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“A very important aspect of PharmGKB is the level of evidence
assigned to every clinical annotation. The level of evidence is
a measure of confidence in the association as determined by the
PharmGKB curators based on several criteria, including
replication of the association, P value (after correction for
multiple-hypothesis testing, if applicable), and odds ratio, if
available.”

Farmacogenetica dei farmaci che
agiscono sulla coagulazione



PharmGkB
“Clinical Annotation Levels of Evidence”

Level 1A
Annotation for a variant-drug combination in a CPIC or medical society-
endorsed PGx guideline, or implemented at a PGRN site or in another major
health system.

Level 1B
Annotation for a variant-drug combination where the preponderance of evidence
shows an association. The association must be replicated in more than one
cohort with significant p-values, and preferably will have a strong effect size.

Level 2A
Annotation for a variant-drug combination that qualifies for level 2B where the
variant is within a VIP (Very Important Pharmacogene) as defined by
PharmGKB. The variants in level 2A are in known pharmacogenes, so functional
significance is more likely.

Level 2B
Annotation for a variant-drug combination with moderate evidence of an
association. The association must be replicated but there may be some
studies that do not show statistical significance, and/or the effect size may
be small.



PharmGkB
“Clinical Annotation Levels of Evidence”

Level 3
Annotation for a variant-drug combination based on a single significant (not yet
replicated) study or annotation for a variant-drug combination evaluated in
multiple studies but lacking clear evidence of an association.

Level 4
Annotation based on a case report, non-significant study or in vitro, molecular
or functional assay evidence only.

Whirl-Carrillo M, et al., Clin Pharmacol Ther. 2012 Oct;92(4):414-7.



ANTIAGGREGANTI 
PIASTRINICI

ANTICOAGULANTI

FIBRINOLITICI 
(ospedalieri)

FARMACI

Vaso danneggiato

Piastrine aggregate

Tappo emostatico primario

Attivazione locale dei fattori
plasmatici della coagulazione

Coagulo di fibrina che rinforza 
l’aggregato piastrinico

PROCOAGULANTI

ANTIFIBRINOLITICI 

INIBITORI 
CAOGULAZIONE

ATTIVATORI
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ANTIAGGREGANTI PIASTRINICI

Inibitori del TXA2

antagonisti
recettore ADP

antagonisti 
recettori GPIIb/IIIa

Inibitori diretti

Induttori dell’
AMP ciclico 

intrapiastrinico



ANTIAGGREGANTI PIASTRINICI

CLOPIDOGREL

ASPIRINA (2B)



ANTAGONISTI del RECETTORE per ADP

Alta concentrazione di ADP nei granuli piastrinici

Il rilascio è stimolato da trombina e collagene

L’ADP agisce su due differenti recettori
metabotropici purinergici:
• recettore P2Y1 associato a Gq: mobilizzazione di

calcio e aggregazione reversibile;
• recettore P2Y12 associato a Gi (↓cAMP):

amplificazione di aggregazione e secrezione

L’aumento di calcio e l’inibizione di cAMP
causano il cambiamento conformazionale della
glicoproteina IIb/IIIa e ne Inibiscono il legame
con il fibrinogeno



ANTAGONISTI del RECETTORE per ADP
Tienopiridina

Inibizione irreversibile e selettiva del recettore P2Y12 per l’ADP

Capostipite: TICLOPIDINA
→ neutropenia 

(1% dei pazienti)
→ trombocitopenia

(0,2% di cui 50% muore)

CLOPIDOGREL
→ grande variabilità individuale
→ effetti rari sulle cellule ematiche

PRASUGREL
→ esordio d’azione più rapido
→ minore variabilità individuale

Inibizione reversibile e selettiva del recettore P2Y12 per l’ADP

TICAGRELOR



CLOPIDOGREL

Prevenzione di eventi di origine aterotrombotica
• Pazienti adulti affetti da infarto miocardico (da pochi giorni fino a

meno di 35), ictus ischemico (da 7 giorni fino a meno di 6 mesi) o
arteriopatia obliterante periferica comprovata.

