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TEORETICKA CAST

1. FYZIOLOGIE HEMOSTAZY

Hemostaza je jednim ze zakladnich fyziologickych procest. Jedna se o
schopnost organismu zastavit krvaceni. Jde o velmi komplexni proces, ktery je fizen
optimalni souhrou endotelialni bariéry cévni stény, trombocytl, aktivaénich a
inhibi¢nich faktord koagulaéni kaskady a fibrinolytického systému. Hemostatické
mechanismy se li§i podle lokalizace tj. arteriaini ¢i vendzni €ast cévniho fecisté.
V cévach je nutna pohotova interakce koagulacnich faktor( s destiCkami pfi tvorbé
krevniho uzavéru. Naopak v zilach je velmi dllezita ucast inhibitorl plazmatickych
koagulacnich faktord, které brani rdstu krevni srazeniny a jejimu Sifeni dale do cévniho
fecCisté. (Pecka, 2004).

1.1 Cévni sténa

Cévy délime na arterie, vény a kapilary. Soucasti arterii jsou silné a pruzné
stény, které tvofi tfi vrstvy: vnitfini (endotel), stfedni (hladké svaly, kolagenni viakna
a fibroblasty) a zevni (fibroelastické vazivo, cévy vyzivujici artérie). Vény neobsahuji
tolik svalovych bunék jako arterie, coz je dlivodem tenci stény. Cévni sténa kapilar je
redukovana na minimum a slouzi k vyméné plynd, zivin a zplodin metabolismu mezi
krvi atkanémi. Cévni sténa (s vyjimkou kapilar) je tfivrtstva: intima, media a
adventicie.

Intima je tvofena jednou vrstvou endotelialnich bunék ulozenych pod bazalni
membranou, které se nachazeji na vnitfni strané cév. Pod bazalni membranou lezi
subintima, ktera obsahujici zirné bunky (syntéza a skladovani heparinu, histaminu a
serotoninu). Media je tvofena elastickymi vlakny (pruznost cév), kolagenem typu | a lll,
glykosaminoglykany (GAGs) a také strukturnimi glykoproteiny. Posledni vrstvou cévni
stény je adventicie, ktera obsahuje fibroblasty, adipocyty a také zirné bunky
(Matyskova et al., 1999).

K zakladnim funkcim cévniho systému patfi nejen transport okyslicené
(odkyslicené) krve korganim ¢&i tkanim, ale také plni velmi ddlezitou roli pfi
hemostatickych dé&jich. Uloha cév v hemostatickém systému je jednak mechanicka

(vazokonstrikce pfi poranéni cévy), ale i zasobni, kdy je mistem syntézy mnoha latek
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podilejicich se na hemostaze. V neposledni fadé je mistem interakce jednotlivych

sloZek vSech systému hemostazy.

1.2 Krevni desticka

Nedilnou soucasti hemostazy jsou i krevni desticky. Krevni destiCky se ucastni
tvorby primarni cévni zatky pfi zastavé krvaceni. Velmi vyznamné se podileji na
obnovovani vnitfnich povrchl cévnich stén. Krevni desticky jsou malé bezjaderné
diskoidni buné¢né fragmenty vznikajici z megakaryocytt pfi hematopoeze.

Hematopoéza (krvetvorba) je velmi sloZity proces, bé&hem kterého se
hematopoeticka kmenova burika diferencuje do mnoha bunéénych typd. Mezi zakladni
vlastnosti hematopoetické kmenové buriky patfi schopnost sebeobnovy a pluripotence.
Proliferace a diferenciace pluripotentni kmenové buriky vyZzaduje kromé& pusobeni
ristovych faktord (hormony a cytokiny) také jiné fyzikalni interakce s podpUrnymi
stromalnimi burikami a chemické interakce se sérovymi faktory. Multipotentni kmenova
bufika se nachazi v kostni dfeni ve stalém poltu a zaroven dava vzniknout
diferencovanéjSim kmenovym burikam, tj. committed cells. Jednotlivé krvetvorné fady
poté vychazeji z kmenovych bunék pro dané linie. Krvetvorba je jediny vyvojovy
proces, ktery probiha po cely zZivot Clovéka. Hematopoéza ma u zdravého clovéka
velkou rezervu tzn. dle nutnosti |ze mnohonasobné zvySit produkci jednotlivych
krevnich elementt (Weissman et. al, 2001).

Hematopoeticka liniova specifikace je dana kombinaci pusobeni vnitinich a
vnejsich faktord. Mezi vnitfni faktory se fadi kliCové transkripéni faktory, které se vazi
do mista promotor( &i zesilovacl transkripce, ¢imz iniciuji ¢ zvySuji genovou expresi
jednotlivych liniové specifickych genovych sad. (Orkin & Zon, 2002).

Trombocyty se tvofi ze zralych megakaryocytd. Megakaryocyty (Obr. 1) vznikaiji
z pluripotentni kmenové bunky BFU-Meg procesem megakaryopoézy (Obr. 2).
Plsobenim fady ristovych faktorl se pluripotentni kmenova burika stava unipotentni
(CFU-Meg) pro megakaryocytarni vyvojovou fadu. Prvni morfologicky odliSitelnou
burikou je megakaryoblast, ktery prochazi opakovanou atypickou mitézou fj.
endomitdzou pfi niz dochazi k mnohonasobnému zmnozeni genomu v jadfe (2N, 4N,
8N, 16N...). Vyvojova fada tedy zaCind promegakaryoblastem, megakaryoblastem
pfes promegakaryocyt, az po samotny megakaryocyt (nezraly a zraly). Megakaryocyt

se dale uz nedéli, pouze vyzrava, coz trva 5-10 dni. (Pecka, 2002).
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CFU-Meg megakaryoblast promegakaryocyt megakaryocyt desticky

Obr. 2 Tvorba trombocytu z pluripotentni kmenové buriky BFU-Meg ( upraveno podle: Copyright
© 2004 Pearson Education, Inc., publishing  as Benjamin Cummings;
http://faculty.mdc.edu/cvizoso/BSC%202086%20L%202_files/frame.htm#slide0054.htm)

Trombopoéza je proces tvorby krevnich desti¢ek ze zralého megakaryocytu
trvajici okolo 5 hodin. Tvorba novych krevnich desti¢ek je stimulovana hormonem
trombopoetinem (TPO) produkovanym v jatrech, ktery je aktivovan pfi poklesu poctu
krevnich destiCek. TPO se vaze na specifické receptory tzv. c-MPL (receptor pro
trombopoetin), které se nachazeji na kmenovych bunkach, megakaryocytech i
desti¢kach. Tato vazba &astecné vysvétluje protichldny vztah mezi poétem krevnich
destiCek a koncentraci TPO v krvi.i TPO vykazuje v pfiblizné 20% homologii
s erytropoetinem. Diferenciace megakaryopoézy se vedle TPO uacastni i dalSi
doplfujici regulacéni proteiny jako je IL (interleukin) -3, IL-6, IL-11 a G-CSF (rustovy
faktor stimulujici kolonie granulocyt(l). Existuje pfiblizny odhad, Ze jeden megakaryocyt
je schopen produkovat 1000-5000 desticek. Mladsi desti¢ky byvaji vétsi a obsahuji
vice granul se serotoninem a také vice vazebnych mist pro léCiva na membranég,
zatimco starSi destiCky jsou mensi a maji méné serotoninu. DestiCky pFezivaji
v periferni krvi po dobu 7-10 dni, poté jsou degradovany ve slezing, dale v jatrech a
kostni dfeni (Faber et al., 2012).

Normalni podet trombocytd u dospélych je vrozmezi 130-400x10%I. Vedle

celkového poctu trombocytl mohou byt hodnoceny i dalSi parametry jako je stfedni
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objem krevni desti¢ky (MPV) s fyziologickymi hodnotami 7,8-11,0 fl; dale Sife distribuce
destiCek (PDW) s fyziologickymi mezemi 12-18 fl; &i destiCkovy hematokrit (Pct)
s fyziologickym rozmezim 0,12-0,35% (Penka et al., 2001).

Krevni desticky se déli z funkéniho hlediska na &tyfi oblasti tj. periferni zéna,
sol-gel zona, organelova zéna a membranova zona. Periferni zénu tvofi glykokalyx a
dvojvrstva fosfolipidl - nazyvana jako desti¢kovy faktor 3 (PF3). Na povrchu krevnich
destiCek se vyskytuje sfingomyelin a fosfatidylcholin. Fosfatidyletanolamin, fosfatidyl
serin a dale fosfatidylinositol jsou soucasti vnitini strany membrany. Fosfatidylcholin
a fosfatidylinositol jsou zdroje kyseliny arachidonové. Transfer Ca®* v membrané je
umoznén diky fosforylaci fosfatidylinositolu. Jednou ze zakladnich funkci periferni zény
je adheze na porudeny endotel i na ostatni trombocyty. Zéna solubilniho gelu je
tvofena mikrofilamenty, stfednimi filamenty a mikrotubuly, které se nachazeji t&€sné pod
membranou. Tato zéna zajiStuje tvarové zmény destiCky a sekreci granuli. V zéné
organel se nachazeji mitochondrie, azurofilni o granula, hutné & granula, peroxizomy,
glykogen atd. Jedna se o zénu metabolickych déju. Z6na membranovych systému
zahrnuje otevieny kanalkovy systém a dale husty tubularni systém (vznikl
z endoplazmatického retikula). Otevieny systém komunikuje s buné&nym povrchem a
hraje roli pfi transportu obsahu granul na povrch trombocytu. V cévni sténé probiha
metabolismus kyseliny arachidonové, ktera je pfitomna v krevni plazmé ave
fosfolipidech stény bunék vSech tkani. K této metabolizaci dochazi diky enzymium

cyklooxygenase a lipooxygenase.

1.2.1 Poruchy krevnich desti¢ek

Trombocytopatie neboli poruchy krevnich desticek mohou byt rozdéleny na
vrozené Ci ziskané. U trombocytopatii je pocCet destiek normalni nebo lehce snizeny,
avSak byva poruSena ultrastruktura desti¢ek eventuelné je zménéna jejich funkce nebo
metabolismus (Penka&Tesarova, 2011).

Jednou z forem vrozené trombocytopatie je také porucha adhezivity. Typickym
pfikladem této poruchy je Bernard(iv-Soulieriv syndrom. Tento syndrom se dédi
autozomalné recesivné a typickym nalezem jsou velké destiCky a defekini komplex
glykoproteinu Ib/IXb a glykoproteinu V Cili CD42b/CD42a/CD42d. DalSim typem
vrozené trombocytopatie je porucha agregability napf. Glanzmannova-Naegeliho
trombastemie — autozomalné recesivni onemocnéni s defektem glykoproteinu llb/llla
neboli CD41/CD61. Hefmanského-Pudlakiv syndrom je poruchou skladovacich granuli
(dochazi k chybéni skladovacich granul obsahujicich proagregaéni latky nebo je obsah

téchto latek ve skladovacich granulich vyznamné snizen) a dalSi syndromy této
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skupiny jsou Chédiakuv-Higashiho syndrom nebo Wiskottav-Aldrichlv syndrom a také

syndrom Sedych desti¢ek (Salles et al., 2008).

Trombocytopatie

vrozené ziskané
defekt povrch. membrany defekt sek. agregace myeloproliferativni on.,

myelodysplazie,
monoklonalni gamapatie,

DIC, uremie aj.

defekt adheze (Bernard-Soulierliv s.) porucha skladovacich granul (Hef.-Pud.s.)
defekt agregace (Glanzman. tromb.) porucha prenosu signalu akt. trombocyta

defekt prokoagula¢ni schopnosti - trombopatie

Obr. 3 Rozdeéleni trombocytopatii podle patogeneze

Ziskané trombocytopatie jsou Cast&jSim nalezem nez vrozené trombocytopatie.
Ziskané trombocytopatie provazeji Ffadu onemocnéni jako myeloproliferativni
onemocnéni, myelodysplasticky syndrom, leukemie aj. Neopomenutelnou soucasti
ziskanych poruch trombocytl jsou trombocytopatie polékové, nejCastéji po

protizanétlivych lécich (kys. acetylsalicylova, indometacin, ibuprofen).

1.2.2 Primarni hemostaza

V procesu tvorby primarni hemostatické zatky hraji kliCovou roli krevni desti¢ky
a cévni slozka. Zakladni funkce spodiva v zastavé krvaceni tzn. pfi poranéni se po
vazokonstrikci jako prvni vytvofi primarni trombus, ktery je teprve druhotné zpevnén
fibrinovym viaknem. Mezi zakladni slozky hemostazy patfi: cévni sténa, slozka tkafiova
a krevni desticky. (Levy-Toledano et al., 1997). Primarni hemostaza je tvofena sledem
nasledujicich déju: adheze, aktivace, degranulace (sekrece), agregace a také
destiCkami  zprostfedkovanou koagulaci. Primarni hemostaza je zakoncena
pfemisténim fosfolipidd z vnitini membranové dvojvrstvy do mist vnéjSich
membranovych struktur. Uvolnéni fosfolipid( aktivuje dalSi proces hemostazy, ¢imz je

polymerace rozpustného fibrinu na nerozpustny fibrin (Pecka, 2004).

