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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ГЕНОТИПА VKORC1 C1173T И CYP2C9*2, *3  

НА ФАРМАКОКИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ МЕТАБОЛИЗМА ВАРФАРИНА * 
 
 

Проведено исследование оценки влияния мутаций генов CYP2C9 и С+1173Т VKORC1 на фармакокинетиче-
ские параметры метаболизма варфарина у пациентов. В исследование вошли 18 лиц, принимавших варфарин в 
качестве антикоагулянтной терапии в течение длительного времени. Каждому больному проводилось генотипи-
рование локусов С+1173Т VKORC1, CYP2C9*2 и CYP2C9*3. Методом масс-спектрометрии определяли концен-
трацию варфарина в плазме крови через 1, 2, 3, 8, 24, 36, 48 ч после приема лекарства. Построены фармакокине-
тические кривые и рассчитаны несколько фармакокинетических параметров. Проведен поиск зависимости между 
числовыми значениями полученных параметров и имеющимися в выборке генотипами. В пределах данной вы-
борки влияние генов CYP2C9*2 и CYP2C9*3 установить не удалось. При оценке влияния гена VKORC1+1173 на 
фармакокинетические параметры обнаружена зависимость таких параметров, как K, Cmax, MRT и Т1/2 от генотипа. 
Зависимости Cl, Tmax и Vss от генотипа не обнаружено. Показано, что генетические полиморфизмы гена 
VKORC1 вносят наибольший вклад в метаболизм варфарина. 
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В настоящее время широко назначаемым 

непрямым антикоагулянтом является вар-
фарин (варфарин никомед, варфарекс, мари-
ван). В Российской Федерации препарат 
принимают примерно 17 млн пациентов, в 
анамнезе которых установлены фибрилля-
ция предсердий, венозные и артериальные 
тромбозы, системные тромбоэмболии, а так- 
же при протезах сердечных клапанов. Тера-
пия варфарином (ВФ) продолжается дли-
тельное время, иногда пожизненно. Прием 
ВФ достоверно снижает риск инсульта на 
68 %, рецидива системных тромбоэмболий – 
75 и венозных или артериальных тромбо- 
зов – 90–95 % [1–3]. 

Индивидуальная терапевтическая доза 
ВФ варьирует от 1,25 до 10 мг и не может 
быть объяснена только полом, возрастом и 
имеющимся заболеванием. Подбор дозы 
препарата осуществляется на основе значе-
ний одного из показателей степени сверты-
ваемости крови – МНО (международное 
нормализованное отношение). У пациентов, 
принимающих ВФ, МНО должно находить-
ся в диапазоне от 2 до 3. При значениях 
МНО менее 2 у пациента возможно разви-
тие осложнений в виде тромбозов, а более  
4 – возникает риск формирования кровоте-
чений. Как минимум 15 % пациентов испы-
тывали единичные кровотечения во время 
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приема ВФ [4; 5]. Иногда, несмотря на по-
вышение дозы препарата, желаемого эффек-
та достичь не удается. Более того, известны 
случаи отсроченных осложнений, которые 
возникают через несколько месяцев после 
индукции терапии ВФ [6]. 

Принцип действия средства основан на 
его способности выступать антагонистом 
витамина K в печени, что непосредственно 
влияет на синтез нефункциональных факто-
ров коагуляции. Взаимодействие ВФ с ви-
тамин-К-эпоксидредуктазным комплексом 
(VKOR) приводит к блокированию послед-
него и обуславливает антикоагулянтный 
эффект. Изменение концентрации комплек-
сов VKOR, доступных для связывания, вле-
чет изменение дозы ВФ, необходимой для 
достижения терапевтического действия. 

В гене VKORC1, который кодирует одну 
из субъединиц комплекса VKOR, обнару-
жено более десятка нуклеотидных замен, 
влияющих на чувствительность пациента к 
ВФ. Все они находятся в тесном неравнове-
сии по сцеплению и объединены в соответ-
ствующие гаплотипы: А – ассоциирован с 
малыми дозами ВФ, В – с высокими дозами 
препарата. С полиморфными вариантами 
гена VKORC1 связано около 25 % вариа-
бельности дозы ВФ. 

