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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Zuzana Kolarova

Skolitel: PharmDr. Alejandro Carazo, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Hodnoceni moiského alkaloidu fascaplysinu jako

potencialni antitromboticka latka

Fascaplysin, pentacyklicky indolovy alkaloid izolovany z mofské houby
Fascaplysinopsis bergquist sp., patfi mezi latky mofského pavodu, kterym je vénovana
stale vétsi pozornost a u kterych doslo k vyznamnym pokrokiim. U fascaplysinu jsou
zkoumany mimo jiné antineoplastické vlastnosti, kde fascaplysin prokazuje slibné
biologickeé ucinky jako inhibitor kinaz.

V této praci byly analyzovany potencialni antitrombotické vlastnosti této latky,
jez nebyly doposud dostatecné prozkoumany. K tomuto ucelu byla pouzita plazma
od 10 zdravych darcl. AgregacCni experimenty byly provedené na optickém
agregometru s vyuZzitim plazmy bohaté na trombocyty pfipravené z plné krve.
K'indukci agregace byl pouzit kolagen nebo kyselina arachidonova (AK) s nebo bez
predchozi inkubace s fascaplysinem v rliznych koncentracich. Fascaplysin vyznamné
inhiboval agregaci trombocyt u obou testovanych ¢inidel. U indukce kolagenem doslo
k inhibici pfi vyrazné niZSi koncentraci nez u AK. Fascaplysin také nebyl toxicky na
trombocyty. Dale byl hodnocen ucinek fascaplysinu na koagulaci pomoci aktivovaného
parcialniho tromboplastinového ¢&asu (aPTT), protrombinového d&asu (PT) a
trombinového &asu (TT). Zadné vyznamné zmény v koagulaénich drahach nebyly
pozorovany, prestoze byl fascaplysin schopny inhibovat aktivitu trombinu a faktoru Xa

ve specifickém in vitro enzymatickém testu.

Fascaplysin je zajimava biologicky aktivni molekula se slibnymi
protidestiCkovymi vlastnostmi. Doplfujici studie by mély urcit potencialni aplikace latky

pro klinickou praxi, jelikoz tyto informace stale chybi.
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Fascaplysin, a pentacyclic indole alkaloid isolated from marine sponge
Fascaplysinopsis bergquist sp., is one of the agents of marine origin that is receiving
increasing attention and for which significant advances have been made. Fascaplysin
is being investigated for, among other things, antineoplastic properties, where
fascaplysin shows promising biological effect as a kinase inhibitor.

In this study, the potential antithrombotic properties of this substance, which
have not yet been sufficiently investigated, were analysed. For this purpose, plasma
from 10 healthy donors was used. Aggregation experiments were
performed on an optical aggregometer using platelet-rich plasma prepared from blood.
Collagen or arachidonic acid (AK) was used to induce aggregation with or without
a pre-incubation with fascaplysin at various concentration ranges. Fascaplysin
significantly inhibited platelet aggregation for both agents tested. Collagen induction
was inhibited at a significantly lower concentration than AK. Fascaplysin also was not
toxic to platelets. Moreover, the effect of fascaplysin on coagulation was evaluated
using activated partial time of thromboplastin (aPTT), prothrombin time (PT) and
thrombin time (TT). No significant changes in coagulation pathways were observed,
although fascaplysin was able to inhibit the activity of both thrombin and factor Xa in

specific in vitro enzymatic assay.

Fascaplysin is an interesting biologically active molecule with promising
antiplatelet properties. Additional studies should determine the potential application
of the agent for clinical practice, as this information is still lacking.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP Adenosindifosfat

AChE Acetylcholinesteraza

AK Arachidonova kyselina

aPTT Aktivovany parcialni tromboplastinovy Cas
ASA Kyselina acetylsalicylova

AT I Antitrombin IlI

ATP Adenosintrifosfat

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat

CDK 4,6 Cyklin-dependentni kinaza 4,6

COCl2 Oxalylchlorid

COX Cyklooxygenaza

DAG Diacylglycerol

DMSO Dimethylsulfoxid

DOACs Direct oral anticoagulants, pfima peroralni antikoagulancia
EPCR Endotelovy protein C receptor

F Faktor

GAG Glukosaminoglykan

GP Glykoprotein

HMWK High-molecular-weight kininogen, vysokomolekularni kininogen
HZT Hluboka zilni trombodza

iCMP Ischemicka cévni mozkova pfihoda

ICHS Ischemicka choroba srdeéni



IM Infarkt myokardu

INR International normalized ratio

IP3 Inositoltrifosfat

ISI International sensitivity index

NaH Indolyl sodny

NO Oxid dusnaty

NSAID Non-steroidal anti-inflammatory drugs, nesteroidni antiflogistika
PAI-1 Inhibitor aktivatoru plazminu

PAR-1-AP Peptid aktivujici proteazu aktivovaného receptoru-1
PC Protein C

Pd/C Palladium na uhliku

PDE-3 Fosfodiesteraza 3

PGI2 Prostaglandin 12, prostacyklin

PI3K Fosfatidylinositol 3-kinaza

PK Prekalikrein

PMA Forbol-12-myristat 13-acetat

PPI Inhibitor protonové pumpy

PPP Platelet-poor plasma, plazma chuda na trombocyty
PRP Platelet-rich plasma, plazma bohata na trombocyty
PT Protrombinovy Cas

Rpm Revolutions per minute, otacky za minutu

SDS Sodium dodecyl sulphate, dodecylsiran sodny
SSRI Inhibitor zpétného vychytavani serotoninu

TAFI Trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy



TEN

TF

TFA

THF

™

TP

t-PA

TRAIL

1T

TXA2

u-PA

VEGF

vWF

WST

a2AP

Tromboembolicka nemoc

Tkanovy faktor

Trifluoroctova kyselina
Tetrahydrofuran

Trombomodulin

Tromboxanovy receptor

Tkanovy aktivator plazminogenu
TNF-related apoptosis inducing ligand
Trombinovy ¢as

Tromboxan A2

Urokinaza

Vaskularni endotelialni ristovy faktor
Von Willebrandlv faktor

Water Soluble Tetrazolium, ve vodé rozpustna tetrazoliova sul

a2 — antiplazmin
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1 Uvob

Agregace trombocytll a hemokoagulace jsou kliCové procesy zaijistujici zastaveni
krvaceni. Pfi poskozeni endotelu cévy jsou trombocyty aktivovany a v misté poskozeni
dochazi k vytvoreni primarni destiCkové zatky. Tato zatka je posilena fibrinovou siti,
jejiz vznik vyzaduje fadu koagulac¢nich faktoru, proteinu, vyskytujicich se bézné v krvi
v neaktivnim stavu. Postupna aktivace, vedouci ke vzniku fibrinu, se nazyva
koagula¢ni kaskada, ktera muze byt spusténa vnéjsi nebo vnitini cestou. Fibrinolyzou
je poté vznikly trombus rozpustén. Dulezitou funkci v cévnim fecisti maji také faktory,
které zabranuji nadmérné tvorbé trombl. Mezi né patfi napf. antitrombin |l

nebo systém proteinu C.

UdrZovani rovnovahy hemostatického systému je zasadni pro spravné fungovani
krevniho obéhu. NaruSeni této rovnovahy muize vést k patologickému krvaceni,
nebo naopak ke vzniku srazenin, které mohou pacienta vazné ohrozit na Zivoté.
Formovani trombU je asociovano se zavaznymi stavy jako napf. hlubokou Zzilni
tromb6ézu (HZT) s naslednou plicni embolii, infarktem myokardu (IM) nebo

ischemickou cévni mozkovou pfihodu (iCMP).

Na trhu jsou k dispozici léky nazyvané antiagregancia a antikoagulancia,
zabrariujici patologickému vzniku tromb0. Pro pacienta, jehoz zdravotni stav vyzaduje
antitrombotickou IéCbu, pfinasi doposud uzivana léCiva nepopiratelné pfinosy. Je tfeba
mit na paméti i mnohdy rozsahlé lékové a potravinové interakce s nutnosti Casté
kontroly pacienta. Z antikoagulancii l1ze zminit warfarin, ktery se na trhu vyskytuje
desitky let, ale objevuji se i nova inovativni léCiva. Mezi nimi Ize zminit
napf. rivaroxaban ¢&i dabigatran, znamé pod skupinovym oznacenim DOACS,
pochazejici z anglického: direct oral anticoagulants. Nelze opomenout subkutanné
aplikované nefrakciované a nizkomolekularni hepariny, které jsou v fadé situacich
volbou antikoagula¢ni IéCby. Své misto v Ié€bé ze skupiny antiagregancii maji ¢asto

uzivana kyselina acetylsalicylova, klopidogrel Ci tikagrelor.

Stale je snaha vyvijet dalSi léCiva a rozsifit spektrum léCebnych moznosti
pro pacienty vyzadujici antiagregacni nebo antikoagulacni |éCbu. Zkoumani novych
molekul a jejich potenciélni u€inkd na lidsky organismus je kliCové pro objevovani

novych IéCiv nebo vychozich sloucenin tzv. lead structures. V souvislosti s tim se tato



prace zabyva zkoumanim alkaloidu fascaplysinu. Fascaplysin jiz prokazal
antineoplastické ucCinky a tato prace rozSifuje moznosti zkoumani jeho
antitrombotického plsobeni. Uskute¢néné testy zahrnuji zdravé darce, na jejichz
plazmé s trombocyty byla testovana cytotoxicita fascaplysinu a také jeho vliv
na agregaci trombocytd. Zkouman byl dale u€inek alkaloidu na koagulaéni kaskadu,
a to jak na vnitfni, tak i na vnéjSi cestu aktivace. Specifické plsobeni fascaplysinu

na trombin a FXa ukazaly testy s chromogennimi substraty.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fascaplysin

Fascaplysin je alkaloid izolovany z mofrské houby Fascaplysinopsis bergquist sp.
Jedna se o pentacyklicky alkaloid planarni struktury, jehoz zakladem je indol (Obr. 1).
Poprvé byl izolovany v roce 1988 z morské houby na Fidji a pozdéji byla ziskana
z F. reticulata jeho analoga homofascaplysin A-C, které vykazuji rovnéz biologickou
aktivitu (Mittapalli a Kumari 2024).

INN nazev: 13-oxo0-12,13-dihydropyrido[1,2-a:3,4-b’] diindol-5-ium chlorid (Mittapalli
a Kumari 2024)

CAS No.: 114719-57-2

Molekularni hmotnost: 306.75 g/mol (MedChemExpress, DS)

Obr. 1: Chemicka struktura alkaloidu fascaplysinu. Pfevzato z: Wang et al. 2023.
2.1.1 Uginky

Fascaplysin prokazuje in vitro antiplazmodialni, analgetické a antineoplastické
ucinky. Objeven byl rovnéz ucinek zmirfiujici prabéh Alzheimerovy choroby (Wang et
al. 2023).

Antiplazmodialni

Fascaplysin prokazal inhibici kmenl P. falciparum K1 a NF54 (Wang et al. 2023).
Plasmodia jsou prvoci zpUsobujici malarii, zavazné onemocnéni prenasejici
se komarem rodu Anopheles. Po preneseni Plasmodia na mezihostitele,
napf. Clovéka, prochazi prvok vyvojovym stadiem v jatrech a tzv. merozoiti poté

napadaji erytrocyty. Dulsledkem toho dochazi kruptufe c&ervenych krvinek,
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a to se projevuje mimo jiné horeckou, zimnici, bolesti svall a kloubu a zvracenim
(Rozsypal 2015).

Analgeticky

Opioidni receptory, cil silnych analgetik a zneuzivanych latek tzv. opiatl, jsou
receptory spfazené s G proteinem. Pusobenim opiatu vS8ak dochazi k desenzibilizaci
receptord B-arrestinem, ¢ehoz dusledkem je vznikajici tolerance na dany opiat
s nutnosti zvySovani davky léCiva pro stejny efekt (Raehal a Bohn 2014). Fascaplysin
pusobi na opioidni receptory stejnym mechanismem jako endogenni ligandy receptort
endorfiny, tedy jako vyvazeny agonista opioidnich receptort a B-arrestinu. Tim se velmi

snizuje riziko vzniku tolerance (Wang et al. 2023).

Alzheimerova choroba

Fascaplysin nekompetitivné inhibuje acetylcholinesterazu (AChE), tzn. enzym,
ktery degraduje neuromediator acetylcholin, jehoz nedostatek je jeden z pficin vzniku
Alzheimerovy choroby. AChE je cilem doposud uzivanych IéCiv pro zpomaleni
progresu Alzheimerovy choroby donepezilu, galantaminu a rivastigminu (Wang et al.
2023).

Antineoplasticky

Vyznamny antineoplasticky ucinek pusobi na bazi vice mechanism:

a) Inhibici cyklin-dependentni kinazy 4 (CDK 4), ktera reguluje pfechod buriky
do faze S bunééného cyklu, kde dochazi k replikaci DNA a burika se pfipravuje
na bunécné déleni (Wang et al. 2023). Regulace se ucastni také cyklin-
dependentni kinaza 6 (CDK6) a spolecné tvofi vyznamny cil pro pusobeni
protinadorovych Ié€iv (Goel 2022).

b) Indukci TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL), ¢imz dojde k indukci
apoptozy (Wang et al. 2023).

c) Inhibici angiogeneze, tzn. inhibici novotvorby cév dulezitych pro vyzivu
nadorovych bunék. Plsobeni fascaplysinu je zprostfedkovano inhibici syntézy
a pusobeni vaskularniho endotelialniho rastového faktoru (VEGF) (Obr. 2)
(Wang et al. 2023).



Protinadorovy ucinek byl zkouman na nékolika typech nadorovych linii. Patfi mezi
né bunky alveolarnino rabdomyosarkomu, leukemickych bunék, melanomu apod.,

kde byly popsany dalSi mechanismy pusobeni (Wang et al. 2023).

Upregulate DRS, stimulate the TRAIL
signaling pathway

Fascaplysin

Inhibits CDK4 activity

Active casp3 < R

J#
up-regulation c "

- v, ¥ 4
Apoptosis Autophapy [/(
'

Obr. 2: Antineoplasticky ucinek fascaplysinu zahrnuje zvySenou expresi receptoru
DRS5, ¢imz stimuluje TRAIL a tim apoptézu nadorové buriky. Inhibici CDK 4 inhibuje
fascaplysin pfechod bunky do faze S bunéného cyklu. Dale zvySuje mnoZstvi

reaktivnich forem kysliku v bufice. Pfevzato z: Wang et al. 2023.