-18 -



1.2.2.1 Adheze

Adheze krevnich destiek je proces, pfi kterém nasedaji trombocyty na jiné nez
destiCkové povrchy. Obnazeni subendotelidlnich struktur, zvlasté kolagenu spousti
signal pro vazbu bivalentnich proteint tj. von Willebrandova faktoru (VWWF) respektive
fibronektinu. Dochazi tedy k vazbé povrchovych glykoproteint desticek GP la/lla/llb,
GP Ib/IX/V, jejichz prostfednictvim dochazi k adhezi destiek k poSkozenému epitelu.
Adheze mulze byt stimulovana Fadou vnéjSim faktord a mezi nejvyznamné;si
jednoznacné patfi u€inek ADP (pochazejici z okolni tkané).

K laboratornimu sledovani adheze krevnich destiCek se pouzivaji bud
nefyziologické povrchy (sklenéné kulicky C&i vlakna), nebo fyziologické povrchy
(kolagenova vlakna ¢i kolagenové povrchy). Muze byt detekovana pfima adheze

desti¢ek a nebo retence tzn. monitorovani adheze sou€asné s agregaci trombocytu.

1.2.2.2 Aktivace

PFi aktivaci povrchovych struktur desti¢ky probiha fada biochemickych procesu.
Hlavni roli hraje aktivace receptorl pro ADP, tromboxan A,, trombin, serotonin i
adrenalin. P¥i aktivaci krevnich destiCek dochazi k metabolizaci kyseliny arachidonové.
Tvofi se proagregacni metabolit tromboxan A, (TXA,), ktery se nasledné pfeméni na
neaktivni metabolit tromboxan B,. Aktivace méni také tvar trombocytu tzn.
z diskovitého tvaru na amorfni respektive na améboidni (s pseudopodii, povrch se
zvétSuje). PFi tomto déji se uvolnuji proagregacni a chemotaktické pulsobky tzn.

nastava sekreéni faze.

1.2.2.3 Degranulace

Uvolnéni plsobkl (sekrece) z trombocytu se déje za spoluplsobeni nékolika
faktortl: TXA,, Ca?*, proteinkinasa C (PLC), myosinkinasa — lehky fetézec (MLCK).

Nejprve dochazi k sekreci alfa granuli a pfi silnéjSim podnétu i denznich granuli.

Z alfa granul krevnich desticek je uvolfiovan destiCkova faktor 4 (PF4), ktery se
sklada ze 4 stejnych jednotek o MW 7,8 kDa. Celkova MW PF4 homotetrameru je 29
kDa. PF4 vaze heparin ve stechiometrickém poméru a tvofi antiheparinovou aktivitu.

Uvolnény PF4 byva skladovan v hepatocytech a také v endotelu. Z hepatocytu se
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uvolfiuje plsobenim heparinu. ZvySena hladina PF4 poukazuje na vySSi aktivitu
trombocyta.

Beta tromboglobulin (B-TG) je destickovy protein, ktery je skladovan v alfa
granulich desti¢ek a slabé vaze heparin. Pfi porovnani afinity PF4 a B-TG je tato vazba
asi 5 krat nizsi. Jedna se o také o homotetramer s MW 35,8 kDa. 3-TG hraje roli pfi
zanétlivé odpovédi a podporuje rlist bunék. ZvySena hladina B-TG byva popisovana u
akutniho infarktu myokardu, embadlii, tromboz, diseminované intravaskularni koagulace,
po chirurgickych vykonech atd.

Tromboxan B, (TXB;) vznika z tromboxanu A,, ktery vznika pfi metabolismu
kyseliny arachidonové. TXB, Ize stanovovat bud' v bezdesti¢kové plazmé nebo v mogi.
Dle hodnoty TXB, v bezdestiCkové plazmé ¢&i moéi lze monitorovat Gc€innost
antiagregacni 1éCby po podani kyseliny acetylsalicylové.

Stanoveni TXB, je zalozeno na kompetici 11-dehydro- TXB, a 11-dehydro-
TXB, oznaenym acetylcholinesterasou (AChE). Polet vazebnych mist a také
koncentrace 11-dehydro- TXB,-AChE je konstantni. Jednotliva stanoveni se lisi
koncentraci 11-dehydro- TXB, ve vySetfovaném vzorku. V reakci monitorujeme
barevny produkt, kdy intenzita zbarveni je pfimo Umérna mnozstvi navazaného 11-

dehydro- TXB,-AChE a nepfimo umérna koncentraci 11-dehydro- TXB,.

1.2.3 Agregace

Aktivace desticek vyvola strukturni zmény s obnazenim vazebnych mist
receptorl umozni vzajemné propojeni vzdy dvou desti¢ek prostfednictvim bivalentnich
proteint: molekuly fibrinogenu, VWF, vitronektinu atd. Plsobenim TXA, a serotoninu
dojde také k obnazeni a uvolnéni fosfolipida (PL) na povrchu trombocytu. PL za ucasti
Ca®* vyznamné potencuji polymerizaci rozpustného fibrinogenu na nerozpustnou
fibrinovou sit’ tj. katalyzuji aktivaci koagulaéni kaskady.

Agregace je tedy vzajemné shlukovani krevnich desti¢ek, které miuze
nasledovat po adhezi. Agregaci trombocytll je mozné stimulovat plsobenim fady
induktort jako je ADP, TXA,, kolagen, adrenalin, trombin, kyselina arachidonova a;j.

V laboratornich podminkach mizeme agregaci monitorovat v plazmé bohaté na
trombocyty (PRP) nebo v pIné krvi. Pokud sledujeme agregaci trombocytu bez pfidani
stimulujicich latek jedna se o tzv. spontanni agregaci. Jestlize agregaci trombocytl
indukujeme pfidanim urcitych latek jako je napfiklad ADP, kolagen, arachidonova

kyselina a dalSi, pak se hovofi o tzv. stimulované agregaci.
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Testovani desti¢kovych funkci je tedy provadéno pfi podezieni na krvacivé
stavy, pfi hodnoceni odpovédi na nasazenou protidestiCkovou terapii, ale také
v transfuznim lékafstvi (u darcu krve, pfi vyrobé destiCkovych koncentrata €i po aplikaci
transfuznich pripravkd) (Kehrel & Brodde, 2013).

1.3 Plazmaticky koagulacni systém

Plazmaticky koagulacni systém predstavuje procesy, které vedou ke vzniku
nerozpustného fibrinu (stabilniho fibrinového koagula). Plsobenim trombinu (Flla)
dochazi ke Stépeni fibrinogenu. Nejprve se odstépi fibrinopeptid A a posléze i
fibrinopeptid B. Po odstépeni obou fibrinopeptidu vznikne fibrin monomer, ktery je diky
své pozméneéné struktufe nachylny k polymeraci. Pisobenim FXllla (aktivovany fibrin
stabilizujici faktor, ktery je jako Ffada dalSich faktord aktivovany trombinem) se
monomery fibrinu propojuji kovalentnimi vazbami za vzniku nerozpustného fibrinu
(Muzbeck et al., 1999). Na retrakci krevni srazeniny se podileji opét krevni desticky.

Koagulaéni faktory jsou oznaCovany fimskymi Cislicemi v pofadi, v némz byly
objeveny. Aktivované formy se oznaduji pismenem ,a“. VétSina koagulacnich faktorl je
syntetizovana v jatrech a fada z nich potfebuje ke své syntéze vitamin K. S vyjimkou
tkanového faktoru (TF) jsou vSechny koagulacni faktory pfitomné v plazmé jako
zymogeny a pro svoji aktivitu vyzaduji proteolytické Stépeni, pfi némz vznika
koagula¢né aktivni enzym. Jediny z faktori, ktery v plazmé koluje v nepatrném
mnozstvi v aktivované podobé, je FVlla. Ale i FVII je v plazmé pfitomen pfevazné v
neaktivni podobé.

Faktory Il, VII, IX, X, Xl, Xll a prekalikrein vykazuji po rozstépeni enzymatickou
aktivitu a fadi se mezi serinové proteazy. Jiné faktory se po rozstépeni ucastni tvorby
koagulacné aktivnich komplext (vnitini tenaza, protrombinaza) a chovaji se jako
kofaktory (FVIII, FV a vysokomolekularni kininogen-HMWK). Glykoprotein fibrinogen je
substratem pro trombin.

Primarni systém aktivace (dfive zvany vnéjSi systém) se spousti po vazbé volné
kolujiciho F Vlla s TF. Vytvofeny komplex aktivuje za ucasti destickovych fosfolipidu a
Ca®" — za vzniku tetramemiho komplexu zvaného vnéjsi tendza [FVIla . TF . Pl . Ca®]
— FX na FXa. FXa vstupuje spoleéné se svym kofaktorem, FVa, destiCkovymi
fosfolipidy a Ca®* do komplexu protrombinazy (protrombinaza = [FXa . FVa . PI .
Ca?"]). Protrombindza konvertuje pfeménu malého mnozZstvi protrombinu na trombin.
Takto vznikly trombin neni schopen rozstépit dostate€né mnozstvi fibrinogenu, ale je

schopen zpétné aktivovat koagulaéni FXI, FIX, kofaktory FVIII, FV a trombocyty. Tato
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faze koagulace se nazyva iniciace. Soubézné se vznikem komplexu vnéjsi tenazy a
protrombinazy se aktivuje inhibitor tkanového faktoru (TFPI). Plasobeni komplexu
vnéjSi tendzy je vazano pouze na povrch bunék exprimujicich tkarnovy faktor, proto je
tato cesta aktivace po navazani TFPI na TF zablokovana. Koagulace pak probiha
pouze pfidatnou, akcesorni (dfive zvanou vnitfini) cestou koagulace ve fazi
amplifikace a propagace. Pfidatny systém aktivace koagulace (dfive zvany vnitini
systém) se spousti zpétnymi mechanismy. Malym mnozZstvim trombinu, vzniklym
cestou vnéjsi tenazy a protrombinazy, se aktivuje FXI, FIX a kofaktory — FVIIl a FV.
Cely proces koagulace je touto cestou vyznamné urychlen, amplifikovan. FIXa se svym
kofaktorem F Vllla vytvareji spolecné s desti¢kovymi fosfolipidy a Ca2+ tetramerni
komplex [FIXa . F Vllla. Pl . Ca2+], tzv. vnitfni tenazu. Vnitfni tenaza generuje jiz
dostateCné mnozZstvi FXa. FXa spole¢né se svym kofaktorem FVa konvertuje v
komplexu protrombinazy [FXa . FVa . Pl . Ca2+] jiz dostate€né mnozstvi protrombinu
na trombin. Vznikly trombin aktivuje pfeménu glykoproteinu fibrinogenu na fibrinové,
spontanné polymerujici fibrinové monomery. Vzniklé polymery fibrinu jsou stabilizovany
trombinem aktivovanym FXllla (fibrin stabilizujicim faktorem) a vznika nerozpustné
fibrinové koagulum. DFivéjSi pfedstava o tom, Ze se vnitini cesta koagulace (dnes
zvana akcesorni €i pfidatna) spousti ve fazi kontaktu aktivaci FXIl s naslednou aktivaci
FXI, ktery tvofi komplex s neenzymatickym kofaktorem vysokomolekularnim
kininogenem — HMWK, byla v souCasné dobé& opusténa. Ukazuje se, ze se touto
cestou spousti proces koagulace prfedevSim na arteficialnich povrSich ve studiich in
vitro. Uloha FXII (i FXI) neni v dneséni dobé jest& zcela jednozna&né objasnéna. Je
vS8ak znamo, Ze v komplexu [FXI.LHMWK] se nemU(ze FXI aktivovat na FXla. FXI mlze
byt aktivovan FXIlla, trombinem a autoaktivaci, coz neni u ostatnich faktori koagulace
s vyjimkou FVlla obvyklé.

Oba systémy hemokoagulace pusobi v organismu spole¢né a komplexné. Pro
iniciaci koagulace je nezbytny systém vnéjSi tenazy. Systém vnitini tenazy je nezbytny
pro amplifikaci procesu. Cely proces probiha na povrchu krevnich bunék. Iniciace na
povrchu monocytu, amplifikace a propagace na povrchu krevnich desti¢ek. Pribéh

koagulaénich reakci neni pfisné kaskadovity, dochazi k celé radé zpétnych vazeb.
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Obr. 4 Hemostaza — endotel a proteiny. AT — antitrombin, DS — dermatan sulfat, F1+2 —

fragment 1+2, HC-Il — heparin kofaktor Il, HEP — heparin, HMWK — vysokomolekularni
kininogen, K — Kalikrein, PAIl — inhibitor aktivatoru plasminogenu, PC — protein C, PF3 —
desti¢kovy faktor 3, PhL — fosfolipidy, Pl — inhibitor plasminogenu, PK — prekalikrein, PL —
plasmin, PLG — plasminogen, PS — protein S, SK — streptokinasa, TAFI — trombinem aktivovany
inhibitor fibrinolyzy, TF — tkanovy faktor, TFPI — inhibitor zevni koagula¢ni cesty, TM -
trombomodulin, t-PA — tkanovy aktivator plasminogenu, UK - urokinasa, vVWF — von
Wilebrandiv faktor (upraveno podle Instrumentation laboratory)

Pfed nekontrolovatelnym plUsobenim hemokoagulaénich faktord je organismus
chranén pfirozenymi inhibitory koagulace:

* TFPI (inhibitorem tkarfiového faktoru),

* systémem proteinu C,

* antitrombinem (AT),

* heparinovym kofaktorem Il (HC Il) a dalSimi méné vyznamnymi inhibitory.

