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ovplyvnit klinicky pouzivanymi latkami zo skupiny protidosti¢kovych lie¢iv, ktoré sa odliSuju
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Platelets have an irreplaceable role in the process of aggregation. Nevertheless, their
increased activity is associated with the development of many cardiovascular diseases. This
process can be influenced by clinical used substances from the group of antiplatelet drugs,
which differ in their effectiveness within the population. Within this study, platelet aggregation
was tested using impedance aggregometry, whose principle is the change in electrical
impedance between electrodes caused by the adhesion of activated platelets. Firstly, whole
blood was incubated with clinically used antiplatelet drugs (ticagrelor, vorapaxar, and
acetylsalicylic acid) and a flavonoid metabolite, 4-methylcatechol. Subsequently, a platelet
aggregation inducer (ADP, thrombin receptor activating peptide 6 /TRAP/, collagen,
arachidonic acid, ristocetin, U-46619, and platelet-activating factor /PAF/) was added, and the
process was monitored for 6 minutes. The most potent inhibitor of the aggregation induced by
arachidonic acid was acetylsalicylic acid in a concentration of 70 uM while in the case of the
aggregation induced by collagen, it was 4-methylcatechol in the same concentration. Ticagrelor
has proven to be effective and consistent imhibitor of ADP-triggered platelet aggregation in all
donors. For vorapaxar, an antagonist at thrombin receptors, its effect was significantly
dependent on age and dose. Women also showed a higher response to some inducers of
aggregation (ADP and TRAP), however, no differences were observed between male and
female donors in the case of aggregation induced by collagen and arachidonic acid. In women,
there was a lower response to the administration of certain drugs, such as acetylsalicylic acid
and vorapaxar. Increasing age was also associated with loweing the responses to aggregation
induced by arachidonic acid and TRAP in both sexes. In women, the response to aggregation
induced by some other inducers (ADP, U-46619, and PAF) also decreased with age. The results
of this work, despite the relatively small number of healthy individuals, point to significant
differences in the responses of thrombocytes to administered drugs and the need for
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Obsah

1 Z0ZNnam SKIAtICK .......cc.eiiiiiiiiiii et 9
2 UVOU.iii sttt 11
3 TEOTEICKA CaSE .. eiiiiiieiieiiiet ettt sttt ettt et 12
R 0 B B (e 01010174 RSP 12
3.1.1  Stavba tromMbDOCYLOV....c..viieieiieeiiieeiiee et e et e e sreeeenree s 12
3.1.2  VYVO] tIOMDOCYLIOV ..ttt ettt e 13
3.1.3 Receptory a latky, ktoré sa za€astiiuji procesu agregacie ...........oeeenee... 14
3.1.4 Proces agregacie trombOCYIOV ......ccvveeeiieriieeiieriieeieeriie et eseeeeveesaee s e 17

3.2 Klinicky pouZzivané protidoStiCkoveé leCiVA .......c.ooveiviiiiiiiiiiiecieieee 19
3.2.1 Kyselina acetylsalicylOVA .........ccccueiiiiiiiiiiiiiieieecee e 20
3.2.2  TIKIOPIAIN .eeiviiiiiiiiecie ettt ettt s eeb e e 21

R TR T (0] 03 16 (074 (<] PP 22
324 Prasu@rel..c..couoiiiiiiiiiieiee ettt 23
3.2.5  TIKAGIEIOT ..o 24
3.2.6  KANGTCLOT .....uiiiiiieeiiie ettt e et e e e e e e e eeennnee s 25
3.2, 7 VOTAPAXAT ...eviieiiieeiieeeiieeesiteeeieteeetteeetaeeeaseeesseeesnseeessseeessseesasseesnsseesnsseens 27
3.2.8  ADCIXIMAD .....eiiiiiiiieiiieiie ettt et st e 28
3.2.9  TIrOFIDAN ....iiiiiiiiiieietee e 29
3.2.10  EPtifibatid.....cceereieieieieeeceeeee e 30

3.3 Noveé protidoStiCKOVE HECIVA .......eeeiuiiieiiieeiieecieeee e 31
3.3.1 [Inhibitory fosfytidylinostil-3-kindzy B .........c.cccceviiiniiniiiiiieeee 31
3.3.2 Antagonisti PAR-4 . ... 31
3.3.3  Inhibitory 12-lipOOXYZENAZY ......ceevvieeriiieeiieeeiieeeeeeeieeeeieeeereeesveeeeeaee s 31
3.3.4 Nov¢ inhibitory purinérgnych receptorov.......cccceevvrercrveercieencieeeeieeenenennn 32
3.3.5 Inhibitory GP IB/IX/V ..c.ooiiiiieiieieee et 32



3.3.6  Inhibitory GP V..ot 32

3.3.7 Inhibitory protein-disulfid ISOMEIAZY...........ccceevverciienieeiieieeieeeee e 33
3.3.8  4-metylKateChOl.......ccoieiiiiiiiiiecii e 33

3.4 Rezistencia na protidoStiCkovi HeCbU .......cceeeviiieeiiieeiieeece e 34
3.4.1 Rezistencia na ASA ..o e 34
3.4.2 Rezistencia na KIopidogrel ..........coovveiiiieiieeiiienieeieee e 35
3.4.3 Rezistencia na d’alSie inhibitory receptoru P2Y 12......cccoviviiiciiiniienenne. 35

3.5 Metddy merania agregacie trombOCYIOV ......cccueevveerieeriierieeiierie e eiee e 36
351 EX VIVO MEIOAY ..ottt 36
3.5.2 I Vivo MELOAY ....ccueeiiiieiiiiiieee ettt 38

4 CIEL PLACE...uiieieeiieeee ettt ettt et e et e et e e sb e e teeenbeetaeebeensreenraas 40
5 EXperimentalna Cast’ ........ccceerieiiiieniieiiieiie ettt sre et ee 41
5.1 OABET KIVI ..ttt ettt et 41
5.1.1  EtiCK€ @SPEKLY ...eouviriiiiiiiiiieecie et 41

I IV VAT T 14§ e Yo Lo T PRSP RR 41
5.1.3 Charakteristika dobrovolnikow ..........ccccooiiiiiiiiiniiiniiieccee 42

5.2 Induktory, protidestickové lie€iva a d’alSi chemikalie...........ccccoceeiininninins 46
5.3  Priprava ¢inidiel pred eXperimentom ..........c..ccoceeceeeererrienienennienieneeeeneens 46
5.4 VIastny eXPeriMeNt........c.ceeriieeiiieeiiieeiieeeiieeeieeeetreessreesseeesseeessseesssseesnnnes 49

6 Matematicka a Statistickd analyza...........ccceeeviieeiiieeiieeee e 55
T VYSLIEAKY et 56
7.1  Agregécia indukovand kyselinou arachidonovou..........c.ccceceeveevieniineencnnene 56
7.2 Agregacia indukovand kolagénom ............cccceeviieeiiieniiiiniieee e 57
7.3 Agregéacia indukovand ADP .........ccoviiiiiiiiiiieeeeee e 59
7.4  Agregécia indukovand TRAP ........ccccooiiiiiiiiiiee e 60

7.5

Rozdiely v agregacii medzi pohlaviami ..........ccccevevieniiiinieneniinienecienens 61



8

7.6  Rozdiely v agregacii v zavislosti na veKu .........cccoeevveeciiiieciieeieecee e

| DY QB 3 - TR



1 Zoznam skratiek

AA Kyselina arachidonova (z angl. arachidonic acid)

ADP Adenozindifosfat (z angl. adenosindiphosphate)

ASA Kyselina acetylsalicylova (z angl. acetylsalicylic acid)

ATP Adenozintrifosfat (z angl. adenosintriphosphate)

AUC Plocha pod krivkou (z angl. area under the curve)

BMI Index telesnej hmotnosti (z angl. body mass index)

cAMP Cyklicky adenozinmonofosfat (z angl. c¢yclic adenosinmonophosphate)
COX Cyklooxygenaza

DMSO  Dimethylsulfoxid

GP Glykoprotein

GPCR Receptor sprazeny s G-proteinom (z angl. G-protein coupled receptor)
5-HT 5- hydroxytryptamin (serotonin)

1P3 Inositoltrifosfat (z angl. inositoltriphosphate)

4-MC 4- methylkatechol

NSAID  Nesteroidné antiflogistika (z angl. non-steroidal anti-imflammatory drugs)

PAF Faktor aktivujtci dosticky (z angl. platelet-activating factor)
PAR Protedzou aktivované receptory (z angl. protease-activated receptor)
PCI Perkutanna korondrna intervencia (z angl. percutaneous coronary intervention)

PDEIi Inhibitory fosfodiesterazy (z angl. phosphodiesterase inhibitors)



PGG: Prostaglandin G>
PGH: Prostaglandin H»

PGI: Prostaglandin I (prostacyklin)

PRP Plazma s vysokym obsahom trombocytov (z angl. platelet-rich plasma)
TRAP Peptid aktivujuci receptor pre trombin (z angl. thrombin receptor activating
peptide)

TXA:2 Tromboxan A,

TXB: Tromboxan B

vWF Von Willebrandov faktor
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2 Uvod

Krvné dosticky su bezjadrové Specializované krvné elementy, ktoré hraju tistrednu ulohu
vo fyziologickych a patologickych procesoch hemostazy, zapalu, hojenia réan
a obranyschopnosti organizmu. Vznikaju z megakaryocytov v kostnej dreni s poctom 150-
450x10% v 1ul krvi. V procese tvorby hemostatickej zatky vstupuju vd’aka reakcii odhalenych
subendotelovych Struktrar s receptami na ich povrchu, co spusta kaskadu dejov, ktorych

vysledkov je zastava krvacania.

Tato praca je zamerana na porovnanie ucinnosti protidostickovych lieCiv, teda latok,
ktoré interferujii s funkciou trombocytov s vyuzitim impedacnej agregometrie. V populacii
zdravych  dobrovolnikov bola testovand G¢innost troch klinicky vyuzivanych
protisdosti¢kovych lie€iv, kyseliny acetylsalicylovej, tikagreloru, vorapaxaru a flavonoidného
metabolitu 4-metylkatecholu. Agregacia bola vyvoland jednym zo siedmich pouzitych
induktorov agregacie. Vysledky poukazujii na vyznamné rozdiely v u€innosti tychto lieciv
a potrebu individualizacie protidostickovej terapie, ktorda ma nezastpitelni tlohu v liecbe

kardivaskularnych ochoreni.
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3 Teoreticka cast’

3.1 Trombocyty

Krvné dosticky boli objavené vroku 1882 Giuliom Bizzozerom. (Ghoshal a
Bhattacharyya 2014) Tento taliansky lekar a vedec ich opisal ako ,,spherules piastrine* (malé
dosticky), ktoré sa zhlukuji v mieste poranenia cievy. Popisal tiez, ze sa jedna o krvné

elementy, ktorym chyba jadro. (Twomey et al. 2019)

St to najmenSie krvné bunky, ktoré hraju doélezitu ulohu v procese hemostazy
a trombozy. (Jurk a Kehrel 2005) Priemerna velkost’ zrelych krvnych dosti¢iek je priblizne
6um’ s priemerom asi 2,3um. Podiel krvnych dosti¢iek v celkovom objeme krvi je 3%. (Nikolic
et al. 2016) Normalny podet trombocytov je 150-450 x 10° v 1ul krvi, ¢o z nich robi, hned’ po

erytrocytoch, druhy najrozsirenejsi typ krvnych elementov. (Twomey et al. 2019)

Krvné dosticky sa v ludskom tele zOcastiiuji viacerych procesov. Okrem ulohy
v procese zastavy krvécania, trombocyty prispievaju k modulécii zdpalu a k imunitnej reakcii

organizmu pomocou toll-like receptorov. (Theofilis et al. 2022)

3.1.1 Stavba trombocytov

Bez predchadzajlicej aktivacie sa krvné dosticky javia ako hladké, diskoidné bunky
s otvorenym kanalikularnym systém a vonkajSim glykokalyxom. V cytoplazme krvnych
dosti¢iek sa nachadzaju tri typy granul: a-granuly, denzné granuly a lyzozémy. (Wiviott 2009)
o-granuly tvoria najvacsiu skupin granul, v cytoplazme kazdej krvnej dosticky je ich priblizne
50 az 80. Obsahuju adhezivne glykoproteiny, ako je P-selektin, fibrinogén a von Willebrandov
faktor (vWF), koagulacné faktory, mitogénne faktory, angiogenetické faktory, fibrinolytické
inhibitory, imunoglobuliny, $pecifické membranové proteiny a rozne d’alSie chemokiny. (Yun
et al. 2016) Denzné granuly maji menSie rozmery v porovnani s a-granulami. Ich pocet je
priblizne 3 az 8 v kazdej krvnej dosticke. (Twomey et al. 2019) Uchovavaju rozne hemostaticky
aktivne molekuly, ktoré su vylucované pocas aktivacie trombocytov ako katecholaminy,
serotonin (5-HT), vapnik, adenozindifosfat (ADP) a adenozintrifosfat (ATP). (Ghoshal a
Bhattacharyya 2014) Poslednou doteraz objavenou skupinou su lyzozomalne granuly,
obsahujuce enzymy, ako su kyslé hydrolazy a protedzy. Sekrécia lyzozomalneho obsahu ma
klacové extracelularne funkcie, vratane Stiepenia receptorov ¢i fibrinolyzy. (Twomey et al.

2019)
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V cytoplazme krvnych dosti¢iek sa vyskytuji aj molekuly aktinu a myozinu, ktoré su
podobné tym, ktoré su esencidlne pre proces kontrakcie svalstva, taktiez kontraktilny protein

trombosthenin, ktory sposobuje kontrakciu krvnych dostic¢iek. (Hall 2016)

Obsahuju taktiez bunkové organely, ako je hladké endoplazmatické retikulum, ktoré sa
u dosticiek nazyva denzny tubularny systém a Golgiho aparat, ktorych hlavnou tlohu je syntéza
r6znych enzymov a uchovéavanie velkého mnozstva vépnika. (Hall 2016) Obsahuju aj maly
pocet funkénych mitochondrii. Aj napriek nizkemu poctu su nadmerne metabolicky aktivne,
dochadza v nich k vel'kému obratu ATP, ktoré zasobuje krvné dosticky energiou pre plnenie

priméarnych funkcii. (Twomey et al. 2019)

3.1.2 Vyvoj trombocytov

Vyvoj krvnych dosticiek je jedineCny proces. (George 2000) Denne dochadza k tvorbe
az 1x10'! novych trombocytov. (Wiviott 2009) Proces ich genézy prebieha za $pecifickych
podmienok v prostredi kostnej drene a je regulovany prostrednictvom réznych chemokinov,
rastovych faktorov, vapnika, kyslika a adhezivnych interakcii, ktoré sprostredkiivaju

megakaryocytopoézu a migraciu megakaryocytov s naslednou tvorbou trombocytov. (Yang et
al. 2021)

KIdcovym reguldtorom syntézy trombocytov je trombopoetin, hormén produkovany
peCenou a detskou Zl'azou. Jeho vplyvom dochadza k diferencidcii hematopoetickych
kmenovych buniek na megakaryocyty. (Twomey et al. 2019) V ich tvorbe zohravaju ale
doleziti ulohy aj iné cytokiny, ako su interleukiny 3,6 a 11. (George 2000) Zrenie
megakaryocytu zahfna duplikéciu jadra bez delenia bunky. Vysledkom tohto procesu su bunky
obrovskych rozmerov. Cytoplazmatické organely organizované do domén, ktoré¢ reprezentuju
vznikajice trombocyty, st ohraniené sietou invaginovanych plazmatickych membran.
(George 2000) Nasledne megakaryocyty migruji do sinusovych krvnych ciev vo vaskuldrnom
vyklenku. (Twomey et al. 2019) Fragmentacia cytoplazmy megakaryocytov na jednotlivé krvné
dosticky prebieha az v krvnom obehu vplyvom smykovych sil cirkulujticej krvi. (George 2000)

Schematické znazornenie tohto procesu sa nachadza na Obr. 1.