Основным геном, кодирующим фермент, 
который осуществляет метаболизм ВФ в 
организме, является CYP2C9. Изменение 
его активности в значительной мере может 
влиять на чувствительность пациента к те-
рапии препаратом. Показано, что вклад  
генотипа на эффективность лечения ВФ со-
ставляет до 40 % [7]. Известно, что распре-
деление генетических полиморфизмов ге-
нов, посредством которых осуществляется 
метаболизм ВФ, в различных популяциях 
может отличаться [8; 9]. 

Цель исследования – оценить влияние 
мутаций генов CYP2C9 и С+1173Т VKORC 
на фармакокинетические параметры мета-
болизма ВФ у пациентов. 

 
Материал и методы 
 
В исследование включены 18 пациентов, 

наблюдавшихся в Центре новых медицин-
ских технологий Института химической 
биологии и фундаментальной медицины СО 
РАН (Новосибирск), из них 40 % мужчин и 
60 % женщин. Средний возраст исследуе-
мых составил 50 ± 13 лет. У всех больных  

в анамнезе диагностированы артериальный 
или венозный тромбоз, они принимали ВФ  
в качестве антикоагулянтной терапии в те-
чение длительного времени. На каждого  
пациента заведена анкета, в которой фикси-
ровали анамнестические сведения, прини-
маемую дозу ВФ в мг, показатель МНО, со-
путствующие заболевания, параллельно 
принимаемые другие лекарственные препа-
раты, наличие осложнений антикоагулянт-
ной терапии ВФ. Все лица генотипированы 
по генам CYP2C9 и С+1173Т VKORC. 

Дизайн исследования одобрен локаль-
ным этическим комитетом института, боль-
ные подписали информированное согласие 
на участие в проекте. 
Генотипирование. Проводилось генотипи-

рование локусов С+1173Т VKORC, CYP2C9*2 
и CYP2C9*3. ДНК выделялась из венозной 
крови фенол-хлороформной экстракцией. 
Определение полиморфных вариантов генов 
осуществлялось методом Real-time ПЦР с 
использованием конкурирующих TaqMan-
зондов, комплиментарных полиморфной 
последовательности ДНК. 
Пробоподготовка к масс-спектромет- 

рии. Отбор образцов крови пациентов про-
изводили через 1, 2, 3, 8, 24, 36, 48 ч после 
приема стандартной (5 мг) дозы ВФ. Про-
бирки с кровью центрифугировали в тече-
ние 10 мин с частотой 3 000 об./мин, разде-
ляя на фракции. Плазму объемом 1 мл 
переносили в пробирку на 15 мл, добавляли 
1 мл 1 М серной кислоты для осуществле-
ния тотального гемолиза. После перемеши-
вания к полученной смеси добавляли 5 мл 
диэтилового эфира. ВФ экстрагировали из 
водной фазы в органическую в течение часа 
при комнатной температуре путем переме-
шивания с частотой 240 об./мин. После экс-
тракции органическую фазу переносили в 
чистую пробирку и упаривали на водяной 
бане при 30 С до полного высыхания. Полу-
ченный ВФ растворяли путем поэтапного 
добавления к сухому остатку по 150 мкл 100 
и 50 % ацетонитрила. 
Масс-спектрометрия. К аликвотам рас-

твора ВФ, полученного в ходе пробоподго-
товки, объемом 50 мкл добавляли 250 мкл 
50 % ацетонитрила. Итоговый раствор ис-
пользовали для анализа методом масс-
спектрометрии. Интенсивность сигнала ВФ 
определяли на масс-спектрометре Agilent 
6410 QQQ («Agilent Technologies», США). 
Анализируемые растворы переносили в ви-
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алки объемом 1,5 мл, которые помещали в 
56-луночный планшет. С помощью про-
граммного комплекса Masshunter («Agilent 
Technologies», США) задавали положение 
виалки в планшете и параметры анализа: 
объем аликвоты (50 мкл), скорость потока 
элюента (1 мл/мин, 50 % ацетонитрил), вре-
мя анализа (3 мин), моду измерения (поло-
жительная), количество повторов (3–4), 
диапазон m/z (100–1 000). 