1.3.1 TFPI

Jeho syntéza je zahajena pfi vzestupu hladiny FXa. Aktivovany FXa se vaze s

TFPI a je touto vazbou zablokovan. Vznikly komplex [FXa . TFPI] inhibuje aktivitu
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vnéjsi tenazy (tzn. blokuje aktivitu tkanového faktoru). TFPI se mlOze vazat na LDL

cholesterol a podilet se na vzniku aterosklerotickych platu.

1.3.2 Systém proteinu C

Flla se vaze na transmembranovy glykoprotein trombomodulin (TM). Ve
vytvofeném komplexu [TM . Flla] se trombin stava koagulacné neaktivni, ale aktivuje
protein C na aktivovany protein C (APC). Aktivovanym proteinem C se inhibuji
kofaktory Vllla; a Va;, ¢imz se inhibuje systém vnitfni tenazy a protrombinazy, a tim i
generace trombinu. Uginnost proteinu C je potencovana jeho kofaktorem (proteinem
S). PC se vaze na endotelialni receptor proteinu C, ¢imz se stava nékolikanasobné
citlivéjSim na komplex [TM . Flla]. Aktivovany protein C ma nejen koagulacné inhibicni,
ale i profibrinolytickou aktivitu. ZvySuje uvolfiovani tkanového aktivatoru plazminogenu
(t-PA) z vazby na inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1), pfi¢emz vytvafi s PAI-1
komplex [APC . PAI-1].

1.3.3 AT

Antitrombin inhibuje nejen trombin, ale i dalSi serinové proteazy, které vyvazuje
v poméru 1:1. Vzniklé komplexy jsou odbouravany v bufikach monocyto-
makrofagového systému. Rychlost vzniku komplex [AT.Flla nebo jina serinova
proteaza] je vyrazné potencovana heparinem (Lechner & Kyrle, 1995). Inhibice
trombinu se odehrava fadové v sekundach, inhibice ostatnich serinovych proteas vsak
v minutach. Vazba heparinu s AT je reverzibilni. Z dostupnych heparinli se na AT vazi
jen ty, které maji sekvenci pentasacharidu. Inaktivace trombinu vyzaduje soucasnou
vazbu trombinu i antitrombinu na jednu molekulu heparinu. Tato vazba zvySuje
ucinnost AT az tisicinasobné. Pro inaktivaci trombinu musi byt heparin tvofen
minimalné 18 monosacharidovymi jednotkami. Kratsi molekuly Flla neinhibuiji,
zachovavaji si vSak antiXa aktivitu. Je-li pfitomen volny trombin, vznika komplex [Flla .
AT], oznaCovany jako TAT. Tento komplex postrada jak koagula¢ni aktivitu trombinu,

tak inhibi¢ni aktivitu antitrombinu. Svéd¢i vSak o hyperkoagulaénim stavu systému.

1.3.4 HCII

Do skupiny pfirozenych inhibitori koagulacniho systému patfi i heparinovy
kofaktor Il (HCII), jehoz aktivita je namifena vyhradné proti trombinu a ktery ma zfejmé

jen lokalni vyznam.
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Obecné plati, ze nedostatek pfirozenych inhibitord koagulaéniho systému je

rizikovym faktorem tromboembolické nemoci.

1.4 Fibrinolyticky systém

Fibrinolyticky systém je zodpovédny za lyzu stabilniho fibrinového koagula. Za
fyziologickych podminek udrzuje cely systém hemostédzy hemostatickou rovnovahu
nedochazi ani ke krvaceni, ani k uzavéru cév. Pokud dojde ke vzniku fibrinového
koagula, které vyznamné& omezuje krevni tok, je aktivovan fibrinolyticky systém (Davie
et al, 1991). Pfi nedostateCné reakci fibrinolytického systému muze dojit k
nekontrolovatelnému uzavéru cévy, ¢imz vznika zavazna tromboticka komplikace.
Fibrinolyticky systém je slozen z proenzym(, enzymi a inhibitor(, ¢imz je velmi

podobny systému koagulaénimu (Kasthuri et al., 2010).

2. ANTITROMBOTICKA LECBA

Tromboembolické pfihody (TEN) maji rozsahlé spektrum klinickych manifestaci.
Stale se rozsifuji indikace vyzadujici antitrombotickou Iécbu. Hemostatické
mechanismy mohou byt nékdy nezadouci ba dokonce zZivot ohroZzujici a tudiz je tfeba
tuto aktivitu tlumit. Primarni hemostazu inhibuji zejména protidestickové léky a
sekundarni hemostazu inhibuji zejména antikoagulancia. Fibrinolyzu fibrinového
trombu je mozné potencovat podavanim t-PA ¢i pfirozenymi fibrinolytiky v€etné jejich
analog (Buller al., 2005). Mista aktivace antitrombotické terapie jsou znazornéna na

Obr. 5. Uginky této skupiny I&&iv Ize poté rozdélit na:

e Léky snizujici hyperkoagulabilitu systému
e Léky zamezujici naslednému shlukovani trombocytu

e Léky zabranujici zvétSeni trombu &i rozpoustéjici fibrinovou ¢ast trombu

Antitrombotickou 1éEbu miZeme rozdélit na:
e Antikoagula¢ni
e Trombolytickou

e Antiagregacni
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Obr. 5 Mista aktivace antitrombotické terapie — koagulaéni kaskada a desti¢ky (upraveno podle
Selwyn, 2003), ADP — adenosindifosfat, DTl — pfimy inhibitor trombinu, GP — glykoprotein,
LMWH — nizkomolekularni heparin, TFPI — inhibitor tkafiového faktoru, UFH — nefrakciovany

heparin, vVWF — von Wilebrand(v faktor

1 4

2.1 Antikoagulacni lé€ba

Terapeutické moznosti dlouhodobé peroralni éEby byly po Fadu desetileti
omezeny na kumarinové derivaty, v naSich podminkach nej¢astéji warfarin. V 80.
letech minulého stoleti byly do lé¢by TEN zavedeny nizkomolekularni hepariny
(LMWHSs). Zejména v poslednich letech dochazi k vyznamnému pokroku v oblasti
vyvoje novych antitrombotik.

Mechanismus plsobeni antikoagulacni 1é€by je zalozen na inhibici generace
trombinu a tudiz naslednému zabranéni pfemény fibrinogenu na fibrin. Pfi snizené
tvorbé trombinu ¢&i vyvazovani trombinu z koagulaéniho procesu se také velmi
vyznamné omezi riziko aktivace trombocytarni slozky hemostazy. Antikoagula¢ni Iécba
ma jako hlavni cil co nejrychlejSi dosazeni ucinné terapeutické hladiny Iéku, jeji udrzeni

a také zabranéni pfedavkovani.

2.1.1 Antagonisté vitaminu K

Hlavnim a u nas bézné pouzZivanym antikoagula¢nim IéCivem z této skupiny je
kumarinovy derivat warfarin. Jde o synteticky derivat kumarinu s polo€asem 2-3 dny.
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Kumariny byvaji také nazyvany jako antivitaminy K. Uginek kumarind spociva
v zabranéni karboxylace gama glutamovych N terminalnich zbytkd aminokyselin
proenzymU faktord protrombinového komplexu. V minulosti byly pouzivany i
kumarinové derivaty s delSim polo€asem uc&inku.

Vhodné nastaveni pacienta na kumarinovy preparat se detekuje pomoci
protrombinového testu, vyjadfeného hodnotou mezinarodniho normalizovaného
poméru (INR). Vhodné terapeutické rozmezi adekvatné lIé¢eného pacienta se nachazi
od 2,0 do 3,0 INR. Pfi nedodrzeni terapeutického rozmezi INR je ohroZena ucinnost i
bezpelnost podavani warfarinu.

Farmakokinetika warfarinu je ovlivnéna také geneticky tj. polymorfismem genu
cytochromu P450 — CYP2C9, ktery je zodpovédny za metabolické clearance warfarinu
a genu VKORCH1 (vitamin K epoxid reduktasa).

Lécba warfarinem muze byt vzacné komplikovana Zilni gangrénou nebo i
nekrézou mékkych tkani u pacinetl s nedostatkem proteinu C a S. Lécba warfarinem
je ovliviiovana fadou vngjsich vlivl, zvlasté pfijmem vitaminu K ve stravé, pfitomnosti
jinych onemocnéni. Dalsi nevyhodou jsou Cetné Iékové interakce. PFi pfedavkovani Ci
krvacivych komplikacich se k neutralizaci vyuzivaji vitamin K, Cerstvé zmrazena
plazma nebo derivaty protrombinového komplexu.

Ve svété se pouzivaji i dalsi derivaty kumarinu jako je napf. fenoprokumon

(Marcoumar, polo¢as 5 dni), acenocumarol (Sintron, poloCas 2-3 dny).

2.1.2 Hepariny

Nefrakcionovany heparin (UFH) a nizkomolekularni heparin (LMWH) patfi mezi
nepfimé inhibitory trombinu tzn. blokuji trombin zprostfedkované zvySenim uc&inku
antitrombinu. Metabolismus heparinu je v lidském téle zprostfedkovan enzymem
heparinasou v jatrech. Antikoagula¢ni odpovéd LMWHSs je pfedvidatelngjsi a ucinné;si
nez UFH, protoZe se nevazi na plazmatické proteiny, trombocyty a dal$i buriky. U&inek
LMWHSs neni nutné bézné monitorovat. Sledovani hladiny nizkomolekularni heparint je
v8ak doporucovano u obéznich &i astenickych pacientl, u téhotnych &i malych déti
a také u nemocnych s renalnim selhanim pomoci stanoveni anti-Xa aktivity.

K dalsim a také bézné dostupnym antikoagulanciim je fazen nepfimy inhibitor
FXa fondaparinux (Arixtra). Jedna se o synteticky analog pentasacharidu a jeho podani

Ize vyuzivat napfiklad pfi léCbé heparinem indukované trombocytopenie.
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2.1.3 Nova antikoagulancia

Nova antikoagulancia pisobi velmi cilené na dané misto koagula¢ni kaskady.
Do této skupiny léCiv patfi pfimy inhibitor trombinu dabigatran etexilat (Pradaxa).
Dabigatran inhibuje jak volny trombin, tak trombin vazany na fibrin. Podani dabigatranu
bylo schvaleno vroce 2008 pro prevenci TEN u ortopedickych vykonud, pozdéji
v indikacich prevence cévni mozkové pfihody a systémové embolie u dospélych
pacientl s nevalvularni fibrilaci sini s rizikovymi faktory a pro lé¢bu hluboké Zilni
tromboézy a plicni embolie a v prevenci rekurence téchto komplikaci u dospélych
pacientd.

Mezi nova antikoagulancia dale patfi také rivaroxaban (Xarelto) (Goldstein et
al., 2013; Mega et al., 2012) a apixaban (Eliquis) (Alexander et al., 2009). Rivaroxaban
i apixaban jsou pfimé inhibitory FXa, na ktery pusobi specificky.

Dabigatran ani rivaroxaban &i apixaban neni nutné v bézné klinické praxi
monitorovat (Oldgren et al., 2011). Pokud v8ak dojde ke krvaceni &i trombotické
komplikaci po podani novych antikoagulancii je monitorovani uc€inku vhodné. K
orientanimu stanoveni dabigatranu se vyuziva bé&zZné dostupny APTT ¢&i nové
dostupny a presny diluovany trombinového ¢asu tzv. Hemoclotu. Pro pfené stanoveni
rivaroxabanu a apixabanu se vyuziva stanoveni anti Xa aktivity kalibrované standardy
daného léku.

Ve vyvoji jsou i dalSi nova antikoagulancia napf. inhibitory faktoru [Xa
s kddovym oznacenim SB249417 & RB006 (Povsic et al., 2011). Mezi dalSi testovana
nova léciva fadime také inhibitor tkanoveho faktoru TF/Vlla Tifacogin, avSak tyto studie
byly pozastaveny (Aditya, 2012).