Krvné dosticky maju priemerni Zivotnost 8 az 10 dni. Nésledne su vychytavané
makrofagmi v slezine. (Gyulkhandanyan et al. 2013) KonStantny pocet trombocytov v obehu

je tak zabezpeceny rovnovahou medzi ich produkciou a destrukciou. (Twomey et al. 2019)
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Obr. 1 Trombocytopoéza

Prevzaté a modifikované z: WikiSkripta

3.1.3 Receptory a latky, ktoré sa zicastiiuji procesu agregaicie

Krvné dosti€ky exprimuju na svojom povrchu Siroktl Skalu receptorov, ktorych
stimulécia je spojend s ich aktivaciou, adhéziou ¢i agregaciou. (Nikolic et al. 2016) Velké
mnozstvo tychto receptorov je sprazenych s G-proteinom. Medzi hlavné receptory sprazené
s G-proteinom (GPCR) pritomné na krvnych dosti¢kéach patria protedzou aktivované receptory
(PAR), receptory pre ADP a tromboxanové receptory. Dal§im vyznamnych typom receptorov

ucastniacich sa procesu agregacie st glykoproteinové receptory. (Twomey et al. 2019)

Glykoproteinové (GP) receptory pritomné na membrane trombocytov, sprostredkivaji
adhéziu k subendotelovym Struktaram a nasledne agregaciu za vzniku primarnej hemostaticke;j
zatky. Glykoprotein Ib/IX/V je receptor pre vVWF, ktorého aktivacia sposobuje okamzité
prichytenie krvnych dosticiek k exponovanému vWF. Glykoprotein Ia/lla, konStitutivne
aktivny receptor pre kolagén, sa podiela na pociatocnej adhézii krvnych dosti¢iek k
subendotelidlnej matrici. NajrozSirenejSi povrchovy glykoprotinovy receptor, glykoprotein
IIb/IIa, podstupuje konforma¢nli zmenu pocas aktivacie trombocytov. Nasledne je pomocou

vézby receptoru s fibrinogénom sprostredkovand agregécia krvnych dosti¢iek. (George 2000)

Kolagén je najviac trombogénnou zlozkou subendotelu. Po poskodeni ciev je vystaveny
cirkulujucim krvnym dostickam a pdsobi ako substrat pre ich adhéziu a aktivaciu. Do interakcie

medzi kolagénom a krvnymi dostickami st zapojené najmi 2 druhy receptorov: GP Ia/Ila, ktory
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zabezpec¢i prilnutie ku kolagénu a glykoproteinovy receptor VI zodpovedny za aktivéaciu
dosti¢iek. (Roberts et al. 2004) Pri vysokych koncentraciach kolagénu ich aktivéacia vedie k
stimuldcii  fosfolipAzy C snéslednym Stiepenim fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu na
inositoltrifosfat (IPs) a 1,2-diacylglycerol. IP; podnecuje uvolnenie Ca*" z hustého tubularneho
systému trombocytov a diacylglycerol stimuluje proteinkinazu C. Kolagénom indukované
zvySenie koncentracie IP3 vedie aj kprilevu vapnika z extracelularneho priestoru.
Diacylglycerol, spolu s Ca**, vedie k sekrécii granil a zmene tvaru trombocytov. (Roberts et
al. 2004) Glykoproteinovy receptorovy komplex la/lla je povazovany za hlavny dostickovy
receptor interagujuici s kolagénom v procese adhézie na poSkodeny vaskularny endotel.
(Siljander a Lassila 1999) Aktivacia krvnych dosti¢iek kolagénom prebiecha pomocou detekcie
Specifickej sekvencie Gly-Pro-Hyp dostickovym glykoproteinom VI. Rozpoznanie GP Ia/lla
nie je dostatoénym signalom pre proces aktivacie. Interakcia medzi kolagénom a
glykoproteinom VI je jedinecna, pretoze sekvencia Gly-Pro-Hyp je sice bezne vyskytujica sa
v molekulach kolagénu, avsak pre iné proteiny je jej vyskyt len zriedkavy. (Graham Knight et
al. 1999)

Daldim typom GPCR, ktoré sa nachadzaji na povrchu trombocytov su dva typy
purinérgnych receptorov: P2Y1, P2Y 12 a P2X1. Agonistom prvych dvoch je ADP. (De Meyer
et al. 2008) ADP sa uvoltiuje z aktivovanych krvnych dosti¢iek, erytrocytov a endotelovych
buniek a posobi ako vyznamny induktor adhézie a agregacie trombocytov. (Kam a Nethery
2003) Receptor P2Y1 je protein tvoreny 373 aminokyselinami, pozostavajlici zo siedmich
transmembranovych domén. Je exprimovany v srdci, hladkom svalstve, nervovom tkanive,
semennikoch, prostate, vajeCnikoch ana povrchu trombocytov. Dve molekuly argininu
v karboxyterminalne; doméne tohto receptoru st nevyhnutné pre aktivaciu Gq proteinu.
(Kahner et al. 2006) Jeho stimulacia vedie k aktivacii fosfolipazy C s naslednou tvorbou IP3,
diacylglycerolu a uvolneniu Ca*" ktoré st potrebné na aktivaciu proteinkinazy C. P2Y1 je
zodpovedny za zmenu tvaru trombocytov aich reverzibilni agregaciu. Receptor P2Y12 je
spojeny s G; proteinom, takze stimuldciou tohto receptoru dochadza k inhibicii
adenylatcyklazy. ADP-indukovand aktivacia a ndsledna agregacia trombocytov je podmienena
stimuldciou oboch receptorov, av§ak kazdy z nich plni v tomto procesu inu funkciu. Aktivécia
receptoru P2Y 12 vedie k trvalej agregécii bez predchadzajicej zmeny tvaru. V klinickej praxi
je najcCastejSim cielom prave receptor P2Y12, ked'ze na rozdiel od inych purinérgnych
receptorov, je exprimovany len na krvnych dosti¢kach a v mozgu, €o predstavuje selektivnejsi

ciel’ pre pdsobenie lieCiv. Posledny typ purinérgnych receptorov, P2X1 sa skladana minimélne
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z troch monomérov tvoriacich ATP neselektivny kationovy kanal, ktory po aktivacii

trombocytov vedie k rychlemu prilivu Ca?* z extracelularneho priestoru. (De Meyer et al. 2008)

Trombin pdsobi ako aktivator krvnych dosti¢iek prostrednictvom jeho agonistického
uc¢inku na svoje Specifické receptory. Posiliiuje aktivaciu krvnych dosticiek a konverziou
fibrinogénu na fibrin, hra hlavna ulohu v procese sekundarnej hemostazy. Na dosticky posobi
prostrednictvom PAR, ¢o je skupina proteolyticky aktivovanych receptorov sprazenych s G-
proteinom. (Clemetson 2012) Doteraz boli identifikované Styri typy PAR: PAR-1 az PAR-4,
z ktorych tri (PAR-1, PAR-2, PAR-4) su aktivované nizkymi koncentraciami trombinu. Vsetky
typy su exprimované na endotelidlnych bunkach, myocytoch ¢i astrocytoch, avsak na povrchu
ludskych trombocytov st pritomne len PAR-1 a PAR-4 receptory. Za dominantny typ je
povazovany prave PAR-1, ktory je aktivovany uz 100x nizSou koncentraciou trombinu ako
PAR-4. (Airoldi a Campanini 2013) Vézba medzi trombinom a PAR-1 je sprostredkovana
pomocou fibrinového miesta trombinu, ktoré je rozpoznané extracelularnou amino-doménou
receptoru. Po spojeni, trombin proteolyticky Stiepi tuto doménu medzi Arg-41 a Ser-42. Novy
amino-koniec (Ser-42-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn) posobi ako viazany ligand a aktivuje
transmembranovu sluc¢ku receptoru, ¢o vedie k aktivacii G-proteinu. (Airoldi a Campanini
2013, Olivier et al. 2013) Aktivaciou G-proteinu dochadza k stimulacii proteinkindzy C.
(Airoldi a Campanini 2013) Signalizacia prostrednictvom PAR-4 sliZi aj ako ochranny
mechanizmus v situdciach vyvoldvajicich traumu, c¢o prispieva k zastave krvécania.

(Clemetson 2012)

Tromboxan Az (TXA2) bol prvykrat identifikovany v roku 1975 ako latka vytvarana
aktivovanymi krvnymi doStickami. Po uvolneni kyseliny arachidonovej (AA) pomocou
fosfolipadzy A», je tato nasledne metabolizovana prostrednictvom cyklooxygenazy (COX) za
vzniku prostaglandinu H2 (PGH2). PGH2 je metabolizovany termindlnym enzymom, TXA:
syntazou, za vzniku TXA». (Ashton et al. 2022) TX A, pdsobi prostrednictvom tromboxanovych
receptorov (TP) , ktoré su u l'udi kodované génom TBXA2R. Aktiviciou tychto receptorov
dochadza k aktivécii, sekrécii a agregacii krvnych dosti¢iek, ktoré hraju kIticova tllohu procese

hemostazy. (Capra et al. 2014)

Dalsim typom receptorov, ktoré sa vyskytujii na membrane trombocytov st receptory
pre serotonin (5-HT) . RozliSujeme 7 typov serotoninovych receptorov (5-HT; az 5-HT7), z
ktorych vacsina ma niekol’ko podtypov. Na trombocytoch ndjdeme len receptor 5-HTza, ktory
je ale pritomny aj v hladkej svalovine ciev a v centrdlnom nervovom systéme. Jedna sa o typ
receptoru spojeny s Gq proteinom. Jeho aktivacia vedie k aktivacii krvnych dosticiek,
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uvolneniu serotoninu z denznych grantl a nasledna prehibend aktivacia tohto receptoru vedie
k zmene tvaru a oslabeniu agregécie. (De Meyer et al. 2008) 5-HT je sdm o sebe povazovany
za slabého induktora agregécie, avSak vel'mi potentne zosiliiuje agregéciu vyvolania ADP,
adrenalinom ¢i kolagénom. (de Abajo 2011) K zastave krvacania prispieva aj aktivacia 5-HToa

receptora v stene ciev, ¢o potencuje tvorbu trombu a okluziu ciev. (De Meyer et al. 2008)

3.1.4 Proces agregacie trombocytov

Proces primdrnej hemostdzy sa tyka skorych §tadii procesu zastavanie krvéacania, eSte
pred zaciatkom koagulacie. (Clemetson 2012) Prebieha v troch fazach: iniciacia, elongécia

a perpetuacia. (Michelson 2003)

Adhézia trombocytov je zdkladnou reakciou na vaskularne poskodenie, ktoru
povazujeme za prvy krok v procese hemostazy. Krvné dosticky cirkulujice v krvi, nevykazuja
ziadnu interakciu s endotelom cievy, az do momentu, kedy su jej endotelové Struktury
vystavené na povrch. (Ruggeri a Mendolicchio 2007) Po poraneni cievnej steny je tvorba zatky
iniciovana reakciou cirkulujucich krvnych dosti¢iek s exponovanym subendotelidlnym
kolagénom a vWF. (Michelson 2003, Sangkuhl et al. 2011) Interakcia medzi vWF a kolagénom
je sprostredkovana Specifickymi receptormi na povrchu trombocytov (vid’ vyssie). (Michelson
2003) Najskor dochadza k zabrzdeniu dosticiek interakciou s vWF, ktory je viazany na kolagén.
Vizba s kolagénom je sprostredkovana priamo pomocou glykoproteinového receptorového
komplexu. (Sangkuhl et al. 2011) Stimulacia tychto receptorov je spojend s aktivaciou kaskady
fosfolipazy C, ¢o vedie k mobilizacii vapnika z hustého tubuldrneho systému trombocytov.
Zvysena koncentracia intracelularneho vépnika je spojend s aktivitou kindz, ktoré su
nevyhnutné pre morfologické zmeny, sekréciu obsahu grantl trombocytov,
aktivaciu fosfolipazy Az a nakoniec GP komplexu. (Sangkuhl et al. 2011) Akonahle dojde
k prilnutiu krvnych dosti¢iek k endotelu cievy, dochadza kich aktivécii, s ¢im je spojena
dramatickd zmena tvaru. (Hosseinzadegan a Tafti 2017) Nasleduje proces elongacie, ktory je
charakterizovany nahromadenim d’alSich trombocytov. (Michelson 2003) Okrem vzostupu
koncentracie kalcia dochddza aj k reorganizicii cytoskeletu trombocytov ¢i vyluceniu
sekundarnych metabolitov. (Baker-Groberg et al. 2016) Aktivované krvné dosticky uvolnuja
obsah svojich granul, ¢o vedie k modelacii funkcie interagujicich trombocytov a vaskularnych
buniek. Tieto latky stimuluju cirkulujiace krvné dosticky k tvorbe agregatu. ADP je povazovany

za najvyznamnejSiu zlozku zosilnujucu aktivaciu dosti¢iek. 5-HT sa taktiez pomocou

17



stimuldcie svojich 5-HT»a receptorov ucastni aktivacného procesu. (Jurk a Kehrel 2005)
Enzymy, ktorych funkcia je riadend aktivovanou fosfolipazou A: uvoliuju kyselinu
arachidonovu, ktorej premena cez PGG: na PGH: je katalyzovana prostagladin-syntazou
(znamou ako cyklooxygenaza (COX), v dostickéach len cyklooxygendza 1). PGH> je nésledne
posobenim TXAj-syntazy premenené na TXA,. (Sangkuhl et al. 2011) Po aktivacii
trombocytov dochadza ku konformacnej zmene GP komplexu, ¢o umoziuje vizbu vWF
aneskor aj fibrinogénu. Krvné dosticky sa zhlukuji prostrednictvom interakcie medzi
fibrinogénom a GP komplexom. Stbezne dochadza k aktivacii koagulacnej kaskady, ¢o vedie
k syntéze trombinu, ktory Stiepi fibrinogén na fibrin, ¢o vedie k vytvoreniu hemostatickej zatky.

