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Abstrakt

V nasi studii jsme porovnavali mozné metody monitorovani
antiagregacni terapie, faktoru, ktery muldze vyrazné ovlivnit riziko
tromboembolické pfihody. Provedli jsme agregacni studie s kationickym
propylgalatem (CPG), modifikované agregacni studie vysetfujici vliv terapie na

primarni hemostazu (pfistroj PFA-100) a studie zjistujici hladinu TXB, v moci.

V agregacni studii jsme ovéfili dostateCnou citlivost reagencie CPG
v koncentraci 30 umol/l, nezjistili jsme vliv stresovych faktorld spojenych
s hospitalizaci pacienta na méfené parametry agregace, ale potvrdili jsme
signifikantni pokles hodnot slope (%/min) po podani ASA. U vySetfeni Closue
Time (CT) na pristroji PFA-100 jsme nepotvrdili vliv hospitalizace a s ni
spojenych stresovych faktor na méreny parametr. Nalezli jsme statisticky
vyznamné prodlouzeni CT na membrané Col/Epi vlivem antiagregacni IéCby.
Hladiny TXB, v moci u pacientd s antiagregacni terapii byly vyznamné niz8i nez

koncentrace u zdravych darca.

Pouzité metody reaguji zménou méfenych parametri na podani ASA,
ze souboru 51 pacientl s dlouhodobou antiagregacni IéEbou jsme na zakladé
porovnani s hodnotami kontrolnich soubort vyclenili pacienty, ktefi na lécbu
nereagovali (rezistence na ASA). AgregaCni metodou jsme detekovali 1
nonrespondenta (2 %), na pfistroji PFA-100 2 nonrespondenty (4 %) a u TXB,

v moci 5 nonrespondentt (10 %).



Summary

The effect of antiaggregation therapy is an important factor that can
influence the risk of thromboembolic events. The methods of monitoring
antiaggregation therapy we compared in our study. The aggregation with
cationic propylgallate (CPG) as the activating substance, analyzer PFA-100,
which investigates the function of primary haemostasis and measuring of TXB:
in the urine were used to monitor the effect of the therapy. The sufficient
concentration of CPG (30 umol/l) in the aggregation study were confirmed. The
influence of hospitalization and associated stress on the parameters of
aggregation was not significant. However the decrease of parameter of
aggregation (slope, %/min) after administration of a low dose of acetylsalicylic
acid (ASA) was significant. The influence of stress linked to hospitalization on
the detected closure time (CT), was not observed using PFA 100. Nevertheless
antiaggregation therapy significantly prolonged CT measured on the
collagen/epinephrine coated membrane. The concentration of the thromboxane
B, in the urine of patients treated with antiaggregation therapy was also

significantly lower in the contrary to healthy donators.

The methods reacted after administration of low doses ASA by
modifying of measured parameters. Fifty one patients treated with long term
antiaggregation therapy were separated into the groups of responsive and
resistant ones. Segregation was carried out on the basis of the comparison with
control groups parameters. One resistant patient (2 %) was detected by
aggregation method, 2 nonrespondent patients (4 %) by use of the PFA-100
analyzer and 5 resistant patients (10 %) in terms of a measuring TXB; in the

urine.



1 Uvod a cil prace

V souCasné populaci je ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) jednou
z velmi cCastych pfic¢in umrti. Incidence této civilizacni choroby je 5 - 10
pfipadd/rok na 1000 obyvatel a umrtnost je 2-3 umrti/rok na 1000 obyvatel.
Umrtnost na kardiovaskularni onemocnéni tvoti asi 50-55 % z celkové imrtnosti
a ICHS se na ni podili asi polovinou pfipadu. V prumyslové rozvinutych zemich
je ICHS nejcastéjsi pfi€inou mortality dospélé populace. Dulslednou primarni
a sekundarni prevenci se v poslednich 25 letech podafilo v zemich Severni
Ameriky, Australie a zapadni Evropy snizit umrtnost na ICHS pfiblizné o 30 %
(SPINAR A KOL., 2003).

Primarni prevence spocCiva ve vyhledavani osob s vySSim poctem
rizikovych faktort, v komplexnim ovlivnéni téchto faktori se zaméfenim na
snizeni rozvoje aterosklerozy (MAREK A KoL., 2005). Jednim z dllezitych
faktorl, které mohou vyrazné omezit riziko tromboembolické pfihody je u€inna

dostupna IéCba a pfipadné monitorovani jejiho ucinku.

Cilem této studie bylo zmapovat jednotlivé metody slouzici ke sledovani
ucinnosti antiagregacni lécby. Byly zvoleny vhodné kontrolni soubory, podle
kterych byly vymezeny normalni hodnoty. V téchto kontrolnich souborech byla
stanovena ucinnost |éCebné davky a nasledné byly tyto soubory porovnany
se soubory nemocnych nelé€enych antiagregacni terapii. Cilem studie bylo také
vyloucit pfipadné vlivy stresovych faktord na parametry popisujici funkci

trombocytd.

V praci byly vyuzity nejnovéjSi poznatky a metody z oblasti studia
krevnich destiCek. Pouzili jsme jak agregacni studie s kationickym
propylgalatem, tak modifikace agregacnich studii s pfistrojem PFA 100 (Dade,
Behring), ktery je schopen sledovat pfimo tvorbu primarni destiCkové zatky. Ke
zhodnoceni ucinku kyseliny acetylsalicylové, v souCasné dobé nejvice
pouzivaného antiagregancia, jsme pouzili agregacni techniky a mérfeni
mnozstvi uvolfiovaného TXA; z aktivovanych trombocytl. V zavéru prace jsme
pacienty rozdélili na dvé skupiny — skupinu reagujici a nereagujici na 1é¢bu ASA

a diskutovali jsme problematiku ASA rezistence.
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2 Teoreticka cast

2.1 Ischemicka choroba srdec¢ni

Ischemicka choroba srdec¢ni (ICHS) je onemocnéni, které vznika
na podkladé akutniho nebo chronického omezeni, pfipadné zastaveni pfitoku
krve vlivem zmén na véncitych tepnach (koronarni slozka) do urcité oblasti
srde¢niho svalu, kde vznika ischemie az nekrdéza (myokardialni slozka).
K poskozeni svalu dochazi z dlvodu nepoméru mezi dodavkou a potifebou

kysliku v myokardu (SPINAR A KOL., 2003).

2.1.1 Rozdéleni ICHS

Zmeény, které vznikaji na myokardu v dusledku ischemizace, tvofi
podklad nékolika charakteristickych klinickych projevl, podle kterych mizeme
ICHS rozdélit na formy akutni a chronické. Mezi formy akutni se fadi nestabilni
angina pectoris, akutni infarkt myokardu a nahla srde¢ni smrt. Druhou formou
je chronicka ICHS, do této skupiny se fadi asymptomaticka ICHS, stabilni
angina pectoris, stav po infarktu myokardu, dysrytmicka forma ICHS a

chronické srdeéni selhani (SPINAR A KOL., 2003).

Podle morfologickych zmén na svaloviné myokardu zpusobenych
ischemii muzeme rozlisit tfi druhy ICHS. Infarkt myokardu je typicky
a morfologicky nejvyraznéjSi projev. Po uplné zastavé krevniho proudu
v kapilarach se vyvine koagulacni nekréza, ktera postupuje pfes specificky
parenchym, svalovou tkan a vmezerené vazivo s cévami. Dal§im morfologickym
projevem je myomalacie, stav kdy neni ischémie myokardu uplna. Nekroze
podlehne pouze k nedostatku kysliku citlivéjSi sloZka stény srdecni, tj. vlastni
svalovina. Zachované intersticialni vazivo a cévy mohou byt mistem, kde dojde
k reparaci svaloviny. Pokud se v myokardu objevi disperzni drobna mnohocetna
ischemicka loziska ruzného stafi (myofibrosis disseminata), odpovida tato
morfologicka zména klinickému syndromu oznacovanému jako angina pectoris

(BEDNAR A KOL., 1982).



2.1.2 Priéiny vzniku

NejCastéjSi pfiCinou vzniku ICHS je aterosklerotické postizeni
koronarnich tepen, vzacné se jedna o postizeni pfi kolagendzach, infekénich
onemocnénich, embolii nebo anomalnich odstupech véncitych tepen — tzv. fixni
stendza. Poststenoticky tlak krve je znatelné nizSi nez stfedni diastolicky tlak
v aorté. Aby bylo toto zvySeni periferniho odporu né&jakym zpusobem
kompenzovano, musi byt i v klidu pouzita koronarni rezerva. Pokud neni prasvit
koronarnich tepen zuzen o vice nez 75 %, nedochazi ke klinické manifestaci

tepenného poskozeni.

DalSi  pfiCinou ischemie je spazmus koronarnich  tepen
(tzv. vazospasticka neboli Prinzmetalova angina). Vznikla kontrakce, ktera
je nékolikanasobné silngjSi nez u zdravé koronarni cévy, zplusobuje omezeni
prusvitu cévy. Takto nahle a extrémné zvySeny odpor se stava priCinou
ischémie. Spazmus mohou vyvolat katecholaminy, které byly do obéhu
uvolnény z nervovych zakonceni. Katecholaminy pUsobi vazokonstrikci pfes
a, eceptory, které se nachazi pfevazné v epikardialnich cévach (SILBERNAGL A
LANG, 2001).

2.1.3 Nasledky a projevy ischemie myokardu

Za aerobnich podminek ziskava srde¢ni burika energii ve formé ATP
z B-oxidace (50-70 %) a glykolyzy (30 %). Pfi zvySené svalové namaze také
z laktatu. Pokud dojde v myokardu k ischémii a je pferusena dodavka O, tvori
se ATP v anaerobnich podminkach. V tomto pfipadé nevznika jenom ATP,
ale také kyselina mlééna, ktera disociuje na H* a laktat. Pfi ,ischemické anoxii
s laktatovym obratem dochazi k minimalni tvorb& ATP a ke kumulaci H* iontd.
Pokud ischémie trva déle, dochazi vlivem tkafové aciddézy k zastaveni
glykolyzy. Nasledkem je ireverzibilni postizeni bunék a uvolnéni intracelularnich

enzymu do krve (SILBERNAGL A LANG, 2001).

2.14 Vyvoj aterosklerotického postizeni koronarnich tepen

Ateroskleréza je dlouhodobé probihajici onemocnéni cévni stény, jejiz
struktura je alterovana tvorbou ateromd. Onemocnéni se po fadé let ¢i desetileti

asymptomatického prubéhu manifestuje svymi komplikacemi: ICHS,



ischemickou cévni mozkovou pfihodou nebo ischemickou chorobou dolnich
koncetin, méné Casto pak komplikacemi v jinych lokalizacich (obliterace karotid,
abdominalni angina a dal$i). Jedna se o chronické onemocnéni cévni intimy,
provazené akumulaci cholesterolu, fibrozni tkané, nékterych dalSich komponent
krve a zménami v medii cévni stény. Po nespecifickém poSkozeni cévniho
endotelu nékterymi z rizikovych faktort (zvySena koncentrace LDL cholesterolu,
zvySena hladina homocysteinu apod.) dochazi ke stavu, ktery se nazyva
.endotelialni dysfunkce®. Jde vétSinou o lokalizované postiZzeni endotelu,
kdy neni porusSena jeho integrita, ale jsou alterovany jeho funkce a endotelialni
buriky maji zvySeny obrat a zvySenou propustnost pro nékteré molekuly. Vznika
nerovnovaha mezi vazokonstrikCnimi a vazodilatacnimi mechanismy, mezi
prokoagulacnimi, protrombotickymi, antikoagulacnimi a antitrombotickymi
mechanismy. Vysledkem je pfevaha vazokontricnich a protrombotickych
pochodul a aktivace zanétlivych a proliferacnich déju.

nedostatek LDL diabetes koufeni homo- hyperterze
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obr. 1: Pficiny a dusledky endoteliaini dysfunkce (SPINAR A KOL., 2003)

Dochazi mimo jiné ke zvySené adhezi a agregaci trombocytl
se zvySenym uvolfiovanim rldstovych a proliferacnich faktort (pfedevsim PDGF,
ktery stimuluje proliferaci bunék hladné svaloviny). Chemotaktické faktory
pfitahuji monocyty, které se transformuji v makrofagy. Lipoproteiny snaze
pronikaji poskozenym endotelem do subendotelidlnich prostor a masivné
infiltruji cévni sténu, kde jsou oxidovany. Oxidované lipoproteiny dale aktivuji

makrofagy a proces aterosklerézy progreduje. Rozvoje aterogeneze se ucastni
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prakticky vSechny elementy cévniho endotelu: buriky hladké svaloviny,
monocyty (makrofagy), trombocyty a T-lymfocyty. Na konci téchto pochodu
je pak fibro-ateromova léze, nebo ruptura ¢&i fisurace platu s nasedajici

trombdzou a obliteraci postizené arterie. (SPINAR A KOL., 2003)

V dal$i fazi dochazi k progresi aterogennich zmén. PokraCuje kumulace
LDL v intimé cévy, rozviji se zanétliva reakce. Hladké svalové buriky v medii
cévy jsou aktivovany a prostupuji do intimy, dochazi k produkci extracelularni

matrix, ktera vytvafi stale jesté reverzibilni fibromuskularni plat.