Pokud dojde k pfedavkovani €i krvacivym komplikacim je nutno lIé¢bu novymi
antikoagulancii prerusit. Pro tyto klinické situace jsou doporuceny jiz pfesné algoritmy
zahrnujici patrani po zdroji krvaceni, obecnou hemostiptickou podporu a vyuziti antidot
(diarucizumab — jiz schvalené antidotum a dale také andexanet, ktery zatim neni

dostupny).

2.2 Trombolyticka lé¢ba

Trombolyticka Iécba je zaloZzena na potenciaci pfemény plazminogenu na plazmin.
Trombolytika vyvolavaji pfeménu plazminogenu na plazmin a aktivuji fibrinolyticky
proces. Trombolytika jsou délena na pfima a nepfima. Mezi typické zastupce

nepfimych trombolytik patfi streptokinasa. Do skupiny pfimych trombolytik fadime
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tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA aktilyza). Trombolyticka 1éEba ma za cil zejména

zprachodnéni tepny nebo Zily, coz vyznamné snizuje mortalitu pacientd.

2.2.1 Streptokinasa

Streptokinasa nékdy také oznalovana jako streptasa je protein, ktery je produkovan
nékterymi typy PB-hemolytického streptokoka. Uginnost streptokinasy je zavisla na
dostateCném mnoZstvi plazminogenu. Rizikovym mistem této I1&éCby je nutnost nasyceni
bolusu protilatek vuci streptokinase (zUstaly v organismu po infekci B-hemolytického
streptokoka), protoZe toto nasyceni je u kazdého pacienta individualni. Maximalni
trombolyticka aktivita byva v zavislosti na davce obvykle dosaZzena do 30 minut po
podani. Diky tvorbé protilatek proti streptokinase neni mozZno provést opakovanou
aplikaci u pacientd. Casné nezadouci uginky dostavujici se bezprostfedné po podani
patfi febrilni reakce, bolesti hlavy, hypotenze nebo takéalergické reakce. Krvacivé
komplikace v podobé zivot ohrozujiciho krvaceni se vyskytuji pouze u 0,3 — 2,0%

nemocnych.

2.2.2 Urokinasa

Urokinasa je enzym vytvareny epitelialnimi bufkami mo€ového traktu a vyskytujici
se v moci zdravych lidi. Urokinasa aktivuje pfeménu plazminogenu na plazmin pfimo.
Urokinasa neni antigenni, netvofi protilatky dokonce nema popsany alergické reakce a

proto mlze byt podavana opakované (Pecka, 2004).

2.2.3 Tkanovy aktivator plazminogenu

Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA) je pfirozené tvofen endotelialnimi burikami
a patfi mezi pfima trombolytika. Molekula t-PA obsahuje vazebné misto pro fibrin a
katalytické misto pro pfeménu plazminogenu na plazmin. TPA se specificky vaze na
fibrin, hlavné ve vnifnich strukturach trombu. Velka vyhoda t-PA je, Ze neindikuje
antigenni odpovéd, jelikoz se jedna o humanni enzym (Fugate et al., 2010). V klinice

se pouziva rekombinantni forma rt-PA (preparat Actilyse).

Vé

2.3 Antiagregacni lécba

Do primarni hemostazy Ize zasahnout na urovni adheze, aktivace, degranulace

¢i vlastni agregace. V praxi se nejvice osvédCila blokada receptord ADP
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thienopyridinovymi antagonisty ADP receptort Ci blokada metabolické cesty vedouci
k syntéze TXA, kyselinou acetylosylicylovou. Oba principy antiagregacni lécby si
nekonkuruji, ale optimalné se doplAuji, jak prokazala i Fada Klinickych studii.
Protidestickové léky nemaji antidotum a v pfipadé vyskytu zavaznych krvacivych
komplikaci je nutné podat trombocytarni koncentraty.

Antiagregacni |éCba zuUstava jednim ze zakladnich sekundarné preventivnich
léCebnych opatfeni pfi IéEbé komplikaci aterosklerézy a je navazana na vSechny dalsi
léCebna opatfeni. Cilem dalSiho vyzkumu je ucinit tuto IéCbu jesté ucinnéjSi s mensim
vyskytem vedlejSich ucinku.

Antiagregacni 1éEba omezuje shlukovani krevnich desti¢ek. Existuje fada mist a
urovni, ve kterych antiagregacni Ié¢ba miize farmakologicky zasahnout (Pecka, 2004).

Hlavni vedlejSi ucinky antiagregaéni IéCby jsou krvacivé komplikace, hlavné
krvaceni do zazivaciho systému a mozkové krvaceni. Hlavnimi faktory, které zvysuji
vyskyt téchto krvaceni jsou vék, davka léku, délka 1éEby a komorbidity — artrézy a
bolestivé muskuloskeletalni syndromy vedouci k nekontrolovanému pouzivani
nesteroidnich antirevmatik, vyskyt viedové choroby gastroduodena v anamnéze,
onemocnéni ledvin s renalni insuficienci, koufeni a nedostate¢né zaijisténi stravy. U
thienopyridinl je tfeba ze zavaznych nezadoucich G&inki pamatovat na
trombocytopenie a neutropenie, nauzeu, zvraceni, bolesti v bfise a prajmy (Spac,
2010).

Agregaci mGzeme regulovat za pomoci dvou protikladnych faktorl tj. TXA, a
PGl,. TXA, zvySuje agregaci a podporuje vazokonstrikci, zatimco PGI, inhibuje
agregaci krevnich desti¢ek a vyvolava vazodilataci. Z mechanismu ucinku PGl, a TXA;
je zfejmé, ze mezi t€mito latkami existuje funkéni antagonismus pfi ovliviiovani cévniho
prisvitu a agregace desticek. Obé latky vznikaji pfi metabolismu kyseliny

arachidonové.

2.3.1 Kyselina acetylsalicylova (ASA)

Kyselina acetylsalicylova (ASA) patfi jiz déle nez sto let k Siroce uzivanym Iékam.
ASA ma antiflogistické a antipyretické Ucinky a také vyznamné snizuje agregaci
krevnich desti¢ek, €¢imz snizuje riziko kardiovaskularnich chorob, tedy recidiv infarktu
myokardu, zhorSeni anginy pectoris, brani retrombdéze v arterialnim fecisti po
chirurgickych vykonech atd. Uplatnéni ASA je velmi Siroké. Uzivani ASA vSak muze u
nékterych pacientl poSkozovat sliznici Zaludku a dvanactniku.

ASA je latka vyvolavajici nevratnou inhibici cyklooxygenasy (COX) a nasledné

potlacuje syntézu TXA,. Cyklooxygenasa je kliCovy enzym, ktery produkuje cyklické
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endoperoxidy PGG, a PGH, zarachidonové kyseliny. Nachazi se v denznim
tubularnim systému. Existuji 2 izoformy cyklooxygenazy tj. COX-1 a COX-2. COX-1 se
nachazi zejména v krevnich destickach a COX-2 hlavné v monocytech a makrofazich.
Obé izoformy jsou membranové vazané enzymy, které tvofi uzky a dlouhy hydrofébni
kanal, do néhoz vstupuje kyselina arachidonova z poSkozené membrany. Funkce
enzymU je katalyzovat transformaci této kyseliny na prostaglandiny (MatySkova et al.,
1999; Pecka, 2004). Kyselina arachidonova je tedy hlavni vychozi latkou pfi tvorbé
riznych druh( eikosanoidll. Kyselina arachidonova ma dvé odliSné metabolické drahy
(Obr. 6). Prvni metabolickou cestou je pfeména pomoci cyklooxygenasy pfi niz
dochazi k syntéze prostanoidll a dale druhou metabolickou drahou je pfemé&na pomoci
lipoxygenasy, €imz vznikaji leukotrieny a lipoxiny. Prostanoidy mohou byt dale ¢lenény

na prostaglandiny, prostacyklin a tromboxany, coz jsou derivaty kyseliny propanové.

Arachidonova kyselina

5-lipooxygenasa cyklooxygenasa

leukotrieny (LTC4, LTDy, LTE,.) prostaglandiny (PGE, PGH....)
lipoxiny ( LXA4, LXBs...) tromboxany

Obr. 6 Metabolismus kyseliny arachodinové

Kyselina acetylsalicylova (Obr. 7) v krevnich desti¢kach a také burikach endotelu
ireverzibilné inhibuje cyklooxygenasu (COX-1) tim, ze ji acetyluje. ASA, ktera tedy
vyvola nevratnou inhibici cyklooxygenasy, potlaci i syntézu tromboxanu A, a také
dalSich prostaglandinli. V burikach endotelu je schopnost tvofit prostacyklin porusena
pfechodné, nebot cyklooxygenasa se opét rychle vytvofi. Zde v8ak vidime rozdil u
krevnich destiCek, které nejsou schopny enzymy znovu vytvaret, jelikoz se jedna o
bezjaderné bunécné fragmenty. Tvorba TXA, je pozastavena na 7-10 dni, coz
odpovida délce zivota krevni desticky.

Davky ASA, které se pouzivaji v antiagregacni lé¢bé (100 — 200 mg denné, pouze
ve vyjmecnych pfipadech se jedna o vySSi denni davkovani), nemaji vétSinou
vyznamny gastrotoxicky ucinek na Zaludeéni sliznici, nicméné u citlivych pacientd
mohou i niz8i davky ASA vyvolavat projevy nesnasenlivosti, nauseu, zvraceni aj. U
velmi citlivych pacientd se objevuji i slizniéni zmény (eroze, petechie ¢i dokonce viedy),
coz muze vyvolat zavazné, zZivot ohrozujici komplikace v podobé& masivniho krvaceni

do zazivaciho traktu (Lillmann et al., 2009).
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Obr. 7 Vzorec kyseliny acetylsalicylové

Je zapotiebi, aby ASA do desti¢ek vstoupila nezménéna z dlivodu potlaceni tvorby
nezadoucich eikosanoidu acetylaci enzymu. Pfi peroralnim podani aspirinu probiha
v jatrech jeho deacetylace. Diky tomu jsou desticky saturovany vyS8Si koncentraci
narozdil od endotelu.

Mezi dalSi nezadouci ucinky ASA patfi alergicka kozni vyrazka, poskozeni
zaludeéni sliznice (zaludecni vredy), zhorSeni renalnich funkci a predevSim muze
vyvolat krvaceni. Rovnéz déti a dospivajici mladez trpici horeCnatym onemocnénim by
neméli uzivat ASA bez pfedchozi porady s Iékafem. Pokud bé&hem lécby dojde k
dlouhodobégjsimu zvraceni, mize se jednat o tzv. Reyldv syndrom, vzacné, avSak
zavazné choroby, o které je znama souvislost s ASA. Terapie pomoci ASA se vyuziva
u nemoci jako jsou angina pectoris, sekundarni profylaxe u infarktu myokardu nebo u
cévni mozkové pfihody (Ldllmann et al., 2009).

Dale exituji na trhu léky, které maji kyselinu acetylsalicylovou kombinovanou
napf. s dipyridamolem u pfivpavku Aggrenox®. Jedna se o inhibitor fosfodiesterasy,
ktery blokuje zejména uvolfiovani vWF a adhezivitu desti¢ek. Zablokovanim desti¢kové
fosfodiesterasy nedochazi k tvorbé cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP). Samotny
dipyridamol neni vhodny pro antitrombotickou lIé¢bu nemocnych s ICHS, u nichz maze
prohloubit ischémii. Je indikovan k lé¢bé tranzitorni ischemické ataky (TIA) a druhotné

prevenci ischemického iktu (Huang et al., 2013).

2.3.1.1 Aspirinova rezistence

Termin aspirinova rezistence je pomérné nepfesny. Pouziva se jak ve smyslu
klinickém, tak laboratornim. Termin ,rezistence” obecné znamena, Ze lék je neschopen
zasahnout svuUj farmakologicky cil. Dle této definice by se aspirinova rezistence
vztahovala pouze na situace, kdy aspirin neni schopen inhibice produkce TXA, zavislé
na COX-1 a nasledné redukci desti¢kovych funkci zavislych na TXA, (Angiolillo, 2009;

Hirmerova 2009).
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Z klinického pohledu tedy muze nastat situace, kdy uzivani ASA nezabrani
trombotické komplikaci. Jedna se o stav, pfi kterém selhava |écba ASA. Ve vSech
pfipadech se nemusi strikiné jednat o nedostateCnou odpovéd, nebot’ k trombotické
komplikaci maze dojit i pfi rozsahlé progresi aterosklerézy nebo také po zavedeni
stentu. ASA ma v prevenci kardiovaskularnich pfihod nezpochybnitelnou ucinnost, ale
neni schopna zabranit trombotickym komplikacim u vSech pacientu.