(Baker-Groberg et al. 2016). Stru¢né zobrazenie celého procesu sa nachadza na Obr. 2.
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Obr. 2 Proces agregacie trombocytov

Prevzaté a modifikované z: De Abajo (2011)
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3.2 Klinicky pouzivané protidostickové liefiva

Kardiovaskularne ochorenia st najcastejSou pri¢inou tmrti na svete. Vzhl'adom na to,
ze trombocyty hraja kI'aicovt tlohu pri tvorbe arteridlneho trombu, protidostiCkové lieciva su
jednou z najcastejsie predpisovanych skupin lieCiv sucasnosti. (Jourdi et al. 2022) Jedna sa o
vel'ka skupinu farmakologicky uc¢innych latok, ktoré interferuju s aktivitou krvnych dostic¢iek
a zabranuju tvorbe krvnych zrazenin. Maju Siroké spektrum pouzitia, najmd u pacientov
s ischemickou chorobou srdecnou vratane najzavaznejSieho stavu, ktorym je srdcovy infarkt.
Vyuzivaji sa pri angioplatistikdch s, alebo bez zavedenia stentu, ¢i aortokoronarnych
premosteniach na prevenciu stenézy. (Ren et al. 2010) Do skupiny protidostickovych lieciv
patri mnozstvo latok, ktoré mozu ovplyviiovat’ rozne fazy procesu primarnej hemostazy, od

adhézie az po vznik agregétu trombocytov s ich néslednou retrakciou. (Penka 2012)

Liec¢iva blokujuce prvu fazu, t. j. adhéziu dosti¢iek k subendotelovym Struktiram, najma

ku kolagénu, st stale vo faze klinického testovania. (Svihovec et al. 2018)

Dominantnd skupina lieiv pOsobi v procese aktivacie a degranuldcie trombocytov
roznymi mechanizmami. (Svihovec et al. 2018) Zabraiiuji tvorbe druhych poslov inhibiciou
COX-1, ktora je zodpovedna u dostiCiek za konverziu kyseliny arachidonovej na prostaglandin,
s naslednou produkciou TXA?. (Jourdi et al. 2021, Latif Sarah et al. 2020) Iné lie¢iva zasahuju
do priebehu niektorych intraceluldrnych dréh. Jednd sa o inhibitory fosfodiesterazy (PDEi) ¢i
analoégy prostacyklinu. Daliie skupiny posobia blokadou membranovych receptorov
trombocytov. (Jourdi et al. 2021) Skupina thienopyridinov zahfiia 3 generacie lieCiv: tiklopidin,
klopidogrel a prasugrel. VSetky lieCiva z tejto skupiny st prolieciva, ktorych aktivna forma
vzniké konverziou katalyzovanou peceiiovym systémom CYP450. (Latif Sarah et al. 2020) Ich
aktivne metabolity s kratkou zivotnost’ou, obsahuju vo svojej Struktire vol'na thiolovu skupinu,
ktorda vytvara disulfidické mostiky s oboma extracelularnymi molekulami cysteinu (Cysl17
a Cys270), ¢o vedie k ireverzibilnej inhibicii receptora P2Y12. (Ren et al. 2010) Reverzibilnou
blokddou receptoru P2Y 12 pdsobia lieciva zo skupiny analégov ATP. (Jourdi et al. 2021)

Vzhladom na fakt, Ze v sucasnosti je len jedna skupina protidostickovych lieciv
pOsobiaca na urovni agregacie, je starSi nazov antiagregancia, postupne nahradzany modernym
pojmom protidostickové lie¢iva. (Svihovec et al. 2018) Jedinou klinicky pouZivanou skupinou,
ktord pOsobi na Urovni agregacie, su blokatory glykoproteinovych receptorov IIb/Illa.
Obsadenim vizbovych miest glykoproteinového receptoru je znemoznend vizba bivaletnych

proteinov, ¢im dochadza k inhibicii posledného kroku hemostéazy. (Svihovec et al. 2018)
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3.2.1 Kyselina acetylsalicylova

Vrbova kora a iné rastliny obsahujuce salicylaty sa pouzivali na al'avu od bolesti uz od
staroveku. V roku 1853 Charles Frederic Gerhardt modifikoval kyselinu salicylovua na kyselinu
acetylsylicylova (ASA, Obr. 3) prvy krat, avSak tato forma nebola nijakym spdsobom uvedena
na trh. Az vroku 1897, po syntéze vykonanej chemikom z firmy Bayer, Dr. Felixom
Hoffmanom bola na trh zavedena. (Miner a Hoffhines 2007) Aterotrombotické ti¢inky boli prvy
krat popisane Lawrencom Cravenom v polovici 20. storocia, ¢o viedlo k jej pouZitiu v prevencii

infarktu myokardu a inych kardiovaskularnych prihod. (Singal a Karthikeyan 2019)

Mechanizmom uc¢inku ASA je inhibicia COX-1, ¢o vedie v trombocytoch k zastaveniu
tvorby TXA». (Hankey a Eikelboom 2003) ASA inhibuje COX-1 diftiziou cez jej membranu
ku katalytickému miestu enzymu a naslednou acetylaciou Ser-529 (v COX-1), ¢o brani pristupu
kyseliny arachidonovej. Analogicky posobi aj na COX-2, avSak v tomto pripade tvori vizbu so
Ser-516. (Hall a Mazer 2011) Vzhl'adom na fakt, Ze trombocyty su anuklearne bunky, syntéza
TXA: je zablokovana ireverzibilne, takze antitromboticky ucinok pretrvava po celi dobu Zivota
trombocytov, aj napriek pomerne kratkemu polcasu eliminacie ASA, ktory je priblizne 5-20

minut. (De Meyer et al. 2008, Ren et al. 2010)

ASA sa rychlo absorbuje po perordlnom podani zo Zaludka a apikalnej Casti tenkého
¢reva. Maximalnu koncentraciu v plazme dosahuje pocas 30-40 minut a k inhibicii agregacie
krvnych dosti¢iek dochadza uZ po 60 minutach od jej podania. (Latif Sarah et al. 2020) Jej plny
ucinok je pritomny uz pri dennej davke 75-100 mg. (Pultar et al. 2019) Peroralna biologicka
dostupnost’ klasickych tabliet s obsahom ASA je 40% az 50 %. NiZ8ia biologickéa dostupnost’
je charakteristicka pre enterosolvetné lickové formy, & pre iné liekové formy s predizenym
uvolnovanim a mikroenkapsulované pripravky. (Eikelboom et al. 2012) Tieto formy nie st,

podl’a sucasnych znalosti, vhodné pre podanie ako protidostickové lieciva.

Relativne jednoducha farmakokinetika kyseliny acetylsalicylovej sa odrdza v malom
pocte farmakokinetickych interakcii. Mutagenetické Stadie potvrdili, ze Arg-120 pritomny
v COX-1 je miestom, na ktorom nesteroidné antiflogistikd (NSAID) obsahujice karboxylova
funkénu skupinu kompetujii s ASA. Co sa farmakodynamickych interakcii tyka, su¢asné
podavanie niektorych lieciv zo skupiny NSAID (napr. ibuprofénu) a nizkych davok ASA, mdze

viest’ k zvySeniu kardiovaskuldrneho rizika spojeného s uzivanim NSAID. (Patrono et al. 2017)

Dominantnym neziaducim u¢inkom je zvySené riziko krvacania. Mierne formy (vznik

modrin ¢i epistaxia) st pritomné u 5-10% pacientov. Zavaznejsie formy, ako je intrakranidlne
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krvéacanie ¢i krvacanie do traviaceho traktu sa vyskytuji vzacnejSie. Medzi d’alSie Specifické
neziadlce ucinky patri nauzea, zvracanie, pyroza, vzacne aj vznik zalido¢ného ¢i duodenalneho
vredu. Mozny je aj rozvoj hypersenzitivnych reakcii, ktoré su nebezpecné zvlast u pacientov
s astmou bronchiale, kedy mdze podanie ASA sposobit’ stav nazyvany ,,aspirinova astma®.
(Svihovec et al. 2018) Zo zavaznejsich neZiadtcich u¢inkov bola nahlasena trombocytopénia a

pancytopénia. (Cheng-Ching et al. 2012)

Kyselina acetylsalicylova je v zdpadnych krajindch lieckom volby na srdcovo-cievne

ochorenia najma vd’aka svojmu vyhodnému finanénému profilu. (Varon a Spectre 2009)

O

o

O~ OH

Obr. 3 Kyselina acetylsalicylova

3.2.2 Tiklopidin

Zastupcom prvej generacie thienopyridinov je tiklopidin — Obr. 4. (Kei et al. 2011)
Rychlo a vo velkej miere dochddza k jeho absorpcii z gastrointestinalneho traktu s peroralnou
biologickou dostupnostou priblizne 80%. (Kam a Nethery 2003) Viac ako 98 % tiklopidinu sa

reverzibilne viaze na plazmatické bielkoviny, prevazne na albumin. (Eikelboom et al. 2012)

Je to proliecivo, ktorého aktivacia na U€inny metabolit je katalyzovana pecenovym
enzymatickym komplexom CYP450, najma jeho izoformami CYP2C19 a CYP2Cé6. (Kei et al.
2011) Celkovo bolo identifikovanych 13 metabolitov, z ktorych len 2-keto derivat sposobuje
silnejSiu inhibiciu ADP-indikovanej agregicie ako materské lieCivo. Polcas eliminacie
tiklopidinu je 24 az 36 hodin po jednorazovej perordlnej davke a az 96 hodin po 14 diioch
opakovaného davkovania. (Eikelboom et al. 2012) Vyznamné inhibicia agregacie krvnych
dosti¢iek vSak nastava az po priblizne 4 diloch po podani lieCiva peroralnou cestou,
s maximalnou inhibiciou az za 8-11 dni. (Kei et al. 2011) Udrziavacia davka tiklopidinu je 250

mg dva krat denne. (Ibanez et al. 2006)
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Jeho pouzitie je dnes z dovodu zadvaznych neziaducich uc¢inkov, ako je toxicky ucinok
na kostnu dref, neutropénia, aplastickd anémia a trombocytopenickd purpura, vel'mi
obmedzené. (Latif Sarah et al. 2020) V klinickej praxi je takmer uplne nahradeny
thienopyridinmi vysSich generacii alebo novsimi antagonistami na P2Y 12 receptoroch. (Kei et

al. 2011)

Cl S
N L/

Obr. 4 Tiklopidin

3.2.3 Klopidogrel

Klopidogrel (Obr. 5) je zastupcom druhej generacie thienopyridinov. (Kei et al. 2011)
Asi polovica peroralne podaného klopidogrelu sa rychlo absorbuje z gastrointestinalneho traktu

a jeho biologicka dostupnost nie je ovplyvnené jedlom ¢i antacidami. (Kam a Nethery 2003)

Rovnako ako ostatné thienopyridiny, jedna sa o proliecivo, ktoré je aktivované pomocou
CYP450, naymi jeho izoformami CYP3A4 a CYP2C19 na aktivnu formu, ktord pdsobi ako
inhibitor receptoru P2Y12 na povrchu trombocytov. Z dovodu nutnej metabolickej aktivacie,
klopidogrel vykazuje relativne pomaly nastup ucinku. Jeho efekt vSak pretrvava niekol'ko dni,
kedze poOsobi ako ireverzibilny blokator tohto purinérgneho receptoru na membrane
trombocytov. (Kei et al. 2011) Jeho farmakokineticky profil nie je uplne optimalny. 85%
klopidogrelu je inaktivovaného karboxylesterazami eSte pred prvym prechodom peceniou
a zaroven sa jedna o substrat p-glykoproteinu. Polymorfizmy CYP2C19 a p-glykoproteinu
vyznamne ovplyviiuji koncentraciu aktivneho metabolitu klopidogrelu a tym, samozrejme, aj
jeho vyslednt klinickti G¢innost. Drahy p-glykoproteinu a CYP3A4, 2B6, 2C9 a 2C19
zodpovedaju za klinicky relevantné liekové interakcie klopidogrelu s omeprazolom, statinmi a

silnymi induktormi ¢i inhibitormi CYP3A4 ¢i p-glykoproteinu. (Patrono et al. 2017)

Na rozdiel od tiklopidinu, zastupcu prvej generacie thienopyridinov, je bezna davka
klopidogrelu 75 mg 1x denne, s vynimkou prvej davky, ktora sa pohybuje medzi 300-600 mg
denne. Takato davka vedie k vyznamnej inhibicii aktivacie krvnych dosti¢iek indukovanej ADP

uz 2 hodiny po podani, s maximalnou inhibi¢nou aktivitou po 6 hodinach. (Ibanez et al. 2006)

22



Klopidogrel ma pozitivny bezpecnostny profil s vyrazne nizSim rizikom neutropénie
a trombocytopénie v porovnani so zastupcom prvej generdcie thienopyridinov. (Cheng-Ching
et al. 2012) Liecba klopidogrelom je zataZzena rovnakym rizikom vyskytu krvécania ako pri
pouziti ASA. Specifickym neziadicim G¢inkom, ktory sa objavuje asi u 10% pacientov, je

dusnost. (Svihovec et al. 2018)

Cl S

Obr. 5 Klopidogrel

3.2.4 Prasugrel

Prasugrel (Obr. 6) je peroralny thienopyridin tretej generacie, ktory pdsobi ako
selektivny a ireverzibilny inhibitor receptoru P2Y12. (Siller-Matula et al. 2010) Rovnako ako
ostatni zastupcovia zo skupiny thienopyridinov, jedné sa o proliecivo, ktorého konverzia na
aktivny metabolit je katalyzovand peCeniovym cytochromom CYP450. Dominantnymi
izoformami, ktoré sa zacastiuju tejto metabolickej premeny si CYP3A4 a CYP2B6. (Siller-
Matula et al. 2010) Aktivny metabolit ma polcas eliminacie 4 hodiny. Rendlna exkrécia je
hlavnou cestou eliminacie metabolitov. Aktivny metabolit podlieha premene na neaktivne latky

S-metylaciou a konjugéciou s molekulami cysteinu. (Eikelboom et al. 2012)

Aj napriek faktu, ze aktivne metabolity prasugrelu a klopidogrelu vykazuji podobnu
afinitu k P2Y12 receptorom in vitro, konverzia prasugrelu je uc¢innejsia, ¢o vedie k vyssej
biologickej dostupnosti a odlisnému tc¢inku in vivo. Vyznacuje sa rychlej$sim nastupom uc¢inku,
potentnejSim antiagregacnym pdsobenim a zniZenou variabilitou u¢inku. (Capodanno et al.
2013) Geneticky polymorfizmus ovplyviiuje metabolizmus prasugrelu len minimalne.
Farmakokinetické liekové interakcie prebiehajice na CYP450 neboli popisané. (Koenig-

Oberhuber a Filipovic 2016)
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Nastup ucinku prasugrelu je do 15 minut od podania a jeho maximalny inhibi¢ny u¢inok
je dosiahnuty do 60 minut. (Gelbenegger a Jilma 2022) Prasugrel sa poddva v nasycovacej

davke 60 mg. Jeho udrziavacia davka je vacsinou 10 mg denne. (Latif Sarah et al. 2020)

Ukézalo sa, ze jedinci s nedostato¢nou odpoved’ou na klopidogrel vykazuji vyssiu
inhibiciu agregacie ako odpoved’ na prasugrel. Poddvanie prasugrelu je spojené s vySSou
redukciou vyskytu kardiovaskularnych umrti, nefatalneho infarktu myokardu a rehospitalizacie

v dosledku recidivy ischemickych prihod. (Remkova a Remko 2014)

Pre zvysené riziko krvacania, zvIast u starSich pacientov s akutnym koronarnym
syndromom sa neodporiuca podavat prasugrel vo vekovej skupine > 75 rokov. (Remkova a

Remko 2014)