Vznikly ateromovy plat obsahuje nekrotické jadro, které je vyplnéno
pénovymi burikami, krystalky cholesterolu a solemi vapniku. Jadro je prekryto
fibromuskularni CepiCkou. Tato CepiCka je mistem, kde dochazi nejCastéji

k ruptufe platu, a kde vznika idealni povrch pro agregaci trombocytu.

2.1.5 Farmakoterapie

Farmakologicky zasah pfi v€asné sekundarni prevenci ischemické

choroby srde¢ni zahrnuje antitrombotickou a antiangindzni terapii.

2.1.5.1 Antiangindzni terapie

Antianginozni terapie snizuje intenzitu a frekvenci angindznich
zachvatu. Lécba spodiva v odstranéni nepomeéru mezi dodavkou a potfebou
kysliku. Toho lze dosahnout bud zvySenou dodavkou Kkysliku nebo snizenim

pozadavkl myokardu na kyslik.

Beta-blokatory bez vnitfni sympatomimetické aktivity sniZuji spotfebu
kysliku v myokardu negativné ionotropnim a chronotropnim uc€inkem. Nitraty
se pusobenim volnych sulfhydrylovych skupin glutathionu méni na nitrosothiol,
z néhoz se v endotelialnich bunkach uvolnuje oxid dusnaty, ktery vyvola snizeni
periferni rezistence cév. Blokatory kalciového kanalu zamezi vstupu Ca?*
do buiiky pomalymi kanaly a vyvolaji tak relaxaci hladké svaloviny v cévni
sténé, snizeni kontraktility myokardu a sniZeni elektrické drazdivosti a vodivosti

prevodniho systému (HYNIE, 2001).
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2.1.5.2 Antitrombotika

Antitrombotika tlumi aktivitu hemostatickych mechanizmu, které jsou v
pripadé ICHS nezadouci a zivot ohroZzujici. K inhibici primarni hemostazy se
pouzivaji protidestickové léky (antiagregancia) a ke tlumeni sekundarni
hemostazy antikoagulancia. Spontanni fibrinolyzu fibrinového trombu,
spocCivajici v aktivaci plazminogenu na plazmin, je mozné terapeuticky
potencovat podanim tkanoveého aktivatoru plazminogenu (t-PA) nebo Ize pfimo

podat pfirozena fibrinolytika, &i jejich analoga (HYNIE, 2001).

2.1.5.2.1 Mechanizmus ucinku antitrombotik

Trombus, ktery se vytvaii na poSkozeném endotelu cév, je nejCastéjsi
pfi€inou ischemickych pfihod. K tvorbé trombu dochazi na trombogennim
povrchu cév (poSkozeny endotel). Do tohoto patofyziologického déje Ize

zasahnout nasledujicimi skupinami léCiv:
¢ endotel protektivnimi lIéky
e protidestiCkovymi Iéky
e antikoagulancii

e fibrinolytiky

2.1.5.2.1.1 Endotel protektivni léky

Jedna se o latky s protektivnim vlivem na endotel, které pusobi riznymi
mechanizmy. Brani zvySené adhezi trombocytl na cévni sténu, aktivuji lokalni
tvorbu endogenniho t-PA a oxidu dusnatého (NO), tlumi tvorbu cytokind a
ristovych faktorl podporujicich neoangiogenezi, ktera se podili na rozvoji
aterosklerdzy, a zvySuji pfirozenou antitrombotickou schopnost endotelu. Do
této skupiny IéCiv Ize zafadit hypolipidemika, nitraty nebo inhibitory angiotenzin

konvertujiciho enzymu a antagonisty antitrombinu (SPINAR A KOL., 2003).

2.1.5.2.1.2 Antikoagulancia

Ugelem antikoagulaéni Iécby je zamezit tvorbé& trombinu z protrombinu
a nasledné preméné fibrinogenu na fibrin. Lécba soucasné zamezuje pusobeni

trombinu na nékteré dalSi koagulacni faktory (V, VIII a XIIl). Faktor Xl
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je dulezitym Cinitelem hemostazy, protoze aktivovany F XllI stabilizuje trombus
tvorbou nerozpustného fibrinu. Inhibice koagulaéniho procesu lze dosahnout

nékolika zpusoby:
1. blokadou zahajeni koagulacni kaskady (TF, faktory faze kontaktu)
2. blokadou aktivace protrombinu
3. blokadou ucinku trombinu

RozliSujeme pfimé a nepfimé inhibitory trombinu. Mezi nepfimé
inhibitory trombinu patfi antitrombin, jehoz ucCinek je zesilen heparinem.
K pfimym inhibitorm trombinu fadime napf. hirudin a jemu podobna analoga,
ktera se vazi pfimo na aktivni misto trombinu a omezuji tak jeho ucinek
v hemostaze. Nizkomolekularni heparin potencuje uc€inek AT k vyvazani faktoru
Xa. Kumarinové preparaty inhibuji funkci vitamin K epoxidazy. Vitamin
K je nezbytny pro karboxylaci glutamové ¢&asti prekurzord koagulacnich
faktor(.Tato inhibice vede k tvorbé koagulaéné neaktivnich faktor( tzv. PIVKA

(protein induced by vitamin K antagonist) faktort (KATZUNG, 1994).

2.1.5.2.1.3 Fibrinolytika (trombolytika)

Fibrinolytika aktivuji pfeménu plazminogenu na plazmin pfimo
v centralni ¢asti trombu a umoznuji tak jeho postupnou degradaci. Alteplaza
a urokinaza stépi peptidické vazby molekuly plazminogenu pfimo. Anistreptaza
a streptokinaza pusobi nepfimo, vazi se na molekulu plazminogenu a vytvari
komplex streptokinaza-plazminogen, ktery je konvertovdn na komplex
streptokinaza-plazmin, ktery pfeménuje rezidualni plazminogen na plazmin
(SPINAR A KOL., 2003).

2.1.5.2.1.4 Protidesti¢kove léky (antiagregancia)

V soucasnosti dostupné protidestiCkové Iéky interferuji s riznymi kroky
aktivacnich procesu, v€etné adheze, uvolfiovaci reakce nebo agregace a snizuji
riziko arterialni trombdzy, ale mohou zvySovat riziko krvaceni pfi jejich
predavkovani. Indikace protidestickové léCby vyplyva predevSim z pfitomnosti
rizikovych faktor( tepenné okluze. Antiagregacni latky se efektivné vyuzivaji
pfi primarni a sekundarni prevenci kardiovaskularnich chorob (BOSEN A KOL.,
1984; HENNEKENS A KOL., 1997).
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2.2 Funkce trombocytu v hemostaze

Trombocyty spolu s cévni slozkou hraji hlavni roli v tvorbé primarni
hemostatické zatky. Tento proces se uplathuje hlavné v misté ruptury
aterosklerotického platu. Pfi naruSeni endotelové vystelky dochazi k obnazeni
kolagennich vlaken v subendotelialni ¢asti. Krevni desticka adheruje
k odhalenym kolagennim vlaknum pomoci povrchovych glykoproteinovych
receptort (GP la/lla/llb a GP Ib/V/IX). Vazba je zprostfedkovana bivalentnimi
proteiny: VWF a fibronectinem. Adhezi na poruSeny endotel cévy dochazi
k aktivaci trombocytd, ke zméné jejich tvaru, centralizaci granuli a sekreci
proagregacnich a chemickych puasobku (serotonin, PDGF, PF4, BTG). Z granuli
se uvolni dal8i proagregacni pusobky (ADP, TXA;). Dochazi k agregaci
okolnich a adherovanych desticek pres glykoproteinové receptory llb/llla.

V okoli poSkozeného mista vznika tzv. bily trombus (PEcka, 2004).

2.3 Aktivace krevni desticky

Krevni desticky podléhaji fadé interakci s rozpustnymi slozkami krevni
plazmy nebo s narusenym povrchem endotelu. Vysledkem téchto interakci
muze byt jejich aktivace, pfi které se méni tvar desti¢ky, metabolismus i latkova
preména. (KROLL A SCHAFER, 1995; KROLL A SCHAFER, 1989). Aktivace
trombocytl je proces zavisly na aktivacnich a inhibi¢nich signalech, které
pusobi na povrchu trombocytd. Tyto signaly (ligandy) jsou poznavany
a pfedavany do nitrobunéného prostoru specifickymi membranovymi

receptory.

Obsazeni specifického receptoru na povrchu membrany vede ke zméné
konformace transduceru (G regulacniho proteinu), tato zména vede k navazani
GTP. Alfa podjednotka s navazanym GTP se oddéli od zbyvajicich podjednotek
a vazbou na efektorovy enzym zméni jeho aktivitu. Takto aktivovany enzym
generuje molekulu ,druhého posla®“. Podjednotka a ma vlastni GTPazovou
aktivitu, kdyz defosforyluje ATP na ADP oddéli se od efektorového enzymu
a pripoji se zpét k B a y podjednotce. Aktivita efektoru bez navazané

a podjednotky se vraci do pavodniho stavu (HYNIE, 2001).

Efektorovym enzymem je fosfolipaza C (PLC), ktera stimuluje

hydrolyzu  minoritnich  inositolovych  lipidd v bunénych membranach.
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Z fosfatidylinositol-bi-fosfatu (PIP,) vznika inositoltrifosfat (IP3) a diacylglycerol
(DAG), tzv. druzi poslové. Primarni funkci IP; je uvolnéni endogenniho Ca**
z endoplazmatického retikula. Ca?* obsazuje své endogenni receptory
(kalmodulin). Komplex s kalmodulinem aktivuje Ca?*/kalmodulin dependentni
proteinkinazu. DAG aktivuje s dal$imi kofaktory (fosfatidylserin, Ca?")
proteinkinazu C (PKC), ktera ovliviiuje dalsi enzymy. PKC ma Siroké spektrum
zasahl v cytoplazmé, kde fosforyluje serinové a threoninové zbytky fady

bilkovin.

. Si g_nélni m_o].ekula

receptor aktivujici Aktivace /
" G-protemy PLF:

s
Aktivace o-podjednotky (F) (P) proteinkinasa C
G-proteinu
Fl ) 88

otevieny Ca™
" iontovy kanal

©199% GARLAHD PUBLISHING

obr. 2: Fosfoinositidova signalni dréha

Dale muze DAG degradovat na kyselinu arachidonovou. Stejnym
smérem muze byt DAG metabolizovan lipazou (PLC). Kyselina arachidonova
vznika i dalSi metabolickou cestou - pusobenim aktivované protein lipazy A..
V cyklu kyseliny arachidonové se tvofi produkty, které maji vyznamny

proagregacni (TXA,) a protiagregacni efekt (PGl,) viz obr. 3.
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2.4 Adheze

Adheze desticek je proces, pfi kterém dochazi k pfilnuti destic¢ek na jiné
nez destiCkové povrchy (RoTH, 1991). Adheze krevnich destiCek
na subendotelové struktury poskozené cévy je komplexni proces, ktery
vyzaduje prfitomnost nékolika adheznich protein(. Vedle trombocytu se
na adhezi podileji endotelové bunky, plazmatické adhezni proteiny a
hemodynamické zmény (smykové rychlosti, mnozstvi a viskozita krve, velikost a
tvar cév). Uplatiuji se rovnéz nékteré latky predevsSim von Willebrandlv faktor

(VWF), dale fibronektin, fibrinogen.