Antitromboticky uc€inek nebyl dostate€né prostudovan. V praci Ampofo a kol. byl
hodnocen z fyziologického hlediska na nedostatecné relevantnim modelu (Ampofo et
al. 2015).

2.1.2 Syntéza

Po izolaci fascaplysinu pracovaly rizné vyzkumné skupiny na chemické
syntéze. UpIné prvni popsana pfiprava z indolu jako vychozi latky je z roku 1990, tedy
pouhé dva roky po izolaci z mofské houby (Obr. 3). Syntézu vyvinula skupina Gribble
a kol. s celkovou vytéznosti 65 %. Nicméné od té doby pfiSly dalsi vyzkumné skupiny
s novymi moznostmi. Castym vychozim produktem je napf. tryptamin, z néhoz

pfipravily fascaplysin dokonce tfi skupiny, Novikov a kol., Bharate a kol. a Tryapkin
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a kol. Posledni zminéna syntéza je podle dostupnych zdroji nejnovéjsi, a to z roku
2023. Vyuziva metodu UV kvartenizace a vytéZek produktu dosahuje 90 %. Dale
Ize fascaplysin  pfipravit napf. zderivatd benzenu a pyridinu syntézou

podle Qukguinera a kol. (Mittapalli a Kumari 2024).

(COCI)z O—«g_< _Indole, NaH __ Q,g_‘(
Ether THF 86%

92%

THF, 60%
3
93% N

3 H 2. TFAIrt

10% Pd/C + 88%

2-ethoxyethyl ether 10:1

O 10
N N

H2b

= O
N N HCIIEtOH
H
3

85%
fascaplysm
Obr. 3: Prvni syntéza alkaloidu fascaplysinu z indolu vyvinuta vroce 1990.
COClI2 =oxalylchlorid, Indol NaH = indolyl sodny, THF = tetrahydrofuran, TFA =kyselina

trifluoroctova, Pd/C= palladium na uhliku. Pfevzato z: Mittapalli a Kumari 2024.

Sedmikrokova syntéza z indolu z roku 1990 spodiva nejprve v oxidaci indolu
peroxokyselinou a nasledné reakci vzniklého produktu s oxylylchloridem. Indol reaguje
s oxalylchloridem za vzniku indol-3-glyoxylyl chloridu a jeho plsobenim s indolem
sodnym vznika ketoamid. Naslednou redukci se ziska meziprodukt diindol. Plsobenim
trifluoroctové kyseliny vznika smés cyklickych produktd v poméru 10:1. Meziprodukt,
ktery vznikl v nadbytku, se oxiduje za pfitomnosti katalyzatoru palladia. Posledni krok

ke vzniku fascaplysinu je reakce s kyselinou peroctovou (Mittapalli a Kumari 2024).



2.2 Hemostaza

Hemostaza neboli zastava krvaceni je ochrannou funkci organismu pfi poranéni

a podili se zaroven na nespecifické obrané organismu (Penka et al. 2014).

Zakladni komponentou podilejici se na hemostaze jsou trombocyty (krevni
desticky), bezjaderné krevni elementy ménici svuj diskoidni tvar pfi aktivaci (Obr. 4).
Fyziologicky pocet trombocytl v krvi je 150-400 x 10° trombocytd/L. Niz§i hodnota
destiCek se nazyva trombocytopenie a pocCet vysSSi, nez je fyziologicka hodnota,

trombocytéza (Chottova Dvofakova a Mistrova, 2023).

Obr. 4: Vlevo zobrazen trombocyt v neaktivnim stavu. Vpravo trombocyt s vybézky,

tzv. filopodii, po aktivaci. Pfevzato z: Rozman et al. 2011.

Hemostaza je komplexni proces sestavajici z primarni a sekundarni hemostazy.
Vazokonstrikce, adheze trombocytl na misto poranéni, jejich aktivace a agregace jsou
soucasti primarni hemostazy. Zuzeni cév omezuje pfitok krve do poskozené cévy
a snizuje ztratu tekutin. Sekundarni hemostaza je déj, kdy koagulaéni kaskada aktivuje
enzym fibrin, jenz stabilizuje trombocyty. Dulezité je pfipomenout, Ze vSechny tyto
procesy, aC jsou popisovany oddélené, probihaji soubézné, nikoli postupné.
Fibrinolyzou je nasledné tromb degradovan (Penka et al. 2014).

Proces hemostazy i fibrinolyzy je regulovany. Pfi naruSeni rovnovahy ve sméru
nedostatecné odpovédi organismu dochazi ke zvySenému krvaceni. Naopak
pfi nadmeérné aktivité krevnich destiCek a koagula¢niho systému nebo defektu latek
protisrazlivého pisobeni vznikaji tromby, krevni srazeniny. Tyto dysregulace v nutnych

pfipadech vyzaduji farmakologickou Ié€bu.



2.2.1 Primarni hemostaza

Jednovrstevny epitel, tzv. endotel, tvofi vnitfni povrch cév, ktery za normalnich
okolnosti kryje subendotel tvofeny mimo jiné kolagenem. Pfi poranéni endotelu
je subendotelovy kolagen odhalen a dochazi k adhezi trombocytd. Pro porozuméni
adheze jsou zasadni GP receptory, kterymi trombocyty disponuji. Chemicky se jedna

o proteiny, aminokyseliny spojené peptidovou vazbou, s navazanou cukernou slozkou.

V prvni fadé se na odhaleny subendotelovy kolagen navaze vWF, ktery
je produkovany endotelovymi  burikami, trombocyty nebo megakaryocyty,
coz je prekurzor trombocytu vznikajici z hematopoetické kmenové buriky (Rokyta
2015).

Nasleduje vazba trombocytl na imobilizovany vVWF. Vazba je zprostfedkovana
komplexem receptord GPIb-V-IX, na vazbé se vSak nepodili cely komplex.
Ten se sklada ze 4 jednotek: GPIba, GPIbB, GPV a GPIX (Obr. 5). Pro vazbu je
zasadni GPlba, ktery je disulfidickym mustkem spojen s podjednotkou GPIbB. Na
GPIba se nachazi na N-konci vazebna mista pro VWF a také trombin, faktor
koagulac¢ni kaskady (Estevez a Du 2017, Muttia et al. 2023).

thrombin

GPlba binding

VWEF binding

GPIbp

weak interactionl
D "

E

Obr. 5: Struktura transmembranového komplexu receptori GPIb-V-IX na trombocytu.

Na podjednotce GPlba je vazebné misto pro trombin a vVWF. Slabsi vazbou je



s komplexem receptorl spojena jednotka GPV, jenz se na vazbé s VWF nepodili.

Prevzato z: Bendas et al. 2022.

Prvotni navazani desticky na vVWF se zda zasadni pro adhezi dalSich
trombocytd, nicméné tato vazba neni pfili§ stabilni a je ovlivnéna tokem krve. Pevnéjsi
vazba vznika navazanim GPIX na vVWF a dale pres receptor destiCek GPVI, ktery
tentokrat interaguje s kolagenem. Stejnym zplsobem se na kolagen mulzZe vazat
GPla/lla (Estevez a Du 2017, Muttia et al. 2023).

S adhezi trombocytl na subendotelovou matrix se poji termin aktivace
trombocytl. Aktivaci se méni jejich konformace a dochazi ke zvétSeni povrchu,
coz usnadnuje jejich adhezi. Sou¢asné dochazi k uvolnéni obsahu granul destiCek
a modifikaci receptoru GPIlIb/llla, znamého jako integrin aibBs. Ten slouZi k vytvoreni
vazby s fibrinogenem, ktery je poté pfeménén na fibrin a vaze se na dalSi aktivované
trombocyty totoZznym receptorem. Fibrinogen neni jedinym faktorem schopnym vazby
na tento receptor, zesiténi trombocytl mize zprostfedkovat také vVWF (Estevez a Du
2017, Muttia et al. 2023).

K aktivaci dochazi jiz pfi vazbé trombocytlt na VWF nebo interakci
se subendotelem. Trombin, faktor koagulaéni kaskady, nebo mediatory uvolnéné
z denznich granuli trombocytl pfi aktivaci pak aktivuji dal$i trombocyty, ¢imz dochazi

k agregaci destiCek (Estevez a Du 2017).

Trombocyty obsahuji nékolik typt granuli. Pro hemostazu jsou dllezité denzni
a alfa granule. Jiz bylo zminéno, Ze VWF muze byt produkovany trombocyty. Uvolnén
je pravé z alfa granuli spole¢né s fibrinogenem. Alfa granule obsahuji ziejmé také
GPIIb/llla a GPVI, receptory, které jsou transportovany na povrch desti¢ek a hraji roli
v dal8im kroku hemostazy. Denzni granule obsahuji mimo jiné adenosindifosfat (ADP),
adenosintrifosfat (ATP) a serotonin, induktory agregace pUsobici prFes receptory
spojené s G proteinem. Spole¢né je uvolfovany tromboxan A2 (TXA2), ktery se
syntetizuje v bufice enzymem cyklooxygenazou (COX) z AK (Golebiewska a Poole
2015).

TXA2 navozuje vazokonstrikci cév a také agregaci destiCek jako ligand
tromboxanového receptoru (TP). TP je receptor spfazeny s Gq proteinem. Navazanim
ligandu se aktivuje fosfolipaza C. Vznikly produkt diacylglycerol (DAG) aktivuje



proteinovou kinazu a inositoltrifosfat (IP3) mobilizuje Ca?* z endoplazmatického
retikula. Aktivace bunécnych déji vede k aktivaci trombocytll. ADP je ligandem
receptord P2Y1 a P2Y+2. Dulezity je druhy ze zminénych receptorl. Jedna
se o receptor sprazeny s Gi proteinem, ktery po navazani ligandu ADP inhibuje
adenylatcyklazu a zamezuje tak vzniku cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP).
Vysledkem intracelularnich kaskad je aktivace trombocyt. Trombin aktivuje desti¢ky
pres receptory PAR-1 a PAR-4, skupinou receptortl opét spojenych s G proteinem
(Obr. 6) (Offermanns 2006).

XA,
O ==,
: V§ cox-1 /'//"’ /
G- | |

Endothelium

Obr. 6: Trombocyt vazany prostfednictvim komplexu receptord GPlba-V-I1X na vWF.
GPVI a GPla/lla se vaze na subendotelovy kolagen. Znazornéna je zde vazba
GP lIb/llla na fibrinogen, ktery zasituje vazbu s dalSimi trombocyty. Z denznich granul
destiek je uvolhovan mediator ADP, pusobici jako ligand na receptoru s G proteinem
P2Y+2. Cast ADP je uvolnéna do extracelularniho prostoru za Gcelem aktivace dal$ich
trombocytl. TXA2 je syntetizovany enzymem cyklooxygenazou z AK a pulsobi jako
ligand na TP receptorech. Enzym trombin aktivuje trombocyty vazbou na receptoru
PAR-1. Pfevzato z: Marcucci et al. 2016.

2.2.2 Sekundarni hemostaza

Koagulacni systém se standartné rozdéluje podle typu aktivace na vnitfni
a vnéjsi. Avsak pfi in vivo podminkach je pribéh sekundarni hemostazy komplexnéjsi
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a pfevazuje mysSlenka tfifazového modelu hemostazy, ktera rozdéluje koagulaci do tfi
fazi:

- Iniciace

- Amplifikace

- Propagace
Pozornost bude proto vénovana obéma pfistupim.

U puvodniho schématu koagula¢ni kaskady bylo prokazano, Ze se vnittni i vnéjsi
systém mulze vzajemné aktivovat. Pfikladem je FVlla, ktery maze aktivovat FIX vnitfni
cesty aktivace. Opacné je schopny FXlla aktivovat FVII. Obé cesty koagulace
se setkavaji v bodé aktivace FX na FXa. Schéma koagulacni kaskady je znazornéno
na Obr. 7 (Penka et al. 2014).

Plasma kallikrein Pre-kallikrein

m U Intrinsic pathway

FXIl EXlla of coagulation
(contact system) |

Extrinsic pathway
of coagulation

Tissue factor

Fibrinalysis

uPA, tPA

]
Y

Plasminogen Plasmin

m FX FXa

FV FVa l=l -~

Fibrinogen

Flil Flla /
(Prothrombin) (Thrombin)

Fibrin
\ e oseilic Fibrin
ross-linke |
> degradation
| m / Fibrin clot prfducts

‘ Common pathway of coagulation ‘ X FXllla

Obr. 7: Schéma koagulaéni kaskady. Zahrnuje vnitfni a vnéjSi koagulacni kaskadu
v€etné faze fibrinolyzy. Pfevzato z: Loof et al. 2014.

Vnitini draha aktivace zacina pfi kontaktu se zaporné nabitymi slozkami
bunécné membrany. Na aktivaci FXII (Hageman(v faktor) se podili kalikrein, enzym
aktivovany z prekalikreinu a vysokomolekularni kininogen (HMWK). Nasledujici
reakce probihaji za G¢asti Ca?*, pocinaje aktivace FXI a poté FIX. Nasleduje aktivace
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FX, ktery vyZaduje FVIII aktivovany trombinem. Zaroven je FX poCatkem spolecné
cesty aktivace. FXa aktivuje protrombin na trombin (Flla) za ucasti FVa jako kofaktoru.
Trombin nasledné Stépi fibrinogen na monomery, které tvofi fibrinova vlakna,
stabilizovana FXIllla (Rokyta 2015).

VnéjSi cesta aktivace zacina aktivaci FVII kontaktem s tkanovym faktorem (TF),
odhalenym na subendotelu. FVIla aktivuje nejen FX na FXa, misto, kde se schazi obé
cesty koagulaéni kaskady, ale mize také aktivovat FIX, coz bylo zminéno jako pfiklad
vzajemné aktivace obou cest. Nasledné dochazi k aktivaci faktord spole¢né drahy

popsané u vnitfni drahy koagulace (Rokyta 2015).

Tfifazovy model hemostazy zahajuje faze iniciace. PoSkozenim cévy
se exprimuje TF, ktery reaguje s FVlla. Tento komplex dale aktivuje FIX na FIXa a FX
na FXa. Tim dochazi opét k aktivaci FVII pomoci FXa. FXa je v tuto chvili schopny
aktivovat trombin z protrombinu, ktery zatim nestaci pro vznik koagula, ale podporuje
vznik dalSiho trombinu (Obr. 8) (Penka et al. 2014).

o ode

TF-bearing cell

IX ml)(a

Obr. 8: Schéma prvni faze iniciace tfifazového modelu hemostazy. Pfevzato z: Turpie
a Esmon 2011.