Obr. 6 Prasugrel

3.2.5 Tikagrelor

Tikagrelor (Obr. 7) je lieCivo zo skupiny cyklopentyltriazolopyrimidinov, ktory posobi
ako reverzibilny alostericky antagonista P2Y12 receptoru. (Hall a Mazer 2011, Steiner et al.
2013) Ma tiez inhibicny ucinok na ekvilibraény nukleosidovy transportér typu 1 (angl.
equilibrative nucleoside transporter 1, ENT1), ¢im dochadza k inhibicii spdtného vychytavania
adenozinu. ZvySena koncentracia extracelularneho adenozinu mé pleiotropné priaznivé ucinky

vo vaskulatire. (Gachet 2015)

Na rozdiel od ostatnych zastupcov zo skupiny thienopyridinov, ktoré posobia ako
antagonisti rovnakého receptoru, tikagrelor nepodstupuje metabolicku aktivacii v peceni, takze
pre neho neplatia farmakogenetické obmedzenia ako pre ostatnych zastupcov z tejto skupiny.
Ma rychlejsi nastup Gcinku a v porovnani s klopidogrelom, sa jedna o potentnejsi inhibitor

ADP-indukovanej agregacie trombocytov. (Kei et al. 2011)
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Biotransformacia tikagreloru prebiecha najméd katalytickou aktivitou CYP3A4
aCYP3A5 za vzniku aktivheho (AR-C124910XX) aneaktivheho (AR-C133913XX)
metabolitu. Aktivny metabolit ma podobnu farmakokinetiku ako materské lieivo a jeho
prispevok do plného protidostickového ucinku je priblizne 30%. Podavanie tikagreloru so
silnymi inhibitormi ¢i induktormi CYP3 A4 ¢o moze viest ku klinicky relevantnym interakciam,
je kontraindikované. Na trovni p-glykoproteinu je popisany vyskyt interakcii s digoxinom,

vzhl'adom na jeho tzke terapeutické okno. (Patrono et al. 2017)

Po perordlnom podani dochddza k jeho rychlej absorpcii s maximalnym Uc¢inok na
inhibiciu krvnych dosti¢iek za 2-4 hodiny. Elimina¢ny polcas tohto lie¢iva je 7 hodin. (Latif
Sarah et al. 2020) 24 hodin po podani klesne protidostickovy efekt tikagreloru o 50%. 20%
zvyskovej antiagregacnej aktivity stale pretrvava po dobu 3 dni. (Koenig-Oberhuber a Filipovic
2016) Je podavany v narazovej davke 180-270 mg denne a v udrZiavacej davke 90 mg dva krat

denne, ¢o vedie k optimalizécii i€¢innosti, bezpecnosti a znasanlivosti. (Latif Sarah et al. 2020)

Riziko krvéacania pri podani tikagreloru je asi o tretinu vysSie v porovnani
s klopidogrelom. Mierne poruchy sieiokomorového vedenia, ktoré boli popisané, nemaju

zédvazny klinicky vyznam. (Svihovec et al. 2018)

'/O/\/OH
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Obr. 7 Tikagrelor

3.2.6 Kangrelor

Kangrelor (Obr. 8) je netienopyridinovy analég ATP, ktory posobi ako priamy

reverzibilny antagonista receptoru P2Y12. Maximalne koncentracie kangreloru, ktoré su
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spojené s rozsiahlou blokddou krvnych dosti¢iek, st rychlo dosiahnuté pouzitim
intravenozneho bolusu, po ktorom nasleduje kontinudlna infizia. (De Luca et al. 2021)
Podavany je v davke 0,4 pg/kg. (Minarik et al. 2011) Vyznacuje sa nastupom ucinku do
niekol’kych sekund a pol¢asom elimindcie priblizne 60 minut. (Ferreiro a Angiolillo 2012)

Inhibuje funkciu krvnych dosti¢iek o viac ako 90%. (Koenig-Oberhuber a Filipovic 2016)

Kangrelor nepodliecha ziadnej aktivacii v peCeni. (Siller-Matula et al. 2010)
Metabolizuje sa sekven¢nou defosforylaciou priamo v plazme, preto je vhodny aj u pacientov
s poruchami funkcie obli¢iek ¢i pecene. (Latif Sarah et al. 2020) 60 minut po zastaveni infizie

je funkcia trombocytov opiat’ obnovena. (Koenig-Oberhuber a Filipovic 2016)

Podavanie kangreloru je spojené s vyssim rizikom krvacania a prechodnym zvys$enim
aktivity pecenovych enzymov. Jeho pouzitie je taktieZ asociované so zvySenym vyskytom
dyspnoe, ktorého vyskyt pravdepodobne stvisi s podobnost'ou jeho Struktiry s adenosinom

a naslednou vidzbou na jeho receptory. (Hall a Mazer 2011)

Vzhl'adom na jeho jedine¢né vlastnosti, ako rychly nastup U¢inku a kratky polcas
eliminécie, je vhodny pre akutne situdcie. (Gachet 2015) Predstavuje terapeuticki moznost’
u pacientov s akutnym koronarnym syndroémom, ktori neboli lieCeni peroralnymi antagonistami
P2Y12 s nutnost'ou vykonania perkutirnej koronarnej intervencie (PCI). Vzhl'adom na jeho
parenterdlne podanie, je taktiez vhodnou alternativou u pacientov, ktory maji problémy

s prehitanim. (Jourdi et al. 2021)

Obr. 8 Kangrelor
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3.2.7 Vorapaxar

Vorapaxar (Obr. 9) pdsobi ako perordlny reverzibilny a vysoko selektivny antagonista
PAR-1 na povrchu krvnych dosticiek. (Pultar et al. 2019) Na rozdiel od Siroko pouzivanych
inhibitorov COX-1 a antagonistov P2Y 12 receptoru, blokuje trombinom indukovanu aktivaciu
krvnych dostiCiek a je Gc¢inny taktiez v sekundarnej prevencii aterotrombotickych ochoreni.
(Magnani et al. 2015) Z chemického hladiska sa jedna o synteticky tricyklicky 3-
fenylpyridinovy analég himbacinu, ¢o je prirodny alkaloid izolovany zkoéry magnolie
australskej. (Airoldi a Campanini 2013, Tello-Montoliu et al. 2011) Okrem inhibi¢ného ucinku
na krvné dosticky, vykazuje aj protizdpalové Gc€inky. (Gelbenegger a Jilma 2022)

Liec¢ivo sa po perordlnom podani rychlo vstrebava, ma biologicku dostupnost’ >90 %
a polcas eliminéacie 126-269 hodin. (Pultar et al. 2019) Maximalnu plazmaticku koncentraciu
dosahuje po 1-2 hodinach. Biologicka dostupnost’ nie je ovplyvnend prijmom potravy. Podlieha
rozsiahlej transformacii v peceni za vzniku dvoch hlavnych metabolitov: M19 (neaktivny amin,
vznikaju najméd vplyvom CYP4A4, v menSom rozsahu aj pomocou CYP1Al a CYP2C19)
a M20 (monohydroxyvorapaxar, produkovany pomocou CYP3A4 a CYP2J2, ktory ma rovnaké
farmakologické vlastnosti ako materské liecivo). (Airoldi a Campanini 2013) Vzhl'adom na
jeho biotransformaciu, podavanie so silnymi induktormi ¢i inhibitormi CYP3A4 moze viest ku

klinicky vyznamnym interakciam. (Patrono et al. 2017)

Jedina 20 mg alebo 40 mg davka vorapaxaru je asociovana s uplnou (> 80%) inhibiciou
PAR receptora do 1 hodiny od podania, s trvalym antiagrega¢nym pdsobenim po dobu 72

hodin. (Gelbenegger a Jilma 2022)

Vorapaxar predstavuje prinos v sekundéarnej prevencii kardiovaskularnych ochoreni.
Avsak, jeho pouzitie je obmedzené najmé z dovodu zvySenej mierny krvacania a vzhI'adom na
jeho kontraindikované pouzitie u pacientov s mozgovou mrtvicou, tranzitornou ischemickou

atakou ¢i intrakranidlnym krvacanim v anamnéze. (McFadyen et al. 2018)

Jeho pouzitie v klinickej praxi je zriedkavé, v CR nie je momentalne vobec pouZivany.
Podava sa v narazovej davke 40 mg, ktora je nasledované udrziavacou davkou 2,5 mg 1xdenne,

v kombinécii s dudlnou antiagregacnou terapiou ASA a klopidogrelom. (Jourdi et al. 2021)
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Obr. 9 Vorapaxar

3.2.8 Abciximab

Abciximab (Obr. 10) je chiméricky (mySi/I'udsky) fragment monoklonalnej protilatky,
ktory bol vyvinuty v roku 1985. (Ren et al. 2010) Tato monoklondalna protilatka inhibuje nielen
receptor GP IIb/I1la, ale aj receptor GP Ib pre vWF na trombocytoch, ¢im dochadza k zniZeniu
agregacie prostrednictvom fibrinogénu a adhézie prostrednictvom vWF. (Latif Sarah et al.
2020) Priblizne 40 000 molekul protilatok sa viaZze na povrch kazdej dosticky bivaletnym

sposobom, ¢o znamena Ze kazdy trombocyt ma priblizne 80 000 receptorov GP IIb/IIla.

Farmakokinetické udaje po intraven6znom bolusovom podani abciximabu ukazuju, ze
vol'na plazmatické koncentracia rychlo klesa, s po¢iatoénym polc¢asom eliminacie priblizne 30

minut. (Eikelboom et al. 2012)

Hlavnym vedlaj$im uc¢inkom je krvacanie. Frekvencia vyskytu masivneho krvacania je
1-10%. Trombocytopénia bola pozorovana u priblizne 2 % pacientov. (Cheng-Ching et al.

2012)

V stcasnosti je pouzivany najma ako tzv. ,,zachranna terapia“ v pripade angiografického
dokazu vyznamného trombu, pomalého ¢i Ziadneho spédtného toku a inych trombotickych
komplikacii pri infarkte myokardu s ST elevaciami u pacientov, ktori podstupuju PCI alebo
u pacientov s akutnym koronarnym syndrémom bez ST elevacii s vysoko rizikovou PCI bez

predchadzajtcej terapie peroralnym antagonistom P2Y 12 receptoru. (Jourdi et al. 2022)
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Obr. 10 Abciximab

Prevzaté z: DrugBank (Wishart et al. 2005)

3.2.9 Tirofiban

Tirofiban (Obr. 11) pdsobi ako nepeptidovy antagonista GP IIb/Illa receptoru. Pouziva
sa v terapii nestabilnej anginy pectoris a non-Q infarktu myokardu. (De Meyer et al. 2008)

Plazmaticky poléas tirofibanu je 1,5 az 2 hodiny. Uprava davky je potrebna u pacientov
s renalnou insificienciou, kedZe v pripade clearance pod 30 ml/min dochadza az

k trojnasobnému prediZeniu polgasu eliminacie. (Eikelboom et al. 2012)

Zavazna, avSak reverzibilnd trombocytopénia bola hlasend u pacientov lieCenych
tirofibanom. Predpoklada sa, Ze jej vznik je na zaklade konformacnej zmeny GP IIb/Illa
receptoru vézbou tirofibanu, ¢o vedie k tvorbe protilatok k novo exponovanému epitopu.

(Eikelboom et al. 2012)

NH

Obr. 11 Tirofiban
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3.2.10 Eptifibatid

Eptifibatid (Obr. 12) je synteticky cyklicky heptapeptid pripominajici sekvenciu KGD
(lysin-glycin-aspartovad kyselina) nachddzajucu sa v dezintegrine hadieho jedu ziskaného z
Sistrurus miliarius barbouri s vysokou Specifickost'ou pre GP IIb/Illa. (Eikelboom et al. 2012)
Eptifibatid, podobne ako tirofiban, kompetuje s fibrinogénom o vdzbu s GP IIb/Illa, avSak
s nizSou afinitiou. (Koenig-Oberhuber a Filipovic 2016) Je ucinny a bezpecny u pacientov
podstupujucich PCI, ¢i u pacientov s diagnostikovanou nestabilnou anginou pectoris. (De

Meyer et al. 2008)

Vzhl'adom na jeho renédlnu exkréciu je nutnd uprava davky u pacientov s rendlnou

nedostatocnost'ou. (Eikelboom et al. 2012)
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Obr. 12 Eptifibatid
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3.3 Nové protidostickové lieCiva

Budtcnost’ protidostickovej lieCby spociva vo vyvoji novych protidostickovych latok,
v tvorbe novych lieCebnych stratégii a individualizacii protidostickovej terapie. (Gelbenegger
a Jilma 2022) Na dosiahnutie tohto ciel'a mozno pouzit’ liecbu ,,na mieru®, ktort mozno pre
kazdého pacienta nastavit’ na zaklade vysledkov laboratornych testov. (Remkova a Remko
2014) Dolezity je aj vyvoj antidot, ktoré mozno pouzit’ pre ukoncenie ucinku jednotlivych
protidostickovych lieCiv. (Gelbenegger a Jilma 2022)

Ked'Ze zadvaznym problémom asociovanym s novsimi a u¢innejSimi protidostickovymi
lieCivami je vyssSie riziko krvacania, ich d’al$i vyvoj by mal smerovat’ k snahdm o vyvazenost’

medzi potentnej$im ucinkom a vyhodnym bezpe¢nostnym profilom. (Remkova a Remko 2014)

3.3.1 [Inhibitory fosfytidylinostil-3-kinazy B

Fosfatidylinositol-3-kinaza B (PI3KB) je lipidova kindza, ktora je ddlezita v signalnych
drdhach veducich k aktivacii krvnych dosti¢iek. AZD6482 je nové lie¢ivo zo skupiny
inhibitorov tohto enzymu, ktoré je aktualne sucastou prebiehajuce klinického testovania.

(Majithia a Bhatt 2019)

3.3.2 Antagonisti PAR-4

PAR-4 je receptor s nizkou afinitou pre vézbu trombinu. BMS-986120 je liecivo zo
skupiny antagonistov PAR-4, ktoré je v sUCasnosti v prvej faze klinického testovania.
Vysledkom doteraz prebehnutych farmakokotinetickych Studii bol zisteny polCas eliminacie,

ktory je 4 hodiny. (Chen et al. 2019)

3.3.3 Inhibitory 12-lipooxygenazy

12-lipoxygenéaza je enzym, ktory katalyzuje oxygenaciu kyseliny arachidonovej za
vzniku 12(S)-hydroperoxyikosa-5,8,10,14-tetraenovej kyseliny, ktora rychlo podlieha redukcii
za vzniku kyseliny 12-hydroxyeikozatetraénovej. 12-hydroxyeikoézatetraénova kyselina posobi
ako ligand viacerych receptorov spraZzenych s G-proteinom. 12-lipoxyganaza je nevyhnutna pre
aktivaciu GP IIa/IlIb receptorov, PAR-4 ¢i receptoru GP VI. Kedze sa 12-lipooxygenaza

podiel’a na regulécii procesov veducich k aktivacii krvnych dosti¢iek, predstavuje potencialny
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novy ciel protidostickovej terapie. (Shpakova et al. 2022) ML355, prvé liecivo z tejto skupiny,
vykazuje na zaklade neddvnych §tidii na davke zavislu inhibiciu agregicie trombocytov.

(Majithia a Bhatt 2019)

3.3.4 Nové inhibitory purinérgnych receptorov

Selatogrel (ACT-246475) je 2-fenylpyrimidin-4-karboxamidovy derivat, ktory je
zastupcom novych reverzibilnych inhibitorov receptoru P2Y12. Je v sucasnosti vo vyvoji ako

liecivo pre subkutanne podanie, vhodné pre okamzitu prednemocni¢nt liecbu. (Storey et al.