VWF ma vazebna mista pro GP Ib , GP llb/llla a pro kolageny typu |,
Il aVI. Tato vazebna mista jsou dulezitd pro navazani vVWF na obnazené
subendotelialni struktury (kolagenova vlakna) a nasledné pfipojeni krevnich
desti¢ek vyvazanim vWF na GP Ib v komplexu GP Ib/V/IX Krevni desti¢ky vSak
mohou adherovat ke kolagenim vlaknim také pfimo pomoci receptorového

komplexu GP la/lla (NIEUWENHUIS A KOL., 1985).

Adheze komplexu GP Ib/V/IX je zprostiedkovana vazbou GP |Ib na A1
domeénu VWF, ktery je pfes doménu A3 vazan ke kolagennim strukturam.
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Obr. 4: Von Willebranduiv faktor

2.5 Agregace

Agregace je vzajemné shlukovani krevnich destiCek. Dochazi k nému
vlivem zmény konformace glykoproteinového komplexu GP lIb/llla po obsazeni
receptorovych mist na membrané krevni desticky agonisty. Navazanim na své
specifické receptory na membrané krevni destiCky vyvolaji agonisté
konformaéni zménu a umozni propojeni destiCek pFes proteinové mustky
tvofené fibrinogenem nebo VvWF. Navazanim aktivatoru na membranovy
receptor se na membrané krevni desti¢ky odkryji vazebna mista integrinového
receptoru Gp llb/llla. Glykoproteiny jsou v neaktivované destiCce usporadany
volné, po stimulaci se glykoproteiny aktivuji a dojde ke konformacni zméné
(NURDEN, 1988).

komplex receptorti vznikly
héhem konformacni zmény

Obr. 5: Konformacéni zména komplexu GP 1Ib/l11
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Po ovlivnéni receptori na membrané krevni destiCky dochazi
ke zvySeni povrchové denzity Gplly/lll,; (glykoproteiny jsou uvolfovany z o-
granuli a z denznich granuli). Na aktivovany glykoproteinovy komplex se vazi
domény fibrinogenu obsahujici sekvence Arg-Gly-Asp (tzv. RGD sekvence)

a dodekapeptid karboxylove Casti y-fetézce molekuly fibrinogenu.

Kromé fibrinogenu je RGD sekvence pfitomna i na dalSich ligandech,
jako VWF, vitronectin, trombospondin a fibronectin. Tyto ligandy mohou byt
rovnéz navazany na receptor Gplly/lll; (MAYO A KOL., 1996).

Desticky se spojuji pfes molekulu fibrinogenu vazebnymi mustky (Gplly/lll, -
fibrinogen - Gplly/lll,). Pro vazbu jsou zejména dllezité koncové karboxylové

skupiny gama fetézcl v D - oblasti fibrinogenu.

vazetndmista ...

LU

.GP lla

RGD

COOH
- =044
€ doména
D doména
GPilla
15y
arginin-glycin-aspartst

Obr. 6: Struktura GP lIb/llla

18



2.6 Antiagregacni latky

Pfijdou-li krevni destiCky bé&hem cirkulace do styku s obnazenym
kolagenem v subendotelialni vrstvé cévni stény v dUsledku ruptury
aterosklerotického platu, dochazi vtomto misté kjejich adhezi. Zalezi
na rovnovaze proagregacnich a antiagregacnich mechanismu, zda tento déj

prestoupi do tvorby destiCkového trombu (VOJACEK A KOL., 2002).

AntiagregaCni 1é¢ba je zaméfena na omezeni shlukovaci schopnosti
krevnich destiCek (BADIMON A BADIMON, 1996). Aktivace krevnich destiCek nabizi
vzhledem k poctu zu€astnénym faktord nékolik urovni, na kterych je mozno

farmakologicky zasahnout. Lé&bu je mozné kombinovat.

Trombocyty je mozné inhibovat ve fazi aktivace, adheze nebo

agregace, popfipadé mizeme potencovat jejich stabilitu. Vyuziva se:
m Stabilizace krevnich desticek

- zvysSeni destickového cAMP a cGMP

m Blokada adheze krevnich desticek na subendotelialni matrix
- Inhibitory receptoru GP Ib/lla

- antagonisté VWF

m Blokada agregace krevnich destic¢ek — blokatory GP lIb/llla

1) PFimé inhibitory receptorti GP llb/llla

U na bazi monoklonalnich protilatek

O Inhibitory s malou molekulou
- syntetické peptidové inhibitory GP lIb/llla
- nepeptidové inhibitory GP lIb/llla (fibany)

2) Blokatory geneze trombinu

- LMWH (nizkomolekularni hepariny)
m Blokada aktivacnich cest a cyklu

1) Inhibitory cyklu kyseliny arachidonové

O Inhibice COX -1
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0 Soucasna inhibice tromboxansyntetazy a blokace receptort pro TXA;

2) Inhibitory receptortl induktorti agregace krevnich desti¢ek

O Selektivni inhibitory (inhibuji 1 receptor)
- Blokatory receptoru pro ADP
- Blokatory receptoru pro trombin

0 Komplexni inhibitory (inhibuji vice receptor(i najednou)

- s
blokada ;_1) - flnnefrm
clopidogrelem ADP rec. e )
plazmin
serotonin PAF
smykove sily kolagen
{blokada
jaspirinem
trombinoveé 4 A
protrombin receptory Tromboxan A2

(inhibitory GP IIb/llla

\ 3 P
C heparin snizuje
| produkci trombinu . | )
% | ‘ 'nahradi fibrinogen a
TP : GP IIb/llla O zamezi agregaci

.

s B . o =Py
_|)l'\’/a|!l!I(|I!l !)usobl jako e fibrinogen
primy inhibitor

‘trombinu . .

Obr. 7: MoZnosti aktivace a blokady aktivace trombocytu

2.6.1 Zvyseni stability membrany trombocytu

Zvyseni stability membrany krevnich destiCek se docili nejCastéji
zvySenim koncentrace destiCkového cAMP, cozZ je zprostfedkovano inhibici
fosfodiesterazy, ktera preménuje funkéni cAMP na neaktivni AMP. Dalsi
moznosti je blokace zpétného pfijmu adenosinu, ktery pfes A2 receptory
stimuluje  destiCkovou adenylatcyklazu. NejpouzivanéjSim  pfipravkem
je dipyridamol, ktery v porovnani s kyselinou acetylsalicylovou (ASA) vyraznéiji
inhibuje adhezi krevnich destiCek, jeho ucinek na agregaci je naopak nizsi
(KLIMKOVA, 2002).
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2.6.2 Inhibice adheze

Ve fazi adheze Ize inhibovat vazbu na obnazena kolagenni vlakna bud
na urovni destickovych receptord nebo blokadou VvWF, ktery tuto vazbu
zprostfedkuje. Pouzivaji se zkuSebné blokatory adheznich glykoproteinovych
receptorl GP Ib/lla, mezi které patfi kyselina aurinkarboxylova, heterogenni
smés polykarboxylovych polymer(, nebo proteiny izolované zjedu zmije
Bothrops jararaca. Jako antagonisté vW faktoru se vyuZzivaji jeho nefunkéni
fragmenty, které obsazuji vazebna mista pro vVWF. Blokada v téchto mistech
snizuje vazebnou schopnost krevnich destiCek vazat se na obnazena kolagenni

vlakna, zabraruje se jejich adhezi, aktivaci a pozdéjSi agregaci.

Blokatory
adheznich
receptord

Krevni desticka

Obr. 8: Inhibice adheze

2.6.3 Blokada agregace krevnich destic¢ek

2.6.3.1 Blokatory receptorti GP lib/llla

Inhibitory glykoproteinovych receptort typu llb/llla zasahuji v misté
koneC¢ného a spoleCného bodu vSech cest vedoucich k aktivaci krevnich
destiCek a v dusledku toho blokuji agregaci desticek, ktera je vyvolana vsemi
agonisty. Inhibitory blokuji pfipojeni fibrinogenu k receptoru llb/llla na krevnich
destickach tim, zZe obsadi receptorové misto na konformacné zménéné
molekule GP llIb/llla. Inhibitory glykoproteinovych receptort llb/llla jsou
v soucasné dobé nejucingjSimi protidestiCkovymi leky (PEcka, 2004).
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Obr. 9: Blokatory GP lIb/llla

2.6.3.1.1 Inhibitory s malou molekulou

Tyto latky napodobuji RGD sekvenci aminokyselin fibrinogenu a vazi se
specificky na receptor krevnich desticek lIb/llla.

Inhibitory GP lib/llla

mala molekula abciximab

Obr. 10: Inhibitory GP lib/llla (PECKA, 2004)

e Peptidové inhibitory

Eptifibatid je cyklicky heptapeptid odvozeny zhadiho jedu pygmejového
chiestySe. Ma nahrazen Lys za Arg. Jedna se tedy o sekvenci KGD, ktera

napodobuje RGD sekvenci a vaze se s vysokou afinitou na GP lIb/llla.

e Nepeptidové inhibitory

Mezi nepeptidové inhibitory se Fadi tirofiban a lamifiban, tyrosinové derivaty
s vysokou afinitou k GPIIb/llla.

22



2.6.3.1.2 Inhibice na bazi monoklonalni protilatky

Abciximac je chimericka mySi nebo lidska monoklonalni protilatka, ktera
nespecificky blokuje sterickou zabranou destiCkovy receptor GP IIb/lll. Blokuje
I vitronectinovy receptor (avp3) endotelii, bunék hladkého svalu a desticek
avaze se i na auB2 (Mac-1) receptor monocytl, neutrofill a NK bunék, ¢imz

brani adhezi k subendotelialnim strukturam (PeEcka, 2004).

o ‘,"’jﬂ!

Densni
=__cm

GP
1Ib/1lla

Inhibitory
s malou o
molekulou Monolflt?nalnl
protilatka

Obr. 11: Inhibitory GP lIb/llla

2.6.3.2 Blokatory trombinu

Nizkomolekularni  hepariny (LMWH) v pfitomnosti antitrombinu
potencuji jeho ucinek na aktivovany faktor Xa a tim snizuji produkci aktivatoru
krevnich destiCek — trombinu. Aktivace destiCek ostatnimi mechanizmy zUistava

zachovana (VOJACEK, 2003).
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Obr. 12: Misto pusobeni LMWH

2.6.4 Blokada aktivacnich cest a cyklu

Aktivace trombocytl zacina aktivaci receptoru na membrané. Pokud
selektivnimi  nebo komplexnimi inhibitory zablokujeme cesty aktivace
jednotlivych agonistll, trombocyty nebudou aktivovany a nedojde ani k tvorbé
destiCkového trombu. Dale je mozné pomoci inhibi¢nich latek blokovat vnitfni
metabolické cykly, pfi kterych se tvofi proagregacni latky (napf. cyklus kyseliny

arachidonové) (PEckA, 2004).
2.6.4.1 Blokace membranovych receptoru krevnich desticek

2.6.4.1.1 Selektivni inhibitory

Selektivni inhibitory inhibuji jeden urcity receptor.

2.6.4.1.1.1 Blokatory receptoru pro ADP

ADP je vyluCovany z denznich granul desticek a z aktivovaného
cévniho subendotelu. Ticlopidin a clopidogrel jsou thienopyrimidinové derivaty,
které selektivné a ireversibilné blokuji destickové ADP receptory P2Y 1, tim brani

ADP dependentni aktivaci komplexu GP llb/llla.
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Obr. 13: Selektivni blokatory ADP receptor(i (CATTANEO, 2004).

Derivaty nejsou aktivni pfimo — protidestickovou aktivitu ziskavaji az
po biotransformaci v jatrech oxidaci cytochromovym komplexem P-450. Vznikly
metabolit se vaze na receptory P2Y,, které jsou spojeny s cestou inhibice
adenylcyklazy a s cestou aktivace fosfatidylinositoltrifosfatkinazy. Jiné cesty

aktivace pfes ADP receptory (P2Y1 €i P2Y3) zUstavaji neovlivnény.
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Obr. 14: Biotransformace clopidogrelu v jatrech na aktivni metabolit

Desticky nemocnych, ktefi uzivaji tyto Iéky nejsou schopné agregovat
po stimulaci ADP, ale zachovavaji si schopnost zmény tvaru po pfidani ADP.
Blokada receptori P2Y; neni schopna inhibovat vSechny ADP receptory

aktivace destiCek. Je snaha najit inhibitory receptort P2Y ap.
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Obr. 15: Pasobeni clopidogrelu na ADP receptory (CATTANEO, 2004).