V druhé fazi tzv. amplifikace aktivuje vznikly trombin faktor XI, VIIl a V. FXla
aktivuje dalSi FIX na FIXa. Trombin aktivuje trombocyty, jejichz zaporny naboj vznikly
fosfolipidy na sebe vaze aktivované faktory. Vysledkem je vétSi mnozstvi aktivniho
trombinu a aktivované trombocyty s navazanymi koagulacnimi faktory (Obr. 9) (Penka
et al. 2014).
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Obr. 9: Schéma druhé faze amplifikace tfifazového modelu hemostazy. Prevzato z:

Turpie a Esmon 2011.

Posledni faze je propagace. V tuto chvili je komplex faktor IXa a Vllla vazan
k FX. Aktivovany FX tvofi komplex s FVa, tzv. komplex protrombinazy, ktery aktivuje
protrombin na trombin. V této fazi jiz vznika dostatené mnozstvi na preménu fibrinu
z fibrinogenu, finalniho produktu koagulace. Nakonec je nestabilni fibrin stabilizovan
FXIII, stabilizujicim faktorem (Obr. 10) (Penka et al. 2014).

g t
.\ IXa Villa
Activated platelet

Clot formation Xl
Xilla
2 Fibrin l i
Fibrinogen ———» — Fibrin clot

monomer

Obr. 10: Schéma tfeti faze propagace tfifazového modelu hemostazy. Pfevzato z:

Turpie a Esmon 2011.

2.2.3 Fibrinolyza

Pfi rozpousténi trombu ma klicovou roli plazminogen, ktery je konvertovan
na aktivni plazmin. Aktivace plazminogenu muze nastat v cévach pulsobenim
tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA), nebo v extracelularnim prostoru pomoci
aktivatoru urokinazy (u-PA) (Penka et al. 2014).
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Inhibici fibrinolyzy ma na starosti vice mechanismi. az-anitplazmin (a2AP)
inhibuje plazmin, zatimco inhibitor aktivatoru plazminu (PAI-1) inhibuje t-PA a u-PA.
Trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI) je dalSi komponent regulace.
Jiz podle nazvu je aktivovan trombinem, konkrétné jeho navazanim na trombomodulin
(TM), ktery zastava roli v inhibici hemostazy a je popsan v kapitole 2.2.4. AC je TM
soucasti systému inhibujici faktory koagulacni kaskady, vede k aktivaci TAFI, ktery
zpomaluje degradaci fibrinu. TAFI je schopen odstépit lysin z fibrinu. Tato

aminokyselina je cilem pro navazani t-PA a plazminogenu na fibrin (Penka et al. 2014).

2.2.4 Regulace hemostazy

Systém hemostazy zahrnuje dalSi komponenty, které se podileji na udrzeni
hemostatické rovnovahy. PuUsobi antikoagulaénim mechanismem a zabranuji

tak nadmérnému ¢i nezadoucimu vzniku trombd.

Vyznamnou soucasti je antitrombin Il (AT Ill), ktery patfi mezi tzv. serpiny,
inhibitory serinovych proteaz. Serinové proteazy maji ve svém aktivnim misté
aminokyselinu serin, ktera se jako nukleofilni centrum ucastni $tépeni protein. Mezi
tyto serinové proteazy se fadi i nékteré enzymy koagulacni kaskady v€etné trombinu
a FXa, jez jsou cilem AT Ill. Obé serinové proteazy Stépi enzym na aktivni formu.
Trombin §tépi fibrinogen na fibrin a FXa $tépi protrombin na trombin. Nedostatek AT Il
se projevuje vaznymi hyperkoagulacnimy stavy. Aktivita AT Il je svazana
s glukosaminoglykany (GAG) (Obr. 71). Po navazani AT lll na zaporné nabity GAG
se konformacni zménou vyrazné zvysi aktivita AT Ill. Jeho afinita k trombinu se zvysi
az 100 000krat a zhruba 3500krat k FXa. Podminkou je, aby GAG obsahoval alespori
18 cukernych jednotek s konkrétni specifickou pentasacharidovou sekvenci. Mezi
GAG patfi heparin, ktery je produkovany endotelem cév, ale zname ho také jako
subkutanné podavané antikoagulancium, které vzniklo na podkladu endogenniho
heparinu (Penka et al. 2014).
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Thrombomodulin Proteglycan

Obr. 11: SERPINy se vazou na zaporné nabity GAG. Znazornéna také vazba proteinu
C (PC) na TM. Prevzato z: Grover a Mackman 2022.

Dale Ize jmenovat inhibitor tkafiového faktoru, ktery vytvari komplexy s enzymy
vnéjSiho koagula¢niho systému, faktorem VII a X. Pravdépodobné nepfedstavuje

vyznamny inhibitor a jeho defekt nezpusobuje trombofilni stav (Penka et al. 2014).

Nasleduje systém PC. Soucasti jsou dva receptory, TM a endotelovy protein
C receptor (EPCR). Trombin navazanim na TM ztraci své koagulaéni vlastnosti
a zaroven aktivuje PC, ktery se navaze na EPCR. PC $tépi poté faktory Va a Vllla

na neucinné komponenty. Protein S pini funkci kofaktoru (Penka et al. 2014).

Antitrombotickym pusobenim se vyznaCuje dale endotel céy,
ktery za fyziologickych podminek produkuje prostacyklin 12 (PGI2) a oxid dusnaty
(NO). Prostacykliny jsou stejné jako tromboxany syntetizovany z AK, jejich funkce
je véak opacna. Maiji silny antiagregacni pusobeni a navozuji vazodilataci. Oxid
dusnaty pusobi také jako vazodilatans a zabranuje adhezi trombocytu na endotel cév
(Neubauer a Zieger 2022).

2.3 VysSetfeni hemostazy

Poruchy hemostazy mohou ovliviiovat rizné &asti tohoto slozitého systému.
Z toho duvodu se pfi vySetfeni krevni srazlivosti pacienta stanovuji v prvni fadé
screeningoveé testy, mezi které patfi aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT),
protrombinovy €as (PT) a trombinovy Cas (TT). Zakladem je také stanoveni poctu
trombocytl a hladiny fibrinogenu. V pfipadé prokazani odchylek u zakladnich
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vySetfenich jsou provedeny dalSi specifické testy, které se zaméfuji na nedostatek
konkrétnich koagulacnich faktoru &i dalSich komponent podilejicich se na hemostaze
a jeji regulaci. SpoleCné mohou byt provedeny vySetfeni na von Willebrandovu
chorobu (Penka et al. 2014).

2.3.1 Screeningové testy

aPTT monitoruje vnitini cestu aktivace koagulacni kaskady a zahrnuje faktory
XIl, Xl, IX, VIII, PK a HMWK. Hodnoceni vysledku spole¢né s testem PT poskytuje
soucasného prodlouzeni PT stanovuje test aPTT také faktory X, V, Il a fibrinogen,
tj. faktory spolecné cesty koagula¢ni kaskady. Princip této metody spociva v pfidani
fosfolipidu (cefalinu) a povrchového aktivatoru (kyselina ellagova, kaolin) k plazmé
s nasledné pridanym Ca?*. Vysledny Cas aPTT se vyjadiuje v sekundach nebo jako
pomér aPTT testované plazmy a kontrolni plazmy. Tento pomér se oznacuje jako R.
Nedostatek néjakého z vyjmenovanych faktort se projevi prodlouzenim aPTT a touto
metodou se monitoruje 1éEba nefrakciovanym heparinem (Penka et al. 2014, Duli¢ek
2022).

PT monitoruje vnéjSi cestu koagulacni kaskady, tj. faktory VII, X, II, V a fibrinogen.
Proces koagulace je aktivovan pfidanim tkariového tromboplastinu spoleéné s Ca?*
k plazmé. Vyslednou hodnotu Ize udavat opét v sekundach nebo poméru R. Oproti
predchozi metodé se mize udavat dale v procentech a &asto uzivanym INR
(International normalized ratio) (Rovnice 1). Nedostatek faktoru, ktery tento test
hodnoti, se projevi zvySenim PT. Del§i ¢as mize poukazovat na deficit vitaminu
K nebo Ié¢bu antagonistou vitaminu K (warfarinem). Slouzi tedy jako monitorace

pacienty s touto I1é¢bou (Penka et al. 2014).

Rovnice 1: Vypocet INR. ISI znadi international sensitivity index.

IS1

INR — (PT testované plazmy (s))
~ \PT testované plazmy (s)

16



TT monitoruje pfeménu fibrinogenu na fibrin katalyzovanou trombinem. K plazmé
se pfidava Fll, trombin, ktery aktivuje fibrinogen bez aktivace predeSlych krok

koagulacni kaskady. Vysledny Cas je vyjadien v sekundach (Penka et al. 2014).

Jako posledni jsou metody stanoveni fibrinogenu. Jednou z nich je metoda
dle Clause, kdy se necha plazma inkubovat s nadbytkem trombinu. Vysledek v g/L
se ziska méfenim zakalu daného vznikem vlaken fibrinogenu nebo s vyuzitim

imunochemické metody, kde se vyuzivaji protilatky fibrinogenu (Penka et al. 2014).

2.3.2 Specifické testy

Specifické testy hodnotici hemostazu mohou cilit na primarni hemostazu, tedy
prfedevSim aktivitu trombocytl, nebo sekundarni hemostazu, tj. koagulaéni systém.
Dalsi testy hodnoti fibrinolyzu. Je to soubor nékolika selektivnich metod, zde bude
zminéna jen turbidimetricka agregometrie a vySetfeni D-dimer( jako Casty test
fibrinolyzy (Penka et al. 2014).

Agregace trombocytu je studovana za pritomnosti induktorli agregace. Pfidavana
muaze byt AK, kolagen, ADP, trombin nebo adrenalin a metodou turbidimetrické
agregometrie se nasledné méfi agregace dana zménou propustnosti svétla
pfes kyvetu s plazmou bohatou to trombocyty (platelet-rich plasma, PRP).
Referenénim bodem se 100% propustnosti svétla je plazma chuda na trombocyty
(platelet-poor plasma, PPP), zatimco PRP je povazovan za referencni bod s 0%
pruchodem svétla. BEhem méreni, po pfidani Cinidla k indukci agregace k PRP,
se snizuje zakal v mikrokyveté z divodu vznikajicich agregati a tim se zvySuje
propustnost svétla. Dal8i metoda méfeni agregace vyuziva napfiklad impedanci,
zde se ale pracuje splnou krvi. Vysledky agregace trombocytld jsou zavislé
na mnozstvi trombocytl v krvi a nedostateCna odpovéd trombocytld poukazuje na
jejich hypofunkci (Penka et al. 2014, Duli¢ek 2022).

Fibrinolyzu monitoruje vySetfeni D-dimeru. D-dimery jsou produkty po Stépeni
fibrinu poukazujici na koagulaci a naslednou fibrinolyzu. Kvantifikace a hodnoceni
probiha imunochemickou metodou, kdy se vyuziva protilatek proti D-dimerim.
ZvySené hodnoty poukazuji na tromboembolickou nemoc, hepatopatii, ale zvySené
hodnoty jsou i po operacich, urazech nebo fyziologicky napf. pfi menstruaci
nebo téhotenstvi (Penka et al. 2014, Dulicek 2022).
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2.4 Poruchy hemostazy a krevniho obéhu

Poruchy hemostazy jsou disledkem naruSeni rovnovahy mezi prosrazlivymi
a protisrazlivymi faktory. Vychyleni v prospéch prosrazlivych faktorll ma za nasledek

trombofilni stavy, v druhém pfipadé dochazi ke zvySenému krvaceni.
2.41 Krvacivé stavy

Mezi nejCastéjSi poruchy se fadi trombocytopenie patfici mezi poruchy primarni
hemostazy dana nedostatkem trombocytl. Defekty sekundarni hemostazy
jsou napfiklad von Willebrandova choroba, hemofilie A a B nebo nedostatek vitaminu

K jakozto kofaktoru syntézy faktoru Il, VII, IX a X.

Von Willebrandova choroba vznika narusenim funkce nebo hladiny vWF. vWF
je GP syntetizovan v megakaryocytech nebo endotelu. Ma zasadni roli v hemostaze,
a proto mlze tato choroba, v zavislosti na typu, zpUsobit zavazné krvaceni. Choroba
se déli na tfi zakladni typy. Prvni typ von Willebrandovy choroby je nejméné zavazna
forma, pfi které dochazi k ¢asteCnému kvantitativnimu defektu, ale funk&nost vVWF
je zachovana. Druhy typ zahrnuje kvalitativni zmény vWF souvisejici napfiklad se

Vv s

formou a jedna se o uplny nedostatek vWF (Penka et al. 2014).

Hemofilie A a B jsou krvacivé stavy vznikajici defektem FVIII u hemofilie A a FIX
u hemofilie B. Jedna se o recesivni dédicné onemocnéni vazané na chromozom X.
Zeny tedy byvaji prenasecky tohoto onemocnéni a projevy se vyskytuji jen u muza.
Oba chybéjici enzymy koagulacni kaskady jsou syntetizovany jatrech. FVIII vazany
v plazmé na vWF je kofaktor FIXa pfi aktivaci FX. Defekt vede u hemostazy ke vzniku
primarni desti¢kové zatky, ktera vSak neni podpofena dostate€nym mnozstvim fibrinu.
Vysledkem je zpomaleni nebo az nemoznost samovolného zastaveni krvaceni.
NejdulezitéjSi Cast diagnostiky je pomoci aPTT testu monitorujiciho vnéjsi cestu

aktivace koagulace (Penka et al. 2014).
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2.4.2 Trombofilni stavy

Vrozené trombofilni stavy souvisi s mutacemi genu pro faktory koagulaéni
kaskady nebo inhibitory koagulace. Pfikladem je Leidenska mutace, mutace FlI,

antitrombinu Il nebo proteinu C a S.