Laboratorné je aspirinova rezistence popisovana jako nemoznost prokazat
ucinek aspirinu laboratornimi testy. V diagnostice aspirinové rezistence se vyskytuje
fada testovacich systém( s rGznou citlivosti a specifitou. Pokud je léba ASA neucinna,
dochazi stale ke tvorbé TXA,, jehoz metabolit tj. TXB, Ize detekovat v mo&i nebo
v plazmé. Dalsi bézné dostupné testy sleduji nedostateCnou inhibici agregaéni
schopnosti krevnich desti¢ek pfi uZivani ASA. PouZiti metod se u jednotlivych studii
liSi, a proto byva nizka vzajemna korelace. Opticka a také impedanéni agregometrie po
stimulaci kyselinou arachidonovou se jevi jako nejvhodnéjsi metody ke stanoveni
protidesti¢kového ucinku po podani ASA (Zimmermann & Hohlfeld, 2008).

PFiciny aspirinové rezistence mizeme rozdélit na endogenni (Tab. 1) a
exogenni (Tab. 2). Endogenni pfi€iny ASA rezistence jsou dale rozdéleny na skupinu
bunélnych a dale také skupinu genetickych pficin. Je nutné si uvédomit, ze na
stanoveni agregace trombocytl maji vliv rizné faktory. Jedna se zejména o
nedostateénou biologickou dostupnost (non compliance, nedostateéna davka,
nedostate¢na absorpce, interference s jinymi léky), zvySenou funkci destiCek (neuplna
tvorba TXA,, zvySeny obrat desti¢ek) genetické pficiny (polymorfismy receptorti: GP
lIb/llla, kolagen, tromboxan; polymorfismy enzymua: COX-1, COX-2, TXA, syntasu),
interakci trombocytld s jinymi krevnimi burikami. Existuje také velmi riznoroda skupina
faktor4, které maji vliv na agregaci trombocytl jako napf. koufeni,
hypercholesterolémie, stres, zvySena aktivita sympatiku aj. Agregaci trombocytl nelze
vétSinou stanovit u vzorkdl s chylozni, ikterickou a také hemolytickou plazmou.
Limitujici je také pocet trombocytll. Pro vétSinu metod stanoveni agregace trombocytl
je limitni hodnota 100x1091.

Tab. 1 Endogenni pri€iny selhavani protidestiCkove terapie ASA

Endogenni pri€iny ASA rezistence

Bunécéné Genetické

cesty neblokované ASA  (indukce | polymorfizmus COX-1 (alteruje aktivni misto a
agregace brani acetylaci aspirinem),COX-2, TXA2

erytrocyty, trombinem, kolagenem, syntetazy
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adrenalinem, ADP, cytokiny)

senzitivita desticek na kolagen a ADP ADP polymorfizmus GP la/lla, Ib/V/IX, lib/llla
receptoru

overexprese COX-2 (rychla regenerace polymorfizmus receptoru pro kolagen GP VI,

trombo) vWf GP la

regenerovana COX-1 (Mo,Ma,endotelie) polymorfizmus f XIIl (Val34Leu), ktery vede
k inhibici aktivace faktoru XIlI pfi [6Cbé ASA

resolviny

tvorba 8-iso-PGF

Tab. 2 Exogenni pfi€iny selhavani protidestiCkové terapie ASA

Exogenni pfi€iny ASA rezistence

malabsorpce

lékové interakce (NSAID)

koureni

fyzicka zatéz, posturalni reakce, stres

vék, pohlavi

zvySeny obrat krevnich desti¢ek

hyperlipidémie, hyperglykémie

netromboticka etiologie cévniho uzaveéru (arteriitida, embolizace)

hyperkoagulacni stav u akutnich koronarnich syndroma

dose dependence

2.3.2 Thienopyridiny

Thienopyridiny jsou ireverzibilni blokatory ADP receptoru P2Y,. DalSi cesty
aktivace pres ADP receptory jako je P2Y,; nejsou ovlivnény. Koneénym efektem
blokady ADP receptoru je zabranéni aktivace destickového receptoru GP llb/llla.
Thienopyridiny prvni i druhé generace ziskavaji svoji aktivitu az po biotransformaci
v jatrech tj. oxidaci cytochromem P-450. Velmi odliSna je potom biotransformace
thienopyridin tfeti generace, kde k aktivaci dochazi ve stfevni sténé. Schematické
znazornéni ruznych terapeutickych moznosti inhibice destiCkového receptoru P2Y;
shrnuje také Obr. 10.

-34 -




Jako prvni zastupce thienopyridini byl do klinické praxe uveden tiklopidin.
Byla prokazana jeho ucinnost v prevenci trombo6zy koronarnich stentt pfi kombinované
lé€bé s ASA. Dnes je jeho uzivani povazovano za obsolentni a zGstava uzivan pouze
jako zalozni lék pfi nemoznosti uziti modernéjSich preparatd z této skupiny
antiagregancii. Mezi nejzavaznéjSi vedlejSi ucinky tiklopidinu patfi neutropenie,
trombocytopenie, aplastické anémie a trombocytopenické purpury. Méné zavaznymi
komplikacemi jsou alergické reakce a prijmy.

Dominantni postaveni ma v soucasnosti thienopyridin druhé generace,
klopidogrel, vzhledem k obdobné klinické ucinnosti jako tiklopidin, ovéem lepSimu
bezpecnostnimu profilu (niz8i vyskyt krvacivych komplikaci, dfenovych utlum( atd.).
Thienopyridiny jsou proléCiva s nutnosti metabolické aktivace cestou cytochromu P450,
coz vede k delSi dobé do nastupu uginku. Po podani klopidogrelu se dostavi u€inek do
2—4 hodin, tuto nevyhodu lIze ¢asteCné zmirnit podanim nasycovaci (navysené,
bolusové) davky.

V pfipadé klopidogrelu je kli€ovym izoenzymem pro metabolizaci oxidaza CYP
2C19, ktera ma az u 30 % populace jednu defektni alelu, coz ma za dlsledek
nedostate¢ny efekt Iéku a timto podminéna nedostateCna klinicka ucinnost je hlavnim
nedostatkem [éCby klopidogrelem. Rezistenci na lé¢bu klopidogrelem zvySuje také
souCasna lécba inhibitory protonové pumpy (napf. omeprazolem), ktery je rovnéz
metabolizovan CYP 2C19. LepSi u&innosti l1éku u pacientd s timto defektem Ize
Castecné dosahnout jiz zminénym navysSenim Uvodni davky na 600 mg.

Prasugrel je thienopyridin 3. generace, jenz je aktivovan ve stfevni sténé a
jeho metabolizmus neni tudiz ovlivnén polymorfizmem CYP. Ma tedy méné Iékovych
interakci a je funkéni i u pacientl rezistentnich ke klopidogrelu tj. u pacientl
neadekvatné odpovidajicich na Ié¢bu klopidogrelem (Alexopoulos et al., 2012). Je
rovnéz dostupny v peroralni (p.o.) formé&, ma vSak vyrazné kratS$i dobu do nastupu
ucinku (30 minut). Po oralnim podani je prasugrel esterazami v krvi a ve stfevé
pfeménén na neaktivni thiolakton, ktery je dale oxidovan cytochromem P 450
(izoenzymem 3A4 a 2B6) na aktivni metabolit R-138727. V porovnani s metabolickym
osudem klopidogrelu tj. pfeména na intermediarni thiolaktonovy produkt probiha
pomaleji a béhem této pfemény je ztraceno cca 85% meziproduktu (pfeménou na
inaktivni metabolity). Hladiny aktivnich metabolitd jsou po prasugrelu vyssi nez po
klopidogrelu a vykazuji také mensSi variabilitu. Pokud se uplatni i geneticky
polymorfizmus ve funkci izoenzymu 2C19 s dusledky niz8i schopnosti pfemény
klopidogrelu na aktivni metabolit, pak jsou rozdily v ucinnosti v neprospéch

klopidogrelu jesté vyraznéjsSi. MenSi variabilita Gc¢innych krevnich hladin aktivniho
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ucinku.

Ve studii TRITON-TIMI 38 prokazal prasugrel lep3i vysledky oproti klopidogrelu
u pacientl s akutnim koronarnim syndromem. Nevyhodou tohoto léky je vSak vySSi
vyskyt krvacivych komplikaci, z ¢ehoz vyplyva i omezeni |éCby prasugrelem u pacient
vy8Siho véku (nad 75 let), cévni mozkova pfihoda/transitorni ischemicka ataka v
anamnéze nebo také nizka hmotnost (pod 60 kg). Da se ale fici, Zze stale pfevysuje
benefit nad riziky. Nejvétsi pFinos oproti klopidogrelu byl prokazan u pacientd po
implantaci stentu.

Elinogrel je novy thienopyridin, ktery ma na rozdil od pfedchozich reverzibilni
vazbu kompetitivniho charakteru na receptor P2Y12, velmi rychly nastup a kratkou
dobu trvani uCinku. Lék je dostupny v peroralni i intravenézni formé a v klinickych
et al., 2010).

Podani thienopyridind v kombinaci s aspirinem pfi [é€bé akutniho koronarniho
syndromu a pfi koronarnich intervencich je dnes povazovano za tzv. zlaty standart.

Ticagrelor je antagonista ADP receptorl non-thienopyridinového charakteru.
Ticagrelor plsobi pfimo na receptor P2Y,, je dostupny v peroralni formé ¢&i ve formé
infuze, nevyzaduje biotransformaci na aktivni metabolit (zasadni rozdil od
thienopyridinli, nezavislost na systému CYP) (Nordeen et al., 2013). Nastup ucinku je
v rozmezi 2—4 hodin u peroralni formy avsak v pfipadé infuze se ucinek dostavi za 3-6
min, blokada ADP receptorl je reverzibilni, z ¢ehoz vyplyva krat§i efekt Iéku a také
nutnost podavani ve dvou dennich davkach. Ve studii PLATO vykazal ve srovnani s
klopidogrelem pfi podavani po dobu 12 mésict pacientim po infarktu myokardu
s elevacemi ST useku redukci rizika umrti a opakujicich se aterotrombotickych pfihod
bez zvySeni rizika zavazného krvaceni (Goel, 2013). NejCastéjSim nezadoucim
ucinkem pfi lécbé ticagrelorem je vysSi vyskyt asymptomatickych atrio- ventrikularnich
blokad a obdobné jako u vSech reverzibilnich blokator( receptord P2Y12 (elinogrel,
ticagrelor, cangrelor) dechova nedostateénost. Mizeme tedy fici, ze Ticagrelor je
vhodnou alternativou thienopyridinG pfi dualni antiagregacni terapii u pacientl s
akutnim koronarnim syndromem (Vandvik et al, 2012).

Cangrelor je rovnéz non-thienopyridinovy antagonista ADP receptoru P2Y12
s pfimym a také reverzibilnim ucinkem. Vyhodou tohoto preparatu je velice rychly
nastup ucinku tj. v fadu minut. Stejné jak jiz bylo zminéno u pfedchoziho léku je efekt
rovnéz velice kratkodoby v fadu desitek minut. Cangrelor se tedy musi aplikovat
kontinualné - intraven6zné, z ¢ehoz vyplyva omezené uzivani pfi 1é€bé akutniho

koronarniho syndromu. Vzhledem k velmi rychlému odeznivajicimu ucinku by mohl byt
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uzivan jako preklenovaci 1é¢ba zejména

kardiochirurgickymi vykony (White et al, 2012).

H‘}fﬁﬂ H
4 | T
S ¢l

Obr. 8 Strukturni vzorec Tiklopidin

H;COCly, - f

Obr. 9 Strukturni vzorec Klopidogrel
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Obr. 10 Schematické znazornéni raznych terapeutickych mozZnosti inhibice desti¢kového
receptoru P2Y;,. PIné Cerné Sipky ukazuji cestu aktivace desti¢ek. Naproti tomu teckované
¢erné Sipky oznacuji mista inhibice. ADP — adenosin difosfat, ATP — adenosin trifosfat, cCAMP —
cyklicky adenosin monofosfat, PDE-IIl — fosfodiesterasa Ill, PGE1 — prostaglandin E1, PAK —
protein kinasa, VASP-P — fosforylace vazodilataci stimulovaného monofosfatu (upraveno dle
Angiolillo DJ et al., 2011).

2.3.2.1 Thienopyridinova rezistence

Faktory ovliviujici selhani terapie klopidogrelem muzeme rozdélit do tfi skupin
(genetické, bunécné, klinické - viz. tabulka 3). Z genetickych pfi€in jsou to zejména
polymorfizmy cytochromu P 450 (CYP 2C19, CYP 3A4, 3A5), polymorfizmy receptoru
pro ADP. Mezi faktory klinické patfi hlavné nespoluprace nemocného v terapii,
inadekvatni  davkovani, Ilékové interakce (mezi clopidogrelem a farmaky

metabolizovanymi pfes cytochrom P450), pfidruzené choroby (diabetes mellitus,
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obezita), stresové situace, €i zvySeny obrat trombocytl (Kreutz et al., 2013). Byla
popsana i korelace mezi snizenou odpovédi na ASA a sou€asné snizenou odpovédi

na klopidogrel.

