 2 2 33
10 5059 2 3 33

CYP4F2*1*3-CYP2C9*3*3-AA
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