Leidenska mutace je geneticka porucha FV, ktery pusobi jako kofaktor pfi aktivaci
FX. Aktivita FV je regulovana systémem proteinu C, ktery FV Stépi na neaktivni formu.
Mutaci se stava FV odolngjsi vici aktivovanému proteinu C. Vysledkem je nadmérna
aktivita tohoto faktoru s rizikem zilniho tromboembolismu. A€ se zvySuje riziko vzniku
trombu, nebyva v pfipadé negativhi anamnézy bézné uzivana antikoagulacni léCba
(Kujovich 2011).

Trombus vSak nemusi vznikat jen na zakladé zminénych pficCin. Arterialni
trombozy pFfevazné souvisi s ateroskler6zou. Ateroskleréza znamena ukladani
lipidovych ¢astic, ale i makrofagu, bunék hladkého svalstva nebo Ca?* iontl
do endotelu cév (Obr. 12). Nebezpecny je nestabilni ateroskleroticky plat, ktery mize
svym odtrzenim obnazit kolagen a tkanovy faktor, které aktivuji adhezi a agregaci
trombocytl. Aterosklerdza je hlavni pfi¢inou onemocnéni oznacujicich se souhrnnym
nazvem ischemicka choroba srde¢ni (ICHS). Pfi téchto onemocnénich neni srdci
dodavano dostateCné mnozstvi krve a kysliku. Zuzeni prlsvitu cév s provazejici
sviravou bolesti na hrudi, napf. po zatézi, se oznaCuje jako stabilni angina pectoris.
Pokud dojde k uvolnéni aterosklerotického platu a agregaci trombocytl, dochazi ke
vzniku akutnich forem ICHS. U kompletniho uzavfeni koronarni tepny nastava IM, u

neuplného uzavéru hovofime o nestabilni anginé pectoris.
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7 Tissue factor

8 Cholesterol

9 Mecrotic core

Obr. 12: Prifez aterosklerotickou cévou. Ateroskleréza vznika kumulaci mimo jiné
lipidovych Castic, které jsou pohlceny makrofagy. Tim vznikaji tzv. pé€nové bunky.

Znazornén je TF a agregace trombocytu. Pfevzato z: Turpie a Esmon 2011.

U onemocnénich souvisejicich s ateroskler6zou se uzivaji antiagregancia
(protidestickove |éCiva). AntiagregaCni léCba je soucCasti akutni péCe o pacienty
s akutni formou ICHS, ale také nasledné farmakologické |éCby v ramci sekundarni
prevence, kdy terapie antiagregancii v souhfe s dalSimi IéCivy vyznamné sniZuje

kardiovaskularni mortalitu.

Zilni tromboza je dlsledkem stagnace krve v Zilnim systému z divodu
imobilizace, fixace koncetin nebo dehydratace spole¢né s poSkozenym endotelem.
ZvySena koncentrace koagulacnich faktord a jejich kontakt s TF je podkladem
pro tromboembolickou nemoc (TEN), kdy trombus vznikly v dolnich koncetinach

zpusobi obstrukci v plicnim arterialnim fecisti (Rokyta 2015).

2.5 Antitrombotika

Antitrombotika zahrnuji léCiva inhibujici agregaci trombocytll a koagulaéni
systém. Oba tyto systémy jsou propojeny a vzajemné se aktivuji, pfikladem je aktivace
trombocyty trombinem. Z dlvodu soubé&znych a na sobé& zavislych dé&ju ovliviuji
antiagregancia negativné také koagulaci krve a opacné. V zavaznych akutnich
pfipadech muze uzivani léCiva z obou skupin pfinaset benefit pro pacienta

za souCasného vysokého rizika krvaceni. Béznéjsi je uzivani dualni antiagregacni
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lécby, kdy se kombinuje pfevazné kys. acetylsalicylova s inhibitorem ADP receptoru
(Svihovec a kol. 2018).

2.5.1 Antiagregancia

Antiagregancia pusobi na faze primarni hemostazy, tj. adhezi trombocytd, jejich
aktivaci a agregaci. Na trhu zatim nejsou dostupna léCiva, ktera inhibuji adhezi
destiCek na subendotel. Tyto IéCiva pusobici na VWF nebo GPIb jsou ve fazi vyvoje.
Nejvétsi skupina |éCiv zasahuje do faze aktivace trombocytl. Patfi sem kyselina
acetylsalicylova (ASA) nebo inhibitory ADP receptoru. Do skupiny IéCiv zasahujicich
do aktivace se fadi dale inhibitory fosfodiesterazy 3 (PDE-3) nebo blokatory
serotoninovych receptoru, které jsou vyuzivany pro vazodilatacni ucinky. Dale jsou
dostupné inhibitory GP lIb/llla zasahujici do agregace trombocytii (Svihovec a kol.
2018).

a) Inhibitory COX

Nejuzivangjsi antiagregans je ASA. Pfi vysSich davkach pusobi jako
analgetikum a antipyretikum, pfi nizsi davce 75-100 mg denné jako antiagregans.
Mechanismus ucinku takto nizké davky spociva v inhibici destickové COX 1, ktera
je zodpovédna za syntézu TXA2 z AK. Inhibice COX je ireverzibilni. Acetylaci serinu
v aktivnim misté COX zabrariuje syntéze TXA2. Trombocyt po dobu zZivotnosti (5-7 dni)
neni z ddvodu chybéjiciho genetického aparatu schopny syntetizovat novy enzym
(Svihovec a kol. 2018).

Hlavnim nezadoucim uc€inkem je riziko krvaceni. Muze se projevit tvorbou
modfin, nebo az krvacenim do traviciho traktu. Riziko je zvySené pfi uzivani inhibitord
COX v kombinaci s dalSimi rizikovymi 1é€ivy, tj. antikoagulancia, NSAID, inhibitory
zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) nebo glukokortikoidy. Mezi nezadouci ucinky
patfi také nauzea, zvraceni, pyréza nebo vznik gastroduodenalniho viedu. U astmatik
je riziko vzniku aspirinového astma, ktefi by se proto méli jejimu uzivani vyhybat.
Kontraindikacemi jsou na zakladé nezadoucich uc€inkl astma, krvaceni a aktivni

viedova choroba (Svihovec a kol. 2018).

21



Spolecné uzivani IéCiva s inhibitory protonové pumpy (PPl) muze snizit u€inek
ASA, nebot se jedna o slabou kyselinu, ktera se vstiebava v Zaludku v nedisociované
formé& (Svihovec a kol. 2018).

ASA je uzivana jako sekundarni prevence pfi manifestaci aterosklerézy nebo
ICHS. Vyznamné tak snizuje mortalitu kardiovaskularnich onemocnéni. Po IM
a s ni spojenou koronarni intervenci nebo po zavedeni stentu se voli dualni
antiagregacni lécba, kdy se ASA kombinuje s ADP inhibitory. V primarni prevenci
se antiagregacni lé¢ba voli jen u pacientd s vysokym rizikem kardiovaskularniho
onemocnéni (KVO) (Svihovec a kol. 2018).

Do této skupiny patfi indobufen, ktery vS8ak nema vyuziti a odliSuje

se schopnosti reverzibilng inhibovat COX 1 (Svihovec a kol. 2018).

b) Inhibitory ADP receptoru

Receptor P2Y12 pro ADP je cilem I€Civ, které |ze rozdélit do tfi generaci. Prvni
je dnes jiz obsoletni a neuzivany tiklopidin. Druha generace pfinasi klopidogrel a
do tfeti generace s rychlym efektem patfi prasugrel, tikagrelor a kangrelor. Inhibici
P2Y 12 se zvySuje mnozstvi CAMP v intracelularnim prostoru a trombocyt se stabilizuje.
Uginek se lisi také podle povahy inhibice. Klopidogrel, prasugrel a tiklopidin inhibuji
destiCky ireverzibilngé, coz je vhodné pro dlouhotrvajici u€inek po dobu Zivotnosti
inhibovanych trombocytll. Nevyhoda spociva v pfipadé krvaceni a nutnosti vysazeni
antiagregancia. Reverzibilni blokator tikagrelor a kangrelor pfinasi riziko pfi vynechani
davky vzhledem k uginnosti Ié¢iva po dobu G&inné plazmatické koncentrace (Svihovec
a kol. 2018).

Léciva jsou podavana peroralné s vyjimkou kangreloru, ktery je aplikovan
intraven6zné a jeho biologicky poloCas trva viadu minut. Druhd generace,
tj. klopidogrel se vyznacuje pomalym nastupem ucinku z davodu transformace

na uginny metabolit (Svihovec a kol. 2018).

Mezi nezZadouci ucinky patfi krvaceni, coz je spoleCné pro vSechna
antitrombotika. Zavazna leukopenie a trombocytopenie se muze vyskytnout
u tiklopidinu, proto se dnes jiz neuziva. U 5 % pacientl se pfi 1éEbé tikagrelorem
vyskytne dusnost. Kromé inhibice P2Y 12 dochazi vlivem |éCiva ke zvySeni koncentrace

adenosinu. Ten pusobi na adenosinové receptory na trombocytech, ¢imz se podporuje
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stabilizace, ale plsobi také na adenosinové receptory v mozku, ¢imz se ovliviiuje

dechové centrum a u &asti pacient(i se projevuje dusnosti (Svihovec a kol. 2018).

Vyznamnou interakci je interakce mezi klopidogrelem a inhibitory protonové
pumpy, tj. omeprazol, pantoprazol a dal§i. Omeprazol je inhibitor CYP2C19 a jak bylo
zminéno, klopidogrel se metabolizuje na aktivni formu pravé pfes tento isoenzym.
Omeprazol tedy sniZzuje mnozstvi klopidogrelu v krvi a pacienta ohrozuje vznikem
trombu. V pfipadé kombinace je nejvhodnéjSi zaména omeprazolu za jiné PPI, napf.
rabeprazol nebo pantoprazol, ptipadné volit inhibitor ADP tieti generace (Svihovec a
kol. 2018).

c) Inhibitory GPIIb/llla

DalSi jmenovanou skupinou jsou inhibitory GP IIb/llla abciximab, eptifibatid
a tirofiban. Tyto |éCiva blokuji vazebné misto pro VWF nebo fibrinogen, ale nezabranuji
uvolnéni granul trombocytl. Jsou vhodné do kombinace s ASA nebo inhibitory ADP
receptoru, popfipadé heparinem. Blokaci GP llb/llla mize paradoxné dojit k aktivaci
receptoru a spusténi agregace. Abciximab je monoklonalni protilatka vazajici se silnou
vazbou na pojednotku llb, ale mirné pUsobi i na dalSi integriny trombocytl. Eptifibatid
je heptapeptid ziskany z hadiho jedu a jeho plsobeni je pomérné kratSi oproti

abciximabu. Obé latky se musi podavat intraven6zné (Svihovec a kol. 2018).
2.5.2 Antikoagulancia

Antikoagulancia cili na tfi zakladni cile sekundarni hemostazy: Fll (trombin), FXa
nebo na vice faktori soucasné. Jak bude vysvétleno, trombin a FXa mohou
byt inhibovany pfimo, anebo nepfimo plsobenim pfes AT Ill. PFfimou inhibici
zprostfedkovavaji DOACs, nepfimou inhibici heparin. Ovlivnéni vice koagula¢nich
faktorl je dosazeno inhibici syntézy vitaminu K, ktery je kofaktor pfi syntéze faktort
v jatrech (Svihovec a kol. 2018).

a) Nepfimé inhibitory trombinu a FXa

Hepariny zpUsobuji antikoagulacni ucinek vazbou na AT lll, ktery inhibuje trombin

a FXa. Vazbou heparinu na antitrombin se zméni konformace molekuly a dochazi
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k vys$Si aktivité a inhibici trombinu a FXa. Kromé protisrazlivych u¢inkd ma heparin také

reparacéni schopnosti v misté rany (Svihovec a kol. 2018).

Hepariny jsou glukosaminoglykany, proteoglykany sloZzené z opakujicich
se disacharidovych jednotek. Délka jejich Ffetézce ovliviuje farmakologické viastnosti.
Heparin obsahuje zhruba 50 disacharidovych jednotek. Velké vyuziti maji fragmenty
s 12-24 jednotkami, tzv. nizkomolekularni hepariny, kde pfevlada inhibice FXa
nad trombinem z dlvodu zkracovani fetézce. Jejich vyhodou je vySSi biologicka
dostupnost po aplikaci, delSi doba pusobeni s pfedvidatelngjSi degradaci
a tim presnéjSi predvidatelnosti uCinku. Zastupci této skupiny jsou enoxaparin,
dalteparin a nadroparin. Volbou muize byt i samotna pentasacharidova jednotka

potfebna pro antikoagulaéni efekt nazyvana fondaparinux (Svihovec a kol. 2018).

Nevyhoda heparinu spociva v inhibici pouze volnych faktoru, nikoli téch vazanych
na fibrinova vlakna. Neucinnost nastava ve chvili nedostate€ného mnozstvi AT Il
u pacienta. Posledni komplikaci je nutnost subkutanniho ¢&i intravenézniho podavani
(Svihovec a kol. 2018).

Spole€nym nezadoucim ufinkem je opét krvaceni. Mezi dalSi nezadouci ucinek
pfedevSim u nefrakciovaného heparinu patfi vznik heparinem-indukované

trombocytopenie (Svihovec a kol. 2018).

Tato skupina léCiv ma vyuZiti jako prevence srazeni krve u hemodialyzy, jako
kratkodoba antikoagulacni [é€by pfi riziku vzniku TEN nebo u IéEbu trombofilnich stava
(Svihovec a kol. 2018).

b) PFimé inhibitory trombinu

Jediny zastupce této skupiny dabigatran se vaze na aktivni misto trombinu
a zabranuje tak aktivaci fibrinogenu. Mirné ovliviuje také dalSi koagulaéni faktory V,
VIl a IX. Dabigatran se podava peroralné, stejné jako ostatni Iéky ze skupiny DOACs.
Jeho absorpce je zavisla na P-GP. Inhibitory P-GP jako azolova antimykotika,
klaritromycin, verapamil a dalSi zvySuji mnozstvi dabigatranu v krvi a jeho
antikoagula¢ni plasobeni. Induktory, mezi které patfi napf. tfezalka, dexamethason
nebo fenobarbital snizuji absorpci Ié&iva (Svihovec a kol. 2018). Kromé standartniho

nezadoucich uc€inku krvaceni se mize vyskytnout dyspepsie.
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Indikacemi dabigatranu je prevence embolizace u pacientd s fibrilaci sini

nebo jako prevence a lé&ba TEN (Svihovec a kol. 2018).

c) PFimé inhibitory FXa

Mechanismus ucCinku spociva v inhibici aktivace trombinu. Protisrazlivy ucinek
je podporen inhibici aktivace trombocytu, jelikoz mohou byt aktivovany trombinem
pusobenim na receptor PAR-1. Uzivanymi zastupci tzv. xabanl jsou apixaban,

rivaroxaban, endoxaban (Svihovec a kol. 2018).