Tab. 3 P¥ic¢iny thienopyridinové rezistence

Priciny thienopyridinové rezistence
lékové interakce s CYP3A4

BMI, diabetes, inzulinollezistence, stres

interindividualni a intraindividualni variabilita v aktivité CYP 45

akcelerovany obrat krevnich destiCek

genové polymorfismy CYP 450

genové polymorfismy destiCkovych receptort

Noncompliance, poddavkovani

2.3.3 Blokatory receptort GP llb/llla

V klinické praxi se uzivaji pouze parenteralni preparaty, jejichz uziti je omezeno
na terapii akutniho koronarniho syndromu a koronarni intervence. Doposud testované
peroralni molekuly vykazovaly vyrazné zvySené riziko krvacivych komplikaci a diky
nizké afinité ke GP llb/llla receptoru rovnéz vznik protrombotického stavu po jejich

vysazeni. Dlasledkem bylo zvySeni mortality ve studiich s t&émito preparaty.

2.3.3.1 Abciximab

Abciximab je Fab ¢ast monoklonalni protilatky proti GP lIb/llla receptoru, proto
je jeho vazba na receptor trvala. Abciximab byl testovan v mnoha studiich u pacient

s akutnim koronarnim. Abciximab se podava v infuzi a ma pomémé dlouhy polocas fj.

-39 -



8 aZ 16 hodin, a proto také po ukon&eni infuze se vrati agregace destiek k 50 %
puvodnich hodnot az po 24 — 48 hodinach (Berny-Lang et al., 2013). Pfi intraven6znim
podani abciximabu se jiz v pribéhu 30 minut vaze 65 % abciximabu za pfitomnosti
Ca2+ na desti¢ky (cirkulujici i ve slezing). V dnedni dobé se jedna o nejucinngjsi
protidestickovy pfipravek. Abciximab je schopen blokovat i tvorbu mikroagregat, tim
Ze inhibuje dalSi destiCkovy receptor pro vitronektin a dale receptor MAC-1 (CD11b/18)
na aktivovanych leukocytech a monocytech. Inhibuje navic i trombin, ¢imz ma také
antikoagula¢ni ucinek. Vyhoda aplikace abciximabu byla prokazana u pacientl, u
kterych byla provedena implantace koronarniho stentu. Vyznamné zvySené riziko
krvacivych komplikaci bylo nalezeno u pacientd soucasné léCenych heparinem ve
vy8Sich davkach (100 IU/kg). Pfinosné bylo pfidani abciximabu ke standardni dualni
antiagregaci u pacientt podstupujicich elektivni perkutanni koronarni intervenci pouze
v pfipadé vyrazné zvySeného rizika periproceduralnich komplikaci (nestabilni plat,
venozni $tép), u ostatnich naopak zvysené riziko krvacivych komplikaci prevySovalo
vyhodu trojité antitrombotické 1éCby (Queiroz et al., 2004). Nevyhodou tohoto pfipravku

je vy8si cena.

2.3.3.2 Syntetické inhibitory - tzv. ,malé molekuly*

DalSimi dostupnymi preparaty z této skupiny jsou eptifibatid a tirofiban (Berny-
Lang et al., 2013). Eptifibatid byl izolovan nejdfive z hadiho jedu barbourinu chiestyse
Sistrurus barbowii a v dnesni dobé je jiz vyrabén synteticky. Obé latky pusobi pres
kompetitivni vazbu na receptor GP llIb/llla, takze po pferuseni jejich aplikace dochazi k
obnové funkce trombocytl po pfiblizné 4 hodinach od aplikace. U téchto preparatu jsou
k dispozici data o pfiznivém ucinku zejména v kombinaci s klopidogrelem 600 mg u
akutniho koronarniho syndromu pfed primarni perkutanni koronarni intervenci, avsak
pouze pokud €as od zahajeni léCby do provedeni intervence pfesahuje 2,5 hodiny. U
pacientd s renalni insuficienci je nutno redukovat davky obou preparatd. Podani
antagonistd GP llb/llla pfi konzervativni [é€bé akutniho koronarmiho syndromu neni
doporucovano.

Peroralni syntetické inhibitory GP lIb/llla zatim v prevenci a |&é€bé arterialnich
tromb( selhaly. Nékteré z nich misto antiagrega¢niho ucinku naopak desticky
aktivovaly. Do této kategorie fadime nasledujici pFipravky orbofiban, xemilofiban,

sibrafiban, lefradafiban, klerval, lotrafiban atd.
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3. MONITOROVANI ANTIAGREGACNI TERAPIE

V poslednich letech probiha vyvoj novych laboratornich metod, které jsou
vyuzivany k monitoraci selhavani antiagregacni Cili protidestickové terapie. Nejcastéji
uzivanou metodou pro vySetfeni funkce krevnich desticek je vySetieni jejich agregace.
Pro monitorovani u€inku antiagregacni terapie lze vyuzit fadu dnes bézné uzivanych
laboratornich metod. NejCastéji sledovanym antiagregacnim Ilékem je jiz dfive
zmiflovana kyselina acetylsalicylova, ktera je bez pochyby nejstar§im a nejuzivangjsim
tradiénim, finanéné& nenaroénym Iékem v primarni i sekundarni prevenci
aterotrombotickych cévnich pfihod. V dneSni dobé slouzi stale jako tzv. ,zlaty
standard“ vySetfeni agregace trombocytl v plazmé bohaté na trombocyty (PRP)
pomoci optické transmisni agregometrie (Woo et al., 2010).

Membrana krevni desticky mize obsahovat vice receptort pro jeden induktor.
Typickym pfikladem je ADP receptor, ktery ma na membrané krevnich destiCek hned
dva receptory tj. P2Y, a P2Y,,. Pokud je agregacni reakce indukovana nizkou davkou
ADP, pak dochazi k primarni agregacni viné a obsazen je pouze receptor P2Y, a
uvolni se Ca®*. AZ pfi vy$$ich koncentracich ADP induktoru dojde k obsazeni receptoru
P2Y,,, ¢imz dojde k sekundarni agregacni odpovédi a také se exprimuje a aktivuje
velky pocet glykoproteinovych komplext a tudiz dochazi k sekreci obsahu granul a

spousti se metabolismus kyseliny arachidonové.

3.1 Opticka transmisni agregometrie

V dnedni dobé slouzi jako tzv. ,zlaty standard“ vySetfeni agregace krevnich
destiCek v citratové plazmé bohaté na krevni destiCky (PRP) a chudé na krevni
destiCky (PPP) pomoci optické transmisni agregometrie (LTA) (Cattaneo, 2007).
Analyzuje se zména prachodnosti svétla, k niz dochazi pfi vytvareni agregatl krevnich
destiek. K monitorovani protidestiCkoveé terapie se vyuziva agregaéniho stanoveni
indukovaného, kdy se pfidavaji stimulacni latky, kterou mohou vyvolat agregaci. Z
agregacni kfivky byva nejCastéji vyhodnocena maximalni amplituda, ktera se vyjadfuje
v procentech rozdilné propustnosti svétla tzn. PRP - PPP. DalSimi moznymi parametry
k vyhodnoceni mize byt rychlost nastupu agregacni kfivky ¢i doba nutna k dosazeni
poloviny maximalni amplitudy. Zastupce analyzatord sLTA agregometrickym
stanovenim je APACT 4004, ktery umoznuje az 4 soubézné reakce v jednom béhu.

Limitujicim faktorem pro optickou transmisni agregometrii je pocet desti¢ek pod
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100x10%I. Problematické a spi§e neméfitelné se daji nazvat také vzorky s chylézni &i
hemolytickou plazmou.

PFfi podezfeni na aspirinovou rezistenci se jako specificky induktor vyuziva
kyselina arachidonova. Literarné je jako daldi mozny induktor popisovan napf. i
kationicky propylgalat (CPG), avS8ak neni specificky (Zimmermann & Hohlfeld, 2008).
Pfi podezieni na thienopyridinovou rezistenci se jako specificky induktor vyuziva ADP
a PGE..

32 Impedanéni agregometrie

Jednou z novych moznosti jak zjistit rezidualni agregaci krevnich destiCek je
pouziti vicekanalové impedanéni agregometrie (MEA), ktera je provadéna z plné
nesrazlivé krve (Mueller et al., 2007; Seyfert et al., 2007). Vyhodou tohoto stanoveni je
jednoducha pfiprava vzorku k analyze také diky odstranéni centrifugacniho kroku.
Jedna se o méfeni elektrické impedance mezi dvéma elektrodami v nesrazlivé (nejlépe
hirudinové) pIné krvi. Specielné vyrobena kyveta dale obsahuje magnetické michadlo a
dva pary elektrod potazenych stfibrem. Registruje se zména impedance, ktera vznika
vlivem narlstani agregatl krevnich destiCek na dvou nezavislych elektrodach.
Vysledkem je kfivka, ktera zobrazuje zavislost agregace destiCek vyjadienou
v agregacnich jednotkach (AU), na ¢ase (min) (Weber et al., 2012). Jak je patrno na
Obr. 11, tak z jednoho méficiho kanalu se ziskavaji dvé agregacni kfivky, kazda
z jedné dvojice elektrod. Na trhu je dostupna Siroka Skala induktort jako je ADP,
arachidonova kyselina, kolagen, peptid aktivujici trombinovy receptor (TRAP),
prostaglandin E; aj. Zpramérnych hodnot obou kfivek patfi mezi standardné

hodnocené parametry:

e Plocha pod kfivkou
e Maximalni amplituda agregace

e Maximalni sklon agregace
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Obr. 11 Finalni hodnoceni MEA. Kfivky vyjadfuji zavislost agregace krevnich destiCek (AU) na
Case (min). Mezi zakladni zobrazené parametry patfi: plocha pod kfivkou (AUC), maximalni
sklon agregace (slope) a maximalni amplituda agregace (upraveno dle

http://www.multiplate.net/en/parameter.php).

Pro spravnou analyzu je dulezité dodrzet preanalytickou fazi a v laboratofi
zpracovat biologicky material nejlépe do dvou hodin od samotného odbéru a uchovavat

jej pfi laboratorni teploté (Lippi et al., 2012).

Analyzator ma moznost provést az pét analyz v jednom béhu. (Hanke et al.,
2010).

Obr. 12 Multiplate® analyzer (upraveno dle http://multiplate.net/en/leftinstrument.php)
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3.3 DalSi moznosti monitorace antiagregaéni
léCby
Mezi dalsi bézné dostupné technologie patfi méfeni pomoci pfistroje Verify Now,
PFA 100, méfeni metabolitl kyseliny arachidonové (v séru nebo také v moci) €i pouziti
prutokové cytometrie napf. pro stanoveni thienopyridinové rezistence. V tomto pfipadé

Ize uzivat flow-cytometrii s vasodilatator stimulacnim fosfoprotein fosforylacnim testem
(VASP) (Blais et al., 2009).

3.3.1 Monitorovani pomoci pristroje Verify Now

Méfeni pomoci pfistroje Verify Now je zaloZeno na principu optické
agregometrie. Analyza probiha ze zkumavky s nesrazlivou (hirudinovou ¢i citratovou)
krvi, propichnutim aspira¢ni jehlou. Soucasti této analyzy je aktivace specifickymi
induktory (dle typu antiagregacni léCby pacienta), jez aktivuji destiCky. Agregace je
podpofena latexovymi kuliCkami, které jsou na svém povrchu pokryty fibrinogenem.
Vyhodou tohoto systému je rychlost analyzy a nenaro¢na obsluha pfistroje (Paulu et
al., 2013).

Pfistroj umozhuje sledovat uc€innost antiagregacni 1éCby po podani ASA tzv.
Aspirin test, ktery vysledek testu vyjadfuje v jednotkach ARU (Aspirin Reaction Units,
jako induktor je pouzita kyselina arachidonova) a dale také po podani thienopyridinu,
kde je vysledek vyjadfen v jednotkach PRU (P2Y,,Reaction Units, jako induktor je
pouzito ADP/PGE,). K monitorovani 1éEby antagonisty GP lIb/llla se jako vhodny test
pouziva iso-TRAP test. Vysledek stanoveni se vyjadiuje v PAU jednotkach (Platelet
Aggregation Units), které vyjadfuji rychlost nabéhu a intenzitu agrega¢ni odpovédi.

Tento test neni vhodné pouzivat u pacientl s vrozenymi abnormalitami krevnich
desti¢ek a také u pacientl se snizenou funkci krevnich desti¢ek. Krev je nutno vySetfit
0,5 — 4 hod od odbéru krve.

3.3.2 Monitorovani pristrojem PFA 100

Pristroj PFA 100 se sklada z méficiho pfistroje a pfisluSnych méficich moduld.

PFA 100 monitoruje adhezi a agregaci trombocytl a pro tuto analyzu pouziva malé

mnozstvi citratové plné krve. Méfici cartridge je na jedno pouZiti a obsahuje zasobnik

na vzorek, kapilaru a biologicky aktivhi membranu s otvorem uprostfed. Membrana je

dodavana bud ve sloZeni kolagen/ADP nebo kolagen/epinefrin (Karger et al., 2007). Pfi

analyze prochazi krev pfes membranu, ¢imZ je aktivovana adheze a agregace a
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nasledné je uzavien otvor v membrané tj. Cas uzavieni (closure time - CT) (Golanski et
al., 2013).