• Pazienti adulti affetti da sindrome coronarica acuta

• Trattamento combinato clopidogrel e aspirina (effetti additivi).
prevenzione di eventi di origine aterotrombotica e
tromboembolica, incluso l'ictus nei pazienti adulti con fibrillazione
atriale che possiedono almeno un fattore di rischio per eventi
vascolari, non idonei ad un trattamento a base di antagonisti della
vitamina K (AVK) e che possiedono un basso rischio di
sanguinamento.



Passaggi essenziali del metabolismo del Clopidogrel

Nature Medicine 17, 40–41 (2011)

CLOPIDOGREL



CLOPIDOGREL

https://www.pharmgkb.org/chemical/PA449053



Enzima mediante reazioni di
funzionalizzazione su un gran
numero di farmaci:

 clopidogrel

 Antidepressivi

 Benzodiazepine

 Mefenitoina

 Inibitori di pompa H+

(e.g. Omeprazolo)

CYP2C19: l’enzima



 Localizzato sul cromosoma 10q23.33

 Gene altamente polimorfico, con
almeno 25 alleli varianti

CYP2C19: gene



Allele SNP avente maggior 
frequenza

Effetto funzionale

*1 (wt) Nessuna Attività normale

*2 G681→A (codificante) Difetto di splicing

*3 G636→A (codificante) W212X

*4 A1→G (codificante) M1V

*5 C1297→T (codificante) R433W

*6 G395→A (codificante) R123Q

*7 +2T819→A (intronic) Difetto di splicing

*8 T358→C (codificante) W120R

*17 C-806→T (promotore) Incrementata espressione

CYP2C19: varianti alleliche



Allele Frequenza allelica

*1 (wt)

*2 ~15% popolazione caucasica e africana; 
~30% popolazione asiatica

*3 <1% in Caucasians and Africans; 2-9% in 
Asians

*4 < 1%

*5 < 1%

*6 < 1%

*7 < 1%

*8 < 1%

*17 ~3-21%

Popolazione caucasica

*4-*5-*6-*7-*8

*2

*3

Wild type

*17

Popolazione africana

*4-*5-*6-*7-*8

*2

*3

Wild type

*17

Popolazione asiatica

*4-*5-*6-*7-*8

*2

*3

Wild type

*17

CYP2C19: frequenze alleliche



Allele Status funzionale dell'enzima 
espresso

*1 (wt) Funzionale, attivo

*2 - *3 - *4 
*5 - *6 - *7 - *8 LOF, attività diminuita o perduta

*17 GOF, attività incrementata 

CYP2C19: LOF e GOF



Fenotipo atteso Esempi di genotipo

UM (metabolizzatore
ultrarapido) *17/*17 - *1/*17

EM (metabolizzatore
rapido) *1/*1

IM (metabolizzatore
intermedio) *1/*2 - *1/*3 - 17*/2*

PM (metabolizzatore
lento) *2/*2 - *2/*3 - *3/*3

CYP2C19: fenotipo farmacogenetico

The frequencies of CYP2C19 PMs are:
~2–5% among Caucasians and Africans

~15% in Asians



Variabilità genetica e risposta farmacologica

Pazienti omozigoti ed eterozigoti per CYP2C19*2 hanno una ridotta attività dei
metaboliti del clopidogrel e una superiore attività di aggregazione piastrinica rispetto
agli omozigoti per *1.

Meta-analysis Among patients treated with clopidogrel, hazard ratios are reported for 
stent thrombosis among carriers of one or two 

JAMA. 2010 Oct 27; 304(16): 1821–1830. doi: 10.1001/jama.2010.1543



Uso terapeutico del Clopidogrel a seconda del genotipo CYP2C19

Terapia anti-coagulante con
Clopidogrel per ACS/PCI

Risultati dell'analisi sul 

genotipo CYP2C19

UM

(*1/*17,- *17/*17)

EM

(*1/*1)

IM

(*1/*2 - *1/*3 - *2/*17 )

PM

(*2/*2 - *2/*3 - *3/*17)

Uso di dosi standard di Clopidogrel
Uso di anti-coagulanti alternativi  

(es. Prasugrel, Ticagrelor)