2.6.4.1.1.2 Blokatory receptoru pro trombin

Uginek blokatord trombinovych destickovych receptord PAR-1
je zaloZzen na principu protilatek proti viastnimu receptoru. Trombostatin
je degradacni oligopeptidovy produkt bradykininu o 5 aminokyselinach, ktery se

vaze pfimo na aktivni misto receptoru.

2.6.4.1.1.3 Komplexni inhibitory

Komplexni inhibitory jsou IéCiva s komplexnim pusobenim, ktera

ovliviiuji vice receptort najednou.

Anagrelid inhibuje aktivaci po fadé podnéti napf. ADP, trombin,
kyselina arachidonova a kolagen. Po dlouhodobém podavani se muze objevit

trombocytopenie.
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Obr. 16: Blokatory membranovych receptort
2.6.4.2 Inhibice enzymu cyklu kys. arachidonové

2.6.4.2.1 Inhibice COX-1 kyselinou acetylsalicylovou

Jako analgetikum a antipyretikum byl jiZz 400 let pfed Kristem
Hippokratem pouzivan odvar z vrbové kuary, ktera obsahuje salicin - nazev
odvozen od latinského nazvu vrby — Salix (DALEN, 1991). Prvni védeckou
zpravu o antipyretickém uc€inku odvaru z vrbové kury prednesl v roce 1763
reverend Edward Stone na schizi Royal Society. Uginna latka salicin byla
poprvé izolovana o nékolik let pozdé&ji na mnichovské université profesorem
Johanem A. Bucherem (BUCHANEC A KOL., 2003). lItalsky chemik Raffael Piria
vyluhoval z extraktu vrbové kiry kyselinu salicylovou (MCKEE A KoL., 2002).
V roce 1897 syntetizoval Felix Hoffmann derivat kyseliny salicylové s menSimi
nezadoucimi ucinky, kyselinu acetylsalicylovou (SAMAMA A ELALAMY, 2000).
V roce 1950 bylo poprvé prokazano prodlouzeni krvacivosti po podani aspirinu.
Dukazy o vlivu acetylsalicylové kyseliny na krevni desticky publikoval v roce
1967 Morris, antitromboticky efekt byl prokazan vroce 1970. AZ mnohem
pozdéji po tomto zjisténi zaCala byt ASA pouzivana jako antiagregacni latka

pfi terapii ICHS (BUCHANEC A KOL., 2003).
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Antiagregacni uCinek ASA je dan interferenci s biosyntézou cyklickych
prostanoidd v cyklu kyseliny arachidonové (AWTRY A LOScALzO, 2000). V krevni
destiCce se prostaglandiny mohou tvofit v procesech, pfi kterych se kyselina
arachidonova uvolnuje z membranovych fosfolipidu deacylaci zprostfedkovanou
fosfolipazami, nejCastéji PLA, nebo PKC a nasledné je uc€inkem
cyklooxygenazy pfeménéna na  prostagindiny. Uvoldovani  kyseliny
arachidonové zbunéfné membrany je stimulovano vazopresinem,
bradykininem a noradrenalinem. Inhibibovano je napf. kortikosteroidy. ASA

je pomérné rychle deacetylovana jatry — plazmaticky poloc¢as je asi 20 minut.

V roce 1991 byly zjisStény 2 izoformy cyklooxygenazy: COX-1 a COX-2
(SAMAMA A ELALAMY, 2000). COX—1 se nachazi v krevnich desti¢kach, kdezto
COX-2 prevazné v monocytech a makrofazich, ve kterych se tvofi ,de novo*.
Obé izoformy cyklooxygenazy jsou membranové vazané enzymy, které tvofi
uzky a dlouhy hydrofobni kanal, do kterého vstupuje kyselina arachidonova
uvolnéna z poskozené membrany. Enzymy katalyzuji pfeménu této kyseliny na
prostaglandiny. COX-1 vznika expresi genu o velikosti 22 kB na chromozomu 2
nebo 9, kdezto COX-2 je kédovan genem o velikosti 8,3 kB lokalizovanym

na chromozému 1.

COX-1

<

kyselina arachidonova
neni blokovana,
probiha syntéza
prostaglandin(

Obr. 17: Piisobeni COX-1
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Bilkovinné fetézce maji stejnou molekulovou hmotnost (72 kDa)
a vykazuji 63 % homologii v sekvenci aminokyselin (VANE A spoOL., 1998).
ASAje50 — 100 krat ucinngjSim inhibitorem destiCkové COX-1, nez
monocytarni COX-2. PfestoZe plazmaticky polo¢as ASA je pomérné kratky,
staCi za tuto dobu inhibovat prakticky vSechny destiCky. Navic se pfedpoklada,
Ze ASA inaktivuje COX i v relativné zralych megakaryocytech, ve kterych jsou
jiz pfitomny zarodky krevnich destiCek (AwWTRY A LoscALzo, 2000). Inhibice
je nevratna a vzhledem ktomu, Ze destiCky nedokazi COX syntetizovat,
pretrvava po celou dobu biologického zivota trombocytu (10 — 12 dni).
V soucCasné dobé se pouziva terapeutické davky ASA v rozmezi 50 — 100 mg
za den. Tato léCba by méla zajistit ucinnou blokaci syntézy TXA, v destiCkach,

bez sou€asné blokady endotelové produkce PGl».

Ucinek ASA na krevni desti¢ky a endotelové buriky

ASA ireverzibilné acetyluje cyklooxygenazu v cyklu kyseliny
arachidonové. Molekularni mechanismus této inhibice spociva v blokadé COX
kanalu v dasledku acetylace hydroxylové skupiny serinového rezidua v misté
Ser’®®. Tim je zabranéno pfistupu substratu ke katalytickému mistu enzymu
(PATRONO, 2001; SAMAMA A ELALAMY, 2000). Soucasné je acetylovana i COX-1
v endotelovych bunkach. Zamezuje se tak nasledné konverzi arachidonové

kyseliny na vyrazné vasodilatatory, zejména na prostacyklin PGl..
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Obr. 18: Acetylace serinového rezidua COX — 1

ASA snizuje mortalitu a moznost reinfarktu pokud je podavana jako
kratkodoba lé¢ba po akutnim infarktu myokardu, pfi podavani pacientiim
s nestabilni anginou pectoris nebo pokud je podavana jako dlouhodoba
sekundarni prevence pacientim s kardiovaskularnim onemocnénim. V téchto
indikacich se ASA pouziva jako Iék volby. Uzivani jinych antiagregancii
je z ekonomickych divodl omezeno. ASA ma také relativné nizké nezadouci
ucinky (Tramer,2000). Existuje fenomén, ktery se nazyva ,rezistence na ASA".
O tomto jevu Ize hovofit bud z klinického pohledu — jako o selhani protektivniho
uCinku ASA pred trombotickou komplikaci nebo lze rezistenci definovat
laboratorné - jako neschopnost zpUsobit in vitro prokazatelnou inhibici
desti¢kovych funkci (HILMEROVA A FILIPOVSKY, 2004).
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Obr. 19: Pasobeni aspirinu (CATTANEO, 2004)

2.6.4.2.2 Soucasna inhibice tromboxansyntazy a blokace receptorti pro
XA,

K této inhibici se vyuziva imidazolovych pfipravkd (napf. vapiprost nebo
ridogrel). Jedna se o kombinované blokatory receptori TXA;

a tromboxansyntazy.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metody

3.1.1 Odbér krve

Odbér krve byl provadén za standardnich podminek (nalacno,
z nezatazené paze). Misto vpichu bylo pfedem dezinfikovano. V uzavieném
odbérovém systému (VACUETTE® - Greiner) se do odbérovych nadobek
s antikoagulaénim roztokem citratu sodného odebere pfislusné mnozstvi Zilni
krve. Obsah zkumavky se opatrné promicha a nesrazliva krev se pouzije

k dalSimu zpracovani. Krev byla zpracovana do 1 hodiny po odbéru.

Odbérova nadobka:

Jako odbérova nadobka byly pouzivany zkumavky VACUETTE®
Coagulation Tubes, které obsahuji 0,4 ml 0,109 mol/l (3,2%) roztoku citratu
sodného. Roztok citratu je pfi odbéru v odbérové zkumavce smichan v poméru

1:9 s krvi. Pouzivané koagulacni zkumavky maji svétle modré vicko.

3.1.2 Priprava plazmy pro agregacni studie

Krev odebrana do nadobky s citratem sodnym se staéi v nechlazené
centrifuze 10 minut pfi 110 - 150 g. Ziskana plazma bohata na desticky
(platelets rich plasma PRP) se odsaje, zbyly obsah zkumavky se podrobi
nasledné centrifugaci po dobu 15 minut pfi 2500 g. Potom se odsaje plazma
chuda na destiCky (platelets por plasma PPP). V obou plazmach se stanovi
pocet krevnich destiCek, pokud mnozstvi destiCek v PRP pfesahne hodnotu
250 . 10%1, upravi se na tuto hodnotu pfidanim PPP. Stabilita plazmy po

separaci je 2 hodiny pfi laboratorni teploté.

3.1.3 Agregace trombocytl kationickym propylgalatem

Agregace patfi mezi zakladni funkcni vySetfeni primarni hemostazy,
ktera provéfuji schopnost trombocytd agregovat bud samovolné nebo
po stimulaci induktory (napf. ADP, adrenalin, AA, kolagen, ristocetin). Agregace
i tvorba desti¢kovych agregatt, mize byt méfena na zakladé zmény optické

hustoty vzorku v plazmé bohaté na desticky nebo zménou impedance
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u elektrod ponofenych do pIné nesrazlivé krve (JOHNS, 2004). Metodu agregace
méfenou na zakladé zmén optické hustoty vzorku poprvé popsal Born (BORN,
1963).

Ke stanoveni parametri agregace krevnich destiCek po stimulaci
kationickym propylgalatem (CPG) byl pouzit opticky agregometr APAC 4
(Helena Laboratories). Opticka hustota plazmy chudé na desticky (PPP)
se nastavi jako 100 % opticka hustota, zatimco opticka hustota plazmy bohaté
na destiCky (PRP) se nastavi na 0 %. P¥istroj turbidimetricky registruje zménu
optické hustoty v PRP po pfidani induktoru, ktery vyvola tvorbu destickovych
agregatu, které zvysi svételnou transmisi. Vysledkem méfeni je pfislusna
agregacni kfivka PRP (zavislost svételné transmise na Case), u které se hodnoti
vy8ka maximalni amplitudy (% optické hustoty v porovnani s rozdilem optickych
hustot PPP a PRP). Sklon agregacni kfivky — slope - vyjadfuje rychlost nabéhu
agregace v %/min a T 50 odpovida cCasu potfebnému k dosazeni 50%
maximalni amplitudy.

Pfistro;

APAC 4 (Automated platelet aggregation and coagulation tracer)
je agregometr, ktery ma 4 kanaly pro soubé&zné méfeni; méfici pozice pro
kyvety jsou inkubovany na 37 °C. Aby se predeSlo rozdilim v transmisi u
odliSnych PRP je pfistroj nastaven na standardni pocet trombocytd v PRP 250 .

10°%1. Pfi takovémto nastaveni transmise PPP odpovida hodnoté po kompletni

agregaci a transmise PRP odpovida 0% transmisi.

Reagencie

Jako induktor agregace je pouzivan katonicky propylgalat sodny

(Biovendor) v koncentraci 300 pmol/l.
Material:
citratova PPP ( podet trombocyti < 20.10%/1)

citratova PRP ( po&et trombocytt priblizné 250.10%1)
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Postup:

m odbér krve do zkumavek s obsahem 0,4 ml 0,109 mol/l citratu sodného,

vysledny pomér krve a citratu je 9:1
m centrifugace vzorku (pfiprava PPP a PRP)

m pipetuje se nejprve 225 yl PPP do jedné a 225 pl PRP do druhé kyvety
agregometru

m nastavi se optickd hustota PPP (odpovidd 100 % agregacni kfivky)

a svételna transmise PRP (odpovida 0 % agregaéni kfivky)
m pipetujeme 25 pl induktoru k PRP

m registrujeme zménu prachodnosti svétla po dobu 10 minut a pfistroj

zaznamena agregacni kfivku (viz obr. 23).