Pro monitorovani antiagregacni terapie ASA je vhodné pouzit modul
kolagen/epinefrin a pro monitoring thienopyridinové rezistence modul ADP/kolagen,
kde je membrana navic pokryta ionty vapniku a prostaglandinem E1.

Limitujici pro tento typ analyzy je podet destitek tj. pod 100x10%I a hodnota
hematokritu pod 28%. Komplikace se mohou vyskytovat také u vzorkd chyléznich,
ikterickych &i hemolytickych. Také pfitomnost vzduchovych bublin nebo mikrotrombu
muze vyrazné ovlivnit vysledky stanoveni. Thienopyridinové derivaty neni vhodné
monitorovat pfi |éCbé streptokinasou a dale teofylin interferuje v testech, pokud je v krvi

v koncentraci vy$Si nez 5 mgl/l.

3.3.3 Stanoveni metabolitti cyklu kyseliny arachidonové

Daldi moznou metodikou, ktera slouzi pouze pro stanoveni aspirinové
rezistence, je detekce 11-dehydrotromboxanu B, (v séru nebo moci) (Gremmel et al.,
2013) — test je ale v porovnani s vySe zminénymi agregacnimi metodikami Casové
Tromboxan B, (TXB,) je produktem neenzymatické pfemény TXA,, ktery je za

fyziologickych podminek vysoce nestabilni.

3.3.4 VASP

VySetfeni fosforylace VASP (vasodilatator-stimulated phosphoprotein) proteinu
vazaného v trombocytech na vlakna aktinu. Tato metodika vSak vyzaduje nakladnou
aparaturu pritokove cytometrie. Principielné se jedna o stanoveni fosforylovaného
VASP (VASP-P) s fluoresceinem znacenou monoklonalni protilatkou vici VASP-P v
oblasti Ser 239 (VASP-16C2). Tato fosforylace nastava po kaskadé
nitrotrombocytarnich krokll vyvolanych stykem desticky s vazodilatatorem —
prostaglandinem E1 (prostacyklinem). Koncentrace VASP-P poté v desti¢ce klesa po
inhibici adenyl cyklasy a snizeni cAMP vyvolané ADP. VySetfeni je stanovovano ve
vzorcich krve pacienta 1éCeného clopidogrelem, k némuz je v prvnim kroku pfidan
prostacyklin a ve druhém kroku ADP. Pokud byl pfi 1éCbé clopidogrelem blokovan
desti¢kovy receptor pro ADP P2Y12, k poklesu koncentrace zvySeného VASP-P po
pridani ADP nedochazi a vysledné zna€eni monoklonalni protilatkou proti VASP-P je v

téchto destickach pozitivni (Bagoli et al., 2013).
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Je jiz prokazano, Ze vysledky stanoveni ucinnosti clopidogrelu pomoci VASP-P
testu korelovaly s vySi ischemickych zmén vyvolanych nedostateCnou ucinnosti
protidestickové lé€by u nemocnych po provedené perkutanni koronarni intervenci
(Bonello et al., 2008). V takovém pfipadé je vhodné podat misto clopidogrelu novy
inhibitor ADP receptoru prasugrel, ktery ma vyssi u€innost (Wiviott et al, 2007). Na
stanoveni slopidogrelové rezistence pomoci VASP muze mit vliv dysfunkce endotelu
se snizenim syntézy NO, prostacyklinu, nebo hypercholesterolémie &i hyperglykémie
(Ang et al., 2008).

4.POLYMORFISMY RECEPTORU KREVNICH
DESTICEK

Monitorovani ucinnosti protidesti¢kové léCby se jevi kliCovym faktorem ve
vySetfovani sekundarni prevence IM, zejména u mladych pacientli v dobé pfichodu
novych lé¢ebnych moznosti. Vysoké procento selhani této terapie pfi 1éCbé kyselinou
acetysalicylovou resp. pfi 1éEbé thienopyridiny, ukazuje na zavaznost tohoto problému.
Zjistovani pfic¢in selhani lécby je jednim z kliCovych faktorl pro racionalizaci a
personalizaci protidestiCkové terapie, ale také pro dalsi stratifikaci postupu zejména
s ohledem na prevenci recidiv aterotrombotickych pfihod. V posledni dobé byla
identifikovana cela fada endogennich a exogennich pfi¢in selhani protidestickové
terapie. Podil jednotlivych endogennich a exogennich faktorl ovliviujicich selhani
terapie se lisi s ohledem na pouzity protidesti¢kovy |€k, jeho metabolizaci a s ohledem
na genetické predispozice pacienta.

S rizikem aterotrombogeneze jsou v dnesni dobé spojovany i polymorfismy
genl receptord povrchovych glykoproteini krevnich desticek nebo jejich enzymd.
Jedna se o polymorfismy receptoru pro fibrinogen — integrin GP Ill (HPA-1), receptoru
pro ADP P2Y12 (haplotyp H1/H2 a také 34C > T), receptoru pro trombin PAR-1 (IVS -
14A > T), enzymu cyklooxygenazy 1 (-842A > G), receptor pro kolagen GP la/lla (807C
> T) a také genu GP VI (13254T > C), jenz nesouvisi pouze s vySSim vyskytem
koronarnich pfihod, ale také s zilni tromb6zou (Kvasnicka et al., 2008; Lepantalo et al.
2006). Klinicky vyznam jednotlivych polymorfismu genu desti¢kovych receptort zatim
je studovan. U ADP receptoru P2Y12 jsou znamy ¢tyfi polymorfismy (i-139C > T, i-
744T > C, i-ins801A a 52G > T), které jsou ve vazebné nerovnovaze a tvofi dva

haplotypy, které jsou oznacovany jako H1 a H2. Alela H2 byva oznaovana jako mozna
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pricina vyssiho rizika aterotrombogeneze. Zajimavy je vysledek studie GENDER, kdy u
nemocnych nesoucich bé&Znou alelu H1 po perkutanni koronarni angioplastice a
zavedeni stentu byl zjiStén nizSi vyskyt restendz. Polymorfismus enzymu
cyklooxygenasy 1 zfejmé& ovliviiuje odpovéd destiCek na 1éCbu kyselinou

acetylosalicylovou.

4.1 Detekce polymorfismii destiCkovych
receptoru

Spravné vedena protidestiCkova léCba je jednou z hlavnich moznosti, jak
predejit vzniku nebo recidivé akutniho koronarniho syndromu. Protidesti¢kova Iécba
ma vsak sva uskali. Jednou z moznosti neucinnosti ¢i selhani antiagregac¢ni I&Cby je
geneticky predpoklad tzn. polymorfismy desti¢kovych receptor. Pro jejich detekci je
mozno pouzit real-time PCR (RT PCR, PCR vrealném d&ase), ktera je moderni
molekularné genetickd technika umoziujici rychlou, efektivni a spolehlivou detekci
vCetné kvantifikace specifického useku DNA popfipadé RNA. Real-time PCR existuje
v rlzném usporadani.

Alelové odliSeni pfislusnych aminokyselin se stanovuje analyzou kfivek tani po
ukon&eni cyklll PCR reakce (Kroupis et al., 2009). Analyza kfivek tani se pouziva
k rozpoznani jednotlivych DNA produkt( a genotypizaci. Na teplotu tani (T,,) ma vliv
sekvence, délka vlakna a také obsah GC bazi. Pfi nevhodném parovani bazi mezi
dvéma vlakny DNA dochazi ke snizeni T, Tohoto jevu se vyuziva zejména pfi
genotypizacni analyze. U komplementarné navazanych préb je vidét vyssi T, na rozdil
od préb nekomplementarnich. PFi¢inou byvaji jednobodové mutace. Teplota tani mize
byt definovana jako bod, kdy polovina molekul DNA taje nebo polovina préb disociuje z
molekuly DNA. (pfepracovano podle navodu k pfistroji LightCycler®480 - Operator's

manual, Software verze 1.2, www.roche-applied-science.com).

Pro stanoveni destickového polymorfismu receptoru COX-1 (—842A > G) Ize
pouzit RT PCR v podobé HRM (vysokorozliSovaci analyza kfivek tani). HRM je
metodika, ktera slouzi k vyhodnoceni povahy produktt RT PCR.

Pro zjisténi destickovych polymorfismt P2Y,, - C34T, P2Y4, - T744C a GP1bA
se vyuziva specifickych sond a primerl a vyhodnoceni je provedéno melting-curve
genotyping.

Pro stanoveni destiCkového polymorfismu GP VI se ukazuje jako nejvhodnéjsi
asymetrické uspofadani s vyuzitim hybridizacnich sond a primerd. Vychozi
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koncentrace jednoho primeru je dvojnasobné vy33i nez koncentrace druhého primeru.
DNA je syntetizovana do doby nez se jeden z primerl zcela vycerpa. K vyhodnoceni
se pouziva stejné jako u predchozich destiCkovych polymorfismi melting-curve

genotyping.

. KRIVKA TANI

A B: DERIVACE KRIVKY TANI
8 @
§ e i specificke
% % § nespecifické produkty
o] 55 produkty /
= =70 \ |
& ot [
z - g% / VX,
. \ = _.J \
| —
teplota ‘i’m teplota

Obr. 13 Kfivka tani DNA
PFi vytvareni heteroduplexd maji kfivky tani odlisny tvar a po derivaci kfivky tani Ize produkty

snadngji odliSit. (pfepracovano podle: http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sondy-

kvantitativni-real-time-pcr/)

4.1.1 Polymorfismy a aspirinova rezistence

Geneticky podminéné pficiny selhani protidestiCkové |éCby aspirinem se
rozdéluje na zmény v cytochromu P—450, kde probiha utilizace ASA, a dale genetické
zmeény destiCkovych receptorl. Utilizace ASA v cytochromu P—450 je jiz podrobné
prozkoumana, proto je vlastni prace dale zaméfena na genetické zmény desti¢kovych
receptorl, kde situace neni zcela objasnéna. Mezi geneticky podminéné zmeény
desti¢kovych receptortl, které mohou zpUsobit rezistenci na ASA, patfi polymorfismus
destiCkového receptoru COX-1 (Maree et al., 2005), GP IbA (Angiolillo et al., 2005) a
GP VI (Lepantalo et al., 2006).

Jiz fada studii se snaZila najit souvislost mezi aspirinovou rezistenci a
polymorfismy v genu pro COX-1 (Goodman et al., 2007). Celkové je znamo vice nez
30 studii, diky nimz bylo identifikovano 50 polymorfisma v 11 genech. Jednotlivé typy
polymorfismu pro COX—1 jsou zobrazeny v Tab. 4 (Goodman et al., 2008). Rada t&chto
polymorfismG nebyla nasledné klinicky sledovana a testovana, coz nas vedlo k vybéru

polymorfismu pro cykloxygenasu —842A > G.

Tab. 4a Polymorfismy COX-1 genu, které mohou souviset s aspirinovou rezistenci
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Polymorfismus | C22T | C50T/A842G | G128A | C644A | C714A | C10427A | G1446A

Pocet studii 6 8 2 4 4 2 2

4.1.2 Polymorfismy a thienopyridonova rezistence

Klopidogrel je proléCivo s nizkou konverzi na aktivni metabolit, vétSina
klopidogrelu je degradovana esterasami a jen 10-15 % je oxidazami CYP
(cytochrom P) biotransformovano na ucinny metabolit. Pfi jakémkoli sniZeni aktivity
fetézce izoenzymu (CYP2C19, CYP1A2, CYP3A4 aj.) podil latky degradované
esterasami stoupa a vysledna koncentrace aktivni latky klesa pod terapeutickou
hladinu. V bézZné praxi je pravé tohle sniZzeni aktivity Casté, tfetinu nemocnych tvofi
geneticky pomali metabolizatofi na urovni CYP2C19. DalSi moznosti je blokada
pfemény vedouci k Iékové interakci s inhibitory zu€astnénych izoenzymd. Mezi
pumpy), ktery je €asto pouzivan k prevenci krvaceni do traviciho traktu u pacientd
léCenych protidestiCkovymi léky (Simon et al., 2009; Siller-Matula et al., 2009).
Prasugrel je také proléCivem s nutnosti premény, avSak nepodléha inaktivaci
esterasami a polymorfismus izoenzymi CYP ¢&i jejich inhibice pouze zpomali
biotransformaci, ale nedojde k degradaci na neucinné metabolity. V jatrech je
prasugrel metabolizovan fadou izoenzymda, jako je CYP3A, CYP2B6 a v menSi
mife i CYP2C9 a CYP2C19, na aktivni metabolit (R-138727).