Для построения калибровочных зависи-
мостей готовили растворы ВФ с различной 
концентрацией в диапазоне от 10 до 
2 000 нг/мл. Каждую точку регистрировали 
трижды, данные усредняли. В программе 
Masshunter для количественного анализа за-
давали анализируемую массу ВФ в 307 m/z. 
Находили пик ионной плотности, соответ-
ствующий данной массе, и определяли гра-
ницы пика. Задавая теоретически рассчи-
танную концентрацию, строили отношение 
интенсивности сигнала к концентрации. По-
лученную калибровочную зависимость ис-
пользовали для расчета концентраций ВФ в 
анализируемых образцах. Методика обра-
ботки анализируемых образцов была такой 
же, как и при построении калибровочных 
зависимостей. 
Расчет фармакокинетических парамет-

ров. Рассчитанные значения концентрации 
ВФ усредняли для каждой точки. Зависимо-
сти концентрации ВФ от времени обрабаты-
вали некомпартментным методом анализа в 
программе NCOMP 3.1. Для каждого паци-
ента на основе экспериментальных данных 
рассчитаны и проанализированы наиболее 
значимые для описания метаболизма ВФ 
фармакокинетические параметры. 

1. Клиренс Cl (мл/ч) – показатель скоро-
сти очищения плазмы крови от лекарствен-
ного препарата в единицу времени в про-
цессе его биотрансформации и выведения из 
организма. 

2. Среднее время удерживания MRT (ч) – 
показатель, характеризующий время, кото-
рое лекарственный препарат находится в 
организме. 

3. Кажущийся объем распределения Vss 
(мл/кг) – отношение общего содержания 
вещества в организме к его сывороточной 
концентрации. 

4. Время полувыведения Т1/2 (ч) – время, 
в течение которого концентрация препарата 
в организме снижается на 50 %. 

5. Константа выведения K (ч–1) – вели-
чина, характеризующая скорость исчезнове-
ния препарата из организма путем био-
трансформации. 

6. Максимальная концентрация Cmax 
(нг/мл) – максимально достигаемая концен-
трация лекарственного средства в орга- 
низме. 

7. Время достижения максимальной кон-
центрации Tmax (ч) – время, за которое дости-
гается максимальная концентрация. 

Поиск зависимостей значений фармако-
кинетических параметров от генотипа про-
водили путем сопоставления и анализа от-
дельных фармакокинетических параметров 
с аллелями одного или двух генов (С+1173Т 
VKORC и / или CYP2C9). 

 
Результаты исследования  
и обсуждение 
 
Процесс метаболизма лекарственного 

средства может быть охарактеризован фар-
макокинетическими параметрами, которые 
рассчитываются из изменения концентра-
ции ВФ в крови пациента в зависимости от 
времени. Пример такой зависимости пред-
ставлен на рисунке. Фармакокинетическую 
кривую можно разбить на два участка: рост 
концентрации ВФ и ее последующее сниже-
ние. Увеличение концентрации в основном 
связано с процессом всасывания ВФ в же-
лудочно-кишечном тракте, тогда как сниже-
ние вызвано метаболизмом препарата и его 
выведением из организма. Показано, что 
период увеличения концентрации ВФ варь-
ируется от 1 до 6 ч после приема лекарства. 
Значение максимальной концентрации, дос-
тигаемой за это время, установлено в широ-
ких пределах – от 150 до 2 500 нг/мл.  
Снижение уровня ВФ до начальной концен-
трации наблюдается в течение длительного 
времени – от 70 до 100 ч. 