Oproti dabigatranu neni biologicka dostupnost zavisla na aktivité P-GP.
VyznamnéjSi interakce u apixabanu a rivaroxabanu je dana farmakokinetickou
interakci na CYP450. Nejvétsi roli hraje enzym CYP3A4, jehoz inhibice zvySuje ucinek
antikoagulancii. Mezi silné inhibitory patfi napf. klaritromycin nebo opét azolova

antimykotika. VV opa&ném pfipadé se uginek snizuje (Svihovec a kol. 2018).

Indikace jsou podobné jako u dabigatranu. Xabany maji vyuZiti u prevence
nebo IéCby Zilnich trombdz, dale jako prevence iCMP u fibrilace sini a rivaroxaban

v rdmci sekundarni prevence aterotrombotickych pfihod (Svihovec a kol. 2018).

d) Antagonista vitaminu K

Mechanismus uc¢inku warfarinu spociva v inhibici karboxylace koagula¢nich
faktort a nevytvoreni tak funkéni skupiny pfenesené z vitaminu K. Vitamin K se podili
jako kofaktor na syntéze faktort VII, IX, X a trombinu v jatrech. Uginkem warfarinu
dochazi i ke sniZzeni syntézy proteinu C a S. Nejprve nastane sniZzeni koncentrace
proteinu C z divodu nejkratSiho plazmatického polo€asu. Jeho funkci je inhibice
koagulace, proto v prvnich dnech IéCby dochazi k hyperkoagulacnimu stavu. Nez
dojde kdepleci i koagulacnich faktorl a tim nastoupeni ucinku warfarinu, je

v kombinaci uzivan typicky heparin (Svihovec a kol. 2018).

Oproti DOACs nema warfarin tolik pfedvidatelny ucinek, davkovani je proto
voleno podle vysledku koagulacnich testu PT, vyjadfovaném v INR. Interakce spociva
pfedevSim v enzymu CYP2C9, ktery pfeménuje warfarin na méné aktivni izomer.
Plazmatické hladiny warfarinu ovliviiuji nejen dalSi IéCiva pusobici inhibici &i indukci
CYP2C9, ale také Casty polymorfismus enzymu. Pacienti musi udrZzovat stabilni pfisun

vitaminu K, jehoZ nadmérna konzumace snizuje G&inek Ié&iva (Svihovec a kol. 2018).
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LéCivem volby je u fibrilaci sini, ale uziva se u vSech trombotickych pfihod

i z dGvodu jeho dlouhodobého uZivani a ovéfené uginnosti (Svihovec a kol. 2018).
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3 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace je zhodnoceni alkaloidu fascaplysinu jako potencialni

antitrombotické latky ve fyziologickych relevantnich vzorcich.
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4 METODICKA CAST

4.1 Cytotoxicka aktivita

Jednou z moznosti, jak hodnotit vliv latek na proliferaci bunék nebo naopak urcit
jejich toxicitu, jsou metody zaloZzené na spektrofotometrii. Mezi dalSi metody
Ize jmenovat napfiklad svételnou a elektronovou mikroskopii nebo cytofluorometrii
(Galluzzi et al. 2009).

Princip stanoveni cytotoxicity vyuzivajici spektrofotometrii spoc€iva v inkubaci
bunék s lehce zbarvenymi €i bezbarvymi tetrazoliovymi solemi, které se za pfitomnosti

bunéénych enzymu redukuji na vyrazné zbarvené derivaty (Berridge et al. 2005).

Zminéné enzymy katalyzuji pfenos elektronl. K reakci dochazi vSak pouze
za pfitomnosti Zivotaschopnych bunék. Mezi vznikem barevného derivatu a poctem
metabolicky aktivnich bunék je tedy pfima uméra. Mezi uzivané tetrazoliové soli patfi
MTT, MTS nebo WST-1, jez byly pojmenovany na zakladé své chemické struktury,
s vyjimkou WST-1, coz je obecny nazev pro tetrazoliové soli rozpustné ve vodé,

v angli¢tiné ,Water Soluble Tetrazolium® (Galluzzi et al. 2009).

Rozdil mezi MTT a solemi MTS a WST-1 spociva v produktu reakce. U MTT
vznika redukci mitochondrialnimi enzymy ve vodé nerozpustna sul formazanu, jez
se hromadi v cytosolu buriky. Smrti buriky dojde k uvolnéni barevné soli a ta
je nasledné spektrofotometrii detekovana. V pfipadé MTS a WST-1 vznika ve vodé
rozpustny formazan, ktery prochazi membranou bunék a neni pro né toxicky (Galluzzi
et al. 2009).

Vyhody testu cytotoxicity s pouZitim tetrazoliovych soli spoc€ivaji v nenaro¢nosti
metody na laboratorni vybaveni a také jsou v porovnani s dalSimi metodami méné
finanéné nakladné. Soucasné Ize zkoumat nékolik vzork( najednou a konkrétné u testu
s rozpustnymi produkty reakce (MTS nebo WST-1) Ize sledovat vliv zkoumané latky

na proliferaci bunék v ¢ase (Galluzzi et al. 2009).

Toxicita fascaplysinu na lidské trombocyty byla hodnocena s vyuzitim MTS
assay. Chemicky nazev soli je 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium. Jeji redukci vznika fialové

zbarveny produkt formazan za souCasné oxidace NADH na NAD* (Galluzzi et
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al. 2009). MTS se uziva spolecné s fenazinem ethosulfatem, ktery se u€astni pfenosu

elektronl a usnadrniuje redukci tetrazoliové soli (Berridge et al. 2005) (Obr. 13).
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Obr. 13: Redukce MTS na formazan za souc¢asné oxidace NADH. Fenazin ethosulfat

usnadnuje redukci MTS soli. Pfevzato z: Riss et al. 2013.

Testovani probihalo na 96-jamkové mikrotitraCni destiCce, ktera je casto
uzivana pro paralelni analyzu vzorkd. Mezi testovana Ccinidla patfil fascaplysin
v koncentracich 0.1 uyM, 1 uM, 10 pM, 25 uM, 50 pM, 75 uyM a 100 pM. Testem
cytotoxicity byl podroben dale dimethylsulfoxid (DMSO) 0.1% jako blank a detergent
dodecylsiran sodny (SDS) 10%, ktery usmrcuje vSechny buriky.

Roztok fascaplysinu vznikl nafedénim lyofilizatu lahvicky o hmotnosti obsahu
1 mg, ktery je pfi teploté - 20 °C stabilni po dobu az tfi let. Po pfidani 326 yL DMSO
vznikl roztok o koncentraci 10 mM, ktery se uchovava v alikvotech v mrazu pfi teploté

- 20 °C, se stabilitou minimalné 1 mésic od zfedéni (MedChemExpress Hl).

Rozpoustédlo DMSO byl uchovavan pfi pokojové teploté mimo zdroj svételného

zareni.

Pro hodnoceni cytotoxicity byla ziskana PRP od 3 zdravych darcua. Pfed jejim
smisenim s analyzovanymi latkami do urCené koncentrace byla PRP upravena

na jednotné mnozstvi trombocyt 3x108 trombocytt/mL. Proces je podrobnéji popsan
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v nasledujici Casti 4.2 vénujici se hodnoceni vlivu fascaplysinu na agregaci

trombocytu.

Metoda dale spocivala v pipetovani objemu 100 pL pfipravenych roztok
analyzovanych latek s PRP do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky po triplikatech.
Roztoky byly inkubovany 24 hodin a poté se do jednotlivych jamek pfidalo 20 uL MTS.
Nasledovala opét inkubace mikrotitracni desticky po dobu 4 hodin pfi teploté 37 °C
a atmosféfe 5 % CO2. Po dokoncCeni inkubace byla viabilita bunék zhodnocena na
pfistrojovém vybaveni Hidexu (Hidex, Turku, Finsko) metodou spektrofotometrie,

kde bylo méfeno mnozstvi absorbovaného zareni pfi vinové délce 490 nm.
4.2 Agregace trombocytt

Pro experimentalni hodnoceni vlivu alkaloidu fascaplysinu na agregaci
trombocytll byla pouzita krev od 10 zdravych darcu. Tato skupina darcu
zahrnovala 50 % Zen a 50 % muZzu pro zachovani reprezentativniho vzorku (Obr. 14).
Primérny vék byl pfiblizné 27 let. Aby bylo eliminovano ovlivnéni vysledkl agregace
trombocytu, byli darci pouceni, aby se na odbér dostavili nalaéno. Dale byli instruovani,
aby se v pfedchozim dni vyvarovali uzivani alkoholu a IéCiv, které by mohly ovlivnit
reaktivitu trombocytd, napf. nesteroidni antiflogistika (NSAID). Krev byla darcim
odebirana rano, bezprostfedné pFfed uZitim k experimentu. Odbér probihal

do zkumavky s citratovym pufrem, jenz plni funkci protisrazlivého cCinidlo.
POHLAVI

—

Obr. 14: Zastoupeni pohlavi darcl v experimentu.

Muz
50%

U poloviny darcu probéhl vyzkum vlivu fascaplysinu na trombocyty za pouziti
AK jako kli¢ového faktoru indukce aktivity trombocytl (Tab. 1). U druhé poloviny darcu
byl za stejnym ucelem pouzit pfi experimentu kolagen (Tab. 2). Pro poskytnuti pfehledu

o fyzickém stavu darc(, zahrnuji ziskana data od jedincu také jejich vék, vySku a vahu.
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Na zakladé zminénych udaju se vypocitalo BMI. U vétSiny darcu se BMI pohybuje
v normalnich hodnotach, tedy od 18.5 do 24.9 kg/m? &i v lehké nadvaze, ktera

je definovana hodnotami 25-29.9 kg/m?.

Tab. 1: Seznam darcl, jejichz plazma byla uzita k experimentu s AK.

Arachidonova kyselina
Vzorek €. Pohlavi Vék Vyska [cm] Vaha [kg] BMI [kg/m?]

1 M 26 175 68 22.20
2 M 28 170 65 22.49
3 Z 25 161 62 23.92
4 Z 23 163 59 22.21
5 Z 28 173 61 20.38

Tab. 2: Seznam darcu, jejichz plazma byla uzita k experimentu s kolagenem.

Kolagen
Darce €. Pohlavi Vék Vyska [cm] Vaha [kg] BMI [kg/m?]
M 35 158 57 22.83
24 179 85 26.53
M 27 170 74 25.66
Z 24 173 80 26.73
10 z 28 165 67 24.61

4.2.1 Zpracovani krve darcu

Plnou krev od darce bylo nezbytné bezprostfedné po odbéru centrifugovat.
Tento proces probihal v citratovych zkumavkach na stolni centrifuze pfi 1000 otackach
za minutu (rpm) po dobu 10 minut. Po skonceni centrifugace byla krev ve zkumavce
viditeIné separovana na dvé vrstvy. V dolni ¢asti zkumavky se nachazely erytrocyty,
zatimco v horni ¢asti PRP. PRP se separovala pomoci vhodné velikosti automatické
pipety do pfedem oznacené Falcon zkumavky. Dbalo se na dukladné odebrani plazmy
bez pfimési erytrocytl. Po odebrani maximalniho mnozstvi PRP byly citratové

zkumavky opét centrifugovany na 10 minut pfi 4000 rpm. Po dokonc&eni procesu
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se stejnym zplsobem jako v pfedeSlém kroku odebrala PPP, do druhé oznacené
Falcon zkumavky. Odbér probihal opét bez pfidavku erytrocytu. Teplota PRP a PPP

byla po dobu experimentu udrZzovana na 37 °C.

4.2.2 Kvantifikace trombocytt v plazmé

Pro experiment bylo stanoveno jednotné mnozZstvi trombocytld v plazmé
na 3x108 trombocytd/mL. Kvantita trombocytl se zhodnotila pomoci komory
dle Neubauera, ktera patfi mezi rozSifenou metodu pocitani bunék v biologickych

vzorcich.

Neubauerova komurka se sklada z podlozniho skla, na jejimz stfedu se nachazi
dvé pocitaci komory. Na vrchni stranu podlozniho skla se pomoci dvou kovovych

svorek pfipevnil sklenény kryt. Timto mezi obéma skly vznikl prostor o vySce 0.1 mm.

Roztok, jenz byl aplikovan do pocitaci komory, se pfipravil smisenim 5 uyL PRP
a 195 uL dH20. Automatickou pipetou se z pfipraveného roztoku odebralo 10 uL
a aplikovalo se do horni pocitaci komory mezi podlozni a kryci desku. Stejné mnozstvi

roztoku se pipetovalo do dolni komory.

Trombocyty se pozorovaly s vyuZzitim optického mikroskopu na pocitaci mfizce
(Obr. 15). Pfi uziti objektivu mikroskopu se zvétSenim 10x, Ize pozorovat 9 velkych
étvercli o délce strany 1 mm a objemu 0.1mm3. Buriky v biologickém materialu
Ize poCitat na rohovém nebo centralnim ctverci. Rohové casti slouzi predevSim
k pocitani Castic vétSich 10 um, mezi néz patfi napf. leukocyty. Centralni ¢tverec, jenz
slouzil i pro nade ucely, slouzi ke kvantifikaci trombocytl a erytrocytd. Tento centralni
prostor je pod objektivem mikroskopu se zvétSenim 40x rozdélen do 25 menSich
¢tvercl. Objem jednoho tohoto &tverce Cini 0.004 mm?3 s délkou strany 0.2 mm
(Walberg 2001). Trombocyty se s€italy v ndhodné vybranych dvou ¢tvercich z horni
komory podlozniho skla a dvou ¢&tvercich z dolni komory. PFi scitani trombocytl
se postupovalo systematicky zleva doprava, pficemz se do celkového poctu
nepocitaly bunky pfilehlé na dolni a levé strané Ctverce.
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Obr. 15: Pocitaci mrizka komory dle Neubauera s uvedenym rozmérem stran
Ci objemem cCtverce. R = rohovy d&tverec, C = centralni ¢tverec. Modfe oznaceny

¢tverec o objemu 0.004 mm?3 slouzi k s¢itani trombocytu.