CYP2C19- CLOPIDOGREL CPIC guidelines

Scott SA et al., Clin Pharmacol Ther. 2013 Sep;94(3):317-23

Patients affected by coronary syndromes (ACSs) undergoing percutaneous coronary intervention (PCI)

↓ metaboliti attivi del clopidogrel 



Farmaci alternativi al 
Clopidogrel

nella terapia anti-piastrinica 
in pazienti ACS-PCI



CASCATA  della COAGULAZIONE



FARMACI ANTICOAGULANTI

• Farmaci ad assunzione orale
Antagonisti della vitamina K (Cumarine)

Anticoagulanti diretti (NOAC: dabigatran, Rivaroxaban))

• Farmaci ad assunzione parenterale
Eparine a diverso peso molecolare



ANTIAGGREGANTI PIASTRINICI

CUMARINE

DABIGATRAN,
EPARINE



• E’ evidente una analogia
strutturale tra le cumarine e
la parte naftochinonica
della Vitamina K

CUMARINE

• Vitamina K

• Warfarin (Coumadin®) • Acenocumarolo (Sintrom®)



CICLO della VITAMINA K 
MECCANISMO d’AZIONE  delle CUMARINE
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• Meccanismo d’azione: Antagonista della
vitamina K

• Azione farmacologica: Anticoagulante orale,
prevenzione delle malattie tromboemboliche.

• Dosaggio complicato in quanto l’indice
terapeutico e’ piccolo ed il farmaco è soggetto
a numerose interazioni

• grande variabilità interindividuale di risposta

WARFARIN



Tempo di protrombina  / International Normalized Ratio 
= indice farmacodinamico per la warfarina

• Range di normalità: 0,8 – 1,2
• Durante il trattamento anticoagulante si vuole 

che rimanga fra 2 e 3
• Per valori di INR maggiore, c’è un aumento del 

rischio di emorraggia



FARMACOCINETICA
WARFARIN



Vitamin K-epoxide reductase
complex (VKORC) sfrutta 
NADH per ridurre Vit K 
epossido.

CYP4F2 catabolizza l’eccesso 
di Vit K ridotta. 

FARMACODINAMICA
WARFARIN



•60 varianti alleliche conosciute (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c9.htm)

• CYP2C9*2 (rs1799853),*3 (rs1057910) sono comuni negli Europei

• CYP2C9*5,*6,*8,*11 sono comuni negli Afro-Americani

Attività diminuita

30-40%
60-80%

CYP2C9: varianti alleliche



-1639G>A (rs9923231) altera il sito di legame di un fattore di trascrizione (E-box 
consensus)
Yuan, H.Y. et al.

Comune variante non-coding associata alla sensibilità alla warfarina e alla 
necessità di dose inferiore.

Minore espressione della proteina.

Rare varianti coding non-sinonime conferiscono resistenza alla warfarina.

VKORC1: varianti alleliche



c.1297G>A (p.V433M, rs2108622, CYP4F2*3) riduce l’attività enzimatica (in 3 coorti 
caucasici)

L’allele variante CYP4F2 (rs2108622, V433M) è associate in modo modesto ad un 
aumento della dose di warfarin somministrata ai pazienti europei e asiatici

Due meta-analisi: 
o 30 studi con 9470 pazienti: “As compared with CC-homozygotes, T-allele carriers

required an 8.3% (95% confidence interval (CI): 5.6-11.1%; P < 0.0001) higher
mean daily coumarin dose than CC homozygotes to reach a stable international
normalized ratio (INR). This polymorphism is associated with interindividual
variability in response to coumarin drugs, but with a low effect size that is
confirmed to be lower than those contributed by VKORC1 and CYP2C9
polymorphisms.

CYP4F2: varianti alleliche

Danese et al., Clin Pharmacol Ther. 2012 Dec;92(6):746-56. 



rs12777823, SNP (G>A) nel cromosoma 10 localizzato nel cluster dei geni CYP2C
Ruolo funzionale sulla warfarina non noto

Studio GWAS su pazienti afroamericani intrattamento cronico con dosi stabili di 
warafarin. Fenotipo considerato: dose settimanale 

o Discovery cohort di 533 pazienti

o Validato nello stesso studio nella coorte di replicazione di 432 pazienti

o Individui eterozigoti per l’allele A in rs12777823 richiedono una riduzione
della dose pari 6·92 mg/settimana, gli omozigoti 9·34 mg/settimana.

rs12777823 e warfarina 
negli afro-americani

Perera et al., Lancet 2013 Aug 31;382(9894):790-6. . 