Для оценки влияния мутаций генов 
CYP2C9 и С+1173Т VKORC на фармакоки-
нетические параметры необходимо было 
установить связь между числовыми значе-
ниями полученных параметров и имеющи-
мися в выборке генотипами. Сочетание  
аллельных вариантов генов CYP2C9*2, 
CYP2C9*3 и VKORC1 приводило к различ-
ным типам метаболизма ВФ и позволяло 
выделить быстрый, средний и медленный 
типы метаболизма. Данные типы тесно 
коррелируют с эффективной дозой ВФ [10].
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Таблица 1 
Частота встречаемости генотипов исследуемых полиморфных локусов  

у обследованных пациентов (n = 18) 
 

Генотип 
Количество пациентов 
абс. % 

CYP2C9*1*1 
VKORC1 +1173 СС 

7 38,5 

CYP2C9*1*1 
VKORC1 +1173 СТ 

4 22,5 

CYP2C9*1*1 
VKORC1 +1173 TT 

4 22,5 

CYP2C9*1*2 
VKORC1 +1173 CC 

1 5,5 

CYP2C9*1*2 
VKORC1 +1173 СT 

1 5,5 

CYP2C9*1*3 
VKORC1 +1173 TT 

1 5,5 

 
 

Таблица 2 
Сопоставление фармакокинетических параметров  

генам CYP2C9*1*1, VKORC1 +1173 
 

Параметр 

CYP2C9*1*1 
CYP2C9 
VKORC1 

VKORC1 
+1173 T/T 

(n = 4) 

VKORC1 
+1173 C/C 

(n = 7) 

VKORC1 
+1173 C/T 

(n = 4) 
Cl, мл/ч 1,3 ± 1,1 1,5 ± 1,4 0,5 ± 0,5 3,0 ± 6,0 
MRT, ч 41 ± 32 33 ± 11 33 ± 5 31 ± 20 
Vss, мл/кг 48 ± 55 51 ± 57 13 ± 13 35 ± 46 
K, × 10-2 ч-1 2,0 ± 1,0 2,7 ± 0,6 3,4 ± 0,6 3,7 ± 1,6
T1/2, ч 38 ± 16 25 ± 5 18 ± 6 23 ± 12 
Tmax, ч 6,4 ± 7,7 1,3 ± 0,7 7,0 ± 11,0 3,0 ± 6,0 
Cmax, × 102 нг/мл 2,9 ± 3,1 5,1 ± 4,0 8,3 ± 7,0 4,8 ± 4,0 
 

Типичная фармакокинетика варфарина в орга-
низме человека 
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По результатам генотипирования пациентов 
по обозначенным полиморфным локусам 
генов CYP2C9 и VKORC1 были получены 
научные данные (табл. 1). 

Ген CYP2C9*3 только в 5 % случаев изу-
ченной выборки был представлен аллелями 
А/С (генотип CYP2C9*1*3), в пределах 
данной выборки невозможно достоверно 
установить его вклад в метаболизм ВФ. По-
этому анализ и поиск зависимостей прове-
ден по генам CYP2C9*2 и VKORC1. Анализ 
проводили как по отдельно взятым генам, 
так и по двум генам одновременно. 

При поиске зависимостей фармакокине-
тических параметров относительно отдель-
но взятого гена CYP2C9*2 достоверных ре-
зультатов не получено, вероятно, вследствие 
того, что данный ген в 16 из 18 случаев 
представлен аллелями С/С (генотипы 
CYP2C9*1*1 и CYP2C9*1*3). При оценке 
влияния отдельно взятого гена VKORC1 
+1173 на фармакокинетические параметры 
обнаружена зависимость таких параметров, 
как K, Cmax, MRT и Т1/2 от генотипа. Зависи-
мости Cl, Tmax и Vss от генотипа не обнару-
жено. 

Для уточнения полученных данных про-
вели одновременное сопоставление аллелей 
генов CYP2C9*3 и VKORC1 с фармакоки-
нетическими параметрами (табл. 2). 