Ze ziskanych hodnot trombocytl z optického mikroskopu se vypocitalo

mnozstvi trombocyti v 1 mL RPP (Rovnice 2).

Rovnice 2: Vypocet mnozstvi trombocytd na 1 mL PRP. @ tr.= primér trombocytl

ve Ctvercich o objemu 0.004 mm3.

x=0tr.x25x10000 x 40

4.2.3 Modifikace plazmy

Pro dosahnuti cilové koncentrace 3x10® trombocytl/mL se nafedi PRP
s vyuzitim PPP, pfipadné fyziologickym roztokem. Trombocyty v PRP maji tendenci
se shlukovat. Do zkumavky se ztohoto dlvodu pfidala apyraza, enzym inhibujici
shlukovani trombocytl. Pfidala se v takovém mnozstvi, aby v celkovém objemu PRP

zaujimala koncentraci 0.02 1U/mL.
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4.2.4 Priprava roztoku Cinidel

Podle typu experimentu se zhotovily roztoky AK nebo kolagenu a dalSich Cinidel

v koncentracich uvedenych v Tab. 3.

Tab. 3: Cinidla a jejich koncentrace, které jsou potfebné k experimentu. C1 znadi
koncentraci roztoku, kterou €inidla zaujimaji v celkovém objemu mikrokyvety, tedy
ve 200 uL. C2 jsou koncentrace roztokd, které je potifeba pfipravit. Po napipetovani

10 uL C2 roztokd do mikrokyvety budou v celkovém objemu 200 pL Cinit C1.

Kys.
Fascaplysin [uM] Kolagen [ug/mL] arachidonova DMSO [%]

[mM]

C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2

100 2000 10 200 0.75 15 0.1 2

75 1500 5 100 0.5 10

50 1000 25 50 0.25 5

25 500 1.25 25 0.125 25

10 200 0.625 12.5

1 20 0.3125 6.25
0.1 2

Roztoky AK (ASPI test) se zhotovily z lyofilizovaného obsahu pfidanim 1000 uL dH20.
Rozpusténim vznikl roztok o koncentraci 15 mM. Pfed i po rekonstituci se ASPI test
uchovava pfi teploté 2-8 °C, pfiCemz stabilita roztoku je jen 24 hodin. Pfi uchovavani
v mrazu od -15 do -25 °C je AK stabilni 4 tydny (Diapharma 2018).

Roztoky kolagenu jsou pfipravovany z lyofilizatu pfidanim 500 upL dH20,
Cimz se ziska koncentrace zasobniho roztoku 1 mg/mL. Uchovavani lyofilizatu
i roztoku je pfi teploté 2—8 °C. Stabilita roztoku je v tomto pfipadé 4 tydny, pfi pokojové
teploté jen 24 hodin (HYPHEN BioMed 2021).
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4.2.5 Turbidimetricka agregometrie

Méreni a vyhodnoceni vysledkl probéhlo na agregometru Apact 4004 (DiaSys,
Holzheim, Némecko). Jedna se o poloautomaticky ctyfkanalovy pfistroj navrzeny
pro méfeni agregace trombocytl z PRP. Méfeni je zalozené na principu turbidimetrie.
Mikrokyvetou, s magnetickym michadlem pro zajisténi homogenizace, prochazi svétlo
o velikosti 740 nm. Po zapnuti agregometru se pfistroj vytemperuje na teplotu
37.4°C+0.3°C.

Kazdy vzorek PRP od darce byl podroben analyze zahrnujici pozitivni kontrolu
a oveéfeni, zda DMSO 0.1% a fascaplysin nema vliv na agregaci trombocytu.
Nasledovala analyza PRP s preinkubaci s fascaplysinem za pfitomnosti agregacniho

Cinidla. Méfeni probihalo pro ovéreni spolehlivosti minimalné v duplikatech.

Pozitivni kontrola se uskutecnila s cilem ovéfit, ze dany experiment je schopen
detekovat poZzadovany jev a pfipadné zabranit faleSné negativnimu vysledku. Podle
typu experimentu byla volena AK nebo kolagen. Pfed méfenim na pfistroji bylo
vyzadovano vytemperovani agregometru na 37.4 °C. Zjistila se prlichodnost svétla
v mikrokyveté u PPP a nasledné u PRP. Po ziskani referen¢nich hodnot zapocala
analyza napipetovanim 190 yL PRP do mikrokyvety. Umisténim do agregometru se
spustilo méfeni. Po vyckani 30 vtefin se k PRP pfidalo 10 yL Cinidla k indukci
agregace. Méfeni se ponechalo pusténé do samovolného zastaveni, tedy po dobu 360
vtefin. Bylo potfeba zméfit agregaci u vSech pfipravenych koncentraci agregacniho
¢inidla (Obr. 16).

Cilem hodnoceni DMSO 0.1% a fascaplysinu v uzivaném spektru koncentraci
bylo ovéfeni, zda samotné latky neovliviiuji vysledky experimentu. Postup probihal

stejnym zpUsobem jako pozitivni kontrola.
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190 pl PRP + 10 ul Cinidla

L/

| | » 360 s

Obr. 16: Schéma méfeni agregace na agregometru Apact 4004 vyuzivané pro pozitivni
kontrolu experimentu a pozorovani vlivu DMSO 0.1% a fascaplysinu bez induktoru

agregace na agregaci krevnich desti¢ek. Cinidlo = AK, kolagen, DMSO, fascaplysin.

Pfi zkoumani vlivu fascaplysinu na trombocyty za pfitomnosti agregacniho
Cinidla se do kyvet napipetovalo 180 uL PRP. Nasledovalo pfidani 10 pL roztoku
fascaplysinu. V ten moment se na agregometru zapnula inkubace na 30 sekund.
Po uplynuti této doby byla inkubace vypnuta a spustilo se méfeni. V ¢ase 30 vtefin
se do mikrokyvety napipetovalo 10 pL AK ¢&i kolagenu. Méfeni probihalo

az do samovolného ukonceni po 360 sekundach (Obr. 17).

30 s inkubace + 10 i Cinidla

—

1
|
[ O0s 30s

180 pl PRP + 10 pl
fascaplysinu

» 360 s

Obr. 17: Schéma méfeni agregace na agregometru Apact 4004 vyuZivané
pro experimentalni hodnoceni vlivu fascaplysinu na agregaci trombocytl s induktorem

agregace AK nebo kolagenu. Cinidlo = AK, kolagen.
4.3 Koagulaéni kaskada

Vliv fascaplysinu na koagulatni kaskadu byl hodnocen pomoci
poloautomatického koagulometru Ceveron four (Technoclone, Viden, Rakousko). Mezi
sledované parametry patfil aPTT, PT a TT. Tento koagulometr funguje na zakladé

mechanické detekce srazeniny v jednorazovych kyvetach. Kazda kyveta obsahuje
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ocelovou kuli¢ku, kterd béhem méfeni rotuje. Pokud v prub&éhu méfeni vznikne

srazenina, kuliCka je zachycena a Cas je zaznamenan koagulometrem.

Prace probihala s lyofilizovanou plazmou (Technoclone Coagulation Control
Normal®) pfipravenou z citratové plazmy zdravych darcli obsahujici veskeré
koagula¢ni parametry. Tato plazma se pred rekonstituci skladuje pfi teploté 2-8 °C.
Po rekonstituci pfidanim 1 mL dH20 je plazma stabilni po dobu 8 hodin pfi teploté
2— 8 °C nebo 4 hodiny pfi pokojoveé teploté. Je mozné zmrazeni pfi méné jak — 20 °C

na 1 mésic (Diapharma 2022a).

VSechny zminéné parametry byly podrobeny tfem méfenim, pfiemz kazdy krok

byl zméfen minimalné v duplikatu.

4.3.1 Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT)

aPTT sleduje vnitfni cestu koagulacni kaskady. Latky potfebné pro tento test
zahrnuji roztok plazmy Coagulation Control Normal, Dapttin® TC a Technoclone
Calcium Chlorid 25 mmol/l (chlorid vapenaty, CaClz). Dapttin obsahuje kromé silic
a sulfatidd purifikované fosfolipidy. Je dodavan ve formé lyofilizatu uréeného
k rekonstituci. Uchovava se pfi teploté 2-8 °C. Po rozpusténi se skladuje pfi teploté
4 °C po dobu az 15 dni nebo 6 mésicu pfi — 20 °C (Diapharma 2016a). CaCl2 je
dodavan ve formé roztoku 25 mmol/l. Uchovava se pfi teploté 2-8 °C. Po otevieni se
udrzuje pfi stejné teploté se stabilitou po dobu 8 tydnl (Diapharma 2022b). Jmenovana
Cinidla potifebna pro tento test musela byt pfedem vytemperované na teplotu 37 °C,

coz bylo provedeno na pfislusnych pozicich pro reagencia na koagulometru.

Analyza zahrnovala nejprve zjisténi aPTT u Cisté plazmy. Déle bylo nutné ovéfit,
zda DMSO 0.1% neovliviiuje koagulaci. Jako antikoagulans, ktery je schopny inhibovat
koagulacni kaskadu, byl pouzit heparin. Poslednim krokem bylo otestovani vlivu

fascaplysinu na vnitfni cestu koagula¢ni kaskady.

Test se zahajil napipetovanim 100 uL plazmy (37 °C) do kyvety s ocelovou
kulickou. Bezprostfedné poté se pfidalo 100 uL roztoku Dapttinu (37 °C). Po pfidani
se na koagulometru spustil odpocet inkubace 2 minuty. Po uplynuti 120. vtefiny se
do kyvety aplikovalo 100 yL CaClz (37 °C). Spustilo se méfeni a uvedeny €as vzniku

koagulatu se zaznamenal (Obr. 18). V pfipadé pozitivni kontroly heparinem
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¢i zkoumani vlivu DMSO 0.1% nebo fascaplysinu na koagulaci byly latky pfidavany
v prvnim kroku do kyvety jiz pfedem smisené v pozadovanych koncentracich

s roztokem plazmy.

Plazmy Dapttinu

Obr. 18: Schéma postupu pfi méfeni aPTT na koagulometru Ceveron four.

o)

4.3.2 Protrombinovy ¢as (PT)

PT monitoruje vnéjSi cestu koagulacni kaskady pfi pouziti Cinidla Technoplastin
HIS. Neoteviené Cinidlo se uchovava pfi teploté 2—8 °C po dobu expirace uvedenou
od vyrobce na etiketé. Po otevieni se uchovava pfi teploté 2-8 °C po dobu 6 dni
s moznosti zmrazeni pfi — 20 °C na 2 mésice (Diapharma 2016b). Plazma

i Technoplastin museji pfi méfeni dosahovat teploty 37 °C.

Méreni obnaselo opét stanoveni PT u Cisté plazmy. Nasledovalo stanoveni Casu
do vzniku sraZzeniny za pfitomnosti heparinu jako pozitivni kontroly a DMSO 0.1%.
V poslednim kroku se zkoumal PT u plazmy s fascaplysinem jako potencialnim

inhibitorem koagulace.

Méreni spocivalo v napipetovani 100 uL plazmy (37 °C) do kyvety s ocelovou
kulickou. lhned po pfidani se spustilo méfreni inkubace po dobu 1 minuty. Poslednim
krokem bylo aplikovani 200 pL Technoplastinu HIS (37 °C) do kyvety. Po jeho pfidani

se spustilo méfeni na koagulometru a vysledny ¢as se zaznamenal (Obr. 19).

100 pl Inkubace 1 min. + 200 pl
Plazmy

Technopl.
Obr. 19: Schéma postupu pfi méfeni PT na koagulometru Ceveron four.
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4.3.3 Trombinovy ¢as (TT)

TT monitoruje spoleCnou cestu koagulacni kaskady, konkrétné aktivitu
trombinu. Nerekonstituovany lyofilizovany obsah se uchovava pfi teploté 2—8 °C po
dobu uvedenou na etiketé. Po rozpusténi lyofilizované reagencie v 6 mL dH20 se
uchovava pfi teploté 12 °C po dobu 24 hodin nebo 1 mésic pfi teploté — 20 °C
(Diapharma 2016c¢). Na rozdil od pfedchozich hodnocenych testl je zde nutné, aby

teplota Cinidel dosahovala pokojové teploty.

Pfed hodnocenim ovlivnéni TT fascaplysinem byl zméfen €as u Cisté plazmy,
DMSO 0.1% a heparinu. Méfeni spocivalo v aplikaci 200 yL plazmy (pokojova teplota)
do jednorazové kyvety v koagulometru. Nasledovala inkubace na 1 minutu
a v 60. vtefiné byl pfidan Thrombin Reagent (pokojova teplota) v objemu 200 uL.

Ziskany Cas na koagulometru se zaznamenal (Obr. 20).

200 ul Inkubace 1 min.
Plazmy

Obr. 20: Schéma postupu pfi méfeni TT na koagulometru Ceveron four.

4.4 In vitro hodnoceni aktivity trombinu a faktoru Xa pomoci

chromogennich substratt

Zde se pomoci specifickych in vitro testd s vyuzitim chromogennich substratd
hodnotil vliv na vyznamné faktory koagulaCni kaskady, a to na trombin a FXa.
Chromogenni substraty jsou bezbarvé nebo téméf bezbarvé latky, které
se enzymatickou reakci méni na latky vyrazného zbarveni. Vznikajici produkty
zpusobuiji v pfitomnosti enzymu zménu absorbance zarfeni prochazejiciho vzorkem.
Zména absorbance byla detekovana readerem Hidexu (Hidex, Turku, Finsko). Jedna
se o pristrojové vybaveni schopné detekce na zakladé fotometrie, fluorimetrie

a luminiscence.
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441 Chromogenni substrat pro trombin

Chromogenni substrat Chromogenix S-2238 pro trombin je molekula slozena
z aminokyselin spojené peptidovou vazbou a z p-nitroanilinu tvofici amid
s karboxylovou skupinou aminokyseliny argininu (Obr. 21). Za pfitomnosti enzymu
trombinu dochazi k uvolnéni p-nitroanilinu a tim ke zvySeni absorbance pfi vinové
délce 405 nm.

HClH, M

Obr. 21: Chemicka struktura substratu S-2238 pro trombin. Prfevzato z: Diapharma,

Chromogenic substrates.