2020)

Vzhl'adom na to, ze vSetky doteraz schvalené inhibitory receptoru pre ADP pdsobia
antagonizmom na receptore P2Y 12, lieCiva za skupiny inhibitorov receptoru P2Y1 s aktualne
vo vyvoji. GLS-409, blokator tohto receptoru, je momentalne predmetom predklinického

testovania. (Smolensky Koganov et al. 2018)

Predmetom vyskumu je aj kombinovana terapia s vyuzitim inhibitorov P2Y12 a P2Y1.

(Majithia a Bhatt 2019)

3.3.5 [Inhibitory GP Ib/IX/V

Caplacizumab je humanizovany imunoglobulinovy fragment proti A1 doméne vWF.
Vroku 2018 bol schvéileny Europskou liekovou agentirou na terapiu trombotickej

trombocytopenickej purpury. (Scully et al. 2019)

3.3.6 Inhibitory GP VI

Revacept je fuzny protein proti receptoru GP VI. Viaze sa na obnazené molekuly
subendotelidlneho kolagénu, ¢im posobi ako fyzickéd bariéra, ¢o vedie k zniZeniu aktivacie
krvnych dosti¢iek. Vzhl'adom na jeho dlhy eliminaény pol€as, predstavuje alternativu v terapii

u pacientov s vysokym rizikom recidivy cerebrovaskularnych prihod. (Uphaus et al. 2022)

ACTO17 je nova, monoklonalna protilatka proti GP VI, so selektivnym efektom na
trombocyty, ktord je v sucasnosti stale predmetom klinického testovania. (Voors-Pette et al.

2019)
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3.3.7 Inhibitory protein-disulfid isomerazy

PDI (protein disulfid-izomerasa) sa nachadza v granulach ana povrchu krvnych
dosti¢iek a ucastni sa procesu trombdzy. Do skupiny inhibitorov tohto enzymu patri latka

podstupujuce klinické testovanie, isoquercetin. (Majithia a Bhatt 2019)

3.3.8 4-metylkatechol

4-metylkatechol (4-MC, Obr. 13) je flavonoidny derivat, ktory sa ukézal ako vel'mi silna
protidostickova zlicenina, ktord vykazuje 10-krat vysSiu acinnost ako najpouzivanejSie
protidostickové lieivo, ASA. (Applova et al. 2019)

4-MC vykazuje okrem vyrazného efektu na agregéaciu krvnych dostic¢iek aj pozitivne
ucinky na stav kardiovaskularneho systému. Podl'a vysledkov stadii je 4-MC schopny blokovat’
agregaciu krvnych dosticiek, ktord je spdsobend stimuldciou réznych ciest (stimuldciou
receptorov pre VWF, PAF, GP IIb/llla, ¢i stimulaciou proteinkinazy C azvySenim

intracelularneho véapnika). (Hrubsa et al. 2022)

OH

OH

Obr. 13 Struktira 4-metylkatecholu
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3.4 Rezistencia na protidoStickovu liecbu

Termin ,,rezistencia voci lie¢ivu®“ mozno definovat’ ako nemoznost’ lie¢iva dosiahnut’
svoj farmakologicky ciel’, ¢i uz z dovodu neschopnosti zasiahnut ho, v désledku znizenej
biologickej dostupnosti in vivo spdsobenej inaktivaciou lieCiva, negativnou interakciou s inymi
latkami alebo zmenou ciel'a. Definicia vyrazu ,,rezistencia na protidostickovu liecbu* by mala
byt obmedzend len na situacie, kedy doslo k zlyhaniu farmakologickej liecby, ktoré mozno

potvrdit’ Specifickym laboratornym testom. (Cattaneo 2007)

Tradi¢ne nebola protidosti¢kova terapia, na rozdiel od antikoagula¢nej liecby, sledovana
s vyuzitim laboratérnych testov. Neddvne stadie vSak ukazali rezistenciu, ¢i nedostatonu
reakciu na farmakologicky ucinok protidosti¢kovych lie€iv u niektorych pacientov, ¢o vyvolalo
potrebu laboratorneho monitoringu antiagregacnej liecby. (Cattaneo 2007) Nedostato¢na
odpoved’ na protidostickovu terapiu predstavuje zavazny rizikovy faktor recidiv ischemickych

prihod. (Remkova a Remko 2014)

3.4.1 Rezistencia na ASA

Termin ,,aspirinova rezistencia“ oznacuje stav, kedy pacient opakovane prekonal
trombotickl prihodu aj napriek vhodnému pouzitiu ASA a tento stav mozno potvrdit’ s vyuzitim

laboratornych metdd. (De Meyer et al. 2008)

Doteraz bolo popisanych niekol’ko mechanizmov, ktoré mézu byt samostatne, alebo
v kombinécii zodpovedné za rezistenciu na ASA. Znizend biologickd dostupnost’ a slaba
absorpcia z prostredia s vy$$im pH modze viest’ k nedostatocnej inhibicii trombocytov, najmé u
pacientov s vysokym indexom telesnej hmotnosti (BMI). Podl'a vysledkov niektorych Studii,
s vSak aj beZzne podavané davky ASA nedostatocné k vyvolaniu uspokojivej inhibicie
agregacie u istej skupiny pacientov. Interakcie s inymi lie¢ivami, najmé zo skupiny NSAID,
ktorej podstatou je zabranenie pristupu ASA k Ser-530 (v COX-1) pdsobenim NSAID ¢i rychly
obrat krvnych dosti¢iek, moze viest’ k skrateniu uc¢inku ASA. Okrem tohto, potencidlnym
mechanizmom moZe dochadzat' aj k transcelularnej syntéze TXA: z prostagladinu H:
vaskularnymi bunkami. Produkcia TXA: pomocou COX-2, ktord nie je citlivd na aspirin,
dodnes nebola uplne potvrdend. Pritomnost’ inych izoforiem COX-1, ktorych citlivost’ na
ucinky ASA moéze byt jednym z dalSich mechanizmov vzniku rezistencie. Nedostato¢na

compliance pacienta sa vSak javi ako najCastej$ia pri¢ina rezistencie na ASA. (Cattaneo 2007)
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3.4.2 Rezistencia na klopidogrel

Ako bolo uvedené vyssie, klopidogrel je podavany ako neaktivne proliecivo, ktoré sa
metabolizuje na aktivnu formu pdsobenim peceniového cytochromu. Vznika aktivny metabolit,
ktory inhibije agregaciu krvnych dostic¢iek vytvorenim kovalentnej vizby s P2Y 12 receptorom,

¢o vedie k jeho ireverzibilnej blokade. (Kam a Nethery 2003)

Najcastejsim spdsobom merania odozvy na liecbu klopidogrelom je turbidimitetricky
test agregacie krvnych dosti¢iek s ADP. Za rezistenciu je povazovana menej ako 10% inhibicia
agregacie s vyuzitim 5 uM ADP. Ako semirespondéri si opisani pacienti s inhibiciou medzi
10% a 29%. Za dostato¢nt odpoved’ je povaZovana inhibicia agregacie o viac ako 30% od

povodnej hodnoty. (Guthikonda et al. 2005)

Medzi mozné mechanizmy sposobujuce rezistenciu na liecbu klopidogrelom patri
znizena biologicka dostupnost’, ktora je spdsobend nedostatecnou compliance, nespravnym
davkovacim rezimom, interferenciou s metabolizmom klopidogrelu ¢i  génovym
polymorfizmom jednotlivych izoforiem CYP450, ktoré sa ucastnia premeny klopidogrelu na
aktivou formu. Podl'a vysledkov viacerych $tadii je vSak pritomna zna¢nd interindividualna
variabilita medzi odpoved’ami krvnych dosti¢iek na ADP, ktorej pri¢inou moéZe byt zmena
hustoty povrchovych receptorov pre ADP ¢i geneticky polymorfizmus, z ¢oho vyplyva, Ze
rezistencia je ¢asto sposobend uz variabilitou odpovede na ADP a nie priamo rezistenciou na

podavanie klopidogrelu. (Michelson et al. 2006)

Okrem genetickych polymorfizmov izoenzymov CYP450 mozu byt variabilné hladiny
aktivneho metabolitu dosledkom inych faktorov ako je fajcenia, genetické polymorfizmy
izoenzymov ABCBI1 ¢i génu transportéra p-glykoproteinu potrebného na gastrointestinalnu

absorpciu klopidogrelu. (Remkova a Remko 2014)

3.4.3 Rezistencia na d’alSie inhibitory receptoru P2Y12

LieC¢iva zvysSSich generdcii, ako je prasugrel atikagrelor su v porovnani
s klopidogrelom asociované s nizSou prevalenciu vyskytu rezistencie. (Tantry et al. 2014)
Medzi potencidlne mechanizmy, ktoré st zodpovedné za rezistenciu na terapiu prasugrelom,
patri najmi nizka compliance, poruchy absorpcie ¢i zvySeny obrat krvnych dosticiek.

(Alexopoulos 2012) Rezistencia na tikagrelor je hlasend len vel'mi zriedkavo. (Malik 2021)
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3.5 Metody merania agregacie trombocytov

Inhibicia funkcie krvnych dosti¢iek pomocou antiagregacnej liecby sa stala zakladom
prevencie ischemickych prihod u pacientov s ochoreniami kardiovaskularneho systému.
Viaceré klinické Stadie vSak poukézali na zna¢nt interindividudlnu variabilitu odpovede na
antiagregac¢nu liecbu. Fakt, Ze niektori pacienti nedostatocne profituju z protidostickovej lieCby
vedie k potrebe hodnotenia odpovede trombocytov na podavanu terapiu. (KotuliCova et al.
2011) Testy agregacie krvnych dosti¢iek maji uplatnenie najmd na analyzu funkcie
trombocytov, ale ich pouzitie moze byt Specializované aj so zameranim na vyskum uc¢inkov
protidostickovych lie€iv a terapiu tymito liecivami. (Tsoupras et al. 2019) V poslednych rokov
sa tieto testy stdvaju Coraz dolezitejSimi a maju vyuzitie v réznym oblastiach, ako je
identifik4cia pacientov s krvdcavymi poruchami, monitorovanie odpovede na antiagrega¢nti
terapiu, pri hodnoteni perioperacnej hemostazy ¢i v transfuziologii. (Paniccia et al. 2015)
V stcasnosti existuje niekol’ko roznych testov, pomocou ktorych mozno hodnotit’ agregaciu
krvnych dostic¢iek. Idedlna laboratérna metéda vSak dodnes nebolo néjdend. Laboratérne

metddy mozno rozdelit’ do dvoch skupin: ex vivo metddy a in vivo metddy. (Kotulicova et al.

2011)

3.5.1 Exvivo metody

Svetelna transmisna agregometria

Svetelna transmisné agregometria bola vyvinuta v 60. rokoch 20. storocia. Tato metoda
je povazovana za zlaty Standard pre testovanie funkcie krvnych dosti¢iek. Principom, ktory
vyuZiva, je meranie prestupu svetla cez vzorku trombocytov v suspenzii. Prienik svetla vzorkou
je vyssi pri zvySenej agregacii krvnych dosti¢iek vyvolanej agonistami agregacie ako je faktor
aktivujuci dosticky (PAF), trombin, AA ¢i kolagén. Nevyhodou je vSak fakt, Ze sa jedna
o ¢asovo a finan¢ne ndro¢ni metddu, ktorej vysledky su velmi jednoducho ovplyvnené

r6znymi premennymi. (Tsoupras et al. 2019)

PFA-100

Principom tejto metody je sledovanie tvorby dostickového trombu v podmienkach

arteficialnej cievy v podobe biologickej membrany s centralnym otvorom, ktory je pokryty
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kolagénom a ADP, popripade kolagénom a adrenalinom. So vznikajicim trombom dochadza
postupne k uzatvaraniu cievy, &im klesa prietok. Cas, ktory ubehne kym sa prietok cievou tplne

zastavi je zaznamenavany ako tzv. closure time. (Kotuli¢ova et al. 2011)

VerifyNow

VerifyNow je agregatny test, ktory bol pdvodne vyvinuty na meranie ucinkov
inhibitorov GP receptoru IIb/Illa. Je to turbidimetrickd optickd metdda, ktora funguje na
principe merania aglutinacie guli¢iek, ktoré st potiahnuté fibrinogénom a krvnych dosti¢iek po

stimulcii induktorom v plnej krvi. (Gachet a Aleil 2008)

Impedacna agregometria

Impedacéna agregometria vyuziva patkanalovy agregometer Multiplate, €o je pocitacovy
systém, do ktorého st vkladané jednorazové kyvety. (Paniccia et al. 2015) Jedna testovacia
bunka obsahuje dve nezavislé senzorové jednotky, pricom kazda znich pozostiva z2
postriebrenych vysoko-vodivych medenych drotov s dizkou 3,2 mm. (Wadowski et al. 2021)
Adhézia krvnych dosticiek, ktoré su aktivované pridanim induktora agregicie na elektrody
vedie k zvySeniu impedancie. Tato zmena je zaznamendvand samostatne kazdou senzorovou
jednotkou. (Wadowski et al. 2021) Pristroj zaznamenava nasledujuce tri parametre. Agregacia
merand v AU (agregacnych jednotkach), je definované ako zvySenie impedancie alebo zmena
elektrického odporu medzi elektrédami. Plocha pod krivkou (AUC) v AU*min
[IU=10AU*min], ktord je urCend najvySSou hodnotu agregacnej krivky ajej sklonom
znazoriiuje celkova aktivitu trombocytov a jedna sa o preferovany vystupny parameter pre
interpretaciu ziskanych vysledkov. Rychlost’ merana v AU/min, je maximalny sklon agregacie.
(Dugan et al. 2015) Cely proces je zaznamenavany aj graficky, pricom pre kazdi senzorovu

jednotku je v grafe pritomna samostatna krivka. (Pluta et al. 2018)

Impact-R

Analyzator Impact R (DiaMed, Cressier, Svajéiarsko) slizi k hodnoteniu funkcie
trombocytov za prietokovych podmienok. (Shenkman et al. 2008) Pristroj testuje adhéziu
a agregaciu trombocytov v antikoagulovanej krvi za fyziologickych podmienok. (Koltai et al.