Установлено, что в ряду CYP2C9*1*1, 
VKORC1 +1173 – T/T, C/C, C/T наблюда-
лась тенденция к увеличению значений K, 
Cmax и снижению MRT и Т1/2. Одновременное 
снижение MRT и Т1/2 объясняется тем, что 
оба параметра характеризуют время выве-
дения препарата из организма. Однако Т1/2 
более точно характеризует процесс метабо-
лизма ВФ. С другой стороны, параметры K 
и Т1/2 обратно пропорциональны, хотя Т1/2 
также характеризует скорость выведения 
препарата из организма. Этим объясняется 
одновременное увеличение K и снижение 
Т1/2. Полученные данные не согласуются  
с известными данными литературы, соглас-
но которым такие тенденции к росту и  
падению должны наблюдаться в ряду 
CYP2C9*1*1, VKORC1 +1173 – T/T; C/Т; 
C/C [8, 10]. Такое отличие, с одной стороны, 
может являться следствием малой выборки 
пациентов, с другой – территориальностью 
проживания обследованных пациентов. Для 
более точного определения зависимости 
фармакокинетических параметров от гено-
типа и повышения достоверности результа-

тов необходимо продолжить исследование и 
увеличивать выборку пациентов. 

 
Заключение 
 
Проведенное генотипирование обследо-

ванных пациентов показало, что распреде-
ление генотипов в популяции соответствует 
среднему распределению. Основным гено-
типом CYP2C9*2 и CYP2C9*3 является ди-
кий тип (С/С и А/А), тогда как по гену 
VKORC1 распределение между диким ти-
пом и гетерозиготным полиморфным вари-
антом равномерно. 

В ходе исследования оптимизирована 
методика пробоподготовки и определения 
ВФ в плазме крови человека. Также разра-
ботан алгоритм поиска соответствия фарма-
кокинетических параметров генотипу. По-
казано, что генетические полиморфизмы 
гена VKORC1 вносят наибольший вклад в 
метаболизм ВФ. Генетические полимор-
физмы гена VKORC1 значительно влияют 
на изменение таких фармакокинетических 
параметров, как среднее время удержива-
ния, константа выведения, время полувыве-
дения, максимальная концентрация. Полу-
ченные данные могут служить основой для 
дальнейших исследований и использоваться 
для определения влияния генотипа на под-
бор эффективной дозы ВФ при лечении па-
циентов. 
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STUDY OF THE INFLUENCE OF GENOTYPE VKORC1 C1173T AND CYP2C9*2, *3  

ON THE PHARMACOKINETIC PARAMETERS OF THE WARFARIN METABOLISM 
 

Study assessing the influence of CYP2C9 and С+1173Т VKORC1 genes mutations on pharmacokinetic parameters of 
the warfarin metabolism in residents of the West Siberian region was carried out. In this study 18 patients taking warfarin 
as anticoagulant therapy for a long time were included. Each patient was genotyped at loci С+1173Т VKORC1, 
CYP2C9*2 and CYP2C9*3. The concentration of warfarin in blood plasma was determined at 1, 2, 3, 8, 24, 36, 48 hours 
after warfarin taking by mass-spectrometry method. Pharmacokinetic curves were constructed and several pharmacokinet-
ic parameters were calculated. The relationship between the numerical values of the obtained parameters and available in 
a sample genotypes was analyzed. It was found that effect of genes CYP2C9*2 and CYP2C9*3 could not be ascertained 
within this sample. The dependence of genotype on pharmacokinetic parameters such as K, Cmax, MRT and Т1/2 was de-
termined during assessing the influence of the gene VKORC1+1173 on parameters. The dependence Cl, Tmax and Vss of 
genotype were not detected. It was shown that genetic polymorphisms of the gene VKORC1 contribute most to the meta-
bolism of warfarin. 

Keywords: warfarin, pharmacokinetics, metabolism, genotyping. 

 