Substance uzité vtéto metodé byly S-2238, trombin, TBS pufr, DMSO,
antikoagulans argatroban a fascaplysin. Metoda probéhla na 96-jamkové mikrotitracni
destiCce a zpUsob, jakym byly latky aplikovany na destiCku, véetné jejich objema

a koncentraci, je zobrazen na Obr. 22.
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75 ul latky 75 ul latky
40 l +75 pl 40 pl +75pl
substratu  enzymu substratu enzymu

Fascaplysin 100 pM
DMSO 0,1% Fascaplysin 75 pM
Argatroban 5 uM Fascaplysin 50 pM
Argatroban 1 pM Fascaplysin 25 pM
Argatroban 0,5 uM
Argatroban 0,1 uM

Argatroban 0,05 pM
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Obr. 22: Schéma mikrotitracni desticky pfed inkubaci v Hidexu. Barvy jednotlivych
jamek pfislusi stejné zbarvenych popiskdm. Sipky zna&i smér pipetovani substratu po

inkubaci v Hidexu.

TBS pufr se slozeni 50 mM Tris + 150 mM NaCl a pH 7.4 byl uzit jako vehikulum

analyzovanych latek, a proto byl sou¢asti méfeni jako blank.

S-2238 je dodavan ve formé lyofilizovaného obsahu a pfi teploté 2-8 °C
je stabilni po dobu expirace uvedené na etiketé od vyrobce. Jeho roztok s dH20 si pfi
teploté 2—8 °C zachovava své vlastnosti 6 mésict (Diapharma 2016d). Trombin 100

IU/mL byl skladovan v alikvotech pfi teploté —20 °C.

Metoda spociva v naneseni substanci do mikrotitracni destiCky takovym
zpusobem, aby se pred mérenim absorbance premistil substrat multikanalovou
pipetou smérem, jaky je znazornén Sipkami na Obr. 22. V této chvili tvofila jamka se
vSemi substancemi objem 190 L. Tato hodnota byla dulezita pro vypocty koncentraci
Cinidel, které je potfeba pfipravit.

Pripravené koncentrace roztokl se tedy automatickou pipetou aplikovaly
do jednotlivych jamek po duplikatech. Do dvou sloupcli jamek byl aplikovan samotny
substrat pro trombin S-2238 o objemu 40 pL. Substrat byl pfidavan v koncentraci

1.78 mM, &imz se v celkovém mnozstvi 190 uyL dosahlo koncentrace 0.375 mM.
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Nasledné se do vedlejSich dvou sloupct jamek umistily po duplikatech jednotlivé latky
po 75 pL, tj. pufr, DMSO 0.1%, argatroban a fascaplysin v zobrazenych koncentracich.
Do téchto jamek byl nasledné pfidan také enzym trombin, nicméné k tomu doslo
az bezprostfedné pred zacatkem inkubace mikrotitracni desticky v Hidexu. Vypoctem
bylo zjisténo, Ze je potfeba pfipravit roztok trombinu o koncentraci 1.9 IU/mL,

aby finalni koncentrace enzymu ve 190 uL byla 0.75 IU/mL.

Pro méfeni musi zafizeni Hidexu dosahovat teploty 37.3 °C. Po spinéni tohoto
pozadavku, v€etné spravné nastavenych podminek vinové délky a intervalech
detekce, se do jamek s latkou aplikuje 75 pL trombinu. Poté se vlozila desticka
do Hidexu za ucCelem inkubace po dobu 10 minut. S uplynutim tohoto Casu
se na vyjmuté destiCce z Hidexu pfemistil pomoci multikanalové pipety obsah jamek
se substratem do jamky s latkou a enzymem trombinem. DestiCka se poté vlozZila zpét
do Hidexu. Podle pfedem nastaveného programu se méfi absorbance kazdou minutu

(30 cyklu) pfi 405 nm. Celkem byly provedeny tfi méfeni.

4.4.2 Chromogenni substrat pro faktor Xa

Pro hodnoceni aktivity FXa slouzi substrat Chromogenix S-2222. Struktura
obsahuje rovnéz aminokyseliny a pusobenim FXa dojde k oddéleni p-nitroanilinu (Obr.

23). Tento jev se projevi zvySenim absorbance zareni vinové délky 405 nm.

HCleH, M

Obr. 23: Chemicka struktura substratu S-2222 pro FXa. Prevzato z: Diapharma,

Chromogenic substrates.
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Mezi

uzité substance patfi

S-2222, FXa, pufr,

DMSO,

antikoagulans

rivaroxaban a fascaplysin. ZpUsob pfipravy mikrotitraéni destic¢ky je znazornén na Obr.

24.

DMSO 0,1%
Rivaroxaban 5 uM

Rivaroxaban 1 pM
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Obr. 24: Schéma pfipravy roztokd do mikrotitracni desti¢ky pfed inkubaci v Hidexu.
Barvy jednotlivych jamek patfi ke stejné zbarvenym popiskdm. Sipky zna&i smér

pipetovani substratu po inkubaci v Hidexu.

Vehikulum tvofil pufr se sloZzenim 150 mM Tris + 150 mM NaCl + 7.5 mL EDTA
s pH 7.4. Zaroven plinil funkci blanku.

S-2222 je v podobé lyofilizatu skladovany pfi teploté 2—-8 °C. Pfi stejnych
podminkach je skladovany po rekonstituci dH20 az po dobu 6 mésicu (Diapharma
2016e). FXa byl uchovavan v alikvotech pfi —20 °C.

Stejné jako v pfedchozim testu u substratu pro trombin, byl do dvou vedle sebe
lezicich sloupcu jamek pipetovan S-2222. Nicméné tentokrat je jeho objem 50 yL a tim
se celkovy objem jamky po smiseni veSkerych slozek dostal na 200 pL. Cilem
substratu bylo dosahnout v tomto objemu 200 uyL koncentrace 0.8 mM. Byl proto
pfipraven roztok substratu s koncentraci 3.2 mM. VedlejSi dva sloupce nalezely 75 L

latky, tj. pufr, DMSO 0.1%, rivaroxaban a fascaplysin a 75 yL FXa pfidaného opét
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az bezprostfedné pfed inkubaci v Hidexu. Zde byl pfipraven roztok FXa o koncentraci

5.3 IU/mL, ¢imz v celkovém obejmu 200 uL bude tvofit 2 [U/mL.

Po dosazeni teploty 37.3 °C na Hidexu se doplnil do jamek s latkami 75 uL enzymu
Xa. Nasledovala inkubace destiCky v Hidexu pouze na 1 minutu. Po uplynuti této doby
se multikanalovou pipetou premistil obsah jamek se substratem do roztoku latky
s enzymem podle Sipek na schématu. DestiCka se umistila do Hidexu a spustilo
se méfeni. Absorbance pfi vinové délce 405 nm byla méfena kazdou minutu

v celkovém poctu 30 cykld. Celkem byly provedeny tfi méfeni.
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5 VYSLEDKY

5.1 Cytotoxicka aktivita

V prvni €asti této prace byla podrobena analyze viabilita trombocytu lidské PRP
od zdravych darcl po inkubaci s fascaplysinem. Metodou s MTS byly testovany takové
koncentrace fascaplysinu, které byly vyuzity ve vSech experimentech, tedy
od 0.1 do 100 pM. Soucasti testu bylo hodnoceni cytotoxické aktivity také DMSO

0.1%, ktery slouzil jako rozpoustédlo a vehikulum testovaného alkaloidu a SDS 10%

v roli pozitivni kontroly.

Testované koncentrace fascaplysinu zahrnovaly i znacné vysoké koncentrace,
nebot antineoplasticky uCinek alkaloidu vyvolava pochybnosti ohledné jeho
bezpeCnosti. AvSak vysledky ukazaly, ze zadna ztestovanych koncentraci
fascaplysinu nevykazovala cytotoxickou aktivitu na trombocyty, a to ani v té nejvyssi
koncentraci 100 pM. Viabilita bunék se pohybovala u hranice 100 % také u DMSO
0.1%. Pozitivni kontrola SDS 10% byla prokazatelné toxicka na lidské trombocyty, kde

doSlo k uplnému usmrceni bunék (Obr. 25).

100=

50 =

% viabilita

Obr. 25: MTS assay hodnoceni cytotoxicity fascaplysinu. Graf zobrazuje viabilitu
trombocytd po inkubaci s fascaplysinem, DMSO 0.1% a SDS 10%. Statisticka analyza:
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One-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison post-hoc test. Vysledky jako pramér

hodnot tfi darcl provedenych v triplikatech.

5.2 Agregace trombocytu

V druhé &asti praci byl analyzovan vliv fascaplysinu na agregaci trombocytl. Test
probéhl s vyuzitim plazmy od 10 zdravych darci. Separovana PRP byla nejprve
podrobena pozitivni kontrole (Obr. 26, Obr. 27). Pro tyto ucely byly pfipraveny
stanovené koncentrace AK nebo kolagenu a minimalné v duplikatech zméfené
na agregometru. Typ agregacniho Cinidla zavisel na zafazeni darce do skupiny. Lze
pozorovat, jak se zvysSujici se koncentraci roztoku agregacnich Cinidel doslo k indukci
agregace trombocyta. Tyto vysledky poslouzily ke zvoleni koncentrace, které poskytuje
maximalni agregaci trombocytu. Vybrana koncentrace byla dale vyuzita do hodnoceni
s preinkubaci s fascaplysinem. U AK byla zvolena koncentrace 750 uM a u kolagenu
1.25 pg/mL. Tyto koncentrace Cinidel indukovaly maximalni agregaci u PRP kazdého

darce.
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Obr. 26: Vysledky pozitivni kontroly agregace trombocytld. Testovana byla AK
v koncentracich 125-750 uM. Vysledky jako primér hodnot péti darcu, provedenych

minimalné v duplikatech.
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Obr. 27: Vysledky pozitivni kontroly agregace trombocytll. Testovan byl kolagen
v koncentracich 0.3125-10 pug/mL. Vysledky jako pramér hodnot péti darcu,

provedenych minimalné v duplikatech.

Nasledujici graf zobrazuje v prvni fadé vysledky ovlivnéni agregace trombocyta
za pouziti AK s preinkubaci s fascaplysinem. Spole¢né je na grafu znazornén vysledek
vlivu samotného fascaplysinu na agregaci (Obr. 28). Kfivka fascaplysinu v celém
spektru testovanych koncentraci nevykazuje ovlivnéni agregacni aktivity. Prolina se
s blankem, hodnotou =ziskanou zméfenim DMSO 0.1% v PRP, znazornéného
teCkovanou kfivkou. Fialové znacena kfivka zobrazuje ovlivnéni agregace trombocytu
za pridavku AK 750 uM a s preinkubaci s fascaplysinem. Inhibice aktivity trombocytt
je zavisla na koncentraci fascaplysinu. Mirna inhibice nastala pfi koncentraci 10 yM.
Témér uplné inhibice agregace trombocytl indukovanou AK se podafilo dosahnout az

pfi nejvyssi testované koncentrace fascaplysinu 100 uM.
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Obr. 28: Vysledky ovlivnéni agregace trombocytl u PRP darcl za pouziti AK 750 uM
s preinkubaci s fascaplysinem. Vysledky jako primér hodnot péti darcd, provedenych

minimalné v duplikatech.

VysSi ucinnost Ize pozorovat u Cinidla kolagenu (Obr. 29). Inhibice aktivity
trombocytl za pfFitomnosti kolagenu v koncentraci 1.25 ug/mL byla pozorovana jiz
v nizkych koncentraci fascaplysinu. Od koncentrace 10 uM byla viditelna Caste¢na
inhibice agregace. U koncentraci vysSich nez 25 yM doSlo ke 100% inhibici agregace

desticek.
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Obr. 29: Vysledky ovlivnéni agregace trombocytu u PRP darcu za pouziti kolagenu
1.25 pg/mL s preinkubaci s fascaplysinem. Vysledky jako pramér hodnot péti darcu,

provedenych minimalné v duplikatech.
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5.3 Koagulaéni kaskada

Vliv fascaplysinu na koagula¢ni kaskadu byl analyzovan pomoci koagulometru
Ceveron Four. Na misto plazmy byla uzita lyofilizovana Coagulation Control Normal.
Spolu s dalsimi aditivy specifickymi pro dany test byly vyhodnoceny aPTT, PT a TT.
Toto méfeni zahrnovalo stanoveni €asu vzniku fibrinové srazeniny v Cisté plazmé.
Antikoagulancium heparin byl pouzit jako pozitivni kontrola, zatimco DMSO 0.1% byl
zkouman pro ovéreni neutralniho vlivu na koagulaci krve. Nasledné byla hodnocena

plazma smisena s fascaplysinem do cilovych koncentraci od 0.1 uM do 100 puM.

Vliv na zminéné koagulac¢ni parametry se podle provedenych testl neprojevil
jako vyznamny. U aPTT nebylo pozorovano vyznamné ovlivnéni parametru
pfi porovnani Cisté plazmy a plazmy s fascaplysinem (Obr. 30). Referen¢ni hodnoty
aPTT jsou 29-42 s. Zde byl zjistén primér aPTT Cisté plazmy na 29 s (Diapharma
2016a). U heparinu 0.05 IU/mL doSlo k téméF zdvojnasobeni €asu vzniku fibrinové
srazeniny, coz potvrdilo schopnost plazmy poskytovat oéekavané vysledky. Cerné
znazornény DMSO 0.1% neprokazal zadny vliv na aPTT.
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Obr. 30: Vysledky ovlivnéni aPTT fascaplysinem. U fascaplysinu a DMSO 0.1%
neprokazan vliv na aPTT. Statisticky test one-way ANOVA, Dunnett's multiple
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comparison post-hoc test. Vysledky jako pramér ze tfi méfeni provedenych minimalné

v duplikatech.

DalSi provedeny test zahrnoval PT. Stejné jako v pfedchozim pfipadé byl
stanoven referencni ¢as samotné plazmy. Porovnani PT u plazmy bez a s pfidavkem
fascaplysinu neprokazalo statisticky vyznamné zmény v ¢ase vzniku koagulatu (Obr.
31). PT plazmy spadal s ¢asem necelych 15 s do fyziologického rozmezi 13-17 s
(Diapharma 2016b). Fascaplysin 100 uM prodlouzil ¢as vzniku srazeniny na 16 s,
nejedna se vSak o vyznamné pusobeni. Heparin v koncentraci 0.5 IU/mL vykazoval

oCekavané zvySeni PT. DMSO 0.1% opét neovlivnil sledovany parametr.
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Obr. 31: Vysledky ovlivnéni PT fascaplysinem. U fascaplysinu a DMSO 0.1%
neprokazan vliv na PT. Statisticky test one-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison
post-hoc test. Vysledky jako pramér ze tfi méfeni provedenych minimalné
v duplikatech.