2017) Vzorka krvi je umiestnend do polystyrénovej jamky a podrobena prietoku pri 1800 s po
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dobu 2 minut. Nésledne je premyta s pouzitim fosfatového pufru, zafarbena s vyuzitim farbiva
MayGruenwald a analyzovana. (Shenkman et al. 2008) Po aplikacii vzorky do polystyrénovej
jamky plazmatické proteiny okamzite prilni na jej povrch, o vedie k adhézii a agregécii
trombocytov. Analyzator kvantifikuje pril'nuté krvné dosticky. Vysledok je vyjadreny ako %
povrchu jamky pokrytej agregatom ako index adhézie a priemerna vel'kost’ agregatu ako index

agregacie. (Koltai et al. 2017)

Lumiagregometria

Jedna sa o0 metodu, ktord umoziuje sucasne merat’ uvolnenie adenozinnukleotidfosfatu
z granil trombocytov aich agregaciu. Je zalozenda na hodnoteni ATP uvolnené¢ho
z trombocytov, ktoré st aktivované roznymi agonistami s vyuzitim luminiscencnej techniky
v PRP (platelet-rich plasma), WP (washed platelets) alebo v plnej krvi. Test detekuje premenu
ADP, uvolneného z granul trombocytov na ATP, ktoré reaguje s luciferin-luciferazovym
¢inidlom. Vyzarované svetlo, ktoré je priamo umerné koncentracii ATP je kvantifikované

pomocou lumiagregometru. (Paniccia et al. 2015)

3.5.2 In vivo metody

Metabolity tromboxanu A2

TXA:> je hlavny produkt metabolizmu kyseliny arachidovej. Hydrolyzou dochéadza
k jeho premene na biologicky neaktivny tromboxdn B, (TXB:2), ktory je nasledne
transformovany na 2 hlavné metabolity: 2,3-dinor-TXB3; a 11-dehydro-TXB>. Druhy
spominany metabolit, 11-dehydro-TXB,, sa vyluCuje mo¢om a jeho hladina koreluje so
schopnostou trombocytov syntetizovat TXA». Inhibiciou COX dochddza k znizeniu
koncentracie 11-dehydro-TXB> v moci. Tato metdéda umoziluje monitorovanie ucinku

protidostickovej liecby. (Koltai et al. 2017)

Prietokova cytometria

Funkciu trombocytov, ich schopnost adhézie, degranuldcie a agregicie mozno

monitorovat’ aj s vyuzitim prietokovej cytometrie. Jednd sa o metodu, ktora umoziuje
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hodnotenie ich aktivity in vivo, aj in vitro. (Kotulicova et al. 2011) Funguje na principe merania
protilatok konjugovanych s fluorescenénymi farbivami, ktoré sa Specificky viazu na proteiny

pritomné na membranach buniek alebo v ich vnutri. (Koltai et al. 2017)

Stanovenie solubilného P-selektinu

P-selektin je adhezivny protein, ktora je exprimovany pocas aktivacie a degranuldcie
trombocytov. Jeho zvySena koncentracia nasvedcuje zvysenej aktivite krvnych dostic¢iek. Jeho

mnozstvo v plazme mozno stanovit’ s vyuZzitim metody ELISA. (Kotulicova et al. 2011)
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4 Ciel prace

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo porovnanie agregacie krvnych dosticiek v plnej krvi
v skupine zdravych dospelych jedincov s roznym vekovym rozlozenim s vyuzitim impedacne;j

agregometrie.

Konkrétne bola agregécia dosti¢iek porovnavana po jej stimulacii 7 induktormi, s alebo
bez premedikacie 3 klinicky pouzivanymi protidostiCkovymi lieCivami a flavonoidnym
metabolitom 4-MC.

Sekundarnym cielom bolo tiez porovnat’ rozdiely v agregacii trombocytov medzi

pohlaviami a ur¢it’ vplyv veku dobrovol'nikov na tento proces.
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5 Experimentalna ¢ast’

5.1 Odber krvi

5.1.1 Etické aspekty

Stadia bola schvalena Etickou komisiou Fakultnej nemocnice v Hradci Kralové (&islo
202007 SO1P z 18. juna 2020) a vSetky experimenty boli vykonané v sulade s principmi
aktualneho znenia Helsinskej deklaracie. Kazdy pacient podpisal informovany suhlas aj GDPR

dokument.

5.1.2 Vlastny odber

VSetci pacienti prisli nalacno. Doporuceny im bola najmi zvySeny prijem tekutin, ale
len vody, prip. minerdlnej vody. Vecer pred odberom im taktiez bolo doporucené zdrzat’ sa
konzumacie alkoholickych napojov. Minimdlne 48 hodin pred ¢asom odberu pacienti nemohli

uzit’ ziadne liecivo zo skupiny NSAID. Pacienti si so sebou priniesli na odber aj ranny moc.

Odbery krvi prebiehali vzdy v rannych hodindch (7:00-8:30) a boli vykonané
zdravotnou sestrou vo Fakultnej nemocnici v Hradei Kralové v nasledujlicom poradi: 6 ml
zrazanlivej krvi na sérum do skumavky s akceleratorom koaguldcie pre stanovenie
biochemickych parametrov, 2x4,5 ml krvi do citratovych skimaviek (3,2% citrat sodny, pre
stanovenie koagulédcie, nie je suUcastou tejto diplomovej prace) a 2x10 ml krvi do
heparinizovanych skumaviek (17 IU/ml heparinu) na testovanie agregacie krvnych dosti¢iek.
Krv bola nasledne transportovana na farmaceutickll fakultu a experiment bol zahajeny presne

30 minut po odbere krvi.
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5.1.3 Charakteristika dobrovol’'nikov

Celkovy pocet darcov bol 53. V Tab. 1 sa nachadza zakladna charakteristika Studovanej

skupiny. Detailné informacie o jednotlivych pacientoch sa nachadzaji v Tab. 2.

Tab. 1 Charakteristika skupiny

Muzi % Zeny % Celkovo %

Pocet, n 28 52,83 25 47,17 53 100,0
Vek 20-29 5 9,43 4 7,55 9 17,0
30-39 7 13,21 6 11,32 13 24,5
40-49 8 15,09 6 11,32 14 26,4
40-59 5 9,43 8 15,09 13 24,5
60+ 3 5,66 1 1,89 4 7,5
BMI 18,5-24,9 10 18,87 12 22,64 22 41,5
25,0-29,9 12 22,64 5 9,43 17 32,1
30+ 6 11,32 8 15,09 14 26,4
Covid-19 A 11 20,75 7 13,21 18 34,0
Fajcéenie A 6 11,32 5 9,43 11 20,8
Ochorenie Hypertenzia 4 7,55 5 9,43 9 17,0
Hypotyredza 0 0 5 9,43 5 9,4
AB 3 5,66 4 7,55 7 13,2
Alergia 5 9,43 0 0 5 9.4
Ostatné 2 3,77 4 7,55 6 11,3
Farmakoterapia BKK 3 5,66 2 3,77 5 9.4
ARB 2 3,77 3 5,66 5 9,4
IKS 4 7,55 0 0,00 4 7,5
Hormény SZ 0 0 5 9,43 5 9,4
HA 0 0 4 7,55 4 7,5
Ostatné 7 13,21 10 18,87 17 32,1

Skratky: A:ano, AB: astma bronchiale, ARB: blokétory receptoru pre angiotenzin II, IKS:

inhala¢né kortikostreoidy, HA: hormonalna antikoncepcia, SZ: §titna 7l'aza

42



Tab. 2 Detailna charakteristika dobrovol'nikov

1 44 M 183 79 23,59 N A N N
2 40 M 173 80 26,73 A A N N
3 47 M 178 89 28,09 N A N N
4 45 Z 166 87 31,57 N N Hypotyreoza, Levotyroxin, Ataralgin
nefrolitidza, hypertenzia, (paracetamol, guajfenezin,
obezita kofein)
5 35 4 175 68 22,20 N A N Lindynette (gestoden,
etinylestradiol)
6 43 Z 170 89 30,80 N - Hypotyre6za, GERD Vnutromaternicovy inzert
vylucujuci progestin, levotyroxin,
omeprazol, cholekalciferol
7 47 Z 168 68 24,09 A N - -
8 51 M 182 87 26,26 N A Glaukom, problémy s Mesalazin, kyselina
pecenou ursodeoxychlova, lanoprost
9 31 Z 165 73 26,81 N N Chronicka N
glomerulonefrititida
10 42 7 172 57 19,27 N N Hypotyre6za Levotyroxin
11 59 7z 168 90 31,89 A N Hypertenzia, alergia Desloratadin, estradiol,
(véely, med, ASA), omeprazol
GERD, chronicka
rinosinusitida
12 66 M 183 91 27,17 N A Hypertenzia, alergia Levocetirizin, Seretide Diskus
(travy, palina), AB (salmeterol, flutikazén),
amlodipin
13 28 M 187 99 28,31 A N - Bilastin
14 44 Z 171 64 21,89 N N N N
15 44 Z 163 85 31,99 N A Hypotyreoza, alergia Levotyroxin, levocetirizin, Biosil
(biotin, kyselina pantoténova,
zinok, oxid kremicity)
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89

102

84
70
70
94
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82
90
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81
103
72
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72
90
62
84
74
84
70

25,82

23,80
29,39
22,04
31,24
30,44

30,79

22,79
24,80
23,12
34,53
23,94
25,88
26,01
33,14
25,56
30,76
24,06

22,22
24,41
23,92
25,36
24,16
24,54
27,01
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N

N
Hypertenzia
N
Hypertenzia, prediabetes
Hypertenzia, alergia

Hypertenzia, AB

N
N
N
Hypertenzia
N
GERD
N
N
N
Hypertenzia
N
N
Alergia
AB, alergia (jarné travy)
Alergia

N

Sumatriptan (zriedkavo)
Telmisartan
N
Telmisartan, amlodipin

Telmisartan, amilorid, alopurinol,
fenofenadin
Losartan, amlodipin, salmeterol,
flutikazon, diklofenak

N
N
Amlodipin

N
N
N
Telmisartan
Paracetamol
n
Levocetirizin

Budenosid, formoterol

Loratadin
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43

44

45
46
47
48
49

50
51

52
53

30
46

32

47
59
24
53
24

25
23

21
24
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173
180

171

187
178
175
183
188

169
173

179
165

92
102

86

99
70
80
80
125

65
60

73
80

30,74
31,48

29,41

28,31
22,09
26,12
23,89
35,37

22,76
20,05

22,78
29,38

z

zZ 'z » » Z

z z » Z

Z >z Z Z

z» ZZ

Hypotyre6za

Hypertenzia, AB,
alergia (orechy, mak
sezam)

N

N
N
Alergia (pel, jod,
niektoré druhy ovocia,

srst)
N

N
N
N

Euthyrox (levotyroxin), HA
Detralex (flavonoidna
purifikovana frakcia)

Amlodipin, Flutikazén+vilanterol

z z Zz Z

Nimesulid (tyzden pred odberom)

Diosmin, kombinovana HA
(gestodén a etinylestradiol)
N

zelezo, vitamin C, omega-3
mastné kyseliny

Skratky: M: muz, Z: zena, N: nie, A: ano, GERD: gastroezofagova refluxna choroba, AB: astma bronchiale, HA: hormonalna antikoncepcia
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5.2 Induktory, protidestickové lieCiva a d’alSi chemikalie

DMSO, ristocetin, PAF-16 (v d’alSom texte pro zjednodusenie uvadzané len ako PAF),
ASA, tikagrelor, 4-MC a U-46619 boli zakupené zo Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). AA, ADP
a TRAP-6 (v dalSom texte pre zjednodusenie uvadzané len ako TRAP) pochadzali od Roche
(Basel, Svajéiarsko). Fyziologicky roztok bol od B. Braun (Melsungen, Nemecko), kolagén z

Diagnostica, a.s. (Praha, CR) a vorapaxar zo Selleck Chemicals GmbH (Mnichov, Nemecko).

5.3 Priprava Cinidiel pred experimentom

Viacsina Cinidiel bola predpipetovand auchovavand v mraznicke (-20°C, Tab. 3),
konkrétne AA (15 mM), ADP (0,2 mM), TRAP (1 mM), vorapaxar (1 mM a 10 mM), tikagrelor
(0,625 mM). AA, ADP a TRAP boli po rozmrazeni pripravené na pouzitie. U-46619 (1 mM)
sa uchovaval az do pouzitia v chladnicke. V hlbokej mraznic¢ke (-80°C) sa nachadzali zasoby
PAF. Zasobné roztoky ASA a 4-MC boli pripravované kazdy den cerstvé v DMSO

o koncentracii 30 mM. Detaily na riedenie (Tab. 4).

Tab. 3 Zakladné informacie o pouZzitych reagenciach

AA 15 mM - Mraznicka Pripravené na 15 mM
(20 °C) pouzitie po
rozmrazeni
Kolagén 1 mg/ml 20 ul Chladnicka  Pridat’ 180 pl roztoku 100 pg/ml
na riedenie kolagénu
R2
100 pg/ml 20 ul Priprava pred  Pridat’ 80 pl roztoku 20 pg/ml
zriedenim na riedenie kolagénu
(od vyrobcu)
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ADP

TRAP

Ristocetin

PAF

U-46619

0,2 mM

1 mM

12,5 mM

12,5 mM

2 mM

200 uM

1 mM

10 pl

10 pl

10 pl

10 wl

Mraznicka

(-20 °C)

Mraznicka

(-20 °C)

Chladnicka

Chladnicka

Mraznicka

(-80 °C)

Priprava pred

zriedenim

Mraznicka

(-20 °C)

47

Pripravené na
pouzitie po

rozmrazeni

Pripravené na
pouzitie po

rozmrazeni

Pripravené na

pouzitie

Pridat’ 240 pl
fyziologického

roztoku

Pridat’ 90 pl etanolu

Pridat’ 790 pl
fyziologického
roztoku (maximalne
10 mintt pred

zacatim experimentu)

Pridat’ 990 pl
fyziologického
roztoku (pocas

inkubécie v 1.sérii)

0,2 mM

1 mM

12,5 mM

0,5 mM

200 M

2,5 uM

10 uM



Tab. 4 Riedenie Standardov pred experimentom

Vorapaxar 1,25 mM 10 pl Mraznicka Pridat’ 90 ul 0,125 mM
(20 °C) DMSO
Vorapaxar 1,25 mM 25ul Mraznicka Zmiesat' 25 pl 0,625 mM
(20 °C) VOR 1,25mM a
25 pl DMSO
Vorapaxar 10 mM 10 pl Mraznicka Pridat’ 70 pl 1,25 mM
(20 °C) DMSO
Tikargelor 0,625 mM 10 ul Mraznicka Pridat’ 90 ul 0,065 mM
(20 °C) DMSO
4-MC 30 mM 20 ul Izbova Pridat’ 51 pl 8,5 mM
teplota DMSO
4-MC 30 mM 20 ul Izbova Pridat’ 230 ul 2,4 mM
teplota DMSO
4-MC 30 mM 20l Izbova Pridat’ 480 pl 1,2 mM
teplota DMSO
ASA 30 mM 85 ul Izbova Pridat’ 215 pl 8,5 mM
teplota DMSO
ASA 30 mM 37wl Izbova Pridat’ 263 pl 3,7 mM
teplota DMSO
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5.4 Vlastny experiment

300 pl plnej krvi bolo zriedené rovnakym mnoZstvom 0,9% fyziologického roztoku,
ktory bol predhriaty na 37°C. Nésledne sa pridalo 5 pl testovanej zli¢eniny v DMSO, popripade
¢isté DMSO, pre ziskanie porovnavacej vzorky. Inkubacia prebiehala 3 minuty. Nasledne bola
vyvoland agregéacia krvnych dostic¢iek pomocou kolagénu, AA, TRAP, U-46619, PAF, ADP

a ristocetinu. Jej priebeh bol zaznamenavany po dobu 6 minut. (Hrubsa et al. 2022)

Postupovali sme podl'a nizsie stanovené¢ho protokolu (Tab. 5-13), pricom kazda séria

zacala presne 15 minut po predchadzajuce;.