Johnson et al., Clin Pharm Ther 2011

Farmacogenetica del 
DOSAGGIO DEL WARFARIN



Algoritmo per selezionare la dose





Johnson et al., Clin Pharm Ther 2011



• Due studi clinici prospettici recenti hanno
confrontato il dosaggio con un approccio
convenzionale in confronto a quello basato sul
genotipo CYP2C9 / VKORC1 (nel 2013)

• Uno studio clinico prospettico recente ha
confrontato il dosaggio con un approccio
convenzionale in confronto a quello basato sul
genotipo CYP2C9 / VKORC1/ CYP4F2(nel 2017)

Farmacogenetica della warfarina



Studio prospettico europeo 
(EUPACT)

• Studio multicentrico, randomizzato e
controllato in pazienti con fibrillazione
atriale e tromboembolismo venoso.

o 226 pazienti con dosaggio guidato dal
genotipo CYP2C9*2, CYP2C9*3, and
VKORC1 (-1639G→A) ;

o 228 pazienti con standard care.

• L’esito primario considerato era il tempo
percentuale trascorso nel range
terapeutico di INR 2-3 nelle prime 12
settimane di trattamento.

- INR migliore (7%) nei pazienti con
dosaggio guidato dal genotipo =Maggior
tempo in range terapeutico

- no «over-shoot» nell’effetto Pirmohamed et al., NEJM 2013

(67,4%)

(60,3%)



Studio prospettico: americano 
(COAG)

o 514 pazienti con dosaggio guidato
dal genotipo;

o 501 pazienti con standard care

• L’esito primario considerato era il
tempo percentuale trascorso nel
range terapeutico di INR 2-3 dal
4°-5° giorno di trattamento al 28°
giorno.

• Nessuna differenza di INR tra i
pazienti con dosaggio guidato da
genotipo e quelli con dosaggio
guidato clinicamente.

Kimmel et al., NEJM 2013



Differenze dei risultati 
fra i due studi

• Dose di carico: S-warfarina ha un’emivita di 18-35
ore, si raggiunge quindi lo steady state in 90 – 175
ore (5 emivite) = EUPACT prevede una dose di carico,
COAG no.

• I risultati delle genotipizzazioni non erano disponibili
al giorno 1 in COAG (genotyping point-of-care
method per EUPACT)

• Differenze etniche: EUPACT = 97% caucasici, CAOG =
30% afro-americani in cui gli SNPs significativi per
CYP2C9 sono differenti.

• COAG utilizzano un algoritmo clinico non validato e
mai testato prima.



Studio prospettico: americano 
(GIFT)

• Studio multicentrico, randomizzato e controllato per la prevenzione del
tromboembolismo venoso profondo in pazienti (<65 anni) sottoposti ad
artoplastica del ginocchio o dell’anca

o 831 pazienti con dosaggio guidato dal genotipo VKORC1-1639G>A, CYP2C9*2,
CYP2C9*3, and CYP4F2 V433M;

o 819 pazienti con standard care

• Esiti primari CLINICI: gravi emorragie, INR≥4, tromboembolismo venoso o morte

• I pazienti con dosaggio guidato da genotipo e quelli con dosaggio guidato
clinicamente avevano un rischio ridotto di eventi avversi gravi.

– 87 patients (10.8%) in the genotype-guided group vs 116 patients (14.7%) in the clinically guided
warfarin dosing group met at least 1 of the end points

– 2 vs 8 for major bleeding

– 56 vs 77 for INR of 4 or greater

– 33 vs 38 for venous thromboembolism

– there were no deaths.
Gage et al., JAMA 2017 Sep 26;318(12):1115-1124



Johnson et al., Clin Pharm Ther 2017

CPIC linee guida per il warfarin
Pazienti adulti



Johnson et al., Clin Pharm Ther 2017

CPIC linee guida per il warfarin
Pazienti pediatrici