3
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Obr. 20: Agregacni kfivky (Cerna - nelé¢eny pacient, ¢ervena - léceny pacient)
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3.1.4 Méreni na pristroji PFA-100

Pfistroj PFA-100 (Platelet Function Analyzer) umozZnuje rychlé
zhodnoceni funkce trombocytl v malém mnoZstvi nesrazlivé krve. Vzorek
citratové krve je podtlakem nasat do kapilary a protlacen pfes centralni otvor
v biologicky aktivhi membrané, ktera je potaZena kolagenem a epinefrinem
nebo kolagenem a ADP. Kontakt trombocyt(, které prochazi otvorem
v membrané s navazanymi aktivatory, vyvola jejich aktivaci a nasledné jejich
adhezi a agregaci. Je mérfen Cas, za ktery je otvor v membrané uzavien

destiCkovou zatkou tzv. ,closure time® (Prisco, 2003).

Normalni ,closure time“ pro kolagen/epinefrin je méné nez 162 s
a pro kolagen/ADP je méné nez 103 s (GoPAL, 2006). Porovnanim obou &asu
je mozné odhalit funkéni poruchy trombocytl popfipadé vliv medikace.
K prodlouzeni ,closure time“ vzdy pouze pro kolagen/epinefrin nebo pro
kolagen/ADP, ne vS8ak dohromady pro oba druhy aktivnich povrchu, dochazi
vétSinou v dusledek medikace. Tento test je pouzivan ke screeningovym
vySetfenim, nahrazuje dobu krvaceni pfi monitorovani protidestiCkove terapie
(GoPAL, 2006).

Pristroj

PFA-100 umoznuje rychlé stanoveni funkce trombocytl z malého
mnozstvi plné nesrazlivé krve. Karusel pro 2 méfici moduly se po napipetovani
analyzovaného vzorku otoli a dopravi modul do pfistroje. Mé&Fici modul
(cartridge) na jedno pouZiti se sklada ze zasobniku na vzorek, kapilary
a biologicky aktivni membrany s otvorem uprostfed. Uvniti pfistroje probiha
identifikace vlozeného modulu, inkubace a nasati vzorku a vlastni méreni.
Inkubaéni kanal je vyhfivan na 37,9°C. Vzorek je vhanén k testovaci membrané
pomoci podtlaku. Jednotlivé moduly obsahuji jiz potfebné mnozstvi aktivacni
reagencie. COL/ADP test cartridge (50 pg ADP, 2 uyg COL) a COL/EPI test
cartridge obsahuje 10 uyg EPla 2 ug COL.
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Obr. 21: Princip PFA 100

Obr. 22: Uzavreni otvoru v biologické membrané

Postup:

Do méfici kyvety (cartridge) se napipetuje 800ul citratové krve a modul
se vlozi do pfistroje. Kapilarou je krev za pulsobeni podtlaku vhanéna
k biologicky aktivhi membrané. Trombocyty se na membrané zachyti, aktivuji
se, méni tvar, adheruji a agreguji. Vytvofeny agregat z krevnich desticek uzavie

otvor v biologické membrané. Pfistroj zaznamena closure time.
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3.1.5 Stanoveni hladiny tromboxanu B, v moc¢i

Na ucCinek ASA pfi blokaci cyklooxygenazy-1 v cyklu kyseliny
arachidonové jsme usuzovali z mnozstvi generovaného tromboxanu A,. ASA
vyrazné snizuje hladinu uvolnéného TXA,. Stabilnim metabolitem TXA; je 11-
dehydro-tromboxan B, (11-dh-Tx B)), jehoz hladinu jsme v moci sledovali
ELISA metodou. Senzitivita testu je dostate¢na i k detekci nizké hladiny TxB;
u pacientl, ktefi na Ié€bu ASA odpovidaji (GESKE A KOL., 2005; EIKELBOOM A
KoL., 2002).

Analyza je zalozena na kompetici mezi 11-dehydroTXB, a 11-
dehydroTXB, znaCenym acetylcholinesterazou (AChE) o omezeny pocet
vazebnych mist v jednotlivych jamkach obsazenych specifickou kraliCi
protilatkou proti 11-dehydroTXB,. Polet vazebnych mist a koncentrace 11-
dehydroTXB,-AChE je vzdy konstantni, méni se pouze koncentrace 11-dehydro
TXB, ve vySetfovaném vzorku. Po pfidani substratu k AchE dojde
k enzymatické reakci, pfi které vznika barevny produkt. Mé&Fi se intenzita
zabarveni, ktera je pfimo umérna mnozstvi navazaného 11-dehydroTXB,-AChE
a nepfimo umérna koncentraci 11-dehydroTXB, ve vySetfovaném vzorku

(PERNEBY A KOL., 1999).

Priprava vzorku:

Cerstvy vzorek ranni modi byl po odb&ru dopraven do laboratore,
zpracovan nebo zamrazen pfi — 80° C a poté vySetien v sérii. Pfed samotnym
vySetfenim byl vzorek zfedén 1:3 koncentrovanym pufrem. Dale se postupuje
dle navodu pouzitého ELISA kitu.

Reagencie:

Potfebné reagencie jsou soucasti setu: 11-dehydro Thromboxane B2

EIA Kit (vyrobce: Cayman Chemical, distributor: BioVendor).
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3.2 Vysledky

3.2.1 Agregace s kationickym propylgalatem

3.2.1.1 Normalni hodnoty parametru agregace po CPG (30 umol/l)

u kontrolni skupiny — zdravi jedinci

Ke zjisténi normalnich parametri agregace krevnich desti¢ek (slope
a maximalni amplituda) jsme pouzili soubor zdravych darcu. Do skupiny byli
zafazeni zdravi jedinci z fad zaméstnancu FN Hradec Kralové, ktefi neuzivali
v poslednich deseti dnech protidestickové Iéky. 24 hodin pfed odbérem bylo
respondentlim doporuceno nepit alkoholické napoje a nekoufit. Jedinci zafazeni
do kontrolni skupiny byli interné vySetfeni a byla jim odebrana krev standardnim

zpusobem, tak jak je uvedeno v kapitole 3.1.1.

Zjistili jsme Ze primérna hodnota slope u tohoto souboru byla 84,0 +
20,0 %/min. Hodnoty slope se pohybovaly vrozmezi 64,0 — 104,0 %/min.
Podobné byly zjistény pramérné hodnoty maximalni amplitudy 77,6 + 12,8 %
(rozmezi 64,8 — 90,4 %), viz tabulka 1.

CPG agregace (30 ul)

pocet pohlavi vék Max

vysetienych | (M/Z) | (median) slope '
(%/min) amplituda

X 84,0 77,6

22-54 s.d. 20,0 12,8

20 10/10 (32)

rozmezi | 64,0-104,0|64,8-90,4

Tab. 1 — Normalni hodnoty CPG agregace v kontrolni skupiné zdravych jedinct
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3.2.1.2 Optimalni koncentrace CPG pouzZivané k monitorovani

antiagregacni lIécby ASA

Ve studii jsme oveéfili, zda koncentrace CPG doporu¢ovana vyrobcem
a uvadéna v dostupné literatufe (SCHWARTZ, 1998) dostatecné citlivé zachycuje
zmény jednotlivych sledovanych agregacCnich parametrd. U souboru
29 pacientd (ve véku 53 — 83 let, median 70 let) z Il. interni kliniky FN a LF
Hradec Kralové s kardiovaskularnim onemocnénim, ktefi dlouhodobé uzivali
nizké davky ASA (100 mg), jsme stanovili agregaci trombocytl po indukci CPG
v koncentracich 30 pmol/l, 45 pmol/l a 50 pmol/l. Sledovali jsme zmény
v parametrech slope (%/min) a maximalni agregacni amplitudé (%)
(viz tabulka 2).

koncentrace CPG pmol/l
30 45 50

X 51,8 48,2 48,4

slope s.d. 25,3 17,8 13,6
rozmezi 26,4 -77,1 30,4 - 66,0 34,8-61,9

X 83,7 78,9 81,6

max.
_ s.d. 20,9 20,2 14,7
amplituda
rozmezi 62,8 - 104,5 58,7 - 99,1 66,9 - 96,3
Tab. 2 - Ovéreni optimalni koncentrace CPG - soubor pacientt

s kardiovaskularnim onemocnénim

Ke statistickému vyhodnoceni jsme pouzili parovy t-test. Statisticky
vyznamné rozdily pfi pouziti rdznych koncentraci CPG nebyly zjiStény ani
u jednoho ze sledovanych parametrli. Porovnani naméfenych hodnot slope
a maximalni agregacnich amplitudy je zobrazeno v grafu 1 resp. grafu 2. Byla
prokazana dostateCna citlivost reagencie CPG v pracovni koncentraci
30 pmol/l.
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3.2.1.3 Parametry agregace u skupiny zdravych jedincu

po podani ASA

U této skupiny vySetfovanych osob jsme ovéfili vliv antiagregacni [éCby
ASA na krevni desticky stimulované kationickym propylgalatem. Vybrana
skupina o pocCtu 8 zdravych osob byla interné vySetfena, byla vylouena
pfipadna terapie antiagregacnimi léky a léky ovliviujicimi funkci krevnich
destiCek. Respondentim této skupiny byla podana ASA v téchto intervalech:
0. den - 100 mg, 1. den - 200 mg, 2. den 400 mg, soucasné bylo provedeno
agregacni vySetfeni s katonickym propylgalatem (30umol/l) pfed podanim ASA

(0. den) a pak vzdy 24 hodin po podani Iéku (1. den, 2. den a 3. den).

Hodnoty parametr(i agregace (slope a max. amplituda) se v zavislosti

na vyssi davce ASA ménily (viz tabulka 3).

median
1. méfeni 2. méreni 3. méreni 4. méreni
0mg ASA | 100 mg ASA | 200 mg ASA | 400 mg ASA
slope (%/min) 100,35 84,3 62,65 54,5
ma (%) 96,35 92,5 94,3 93,6

Tab. 3 — Parametry agregace pred a po podani ASA - skupina zdravych

respondentu

Rychlost agregace (slope) klesa se zvysujici se u€innou davkou ASA,

vySka agregacni kfivky (maximalni amplituda) se prakticky neméni (viz graf 3).

Zjisténé parametry agregace (slope a maximalni amplitudy) jsme
porovnali pomoci krabicovych grafa (viz grafy 4, 5) a statisticky vyhodnotili
parovym t-testem pro jednotlivé 1éCebné davky. Rozdily mezi jednotlivymi
léCebnymi davkami vyjadfené hodnotou slope (%/min) byly signifikantni mezi
hodnotami pfed IéCbou a po podani |éCebné davky 100 mg (p < 0,05), dale
mezi léCebnymi davkami 100 a 200 mg (p < 0,001). Mezi |éCebnymi davkami

200 a 400 mg jsme nezjistili statistickou vyznamnost.
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3.2.1.4 Parametry agregace u skupiny hospitalizovanych pacientu

bez antiagregacni Iécby

V této studii jsme ovéfili, zda pfipadna hospitalizace nebo dalSi
stresové Ci vnéjsi faktory spojené s pobytem v nemocnici nemohou mit vliv
na vysledek vySetfeni. Kontrolni soubor zdravych darci jsme porovnali
se skupinou nemocnych, ktefi méli diagndzu, u které jsme nepfedpokladali vliv
na parametry krevnich desticek. Do této skupiny byli zafazeni pacienti Il. interni
kliniky FN a LF UK Hradec Kralové, ktefi v poslednich deseti dnech pred
vySetfenim nebrali Zzadné protidestiCkove léky. 24 hodin pfed odbérem bylo
pacientim doporuceno nekoufit. Pacienti byli interné vySetfeni. Odbér byl

proveden standardnim zpUsobem, tak jak je uvedeno v kapitole 3.1.1.

Porovnavali jsme pouze parametry slope po stimulaci krevnich destiCek
kationickym propylgalatem (30 umol/l), protoze v pfedchozi studii i v dalSich

studiich se tento parametr pro hodnoceni ucinnosti lécby ukazal jako

nejvhodnéjsi.
pocet pohlavi vék ol
vySetfenych | (M/2) | (median) | CPC agregace slope (%/min)
X 82,2
18 -83 s.d. 13,9
32 15/17 (48)
rozmezi 68,3 - 96,1

Tab. 4 — Skupina pacientu bez antiagregacni lécby

Zjisténa primérna hodnota slope tohoto souboru byla 82,2 + 13,9

%/min a rozmezi hodnot bylo 68,3 — 96,1 %/min.