Tab. 5 Prva séria

Rozpustadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Datum-1 1 DMSO 5ul - U-46619 Sl 0,01 mM
Datum-2 2 DMSO Sul - PAF Sul 2,5 uM
Datum-3 3 DMSO Sul - PAF Sul 2,5 uM
Datum-4 4 DMSO Sul - Kolagén 5 pul 20 pg/ml
Datum-5 5 DMSO Sul - Kolagén 5l 20 pg/ml
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Tab. 6 Druha séria

Rozpustadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Détum-6 1 DMSO S5ul - Kolagén 6 pl 100 pg/ml
Datum-7 2 ASA Sul 8,5 mM Kolagén 6 pul 100 pg/ml
Datum-8 3 ASA Sul 8,5 mM Kolagén 6 pul 100 pg/ml
Datum-9 4 4-MC Sul 2,4 mM Kolagén 6 pul 100 pg/ml
Datum-10 5 DMSO Sul - U-46619 5l 0,01 mM
Tab. 7 Tretia séria
Rozptstadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Datum-11 1 4-MC Sul 2,4 mM Kolagén 6 pl 100 pg/ml
Datum-12 2 DMSO Sul - Kolagén 6 pl 100 pg/ml
Datum-13 3 DMSO S5ul - AA 8 ul 15 mM
Datum-14 4 ASA 5 8,5 mM AA 8 15 mM
Datum-15 5 4-MC 5 1,2 mM AA 8 15 mM




Tab. 8 Stvrta séria

Rozpustadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Datum-16 1 DMSO 5ul - AA 8 ul 15 mM
Datum-17 2 ASA S5ul 3,7 mM AA 8 ul 15 mM
Datum-18 3 ASA 5ul 3,7 mM AA 8 ul 15 mM
Datum-19 4 4-MC S5ul 1,2 mM AA 8 ul 15 mM
Datum-20 5 ASA Sul 8,5 mM AA 8 ul 15 mM

Tab. 9 Piata séria

Rozpustadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Ditum-21 1 DMSO S5ul - AA 2,5ul 15 mM
Ditum-22 2 DMSO S5ul - AA 2,5ul 15 mM
Datum-23 3
Datum-24 4
Datum-25 5

Experiment 23-25 bol vykonany v pripade rozdielov (viac ako 30%) v niektorych

predchadzajucich experimentoch medzi vzorkami.



Tab. 10 Siesta séria

Rozpustadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Datum-26 1 4-MC 5ul 30 mM Ristocetin 20 pl 15 mM
Datum-27 2 DMSO 5ul - Ristocetin 20 pl 15 mM
Datum-28 3 DMSO 5ul - TRAP 6 ul 1 mM
Datum-29 4 Vorapaxar 5ul 0,125 mM TRAP 6 ul 1 mM
Datum-30 5 DMSO 5ul - TRAP 6 ul 1 mM
Tab. 11 Siedma séria
Rozptstadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Détum-31 1 Vorapaxar 5ul 0,625 mM TRAP 6 ul 1 mM
Datum-32 2 4-MC Sul 30 mM Ristocetin 20 pl 12,5 mM
Datum-33 3 DMSO 5ul - Ristocetin 20 pl 12,5 mM
Datum-34 4 DMSO 5ul - ADP 15 pl 0,2 mM
Datum-35 5 Tikagrelor 5pul 0,0625 mM ADP 15 pl 0,2 mM




Tab. 12 Osma séria

Rozpustadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Datum-36 1 Tikagrelor 5ul 0,0625 mM ADP 15 pl 0,2 mM
Datum-37 2 DMSO 5ul - ADP 15 pl 0,2 mM
Datum-38 3 DMSO Sl - Ristocetin =~ 5 pl 0,5 mM
Datum-39 4 Vorapaxar 5ul 0,625 mM TRAP 6 ul 1 mM

Tab. 13 Deviata séria

Rozpustadlo/ Objem Koncentracia Induktor Objem Koncentracia
inhibitor
Datum-40 1 4-MC Sul 8,5 mM Kolagén 6 ul 100 pg/ml
Datum-41 2 4-MC 5ul 8,5 mM Kolagén 6 ul 100 pg/ml
Datum-42 3 DMSO Sul - Kolagén 6 pul 100 pg/ml
Datum-43 4 DMSO S5pul - Ristocetin 5 pl 0,5 mM

Vol'né vzorky boli uréené na pripadné zopakovanie nejasnych vysledkov.

Ako bolo uvedené v legende tabulky 9, vzorky s poradovym cislom 23-25 sa pouzili len
v pripade velkého rozdielu (>30 %) vo vysledkoch niektorych identickych vzoriek. Ak bol
AUC vorapaxaru (vzorka ¢. 29) > ako priemerna AUC slepych pokusov (vzorky €. 28 a 30),
potom sa otestovala koncentracia vorapaxaru 0,625 mM, inak sa opakovalo pouzitie vorapaxaru

0,125 mM.



Ak vzorka ¢.31 vykazovala inhibiciu agregacie pomocou TRAP viac ako 50%, opakovala sa

koncentracia 0,625 mM. V opacnom pripade sa testovala koncentracia 1,25 mM dvakrat.

Séria ¢.9 bola vykonana, ak bolo dostatocné mnozstvo krvi a 4-MC nebol schopny blokovat
agregaciu spdsobenu kolagénom. V pripade, ze AUC vzorky cislo 38 bola vyssia ako 20 AUC,

bola tato vzorka opakovand ako vzorka €. 43.
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6 Matematicka a Statisticka analyza

Namerané vysledky boli spracované ako priemer + smerodajna odchylka vypocitana

. Vysledky sledovanej populacie su prezentované ako median a 95%

—¥)2
podla vzorca %

konfiden¢né intervaly. Rozdiely v agregécii boli vyhodnotené pomocou analyzy rozptylu
(ANOVA) s naslednym vyuzitim Dunnettovej metoédy mnohondsobného porovnéavania pre
analyzu zistenych rozdielov, alebo bol pouzity neparovy t-test (Studentovo t-rozdelenie)

v zavislosti na pocte premennych.

AUC(slepavzorka)
AUC (inhibitor)

Inhibicia bola vypocitana podla vzorca: x 100. Vysledkom bola

agregacie v %. Od¢itanim vyslednej hodnoty od 100, sme dostali level inhibicie agregacie

danym inhibitorom v %.

V pripade vplyvu veku na agregaciu trombocytov boli vysledky najskor zanalyzované
pomocou Pearsonovho korelacného testu. V pripade Statistickej vyznamnosti bola vykonana

linearna regresia.

Na vykonanie Statistickej analyzy po pouzity program GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, USA).
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7 Vysledky

Na porovnanie agregacie krvnych dostiCiek v tejto skupine zdravych jedincov bolo
pouzitych 7 roznych induktorov agregacie. Ako inhibitory agregacného procesu boli vyuzité 3
klinicky pouzivané lieCiva a4-MC, flavonoidny metabolit, ktory bol na ziklade
predchadzajiiceho vyskumu popisany (Applova et al. 2019) ako potentny inhibitor agregécie

trombocytov.

V prvom kroku bol zanalyzovany vplyv inhibitorov agregacie krvnych dosticiek.

7.1 Agregacia indukovana kyselinou arachidonovou

Agregécia vyvolana kyselinou arachidonovou v koncentracii 200 uM bola vyznamne
inhibovana pridanim ASA v nizsej, 30 uM a vyssej, 70 uM koncentracii. V pripade 4-MC
s koncentraciou 10 uM, bola agregécia indukovand kyselinou arachidonovou taktiezZ vyznamne
inhibovand. Na zdklade vysledkov, sa preukdzala ASA vo vy$Sej koncentracii ako
najpotentnejsi inhibitor agregacie. Mensi uc¢inok mala 10 pM koncentracia 4-MC, ktora bola
ale stale ucinngjsia ako 30 uM koncentracia ASA (Obr. 14). Percentualna inhibicia agregacie

dosticiek, ktord bola vyvolanad AA, je zhrnuta na Obr. 15.
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Obr. 14 Agregacia indukovana Kkyselinou arachidonovou.

Vysledky s zobrazené ako absolutna hodnota agregacie merana
pomocou plochy po krivkou (AUC).

% n<(,01; *** p <0,001; **** p<0,0001
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Obr. 15 Agregacia indukovana Kyselinou arachidonovou
zobrazena v percentach inhibicie oproti negativnej vzorke
s DMSO.

w8k <0,001; **%% p<0,0001

7.2 Agregacia indukovana kolagénom

Agregacia dosticiek bola indukovana kolagénom vo findlnej koncentracii 1 pg/ml. Této
bola nasledne vyznamne inhibovand ASA vo vysSej, 70 uM koncentracii a 4-MC v dvoch
roznych koncentraciach, 20 pM a 70 pM. Ako najpotentnejSi inhibitor sa ukazal 4-MC vo
vysSej koncentracii. Druha najsilnejSia inhibicia bola navodena rovnakou koncentraciou ASA.
Najslabsia, avSak stale vyznamna inhibicia bola dosiahnuta 20 pM koncentraciou 4-MC. (Obr.

16). Percentudlna inhibicia je zobrazena na Obr. 17.

57



* %k % %k

ok ok k * % ok k%

o
I i
2 !
$ 80
w0 L ]
3 ° 'Q
o 60 e o0
s & % ? S
[+
3 40— %
:
& 20- %
‘o
>
E 0 1 1 1 I
<) v
® N o‘$ o‘$ Q\}\t‘
K A RO
o Ca © o
()
) \s o @
A & i
@ S
& DAy
ﬁﬁ FQ!
W W

Obr. 16 Agregacia indukovana kolagénom.

Vysledky st zobrazené ako absolutna hodnota agregacie
merana pomocou plochy pod krivkou (AUC).

** p<0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.
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Obr. 17 Agregacia indukovana kolagénom zobrazena
v percentach inhibicie oproti negativnej vzorke s DMSO.

% p <0,05; **** p<0,0001
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7.3 Agregacia indukovana ADP

ADP, ako induktor agregacie, bol pouzity v koncetracii 5 uM. Podl'a predchadzajicich
trombocytov. (Carazo et al. 2022) Tikagrelor inhiboval ADP-indukovantl agregaciu vel'mi

konzistentne (Obr. 18).
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Obr. 18 Agregacia vyvolana ADP a inhibovana tikagrelorom.

Vysledky st zobrazené ako absolutna hodnota agregacie merana
pomocou plochy pod krivkou (AUC). **** p<(0,0001
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7.4 Agregacia indukovana TRAP

Utinok TRAP, ktory bol pouzity ako induktor agregacie, s koncentraciou 10 M, bol
inhibovany pouzitim vorapaxaru, ktory bol pouzity v dvoch koncentraciach, 1 uM a 5 uM.
Efekt vorapaxaru, najmd vo vysSej pouzitej koncentracie viedol k znacne konzistentnej
odpovedi u vSetkym darcov a bol vyznamne vyssi, ako pri nizSej pouzitej koncentracii, ktora
bola avSak tiez schopnd vyznamne inhibovat’ agregaciu trombocytov navodenti analégom

trombinu. (Obr. 19).
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Obr. 19 Agregacia vyvolana TRAP a inhibovana vorapaxarom.
Vysledky st zobrazené ako absolutne hodnoty agregécie krvnych

dostic¢iek merané pomocou plochy po krivkou (AUC). ****:
p<0,0001
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7.5 Rozdiely v agregacii medzi pohlaviami

V d’alSom kroku bol hodnoteny vplyv pohlavia na agregaciu trombocytov. Koncentracie
vysSie uvedenych induktorov a inhibitorov zostali rovnaké ako v predchadzajucich

experimentoch.

V pripade agregacie navodenej AA, s ¢i bez pouzitia inhibitoru, neboli pozorované

ziadne vyznamné rozdiely medzi pohlaviami. (Obr. 20-24)

U agregacie navodenej kolagénom v nizsej (Obr. 25), aj vysSej (Obr. 26) koncentracii
neboli bez pouzitia inhibitorov najdené rozdiely, avSak pri inhibicii tejto agregacie ASA
reagovali muzi silnejSie ako zeny (Obr. 27), z Coho vyplyva, ze ASA vykazuje nizsi efekt u
darcov Zenského pohlavie. Pri inhibicii kolagénom-indukovanej agregacie pouzitim 4-MC v
nizsej, 20 uM (Obr. 28) a vyssej, 70 uM (Obr. 29) koncentracii nebol pozorovany vyznamny
rozdiel v odpovedi trombocytov medzi pohlaviami. Ani pri agregécii krvnych dostiiek
navodenej ristocetinom (Obr. 30), ¢i jej naslednou inhibiciou 4-MC (Obr. 31) nebol pozorovany

rozdiel v odpovedi medzi pohlaviami.

Trombocyty zien vykazovali vyrazne vysSiu reakciu na agregiciu indukovani ADP
v koncentracii 5 pM. (Obr. 32) AvSak, pri inhibicii ADP-indukovanej agregacie pouZitim
tikagreloru neboli n4jdene Ziadne vyznamne rozdiely medzi Zenami a muzmi. (Obr. 33)

V pripade pouzitia TRAP ako induktoru agregacie, bola opét’ pozorovana Statisticky
vyznamne vysSia odpoved’ dosti¢iek u zien. (Obr. 34) Po inhibicii agregicie vorapaxarom
v nizsej, 1 pM (Obr. 35) koncentracii vykazovali trombocyty muzov vysSiu odpoved’ na podany
inhibitor. AvSak vo vyssej, 5 uM (Obr. 36) koncentracii, nebol tento rozdiel pozorovany.

Trombocyty darcov Zenského aj muZského pohlavia nevykazovali Ziadne vyznamne

rozdiely v odpovedi na 2 posledné induktory agregécie: PAF (Obr. 37) a U-46619 (Obr. 38).
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Obr. 20 Rozdiely v agregacii indukovanej AA v koncentracii 60 pM medzi
Zenami a muzZmi.
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Obr. 21 Rozdiely v agregacii indukovanej AA v koncentracii 200 pM medzi
Zenami a muZmi.
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Obr. 22 Rozdiely v agregacii inhibovanej ASA (30 pM) po indukcii AA (200 pM)
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 23 Rozdiely v agregacii inhibovanej ASA (70 pM) po indukcii AA (200 pM)
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 24 Rozdiely v agregacii inhibovanej 4-MC po indukcii AA (200 pM)
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 25 Rozdiely v agregacii indukovanej kolagénom v koncentracii 0,16 pg/ml
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 26 Rozdiely v agregacii indukovanej kolagénom v koncentracii 1 pg/ml
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 27 Rozdiely v agregacii inhibovanej ASA (70 pM) po indukcii kolagénom (1 pg/ml)
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 28 Rozdiely v agregacii inhibovanej 4-MC (20 pM) po indukcii kolagénom (1 pg/ml)
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 29 Rozdiely v agregacii inhibovanej 4-MC (70 pM) po indukcii kolagénom (1 pg/ml)
medzi Zenami a muZmi.

Tieto experimenty neprebiehali od zaciatku, boli zahajené po analyze prvych vysledkov
s malou t¢innostou nizsej davky 4-MC.
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Obr. 30 Rozdiely v agregacii indukovanej ristocetinom medzi
Zenami a muzZmi.
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Obr. 31 Rozdiely v agregacii inhibovanej 4-MC (240 pM) po indukeii
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ristocetinom medzi Zenami a muzZmi.