Posledni provedeny test se tykal TT. Vysledky tohoto testu se shodovaly se
zavéry predchozich koagulaénich parametru, tzn. nebyl zaznamenan rozdil mezi TT

kontrolni plazmy a plazmy s fascaplysinem (Obr. 32). U plazmy byl naméfen TT 18.5 s,
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spadal tedy do fyziologické hodnoty, ktera je definovana hodnotou <22 s (Diapharma
2016¢). Pozitivni kontrola byla ovéfena heparinem o koncentraci 0.1 IlU/mL. DMSO
0.1% poskytl obdobné vysledky jako v pfedchozich testech. U nejvy$Si koncentrace

fascaplysinu je naopak mirny pokles TT na 17.6 s.

p<0.001
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Obr. 32: Vysledky ovlivnéni TT fascaplysinem. U fascaplysinu a DMSO 0.1%
neprokazan vliv na TT. Statisticky test one-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison
post-hoc test. Vysledky jako pramér ze tfi méfeni provedenych minimalné
v duplikatech.

5.4 In vitro hodnoceni aktivity trombinu a faktoru Xa pomoci

chromogennich substrat

Pfredesla ¢ast prace popisovala vliv fascaplysinu na koagulaéni kaskadu. Zde se
pomoci specifickych in vitro testll s vyuzitim chromogennich substratd hodnotil vliv

na vyznamné faktory koagulacni kaskady, a to na trombin a FXa.
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Na grafu Ize pozorovat vysledky u S-2238 pro trombin. Pro porovnani schopnosti
fascaplysinu inhibovat trombin byl pouzit antikoagulans argatroban, pfimy inhibitor
trombinu. Ve vysSich ztestovanych koncentracich inhiboval argatroban aktivitu
enzymu a tim zabranoval uvolnéni p-nitroanilinu. Inhibici trombinu od koncentrace
25 uM vykazoval také alkaloid fascaplysin. Nicméné aktivita nebyla pfili§ vyznamna.
Hodnota ICso poskytujici informaci o tom, jaké koncentrace fascaplysinu inhibuje 50 %
zkousené latky, vtomto pfipadé trombinu, byla vysSi nez 100 pM. Fascaplysinu
100 uM inhiboval aktivitu trombinu o0 31 % (Obr. 33).

S-2238

—=— Argatroban 1C5p=1.32 yM
\ - Fascaplysin |Cs0=>100 pM

% aktivita trombinu

20 40 60 80 100
koncentrace

Obr. 33: Vysledky hodnoceni inhibici trombinu fascaplysinem. Vysledky jako pramér

hodnot ze tfi méfeni méfenych v duplikatu.

Vyraznégjsi aktivitu prokazal fascaplysin pfi inhibici FXa, k ¢emuz slouzil substrat
S-2222. Modrou kfivkou je znazornéna inhibice FXa rivaroxabanem, pfimym
inhibitorem tohoto faktoru koagulaéni kaskady. Fascaplysin vykazuje v porovnani
s inhibici trombinu silngjSi aktivitu, pocCinaje koncentraci 10 pM. U nejvysSi
koncentrace alkaloidu doSlo k inhibici necelych 50 % FXa (Obr. 34).
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Obr. 34: Vysledky hodnoceni inhibici FXa fascaplysinem. Vysledky jako pramér

hodnot ze tfi méfeni méfenych v duplikatu.
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6 DISKUzZE

Latky morfského puvodu tvofi nedostate¢né prozkoumanou skupinu chemickych
sloucCenin, které zahrnuji potencialné zajimavé molekuly s mnohymi farmakologickymi
ucinky. Néjaké latky maji jiz schvalené uziti k terapii. Mezi znama ucinna léCiva patfi
napf. bryostatin, prokazujici u€inek u neurologickych poruch jako je Alzheimerova
choroba nebo roztrousena skler6za (Tian et al. 2023). Pro chronickou bolest je
schvalen zikonotid (Backryd 2018). Morské latky jsou velmi ucinné v oblasti
protinadorové terapie, coz otevira nové moznosti IéCby u tohoto onemocnéni
s neustale se zvySujici incidenci. Pfikladem je eribulin schvaleny pro terapii karcinomu
prsu, dale cytarabin u akutni myeloidni leukémie nebo marizomib a plitidepsin
u mnohocCetného myelomu. DalSi latky s antineoplastickym ucinkem jsou testovany
v klinickych studiich (Wu et al. 2021). Vyznamné jsou také antitrombotické vlastnosti
izolovanych mofskych molekul. Aktivita byla prokazana napf. u latek strukturniho typu
polyfenolu izolovanych z hnédé fasy nebo u makromolekul proteind a lipidd. Vyznamny
je objev dalSich latek ze skupiny sulfatovanych glykanu, mezi které patfi znamy GAG

nebo heparin (Dwivedi a Pomin 2020).

Hodnoceni ovlivnéni agregace trombocytu fascaplysinem v této praci bylo
provedeno za indukce AK a kolagenu. U obou Ccinidel doSlo k inhibici aktivace
trombocytl a jejich agregaci, avSak s odliSnou odezvou na pouzité koncentrace.
Za pfitomnosti induktoru kolagenu byla plné inhibovana agregace pfi vyrazné nizsi
koncentraci nez u experimentu s AK. Da se oCekavat, Ze v pfipadé provedeni dalSich
experimentld napfiklad s ADP nebo trombinem, muze byt odpovéd trombocytl
variabilni. PFiCinou mize byt mechanismus, na zakladé kterého mediatofi aktivuji
desti¢ky. Kolagen je ligand membranovych receptort GPla/lla a GPVI. Zatimco AK
je prekurzor TXA2, ktery poté pasobi na membranové receptory TP (Marcucci et al.
2016). Pouzita Cinidla se tedy liSi typem receptoru, na které se vazi, a zplsobem,
jakym intracelularni kaskady reakci vedou k aktivaci desti¢ek provazejici zménu tvaru
trombocytl, expresi GPIIb/llla a uvolnéni dalSich mediatori degranulaci. Tato
skute€nost mize vést k variabilité ucinnosti. AvSak pfesny mechanismus pusobeni

fascaplysinu musi byt jesté prozkouman.

Fascaplysin a jeho antitrombotické ucinky byly kratce zkoumany v praci Ampofo a

kol. vroce 2015. Stanoveni probéhlo na nékolikrat promytych trombocytech Sesti

54



darcl. Promyté trombocyty byly s fascaplysinem inkubovany 0.5 hodiny. Ke stimulaci
byl pouzit forbol-12-myristat 13-acetat (PMA), ADP a peptid aktivujici proteazu
aktivovaného receptoru-1 (PAR-1-AP). V této diplomové praci byla agregace
indukovana AK nebo kolagenem ovéfena v relevantnich vzorcich PRP zdravych darcq,
nebot rozdil indukované agregace se u promytych destiCek a PRP muze lidit. DestiCky
jsou velmi citlivé buriky a veSkeré zpracovani a manipulace s destiCkami muze
aktivovat spontanni agregaci a vyrazné ovlivnit vysledky experimentu. PRP je z toho
davodu vice fyziologicky vzorek nez promyté trombocyty, jaké byly pouZity v praci
Ampofo a kol a vysledky jsou proto vyznamnégjsi. Obé prace se liSi nejen v typy
biologického vzorku, ale také v podminkach pfipravy a pouzitych Cinidlech k indukci
agregace. Vysledky v praci Ampofo a kol. ukazaly inhibici agregace pfedevsim po
pridani ADP, u dalSich Cinidel byla inhibice nizsi. Dle vysledku prace fascaplysin 10 uM
inhiboval indukci zplsobenou ADP 10 uM zhruba na 5 % aktivity desti¢ek, u PAR-1-
AP 2.5 pM se snizila aktivita na pfiblizné 60 %. V této diplomové praci bylo hodnoceno
sedm koncentraci fascaplysinu. Jeho schopnost inhibovat agregaci indukovanou AK
750 uM byla vyrazna az pfi vy8Sich koncentracich. Stejna koncentrace fascaplysinu
10 pM inhibovala agregaci jen mirné. Maximum inhibice nastalo az pfi koncentraci 100
MM. U indukce agregace kolagenem 1.25 ug/mL byla zjiSténa vyraznéjsi aktivita
fascaplysinu, ktery pfi koncentraci 10 pM inhiboval aktivitu desticek na 70 %

s maximem inhibice u fascaplysinu 25 uM.

Rozpor vznikl mezi vysledky metod hodnotici antikoagulacni aktivitu. V prvnim
pfipadé byly s vyuzitim lyofilizované plazmy hodnoceny koagulacni parametry aPTT,
PT aTT. Na koagulometru nebyla detekovana statisticky vyznamna zména ¢asu vzniku
trombu v porovnani se samotnou plazmou. Druha metoda s chromogennimi substraty
vSak prokazala inhibici FXa i trombinu. Aktivita trombinu po inhibici nejvysSi
koncentraci fascaplysinu klesla na 70 % s prvnimi znamkami inhibice od 25 yM
fascaplysinu. FXa byl lehce inhibovan koncentraci 10 yM a nejvysSi testovana
koncentrace fascaplysinu 100 uM zpusobila snizeni aktivity FXa na 50 %. V pfipadé,
ze by fascaplysin opravdu ovliviioval oba faktory koagulaéni kaskady, jak prokazalo in
vitro hodnoceni, byla by inhibice viditelna na testovanych koagulacnich parametrech.
Urcity vliv na odliSné vysledky by mohla mit také citlivost metody uZité k detekci

koagula. AvSak pfi méfeni metody s koagulometrem se pracovalo s lyofilizovanou
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plazmou obsahujici vSechny faktory koagulacni kaskady a vérnéji tak reflektuje

fyziologické podminky.

Tématem diskuze ohledné fascaplysinu je jisté jeho potencialni cytotoxicita.
Stanoveni cytotoxicity fascaplysinu u trombocytu v této praci neprokazalo vliv
na viabilitu bunék ani pfi vysoké koncentraci. V praci Ampofo a kol. byla v ramci
stanoveni cytotoxicity pratokovou cytometrii odhalena cytotoxicita na promyté desticky.
Zivotnost trombocytt dosahovala 80 % po vystaveni fascaplysinu 50 uM. Neshoda

vysledkd maze byt z ddvodu typu pouzitého biologického vzorku.

Fascaplysin je prokazatelné toxicky vici nadorovym burikach. Jeho uc€inek byl
zkoumany na ruznych typech nadorovych linii. Plsobi vice mechanismy, pfedevsim
ale jako inhibitor kinaz. Nebezpecna je ale schopnost fascaplysinu interkalace do DNA
u proliferujicich bunék vzhledem ke své planarni struktufe (Hormann et al. 2001).
Trombocyty jsou bezjaderné utvary, proto by nasledujici testy mély zhodnotit
cytotoxicitu fascaplysinu napf. na erytrocytech nebo dalSich burikach. Vhodné by bylo
sledovani proliferace bunék v Case, které Ize hodnotit metodou MTS vyuzivajici
rozpustnou tetrazoliovou sul, ktera nijak neovliviiuje Zzivotnost bunék. Popfipadé

je moznosti zhodnotit viabilitu trombocytd zminénou pritokovou cytometrii.

Uginky fascaplysinu a jeho analogl jsou ve fazi zkoumani a vyjmenované
experimenty vice popisujici cytotoxickou a antiagregaCni aktivitu by mély veést
k formovani moznosti uziti jako potencialniho Ié€iva. Odhaleni a pochopeni vSech
ucinkd je pfinosné také pro znalost vedlejSich uc€inkd v pfipadé uzivani fascaplysinu
jako léc¢iva. Vyuziti muze mit také jako lead structure, kdy se modifikaci struktury

ziskavaji dalSi analoga.
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7 ZAVER

V této diplomové praci se hodnotila schopnost fascaplysinu inhibovat agregaci
trombocytu a koagulacni systém. Soucasti bylo stanoveni testu cytotoxicity s PRP, jenz
potvrdil, Ze fascaplysin nepUsobi cytotoxicky na lidské trombocyty, a to i pfes vysoké
zkoumané koncentrace. Prfedbézné Ize tedy hodnotit, Ze je mozné dale studovat

mnohé ucinky tohoto mofského alkaloidu.

Vyznamnou aktivitu poskytl fascaplysin pfi inhibici agregace trombocytd v PRP.
Mira inhibice muze byt zavisla na uzitém typu agregacniho Cinidla, coz Ize pozorovat
u zde zkoumané AK a kolagenu. U obou cinidel byla inhibovana aktivita destiCek
v zavislosti na koncentraci. Fascaplysin u€innéji inhiboval agregaci indukovanou
kolagenem, kde bylo dosazeno maximalni inhibice agregace pfi koncentraci
fascaplysinu 25 uyM, ale protidestiCkové aktivita byla pozorovana uz pfi nizsi
koncentraci. Agregacni Cinidla se li5i mechanismem ucinku na trombocytech a tim Ize

vysvétlit odliSnou schopnost fascaplysinu je inhibovat.

Vliv alkaloidu na koagulaéni kaskadu byl hodnocen pomoci koagulacnich
parametrd aPTT, PT a TT. Tim se zhodnotil vliv na vnitfni i vnéjSi cestu aktivace
koagulaéniho systému a zarover na spole¢nou ¢ast koagulacni kaskady. U Zzadného
testu nebyl pozorovany vyznamny vliv na inhibici v porovnani s Cistou plazmou.
Nicméné u dale zkoumaného vlivu fascaplysinu na trombin a FXa koagulacni kaskady
s pouzitim chromogennich substratl lze pozorovat inhibici u obou zkoumanych
faktord. Jedna se ovSem o in vitro hodnoceni, které nemusi odpovidat fyziologickym

podminkam.

Dosavadni znalosti poukazuji na moznost dalSiho zkoumani fascaplysinu jako
antitrombotické latky, predevSim v oblasti antiagreganiho pusobeni. AvSak
antikoagulacni aktivita se za testovanych podminek zda nevyznamna. DalSi metody
by mély podrobnéji prozkoumat antiagregacni vlastnosti, moznosti je impedancni

metoda, ktera hodnoti agregaci destic¢ek v plné krvi.
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