Porovnani kontrolniho souboru a souboru neléenych pacientl
je zobrazeno v grafu 6. Nezjistili jsme statisticky vyznamné rozdily mezi obéma
soubory. Potvrdili jsme, Ze pfi hospitalizaci pacientl, ktefi nebyli 1éCeni

antiagregacni Ié€bou, nedochazi k ovlivnéni parametru slope po stimulaci CPG.
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3.2.1.5 Parametry agregace u skupiny pacienti s antiagregacni

léébou

V této studii jsme ovérovali vliv dlouhodobé stabilizované antiagregacni
|éCby na parametry krevnich destiCek. U souboru 51 pacientu Il. interni kliniky
FN a LF UK Hradec Kralové s kardiovaskularnim onemocnénim, kterym byla
profylakticky podavana antiagregacni lécba (ASA 100 mg/den), jsme vysSetfili
agregacni parametry (slope a maximalni amplituda) po stimulaci kationickym
propylgalatem (30 umol/l). Zjisténa primeérna hodnota slope tohoto souboru
byla 23,0 £ 22,1 %/min a rozmezi hodnot bylo 0,9 - 45,1%/min. Primérna
hodnota maximalni amplitudy byla 39,8 + 30,7 % a rozmezi hodnot bylo 9,1 -
70,5 % (viz tabulka 5).

< . Y CPG agregace
pocet pohlavi vék
vysSetfenych| (M/Z) | (median) slope  |nax. amplituda
(%/min)

X 23,0 39,8

37-86 s.d. 22,1 30,7
51 31/20 (71)

rozmezi | 0.9-451 9,1-705

Tab. 5 — Skupina pacientt s antiagregacni lécbou (100 mg ASA/den)

Parametr slope tohoto souboru byl porovnan s hodnotami kontrolniho
souboru zdravych lidi a pacientd bez antiagregacni 1€¢by (viz graf 7). Zjisténé
hodnoty maximalni amplitudy souboru pacientd s antiagregacni lécbou byly
porovnany s hodnotami kontrolniho souboru (viz graf 8). Zjistili jsme statistickou
vyznamnost mezi kontrolnim souborem a souborem pacientl s antiagregacni
léCbou pfi porovnavani parametru slope (p < 0,001) i pfi porovnavani parametru
maximalni amplitudy (p < 0,001) a dale mezi soubory pacientld IéCenych
antiagregacni lIéCbou a léCenych jinymi nez antiagregaCnimi léky pro parametr
slope (p < 0,001). Oveéfili jsme, Ze hodnoty slope i maximalni amplitudy jsou

vlivem antiagregacni 1éCby snizeny.
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3.2.2 Méreni na pristroji PFA 100

3.2.2.1 Vysetreni kontrolni skupiny zdravych osob

Na pfistroji PFA-100 jsme sledovali tzv. closure time (CT). Ke zjisténi
normalnich hodnot tohoto parametru jsme pouzili soubor zdravych lidi z fad
zaméstnanct FN Hradec Kralové, ktefi v poslednich deseti dnech neuzivali

protidestickoveé léky a byli standardné vysetreni.

Tvorba primarni destiCkové zatky probihala na dvou ruaznych
membranach potazenych kolagenem a ADP nebo kolagenem a epinefrinem.
Pramérny closure time na membrané s kolagenem a ADP byl 77,6 +
13,8 s, rozmezi 63,8 - 91,3 s. Primérny CT systému kolagen/epinefrin byl 110,9
+ 20,3 s (rozmezi 90,6 - 131,2 s), viz. tabulka 6.

& : X PFA-100 CT (s)
pocet pohlavi vék
vySetfenych| (M/ Z) | (median) kolagen/epinefrin kolagen/ADP
X 110,9 77,6
22-54 s.d. 20,3 13,8
20 10/10 (32)
rozmezi| 90,6-1312 63,8 -91,3

Tab. 6 — Hodnoty CT (PFA-100) - kontrolni skupina

3.2.2.2 Vysetreni u hospitalizovanych pacientu bez antiagregacni

lécby

V této studii jsme, podobné jako u studie s kationickym propylgalatem,
overili zda 1é¢ba a dalSi eventualni stresové faktory spojené s hospitalizaci
pacienta mohou mit vliv na parametry méfené pristrojem PFA-100. Zjistovali
jsme hodnoty CT pro systém kolagen/epinefrin. Pouzili jsme stejnou skupinu
pacientd Il. interni kliniky FN a LF Hradec Kralové, za stejnych podminek

uvedenych v kapitole 3.2.1.4
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Z naméfenych hodnot jsme na zakladé priméru (128,4 s) a vybérové
smérodatné odchylky (25,3 s) odvodili rozmezi hodnot CT (kolagen/epinefrin)
103,1 — 153,7 s (viz tabulka 7).

pocet pohlavi vék

vySetfenych | (M/2) | (median) PFAL00 Col/Epi (s)

128,4
18 — 83 s.d. 25,3
32 15/17 (48)
rozmezi 103,1 — 153,7

Tab. 7 — Hodnoty CT (PFA-100) - soubor pacienti bez antiagregacni Iécby
Zjisténé praméry u pacientl bez antiagregacni léCby jsme porovnali

s priméry kontrolni skupiny zdravych osob (viz graf 9). Pfi porovnani

CT (kolagen/epinefrin) mezi kontrolni skupinou a skupinou pacientu

bez antiagregacni IéCby jsme nenalezli statisticky vyznamny rozdil.

3.2.2.3 VysSetreni u skupiny pacientu s antiagregacni lIé¢bou

Na souboru pacientu Il. interni kliniky FN a LF UK Hradec Kralové,
ktefi dlouhodobé uzivali ASA v davce 100 mg/den, jsme ovéfili vliiv ASA
na primarni hemostazu pomoci closure time na pfistroji PFA-100.
Pacienti byli interné vySetfeni a byla jim odebrana krev standardnim
zpusobem (viz kapitola 3.1.1.).

Pramérny CT na membrané s kolagenem a ADP u pacientu, ktefi
dlouhodobé berou malé davky ASA, byl 67,5 + 22,8 s, rozmezi 45,5 — 90,2 s.
Primérny CT systému kolagen/epinefrin byl 196,7 + 85,1 s, rozmezi 115,4 —
279,1 s, (viz tabulka 8).
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& i 5 PFA-100 CT (s)
pocet pohlavi vék
vysetrenych | (M/Z2) | (median) kolagen/ADP | kolagen/epinefrin
X 67,5 196,7
37-86 | sd. 22,8 85.1
51 31/20 (71)
rozmezi| 495-90,2 115,4 — 279,1

Tab. 8 — Hodnoty CT (PFA-100) - soubor pacientt lé¢enych 100 mg ASA

Zjisténé priméry u pacientt lé€enych ASA jsme porovnali s hodnotami
zjisténymi pro kontrolni soubor zdravych osob bez IéCby (viz grafy 10, 11).
Statisticky vyznamné rozdily jsme zjistili pro systém kolagen/epinefrin
(p <0,001) (viz graf 12). Rozdil CT na membrané kolagen/ADP u pacientu
léCenych 100 mg ASA/den pfi porovnani s CT kontrolni skupiny nebyl statisticky

vyznamny (viz graf 13).

45




3.2.3 Tromboxan B, v mogCi

3.2.3.1 Hodnoty TXB, v mo¢€i u kontrolni skupiny

Tromboxan B, je stabilnim metabolitem tromboxanu A,, ktery vznika
v metabolické cesté pfemény kys. arachidonové na jednotlivé endoperoxidy
v aktivované krevni desticce. V pfipadé antiagregacni lécby ASA dochazi
k blokaci COX-1 a komezeni produkce nebo k uplnému zastaveni tvorby
endoperoxidll v této cesté. Hladina TXB, nas tedy nepfimo informuje
o uc€innosti antiagregacni léCby acetylsalicylovou kyselinou.

Ke zjisténi normalnich hodnot koncentrace TXB, v mocCi jsme pouZili
soubor zdravych lidi. VySetfeni bylo provedeno z ranni mo¢e. Do skupiny byli
zafazeni zdravi jedinci z fad zaméstnancu FN Hradec Kralové, ktefi neuzivali
v poslednich deseti dnech protidestiCkové Iéky. Zjistili jsme, Ze pramérna
hodnota TXB, v mo€i u tohoto souboru byla 3,72 + 1,34 ng/ml a hodnoty
se pohybovaly v rozmezi: 2,37 - 5,06 ng/ml (viz tabulka 9).

pocet pohlavi vék -
vySetfenych | (M/2) | (median) TXB2 v moci (ng/ml)
X 3,72
22 - 54 s.d. 1,34
16 719 32.5)
rozmezi 2,37 - 5,06

Tab. 9 — TXB> v moci - kontrolni soubor
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3.2.3.2 TXB, v moéi u pacienti dlouhodobé lécenych nizkymi
davkami ASA (100 mg)

U skupiny 51 nemocnych s kardiovaskularnim onemocnénim, u kterych
byla profylakticky dlouhodobé podavana stabilni nizkodavkova lé¢ba ASA (100
mg), jsme stanovili ve vzorcich ranni moc€i hladiny TXB,, abychom zjistili
ucinnost antiagregacni l1éCby.
Z pruméru (1,08 ng/ml) a vybérové smérodatné odchylky (0,81 ng/ml) jsme
odvodili u této skupiny rozmezi pro koncentrace TXB, v moci: 0,26 — 1,89 ng/ml
(viz tabulka 10).

pocet pohlavi vék
vysetfenych (M/2) | (medién) TXB2 (ng/ml)
X 1,08
36 -85
51 31/20 (69) s.d. 0,81
rozmezi 0,26 — 1,89

Tab. 10 — Pacienti dlouhodobé lé¢eni 100 mg ASA

Zjisténé hodnoty koncentrace TXB, v moci u pacientd dlouhodobé
lé€enych ASA jsme porovnali s hodnotami koncentraci tromboxanu u skupiny
zdravych lidi. Pacienti, kterym byly dlouhodobé podavany nizké davky ASA
(100 mg/den) méli niz8i koncentraci TXB, v moci (viz graf 14). Tento rozdil byl

statisticky vyznamny (p < 0,001) viz graf 15.
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3.2.4 Citlivost pacienti s ICHS na antiagregacni terapii

V databazi hematologické laboratofe Fakultni nemocnice Hradec
Kralové je evidovano pfiblizné 500 pacientu s kardiovaskularnim onemocnénim,
kterym je profylakticky podavana ASA pfevazné v davce 100 mg/ den. Z této
skupiny jsme do nasi studie vybrali 51 pacientd (31 muzu a 20 Zen), u kterych
byla reakce na ASA sledovana delSi dobu. NejCastéjSi diagnézou byla
chronicka ICHS (31 %), dale fibrilace a flutter sini (16%), esencialni hypertenze
(12%) a akutni infarkt myokardu (6 %). Ostatni diagnézy byly v rozmezi 1 — 2 %
(viz graf 16). Vék pacientl se pohyboval v rozmezi 36 — 85 let (median véku byl
70 let). Oznaceni diagnostickych skupin respektuje v souCasné dobé platnou

kategorizaci vydanou véstnikem MZ CR.

U vybrané skupiny 51 pacientl Ié€enych nizkymi davkami ASA (100
mg/den) jsme provedli agregaéni studie s kationickym propylgalatem, vysetfili
ucinek primarni hemostazy na pfistroji PFA-100 a stanovili hladinu TXB, v mogi.
Zjisténé hodnoty jsme v daném vysSetfovacim schématu porovnali s hodnotami
kontrolniho souboru a soubor 51 pacientd jsme rozdélili na dvé skupiny:
na skupinu pacientu, ktefi reaguji na Iébu ASA a na skupinu pacientu, ktefi na
tuto 1éEbu nereaguji. Jednotlivé studie jsou zpracovany v Castech 3.2.4.1 az
3.2.4.3.

3.2.4.1 Agregace stimulovana CPG

Hodnoty slope souboru 51 pacientd jsme porovnali s hodnotami
kontrolniho souboru (viz 3.2.1.1). Do skupiny reagujicich jsme zafadili vSechny

pacienty, jejichz hodnoty byly nizSi nez 64,0 %/min (viz tabulka 11).