67

pauw [@ipzoJ

IWZNW B 1Weusz 1z



E 3
< 100- ° 0 X
a o ® <0,05
g 807 0% e g0 P - 20 :gi
* N
g En ltf:“‘ti#:—‘iitl LR %:
- ®
': 4n_ ' ® .'.. ;'
S o 0 ¢ --20 3
o 1 c
o Mt
2 20 , T ' 3
& muzi Zeny Zeny
muzi

Obr. 32 Rozdiely v agregacii indukovanej ADP medzi Zenami
a muzZmi.
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Obr. 33 Rozdiely v agregacii inhibovanej tikagrelorom po indukcii ADP medzi
Zenami a muZmi.
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Obr. 34 Rozdiely v agregacii indukovanej TRAP medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 35 Rozdiely v TRAP indukovanej agregacii inhibovanej vorapaxarom (1pM)
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 36 Rozdiely v TRAP indukovanej agregacii inhibovanej vorapaxarom (SpM)
medzi Zenami a muZmi.
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Obr. 37 Rozdiely v agregacii indukovanej PAF medzi Zenami a muZmi.
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rozdiel medzi Zzenami a muzmi
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Obr. 38 Rozdiely v agregacii indukovanej U-46619 medzi
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7.6 Rozdiely v agregacii v zavislosti na veku

V poslednom kroku bol tiez zanalyzovany vplyv veku na agregaciu.

V nizsej, 60 uM koncentracii AA nebol najdeny ziadny vzt'ah medzi silou agregacie
a vekom, zatial' co pri vyssej (200 uM) koncentrécii, s vekom miera agregécia trombocytov

klesala. (Obr. 39)

V pripade odpovede dosti¢iek na ADP nebol u muzov najdeny vztah s vekom darcov.
U zien sa s vekom znac¢ne znizovala reakcia trombocytov na podany induktor agregacie. (Obr.

40)

V odpovedi krvnych dosticiek na kolagénom-indukovanu agregaciu nebol pozorovany

ziadny vztah s vekom darcov pri niZ8ej, ¢i vy$Sej koncentracii kolagénu. (Obr. 41)

Reakcia krvnych dosti¢iek na nizsiu a vyssiu koncentraciu ristocetinu nebola zavisla na
veku pacientov. (Obr. 42) V pripade pouzitia TRAP, bol podobne ako pri AA, najdeny vzt'ah
medzi vekom a reakciou trombocytov. Odpoved’ dosti¢iek na tento induktor agregacie klesala
s narastajucim vekom. (Obr. 43). Odozva na antagonistu trombinovych receptorov bola
paradoxne obratend. U nizSej davky sa odpoved’ znizovala s vekom, pri¢om u troch najstar§ich
pacientov bola tato koncentracia evidentne neucinna v inhibicii agregacie dosti¢iek. Avsak,

reakcia na vysSiu, 5 M, bola konStatna a nemenila sa s pribudajicim vekom. (Obr. 44)

Odpoved’ na PAF, ktory bol pouzity v koncentracii 20 nM ako induktor agregacie, bola
u muzov konzistentnd, bez akejkol'vek korelacie s vekom darcov. U Zien odpoved’ s vyS$im

vekom klesala. (Obr. 45)

Analogickd odozva trombocytov bola pozorovana na U-46619. U darcov muzského

pohlavia bola uplne nezdvisla na veku, u Zien s narastajucim vekom klesala. (Obr. 46)

Rozdiely v reakcidch na d’alSie inhibitory agregacie vo vzt'ahu k veku pacientov neboli

pozorované. (Obr. 47-49)
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Obr. 39 Vztah medzi agregaciou indukovanou AA a vekom.
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Obr. 40 Vztah medzi agregiciou indukovanou ADP a vekom a rozdiel medzi pohlaviami.

73



o
=2 80-
< $ t } v collagen 0,16 pg/ml
3 - * 3 o collagen 1 pg/ml
% su-i * i I I collagen 1 pyg/m
S 50- # . I
5 40- - i{
Sulls lay T
2 A v {
2 20 I v " o f‘! v y
8104 ° v
o
g, 0 T 1 T T 1
© 20 30 40 50 60 70
vek [roky]

Obr. 41 Vzt'ah medzi agregaciou indukovanou kolagénom a vekom.
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Obr. 42 Vzt'ah medzi agregaciou indukovanou ristocetinom a vekom.
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Obr. 43 Vztah medzi agregaciou indukovanou TRAP a vekom.

........... m..... N vedlhe.s T! -=- vorapaxar 1 yM
* A vorapaxar 5 uM

F||:D.55 [piDDD"I :l

agregacia krvnych dosticiek [%)]
o
[ =]
1

Obr. 44 Vztah medzi odpoved’ou na vorapaxar po indukcii agregacie pomocou

TRAP a vekom.
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Obr. 45 Vzt’ah medzi agregaciou indukovanou PAF a vekom a rozdiely

medzi pohlaviami.
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Obr. 46 Vzt'ah medzi agregiciou indukovanou U-46619 a vekom a rozdiely

medzi pohlaviami.
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Obr. 47 Vzt’ah medzi agregaciou inhibovanou ASA (30 pM a 70 pM) a 4-MC (10 pM)
a vekom darcov.
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Obr. 48 Vzt'ah medzi agregaciou inhibovanou ASA (70 pM) a 4-MC (20 pM a 70 pM )
a vekom darcov.
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Obr. 49 Vzt'ah medzi agregaciou inhibovanou 4-MC (240 pM) a vekom darcov.
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8 Diskusia

Trombocyty st Specializované krvné bunky, ktoré hraja ustredna ulohu vo
fyziologickych, ale aj patologickych procesoch. Aktivacia krvnych dostiiek spusta zlozity
proces, ktorého vysledkom je zastava krvacania. (Jurk a Kehrel 2005) Tento dej mozno rozdelit
do troch faz: iniciacia, elongicia a perpetuacia. (Michelson 2003) Dosticky st spomalené
interakciou s vVWF, ktory je viazany na exponované molekuly kolagénu a nasledne st uplne
zastavené prostrednictvom interakcie GP komplexu s kolagénom. (Sangkuhl et al. 2011) Proces
elongacie je charakterizovany nahromadenim d’alSim trombocytov, ktoré reaguju na lokalne
uvol'nené molekuly agregacnych faktorov. Poslednym krokom tvorby dostickového trombu je
perpetuacia. Zahffia najméa stabilizaciu krvnej zatky a zabranuje pred¢asnému rozpadu.
(Michelson 2003) Stibeznym procesom je aj aktivacia koagulacnej kaskady, ¢o vedie k syntéze
trombinu, ktory Stiepi fibrinogén na fibrin, s ndslednou tvorbou hemostickej zatky. (Baker-

Groberg et al. 2016)

Protidostickové lieky tvoria velku skupinu farmakologicky ucinnych latok, ktoré
interferuju s fyziologickou funkciou krvnych dosti¢iek a zabranuju tvorbe krvnych zrazenin.
(Ren et al. 2010) Indikéaciou pre podanie tychto lieciv je profylaxia trombotickych komplikacii
pri aktivacii procesu primdarne] hemostdzy ¢i zabranenie rastu uz vzniknutého trombu.
Najcastejsie sa vyuzivaju v liecbe, ale aj profylaxii akutnych aj chronickych foriem ischemicke;
choroby srdca, cievnej mozgovej prihody, ale aj pri aterosklerotickom postihnuti inej Casti tela,
napr. pri ischemickej chorobe dolnych koncatin. Posobia v roznych fazach tvorby dostickového
trombu, priCom viacsina lieiv zasahuje do procesu aktivacie a degranulacie trombocytov. Patria
tu inhibitory COX, antagonisti purinérgnych ¢i PAR receptorov. Jedinou skupinou lieciv, ktora
interferuju priamo s agregéciou (tzv. vlastné antiagregancia) su blokatory glykoproteinovych

receptorov. (Svihovec et al. 2018)

Liec¢ba protidostickovymi lieCivami Celi v sucasnosti viacerym problémom, z ktorych,
zda sa najvaznejsi, je vysoka variabilita odpovedi pacientov aj pri bezne pouzivanych lie¢ivach
ako je kyselina acetylsalicylova ¢i klopidogrel. (Carazo et al. 2022) Rezistencia na
protidostickovu lieCbu oznacuje stav, kedy je mozné zlyhanie terapie dokézat’ prisluSnym
laboratornym testom. (Cattaneo 2007) Aktivita trombocytov mdze byt kvantifikovania na
zaklade hodnotenia tendencie k agregicii, vySetrenim expresie Specifickych Struktar na
povrchu trombocytov ¢i metabolitov v plazme, v plnej krvi ¢i v moci pacienta. (Kotuli¢ova et

al. 2011)
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Hlavnym ciel'om tejto prace bolo porovnat’ agregéaciu krvnych dosti¢iek vyvolanu 7
r6znymi induktormi agregacie, s alebo bez premedikécie 3 klinicky pouzivanymi lie¢ivami a 4-
metylkatecholom. Bola vyuzitda metéoda impedacnej agregometrie, ktora umoznuje merat
agregaciu dosti¢iek v plnej krvi, ¢o vedie k Co najprirodzenejSej stimulacii agregacie. Jej
principom je narast elektrickej impedancie, ktory je generovany prilnutim aktivovanych

krvnych dostic¢iek na elektrédy. (Paniccia et al. 2015)

Po schvaleni studie Etickou komisiou boli na zdklade dohody s lekarmi Fakultnej
nemocnice v Hradci Kralové naplanované odbery krvi zdravych dobrovolnikov. Vzhl'adom na
snahu o ¢o najdetailnejSie pochopenie danej problematiky, bolo zvolenych 7 rdznych
induktorov agregacie. Ich koncentracie pouzité v tejto praci boli stanovené na zaklade
predchadzajiceho vyskumu v tejto vedeckej skupine (Carazo et al., 2022). Prekrytie
jednolivych dréh veducich k agregécii dosticiek je ddvodom, preco bola pozorovand podobnost’
medzi odpoved’ami na rézne induktory agregicie aj napriek réznemu mechanizmu ich
posobenia. Nasledne boli urcené 3 klinicky pouzivané protidostickové lieiva, ASA, tikagrelor
a vorapaxar, ktoré¢ zasahuju do kaskad vyvolanych vybranymi induktormi agregacie. Ako
posledny blokator agregacie bol pouzity aj flavonoidny metabolit 4-MC, ktory sa preukazal ako
potentny inhibitor na podklade predchadzajiceho vyskumu. (Applova et al. 2019, Hrubsa et al.
2022) V pripade agregacie indukovanej AA sa ako najpotentnejsi inhibitor preukazala ASA vo
vysSej pouzitej koncentracii. 4-MC tiez inhiboval AA-indukovanu agregéaciu vel'mi potentne a
preukazal najvicsi efekt v pripade agregacie vyvolanej kolagénom. Je nutné ale zdoraznit, Ze
z hl'adiska pouzitych koncentrécii, bolo v tejto relativne rozsiahlej skupine preukazané, ze 4-
MC je ucinnejsi jako ASA, a to aj u agregécie indukovanej AA, pretoze 10 uM koncentracia 4-
MC mala u¢inok medzi 30 a 70 uM ASA. Tikagrelor sa preukazal ako potentny inhibitor, ked’Ze
blokoval agregaciu indukovani ADP vel'mi konzistentne u vSetkych darcov. Podobne sa
prejavil aj vorapaxar vo vysSej testovanej koncentrécii, ktorého efekt taktiez vyvolal

konzistentnu odpoved’ u vsetkych darcov.

Vedl'ajsim cielom bolo taktiez porovnat’ rozdiely v agregacii medzi muzmi a Zenami.
Ukazalo sa, Ze medzi pohlaviami sa vyskytuji zna¢né rozdiely v odpovedi dosti¢iek na podané
induktory ¢i inhibitory agregacie. Trombocyty Zien vo vSeobecnosti vykazovali vyssiu citlivost’
na niektoré induktory agregéacie. Toto zistenie koreluje aj s vysledkami inych $tadii, aj na
vacSom pocte jedincov, avSak s men$im mnozstvom pouzitych induktorov. (Otahbachi et al.
2010, Patti et al. 2014, Sabetta et al. 2022) Dosti¢ky u Zien vSak vykazovali niz§iu odpoved’ na

podavané klinicky pouzivané protidostickové lieciva aj 4-MC.

80



Vyraznym faktorom ovplyviiujacim agregaciu krvnych dosti¢iek je aj vek. So
zvySujucim sa vekom, najmi u zien, klesala odpoved’ trombocytov na podané induktory. Vek,
na zdklade vysledkov, nebol vSak faktorom pre ovplyvnenie odpovede na podané
protidostickové lieciva. Jedinou vynimkou je znizenie odpovede na antagonistu trombinovych
receptorov, vorapaxar, kedy bola pri nizSej pouzitej koncentracii pozorovana nizsia odpoved’
dosti¢iek s narastajucim vekom. Toto zistenie je vSak v rozpore so Studiami vykonanymi v
minulosti, ktoré v zavere nepotvrdzuju jasni koreldciu medzi vys$im vekom a nizSou

ucinnost’'ou. (Serebruany a Fortmann 2015)

Aj napriek faktu, Ze Stidia bola vykonand na pomerne malej skupine zdravych
dobrovol'nikov, jej vysledky poukazuji na vysoku variabilitu odpovede v populacii. Buducnost’
protidostickovej liecby preto spociva vo vyvoji novych protidostickovych latok, novych
liecebnych stratégii, ale aj snahach o individualizaciu terapie zaloZenej na testovani funkcie

krvnych dosticiek. (Gelbenegger a Jilma 2022)
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9 Zaver

Na zaver mozno konstatovat’, Ze ciele tejto diplomovej prace boli naplnené.

Na zéklade vysledkov, sa preukazala vysSia koncentrdcia ASA ako najpotentnejsi
inhibitor agregécie indukovanej AA. Na molekularnej urovni je ale vzhladom k pouzitym
koncentraciam ucinnejsi u€inngjsi 4-MC. V pripade agregécie indukovanej kolagénom, boli
priamo pozorované rovnaké koncentracie ASA a4-MC, druhy menovany bol u¢innejSim
protidostickovym lieCivom aj za tychto podmienok. Tikagrelor inhiboval ADP-indukovanu
agregaciu vel'mi konzistentne. Efekt vorapaxaru, najmi vo vysSej pouzitej koncentracii viedol
k zna¢ne konzistentnej odpovedi u vSetkym darcov a bol vyznamne vyssi, ako pri nizsej
pouzitej koncentracii, ktora bola avSak tiez schopna inhibovat' agregiciu trombocytov

navodenud analégom trombinu, ale zlyhala u troch najstarSich pacientov.

V dalsom kroku bol hodnoteny vplyv pohlavia na agregiciu trombocytov
s nasledujiicimi vysledkami. Vyrazne rozdiely boli pozorované v pripade kolagénom-
indukovanej agregacie s inhibiciou ASA. Zeny sa vyznacovali nizSou odpovedou na toto
protidostickové liecivo. Trombocyty Zien sa taktiez vyznacovali vysSou citlivostou na TRAP

a ADP.

V poslednom kroku bol tiez zanalyzovany vplyv veku na agregaciu. S vekom sa
znizovala odpoved’ dosticiek na vyssSiu koncentraciu AA a TRAP u oboch pohlavi. U Zien sa
s vekom taktiez zniZzovala aj odpoved’ na iné induktory, ako je ADP, PAF a U-46619. Rozdiely

v reakciach na jednotlivé inhibitory agregacie zavislé na veku pacientov neboli pozorované.
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