Porovnani pramérnych hodnot takto rozdéleného souboru pacientd
je graficky znazornéno v grafu 17. V souboru 51 pacientl byli jen 2 pacienti,
ktefi na 1éEbu nereagovali, proto soubor nebyl statisticky hodnocen.

Maximalni amplituda nebyla u tohoto souboru hodnocena, protoze jiz
v minulych studiich jsme si ovéfili, ze tento parametr je méné citlivy k hodnoceni

léCenych pacientl nez parametr slope.
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pocet pohlavi vék CPG agregace - slope
vySetfrenych | (M/Z) | (median) (%/min)
X 84,0
kontrola 20 10/10 |22 -54(32) s.d. 20,0
rozmezi 64,0—-104,0
X 20,3
reagujici 49 31/18 |37 -86 (70) s.d. 17,8
rozmezi 2,5-38,1
X 89,0
nereaguijici 2 0/2 |71-81(70) s.d. 6,9
rozmezi 82,1 -959
Tab. 11 — Citlivost na ASA — agregace stimulovana CPG (slope)
3.2.4.2 Closure time na pfristroji PFA-100
Hodnoty CT souboru 51 pacientd jsme porovnali s hodnotami

kontrolniho souboru (viz 3.2.2.1). Do skupiny reagujicich jsme zafadili vSechny

pacienty, jejichz hodnoty byly vysSi nez 90,6 s (viz tabulka 12).

v

pocet pohlavi vék _ : .
vySetfenych| (M/2) (medién) CT - kolagen/epinefrin (s)

X 110,9

kontrola 20 10/ 10 22(3_2)54 s.d. 20,3

X 197,3

reagujici 50 31/19 37(7_0?6 s.d. 81,9
rozmezi 1154 -279,1

X 90,0

nereaguijici 1 0/1 71 s.d. 0
rozmezi 90,0

Tab. 12 — Citlivost na ASA — closure time (CT) na pfistroji PFA-100
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Porovnani primérnych hodnot pro kolagen/epinefrin  u takto
rozdéleného souboru pacientl je graficky znazornéno v grafu 18. Zjistili jsme,
Ze v souboru 51 pacientd byl jen 1 pacient, ktery na I1éEbu nereagoval, podobné
jako v minulé &asti nebyl soubor statisticky hodnocen. Soubor kalagen/ADP
nelze pro tuto studii pouzit, protoZze nedochazi k vyznamnym rozdilim mezi

kontrolnim souborem a IéCenymi pacienty.

3.2.4.3 TXB, v moci

Hodnoty koncentrace TXB, v moci souboru 51 pacientl jsme porovnali
s hodnotami kontrolniho souboru (viz 3.2.3.1). Do skupiny reagujicich jsme
zaradili vSechny pacienty, jejichz hodnoty byly niz§i nez 2, 37 ng/ml (viz tabulka
13).

pocet pohlavvi vék
vySetfenych| (M/2) | (median) TXB2 (ng/ml)
X 3,72
22 — 54
kontrola 16 719 (32,5) s.d. 1,34
rozmezi | 2,37 - 5,06
X 0,87
37 - 86 s.d. 0,50
reaguijic 46 27119 | 705
rozmezi | 0,37 -1,37
x 3,01
nereaguijici 5 4/1 |56-83(60)| s.d. 0,52
rozmezi | 2,49 - 3,53

Tab. 13 — Citlivost na ASA — TXB, v mo¢i (ng/ml)

Porovnani prumeérnych hodnot takto rozdéleného souboru pacientl
je graficky znazornéno v grafu 19. V souboru 51 pacientd bylo pouze 5

pacientu, ktefi na IéCbu nereagovali, proto soubor nebyl statisticky hodnocen.
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4 Graficka cast
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0 koncentracich 30, 45 a 50 umol/l
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Primérné hodnoty CT (kolagen/epinefrin)
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Graf 10 — Porovnani pramérnych hodnot CT kolagen/ADP (s) - kontrolni

skupina a soubor pacientt s antiagregacni lécbou
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Primérné hodnoty CT (kolagen/epinefrin)
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Graf 11 — Porovnani pramérnych hodnot CT kolagen/epinefrin (s) - kontrolni
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Graf 12 — Porovnani CT kolagen/epinefrin (s) - kontrolni skupina a soubor
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Graf 16 — Rozdéleni pacienti podle zakladni diagnézy
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Primeérné koncentrace TXB v moci
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5 Diskuze

ICHS je jednim zvelmi Castych pfi€in umrti. Dadslednou primarni
a sekundarni prevenci se v poslednich 25 letech podafilo v zemich Severni
Ameriky, Australie a zapadni Evropy snizit umrtnost na ICHS pfiblizné o 30 %.
Od roku 1990 je v Ceské republice pozorovan jednoznaény trend ve snizovani
kardiovaskularni mortality. Primarni prevence spocCiva ve vyhledavani osob
s vy§8im poctem rizikovych faktori, v komplexnim ovlivnéni téchto faktoru
se zaméfenim na snizeni rozvoje aterosklerézy (MAREK A KOL., 2005). Jednim
z dulezitych faktori, které mohou vyrazné omezit riziko tromboembolické
pfihody je ucinna dostupna léCba a pfipadné monitorovani jejiho ucinku.

V soucasnosti dostupné protidestiCkové Iéky interferuji s riznymi kroky
aktivagnich procesu, v€etné adheze, uvolfovaci reakce nebo agregace a snizuji
riziko arterialni trombozy, ale mohou zvysit riziko krvaceni pfi jejich
predavkovani. Antiagregacni latky se efektivné vyuzivaji pfi primarni
a sekundarni prevenci kardiovaskularnich chorob (BOSEN A KoOL., 1984;

HENNEKENS A KOL., 1997).

V predkladané praci jsme se zaméfili na moznosti a dostupnost
monitorovani  antiagregacni  terapie = nejpouzivanéjSim  antiagregacnim
prostfedkem Kyselinou acetylsalicylovou. Monitorovani této lécby nebylo
do nedavné doby dobie proveditelné. Sledovani pomoci kolagenové kfivky,
pfipadné kfivky ziskané za pouziti ADP neposkytuje srovnatelné
a interpretovatelné vysledky (De Gaetano G, 2003). Proto jsme zmapovali
v souCasné dobé dostupné techniky slouzici ke sledovani ucinnosti
antiagregacni lécby. Zvolili jsme kontrolni soubory, které vymezily normalni
hodnoty. Na téchto kontrolnich souborech jsme ovéfili u€innost 1éEebné davky
aporovnali tyto soubory se soubory hospitalizovanych neléenych
antiagregacni terapii a vyloucili tak pfipadné vlivy stresovych faktoru, které by
mohly ovlivnit vysledky vySetfeni. K praci byly vyuzity nejnovéjSi poznatky z této
oblasti.

Ke zjisténi normalnich parametri agregace krevnich desti¢ek (slope
a maximalni amplituda) po stimulaci katonickym propylgalatem (CPG) jsme
pouzili soubor zdravych lidi (Cast 3.2.1.1.). Podobné jsme zjistili normalni
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hodnoty i pro parametr méfeny pfistrojem PFA 100 (Cast 3.2.2.1.) a pro
uvolhovani metabolitu TXB, do moci (Cast 3.2.3.1). Prostaglandiny jsou
ve vetSiné tkani velmi brzo po svém vzniku inaktivovany enzymem 15-
hydroxyprostaglandindehydrogenazou (MURRAY A KoL., 2002). Proto jsou
pro méfeni produkce TXA, vyuzivany jeho stabilni metabolity, TXB, v séru nebo

v plazmé a 11-dehydro-TXB; v moci (EIKELBOOM A KoL, 2002).

V dal§i Casti studie (Cast 3.2.1.2.) jsme ovéfili, zda koncentrace CPG
doporu€ovana vyrobcem a uvadéna v dostupné literatufe (SCHWARTZ, 1998)
dostatecné citlivé zachycuje zmény jednotlivych sledovanych agregacnich
parametrd. Pouzili jsme soubor pacientu s kardiovaskularnim onemocnénim,
ktefi dlouhodobé uzivali nizké davky ASA (100 mg/dennég), a stanovili jsme
u nich agregaci trombocytiu po indukci CPG v koncentracich 30 umol/l, 45
pmol/l a 50 pmol/l. Sledovali jsme zmény u parametru slope (%/min) a
maximalni agregacni amplitudy (%). Nalezli jsme mezi jednotlivymi
koncentracemi jen minimalni rozdily. Proto jsme v dalSich studiich pouzivali ke

stimulaci agregace vyhradné koncentraci CPG 30 pmol/l.

Skupiné zdravych osob (Cast 3.2.1.3) jsme aplikovali ASA v téchto
intervalech: 0. den - 100 mg, 1. den - 200 mg, 2. den 400 mg, sou¢asné jsme
provedli agregacni vySetfeni s CPG pred podanim ASA (0. den), a pak vzdy
24 hodin po podani Iéku (1. den, 2. den a 3. den). Hodnoty parametrl agregace
(slope, max. amplituda) se v zavislosti na vy$Si davce ASA ménily (grafy 4 a 5).

Ovéili jsme si, ze v prabéhu 1 — 3 dnl se dosahne terapeutické davky.

Z literatury je znamo, ze krevni destiCky jsou velmi citlivé na jakékoliv
stresové situace nebo zmény (SzczekLik, 2005). Takovou stresovou skutecnosti
muaze byt i pobyt v nemocnici spojeny s fadou dalSich stresovych faktord.
K ovéfeni této skutecnosti jsme kontrolni soubor porovnali se skupinou
hospitalizovanych, ktefi méli diagndzu, u které jsme predpokladali, Zze nebude
mit vliv na méfené parametry krevnich destiCek. Nezjistili jsme podstatné
rozdily mezi obéma soubory jak u agregace stimulované CPG (Cast 3.2.1.4), tak
i pfi méfeni Closure Time na pfistroji PFA-100 (Cast 3.2.2.2). U agregace
stimulované CPG jsme porovnavali pouze parametry slope, protoZe v predchozi
studii i v dalSich studiich se tento parametr pro hodnoceni uc€innosti |éCby
ukazal jako nejvhodnéjsi.
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Ke zjisténi terapeutickych hodnot pro jednotliva vySetfeni (agregace
po stimulaci CPG, méfeni na PFA-100 a TXB; v moc€i) jsme pouzili soubor
pacientt dlouhodobé Ié€enych 100 mg ASA. Hodnoty sledovanych parametr
se podle predpokladu statisticky vyznamné liSi od hodnot kontrolniho souboru
a souboru hospitalizovanych neléCenych antiagregacni terapii. Pfi stimulaci
agregace s CPG dochazi k vyraznému poklesu jak hodnoty slope (graf 7), tak
i maximalni amplitudy. Pfi méfeni na pfistroji PFA 100 doSlo k prodlouzeni
Closure time u systému kolagen/epinefrin, zatimco u systému kolagen/ADP
pouze k jeho mirmnému zkraceni (rozdil neni statisticky vyznamny). Tyto
poznatky jsou ve shodé s literarnimi udaji (KuNDuU A KoOL., 1996), protoze
destiCka v pfipadé ADP vyuziva membranové receptory, které nejsou zavislé
na cyklu kyseliny arachidonové a aktivuji krevni destiCku pfimo. TXB, je
stabilnim metabolitem tromboxanu A,, ktery vznikda v metabolické cesté
pfemény kys. arachidonové na jednotlivé endoperoxidy v aktivované krevni
destiCce. V pfipadé antiagregacni lécby kyselinou acetylsalicylovou dochazi
k blokaci COX-1 a komezeni produkce nebo k uplnému zastaveni tvorby
endoperoxidl v této cesté (VANE A KoL., 1998). Hladina TXB, nas tedy nepfimo
informuje o ucinnosti antiagregacni lécby acetylsalicylovou kyselinou. U
lé€enych pacientl v porovnani s kontrolnim souborem dochazelo ke statisticky
vyznamnému snizeni koncentrace TXB, v moci, coz je v souladu s literarnimi

odkazy (HANKEY A EIKELBOOM, 2006).

Z literatury je znamo, ze existuje C&ast populace, kterd neodpovida
na antiagregacni uc€inek kys. acetylsalicylové. Aspirinova rezistence zatim neni
presné definovany fenomén. Nejbéznéji se hovofi o tzv. klinicky vyjadiené
rezistenci. Takto se oznacCuji situace, kdy prevence acetylsalicylovou kyselinou
selhala — nezabranila dalSim kardiovaskularnim trombotickym komplikacim pfes
to, Ze ASA byla fadné uzivana (MALY, 2004). V literatufe se uvadi, Zze 5 — 45 %
|é€enych nedosahne adekvatniho antiagregacniho efektu (Gum A koL, 2003).
O laboratorni rezistenci se hovofi v pfipadech, kdyZz ASA neni schopna ovlivnit
laboratorni testy, které vypovidaji o funkci trombocytll. Tento jev popsal jiz
Quick v roce 1966 u nemocnych s von Willebrandovou chorobou, kdy po podani
ASA nedoSlo k prodlouzeni krvacivosti (MALY, 2005). Otézkou zlstava zda

.laboratorni rezistence” ma souvislost s klinickym stavem, pokud ano, jestli jsme
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podle vysledkd laboratornich testd schopni predikovat klinické nasledky

plynouci z neucinnosti IéCby.

Weber a spol. (WEBER, 1999) navrhli klasifikaci laboratorni aspirinové
rezistence, ktera rozliSuje farmakokinetickou, farmakodynamickou
a pseudorezistenci. Farmakokineticka rezistence odrazi stav, kdy aspirin in vitro
inhibuje agregaci vyvolanou kolagenem i produkci tromboxanu, ale in vivo tento
efekt nevyvolava. Prikladem je kompetice ASA s jinymi nesteroidnimi
antiflogistiky. Ibuprofen brani svoji pfitomnosti ASA pfi acetylaci serinu®*.
Farmakokineticka rezistence je stav, kdy ASA nevyvolava inhibici in vivo ani
in vitro. MoZnou pfi¢inou tohoto typu rezistence jsou genetické polymorfismy
enzymu nebo véts§i mnozstvi COX-2 v trombocytech na ukor COX-1 (SzCZEKLIK,
2005; HANKEY A EIKELBOOM, 2006; ROZALSK A KOL.I, 2005; CAMBELL A KOL., 2004;
HOBIKOGLU A KOL., 2005). SniZzena biologicka dostupnost ASA muze byt dalsi
pri¢inou rezistence, protoZze nedochazi k dostate¢né inhibici cyklooxygenazoveé
drahy (MARTIN A KOL., 2005, BLINC, 2005; KuLICZKOWSKI, 2004).

DalSim faktorem, ktery zplUsobuje aspirinovou rezistenci, mize byt
akcentace shlukovani desticek zevnimi faktory jako napf. koufeni, zvySeni
hladiny noradrenalinu béhem nadmérné fyzické zatéze nebo extrémniho stresu,

zvySeny oxidacni stres nebo hypercholesterolémie.

Za nejspolehlivéj§i metody prukazu resistence na ASA se povazuji:
agregaCni metody - agregace stimulovana katonickym propylgalatem, dale
poloautomatické méreni aktivity destiCek (PFA 100, Ultegra RPFA), které je
jednoduché, rychlé, ale nespecifické s nejasnou senzitivitou a nejasnou korelaci
s klinikou. Stanoveni metabolitd TX v mo¢i ma snad dobrou korelaci s klinikou,

ale ma nejasnou specificitu a senzitivitu,a nejasnou reprodukovatelnost.
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Ke sledovani aspirinové rezistence jsme pouzili soubor pacientl s
diagndzou ICHS, ktefi byli dlouhodobé Ié€eni 100 mg ASA/den. ZjiSténé
hodnoty méfenych parametrd jsme porovnali s hodnotami kontrolniho souboru.
K vyjadreni rezistence na léCbu jsme pouzili hodnoty, které se u IéCenych
pacientd pohybovaly mimo hodnoty zjisténé u zdravych darct (kontrolni
soubor). V pfipadé agregacniho vysSetfeni jsme detekovali 1 nonrespondera (2
%), u PFA 100 2 nonrespondery (4 %) a u TXB, v moci 5 nonresponderu (10
%). Tyto udaje jsou srovnatelné s udaji uvedenymi v literarnich pramenech, ve
kterych pocty nonrespondert kolisaji v rozmezi od 5 do 45 % v zavislosti na

metodice méfeni (ANDERSEN A KOL., 2002; GuM A KoL, 2003).
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6 Zaver

1. V praci byly pouzity agregacni studie s kationickym propylgalatem, studie

s pfistrojem PFA 100, ktery je schopen sledovat pfimo tvorbu primarni

destickové zatky, a studie, které sledovaly uvolfiovani TXA; z krevnich

desticek na zakladé stanoveni stabilniho metabolitu 11-dh-TXB, v moéi.

2. Vypracovali jsme metodu s katonickym propylgalatem (CPG) modifikaci

metody podle Borna a Crosse a touto metodou jsme vySetfili nékteré

parametry agregace krevnich desti¢ek (BORN A CROSS, 1963).

a.

Zjistili jsme normalni rozmezi pro kontrolni soubor. Primérna hodnota
slope u tohoto souboru byla 84,0 + 20,0 %/min. Hodnoty slope se
pohybovaly vrozmezi 64,0 — 104,0 %/min. Podobné byly zjistény
primérné hodnoty maximalni amplitudy 77,6 + 12,8 % (rozmezi 64,8 -
0,4 %).

Ve studii jsme na souboru pacientd dlouhodobé léCenych nizkymi
davkami ASA ovérili, ze koncentrace CPG doporuCovana pro agregacni
studie vyrobcem a uvadéna v dostupné literatufe (ScHwARTz, 1998),
dostateCné citlivé zachycuje zmény jednotlivych sledovanych
agregacnich parametrl. Byla prokazana dostate¢na citlivost reagencie

CPG v pracovni koncentraci 30 umol/l.

U skupiny zdravych darcu jsme potvrdili zavislost zmén agregacnich
parametru (slope a maximalni amplituda) na vysi davky ASA. Hodnoty
slope v zavislosti na zvySované davce jednoznacné klesaly. Parametr
slope vykazoval zvySenou citlivost k antiagregacni |é€bé pomoci ASA,

zatimco maximalni amplituda se jevila jako ukazatel méné citlivy.

Nezjistili jsme statisticky vyznamné rozdily u parametr kontrolni skupiny
zdravych darcd a u skupiny hospitalizovanych, u kterych nebyl
predpokladan vliv zakladniho onemocnéni na destickové funkce, a ktefi

nebyli IéCeni antiagregacni terapii.

Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily hodnot mezi skupinou zdravych
darcu a skupinou nemocnych s kardiovaskularnimi komplikacemi, ktefi

byli dlouhodob& 1éCeni nizkymi davkami ASA  (Psiope < 0,001;
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Pma< 0,001). Statistickou vyznamnost v porovnani se souborem
pacientd  dlouhodobé I1éfenych ASA  vykazuje i  skupina
hospitalizovanych, u kterych nebyl predpokladan vliv zakladniho
onemocnéni na destiCkové funkce a ktefi nebyli I1éCeni antiagregacéni

terapii(psiope < 0,001).

3. Dalsi metodou bylo vySetfeni primarni hemostazy méfenim CT na pfistroji
PFA-100. Tvorba primarni destickové zatky probihala na dvou ruznych

membranach potazenych kolagenem a ADP nebo kolagenem a epinefrinem.

a. Priméry CT u souboru zdravych darci na membrané s kolagenem
a ADP byl 77,6 + 13,8 s, rozmezi 63,8 - 91,3 s. Prumérny CT systému
kolagen/epinefrin byl 110,9 + 20,3 s (rozmezi 90,6 - 131,2 s).

b. Podobné jako u agregacni studie s CPG jsme porovnali soubor zdravych
darcd a skupinu hospitalizovanych, ktefi byli [éCeni jinymi léky nez
antiagregancii. Mezi kontrolni skupinou a skupinou hospitalizovanych

bez antiagregacni IéCby jsme nenalezli statisticky vyznamny rozdil.

c. Pfi porovnani skupiny zdravych darct se skupinou nemocnych, ktefi byli
dlouhodobé léCeni nizkymi davkami ASA, jsme v systému kolagen/ADP
nenalezli statisticky vyznamny rozdil, kdezto v systému kolagen/epinefrin

byl rozdil statisticky vyznamny (p < 0,001).

4. Uginnost antiagregaéni terapie ASA byla nepfimo sledovana pomoci hladiny
TXBs.

a. Zjistili jsme priimérnou koncentraci TXB, v mo¢i u souboru zdravych darcu

3,72 + 1,34 ng/ml. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi: 2,37 - 5,06 ng/ml.

b. Zjisténé hodnoty koncentrace TXB, vmoci u pacientd dlouhodobé
|é€enych ASA jsme porovnali se zjiSténymi hodnotami skupiny zdravych
darcu. Pacienti, kterym byly dlouhodobé podavany nizké davky ASA (100
mg/den) méli nizSi koncentraci TXB, v moci. Rozdil byl statisticky

vyznamny (p < 0,001).

5. U vybrané skupiny 51 pacientt Ié€enych nizkymi davkami ASA (100 mg/den)
jsme provedli agregacni studie s CPG, vySetfili jsme primarni hemostazu na

pristroji PFA-100 a stanovili jsme hladinu TXB, v moci. Zjisténé hodnoty jsme
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v daném vysSetfovacim schématu porovnali s hodnotami kontrolniho souboru
a soubor 51 pacientd jsme rozdélili na dvé skupiny: na skupinu pacientu,
ktefi reaguji na léCbu ASA a na skupinu pacientl, ktefi na tuto IéCbu

nereaguji (pacienti rezistentni na IéCbu ASA).

a. V agregacni studii jsme nalezli 2 pacienty, ktefi na IéCbu nereagovali, pfi
méreni na pfistroji PFA 100 jsme Zzjistili 1 nemocného bez reakce na I1éCbu
a u skupiny, u které jsme vySetfovali hladinu TXB, v moci, jsme nalezli 5
jedincu, ktefi na Ié€bu nereagovali. Vzhledem k nizkému poctu zjisténych

pacientl, ktefi na IéCbu nereagovali nebyli soubory statisticky hodnoceny.
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7 Seznam pouzitych zkratek

AA arachidonic acid (kyselina arachidonova)

ACE angiotensin converting enzyme (angiotenzin konvertujici
enzym)

ADP, ATP adenosin (di, tri) phosphat (adenozinfosfat)

AChE acetylcholin esteraza

ASA acetylsalicylic acid (kyselina acetylsalicylova)

AT antitrombin

cAMP, cGMP cyklicky (adenosin, guanin) monophosphat

(cyklicky monofosfat)

CMP cytosinmonophosphat (cytosinovy monofosfat)
COL Colagen (kolagen)

COX cyklooxygenaza

CPG cationic propylgalate (katonicky propylgalat)
CT closure time (Cas ukonceni testu)

DAG diacylglycerol

EPI epinefrin (adrenalin)

F koagulacni faktor

GP glykoprotein

GTP guanosintriphosphat (guanozintrifosfat)
HPETE hydroperoxyeicosatetraenoic acide

(hydroperoxyeikosatetraenoova kyselina)

ICHS ischemicka choroba srdecni
IP3 inositol triphosphat (inositoltrifosfat)
LDL low density lipoproteins (nizkomolekularni lipoproteiny)

69



LMWH low molecular weight heparin (nizkomolekularni heparin)

NK natural killers (pfirozeni zabijeci)

PAF platelet activating factor (destickovy aktivacni faktor)
PDGF platelet-derived growth factor (destiCkovy rustovy faktor)
PF4 platelet factor 4 (destiCkovy faktor 4)

PFA-100 Platelet Function Analyzer (analyzator destiCkovych funkci)

PGG,H,E,F,D prostaglandin G, H, E, F, D
PGI prostacyclin (prostacyklin)
PIP2 phosphatidylinositol-bi-phosphat

(fosfatidylinositol-di-fosfat)

PKC proteinkinaza C
PLC, PLA; phospholipase C, A, (fosfolipaza)
PPP platelet poor plasma

(plazma chuda na desticky)
PRP platelet rich plasma

(plazma bohata na desticky)

RGD peptidova sekvence arginin-glycin-aspartat
TF tkanovy faktor
t-PA tissue-plazminogen activator

(tkanovy aktivator plazminogenu

TXA> tromboxan A,
VWF von Willebrand(v faktor
BTG B-tromboglobulin
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