Jiz fada studii se snazila najit souvislost mezi thienopyridinovou rezistenci a
polymorfismy v destiCkovém receptoru P2Y,. Mezi geneticky podminéné zmény
destiCkovych receptort, kiteré mohou zpusobit rezistenci na thienopyridiny, patfi
polymorfismus destiCkového receptoru P2Y4, - C34T, P2Y4; - T744C (Kvasnicka et
al., 2008) a GP IbA (Angiolillo et al., 2005) a GP VI (Lepantalo et al., 2006). Jak jiz bylo
zminéno vySe — vznik aktivnich metabolitll klopidogrelu je ovlivnén celou fadou
jednotlivych nukleotidovych polymorfisma (SNP).

Tab. 4b Polymorfismy ADP receptoru, které mohou souviset s clopidogrelovou rezistenci
(Geisler et al., 2013)

Polymorfismus | G190C | C893T | A1622G | C145T | T742C | T1209C | C234T | G52T

Frekvence
vyskytu 0,15 0,02 0,15 0,17 0,17 0,33 0,17 0,02
minoritni alely

-49 -




5. ANTIAGREGACNI LECBA V SEKUNDARNI
PREVENCI INFARKTU MYOKARDU A
PRICINY JEJIHO SELHANI

Akutni infarkt myokardu (AIM) jako hlavni projev akutniho koronarniho
syndromu je ve vyspélych zemich véetné Ceské republiky stale jednou z hlavnich
srdec¢ni (ICHS). VétSina onemocnéni srdecné cévniho systému, s vyjimkou
vrozenych vad, se vyskytuje spiSe v dospélém véku. Infarkt myokardu je akutni
loZiskova ischemicka nekroza srdecCniho svalu vznikajici na zakladé nahlého
uzavéru Ci progresivniho extrémniho zuzeni véncité/véncitych tepny/tepen
zasobujici pfislusnou oblast. Ve vice nez 95% je pFi€inou koronarni ateroskleréza s
rupturou intimy a trombd6zou v misté platu. V sou€asné dobé stale vzrista pocet
ICHS ve formé akutniho infarktu myokardu v mladém véku - u muzd ve véku 18-45
let a u Zen 18-55 let. AIM u mladych nemocnych ma incidenci 8-9 krat niZ8i nez u
starSich osob a reprezentuje pouze 2-6 % vSech nemocnych s AIM. Tato skupina
mladSich nemocnych je v fadé aspektu odlisna od nemocnych, ktefi prodélali svij
prvni AIM az ve véku nad 60 let. Z doposud publikovanych studii je znamo, Ze
nemocnicni mortalita mladSich nemocnych s AIM se pohybuje mezi 2,9 - 5§ %
versus nemocni¢ni mortalita starSich nemocnych s AIM, ktera se pohybuje okolo 20
%.

Ceska republika ma& velmi dobfe propracovany systém kardiovaskularni
péce. V ramci celé republiky je rozprostfeno celkem 21 kardiovaskularnich center,
ktera zaijistuji péCi o nemocné s AIM. P¥i diagnostice AIM je nutné pacienty dostat
co nejdfive do katetrizacni laboratofe, kde je poskytnuta moderni IéCba —
zprichodnéni uzaviené véncité tepny tzv. pfimou angioplastikou. Tato terapie je
vysoce ucinna, avSak musi byt poskytnuta v€as ti. do 12 hod. Schematické
znazornéni infarktu myokardu shrnuje Obr. 14.

KliCovou souclasti sekundami prevence infarktu myokardu je dualni
protidestickova lécba kyselinou acetylosalicylovou (ASA) a thienopyridinovymi derivaty.

Tato léCba vSak muize selhavat u 5 — 30 % pacientd z divodu rezistence na
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protidestickové léky (Cuisset et al., 2009). Nejprve byl tento fenomén popsan pfi
podavani kyseliny acetylsalicylové a nasledné u thienopyridinu. Pfi€iny rezistenci jsou

multifaktorialni a jejich laboratorni stanoveni vyuziva vice moznych detekénich

zpusobu.
W ateromatat.
plat -
I. kresni
|| sraienina
poskozerny sval
Obr. 14 Schematické znazornéni infarktu myokardu (upraveno dle

http://www.mdguidelines.com/myocardial-infarction-acute)

EXPERIMENTALNI CAST
6. MATERIAL A PRISTOJOVA TECHNIKA
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6.1 Pristrojové vybaveni

e Agregometr APACT 4004 (LABiTec, Ahrensburg, Némecko).

e Agregometr Multiplate® analyzer (Dynabyte, Mnichov, Némecko)

e LightCycler 480 instrument™ (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko)

e Desticky LightCycler® 480 Multiwell Plate (Roche Diagnostics, Mannheim,
Némecko)

e Centrifuga MEGAFUGE 1.0 R (Heraeus)

e Centrifuga BIOFUGE 22R (Heraeus)

e Stolni centrifuga 5424 (Eppendorf)

e Stolni mikrocentrifugy Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.)

e Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies)

e Automatické pipety 0,1—1 pl, 10 pl; 20-100 pl; 200 pl; 100-1000 pl (Eppendorf
AG, Hamburk, Némecko)

e Zkumavky VACUETTE (Greiner Bio-One, Rakousko)

e Laboratorni plasty a sklo

e Ledni¢ky (4-8 °C) a mrazici boxy (pod-20 °C,pod -80 °C)

e Vortex REAX Control (Heidolph)

e Biologicky termostat BT 120 (LAB systém)

6.2 Biologicky material

e DNA izolovana z periferni krve pacient
e nesrazliva krev s pfidavkem citratu sodného (0,109 mol/l tj. 3,2 %)

e nesrazliva krev s pfidavkem hirudinu (15 1U/ml)

6.3 Reagencie — pracovni roztoky

¢ Gentra puregene blood kit (Qiagen, Minneapolis, USA)
o RBC lysis solution
o Cell lysis solution
o Protein precipitation solution
o DNA hydration solution
e LightCycler 480 Genotyping Master® (Roche Diagnostics, Mannheim,
Némecko)

¢ Roztok MgCl,, 25 mM
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e Tris pufr 10 mM, pH 8
e Arachidonova kyselina (Dynabyte, Mnichov, Némecko)
e ADP (Helena Laboratories, Texas, USA)
e Prostaglandin (Dynabyte, Mnichov, Némecko)
e Acetylsalicylova kyselina (Acylpyrin 100: Herbacos-bofarma s.r.0., Pardubice,
CR)
e Fyziologiky roztok NaCl 0,9%
e 70% ethanol
e 100% isopropanol
e Methanol
e LightCycler 480 Genotyping Master® (Roche Diagnostics, Mannheim,
Némecko)
o MasterMix — FastStartTagDNAPolymerase, reakéni pufr, dNTPmix
(s UTP nahradou za dTTp) a HighResolutionMelting
o roztok MgCl,, 25 mM
o tris pufr 10 mM, pH 8
o Primery a sondy jsou uvedeny v Tab. 5
e DNA diluent

6.4 Preanalyticka kritéria — odbér, transport a
zpracovani biologického materialu pred
vysSetrenim

Dodrzeni preanalytické faze je velmi dulezité pro spravnou interpretaci ziskanych

vysledku. Hodnoty vysledkd mohou byt ovlivnény vlastnim odbérem, transportem
materialu do laboratofe, pfipravou a zpracovanim biologického materiadlu pred
vySetfenim. Na preanalytickou fazi ma také vliv pfistup personalu (dodrzovani
metodickych postupt, spravné pracovni navyky, kalibrace pfistroju aj.). Jednotlivé ¢asti
preanalytického procesu maji nasledné vliv na variabilitu vysledkd.

K odbéru krevnich vzorkd byly pouzity odbérové zkumavky a také jehly
VACUETTE® (Greiner Bio-One, Rakousko). Odbérové zkumavky VACUETTE® pro
vySetfeni optické transmisni agregometrie a dale také pro izolaci DNA obsahovaly
pufrovany roztok citratu sodného, jehoz koncentrace byla 0,109 mol/l (3,2 %), ktery
vyvazuje vapenaté ionty a chrani labilni prokoagula¢ni faktory. Pro stanoveni

impedanc¢ni agregometrie byly pouzity zkumavky stejné firmy se stejnou technikou
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nabéru a jako antikoagulant byl pouzit hirudin (15 1U/ml), ktery je pfimym inhibitorem
trombinu a nevyvazuje vapenaté ionty.
Kazdy odebrany vzorek byl ihned S$etrné promichan a co nejrychleji

transportovan do laboratofe. V8echny vzorky byly zpracovany do 2 hodin po odbéru.

6.5 Sledovany soubor pacientu

Byl vySetfen soubor 124 rizikovych pacientd (89 muzi a 35 Zen) s akutnim
infarktem myokardu (AIM) viz. Obr. 15. V8ichni pacienti byli vySetfeni po minimalné
sedmi dnech od stanoveni diagnézy AIM a tudiz také od nasazeni dualni
protidestickové 1éEby 100 mg ASA a 75 mg clopidogrelu denné. Monitorovani
protidesti¢kové |éCby bylo provedeno pomoci optické transmisni agregometrie na
analyzatoru APACT 4004 v citratové plazmé bohaté na trombocyty a soubézné také
pomoci impedanéni agregometrie na analyzatoru Multiplate v pIlné hirudinové krvi.
Priimérny vék skupiny nemocnych byl 51 let a median byl 48 let. Vékové rozmezi nami

sledovanych pacient se pohybovalo od 19 do 83 let.

B muzi ®Zeny

Obr. 15 Sledovany soubor pacientd s AIM. Z grafu je patrna pfevaha muzl (72 %) nad zenami
(28 %).

6.6 Opticka transmisni agregometrie

Stanoveni bylo provedeno méfenim agregace krevnich destiCek, v plazmé
bohaté na krevni desticky (PRP) (Linnemann et al., 2008), pomoci turbidimetrické
metody na analyzatoru APACT 4004 (LABiTec, Ahrensburg, Némecko). Stanoveni
bylo zahajeno centrifugaci pfi 150 g po dobu 10 minut a pfi pokojové teploté, ¢imz byla
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ziskana plazma bohata na destiCky (PRP) resp. centrifugace pfi 2000 g po dobu 10
minut opét pfi pokojové teploté pro ziskani plazmy chudé na desti¢ky (PPP) (Cattaneo,
2007). Vysledny pocet desti¢ek pro optickou transmisni analyzu byl upraven na 250 x
10"/l (rozmezi 221-282 x 10'%/).

Jako specificky induktor pro stanoveni aspirinové rezistence (Cuisset et al,
2009) byla pouzita kyselina arachidonova (Helena Biosciences, UK) v koncentraci 1
pgmol/l. Pro stanoveni nedostateéného ucinku terapie bylo pouzito u optické transmisni
agregometrie indukované arachidonovou kyselinou cut-off 25 % (Slavik et al. 2011;
Ulehlova et al. 2011).

Pro detekci thienopyridinové rezistence (Gurbel & Tandry, 2007) byla stimulace
agregace indukovana ADP s prostaglandinem E1 v koncentraci 10 umol/l. Finalni
koncentrace PGE; byla 9,4 nmol/l. Pro stanoveni nedostateéného ucinku terapie bylo
pouzito u optické transmisni agregometrie indukované ADP s PGE,; cut-off 45 %
(Slavik et al. 2011; Ulehlova et al. 2011).

Pacienti, ktefi maji niz8i hodnoty agregace nez stanovené cut-off, odpovidaji
adekvatné na protidestickovou Ié¢bu. Zatimco u pacientd, jejichz hodnota agregace je
vy8Si nez stanovené cut-off, Ize pFedpokladat laboratorni neucinnost podavani

protidesti¢kové Iécby.

6.7 Impedanéni agregometrie

Agregace krevnich desti¢ek touto metodou byla méfena v piné nesrazlivé
hirudinové krvi pomoci impedanéni metody na analyzatoru Multiplate (Dynabyte,
Mnichov, Némecko). Spolehlivost testu je dana dvojici nezavislych senzorl slozenych
ze dvou para elektrod potazenych stfibrem, ¢imz jsou ziskany dva vystupy (kfivky)
(Breugelmans et al.,, 2008; Penz et al.,, 2010). Jednotlivé kfivky ukazuji zavislost
agregace trombocytl, ktera je vyjadfena v agregacnich jednotkach (AU) za ¢as (min).
Mechanismus aktivace krevni destiCky pomoci bézné dostupnych induktor je shrnut
na Obr. 16. Tato impedan&ni agregometrie umoznuje sledovat nasledujici parametry:

o plocha pod kfivkou AUC (AU/min)
o maximalni amplituda agregace (AU)
o maximalni sklon agregace (AU/min)

Reakce byla zahajena nafedénim hirudinové piné krve fyziologickych roztokem
(0,9% NaCl) v poméru 1:2. Tato smés byla temperovana za michani v méfici kyveté po
dobu 3 min na konstantni teplotu 37°C (Mueller et al. 2007; Seyfert et al. 2007).
Agregacni reakce, tzv. ASPltest, byla zahajena pfidanim kyseliny arachidonoveé, pro

stanoveni aspirinové rezistence, ve finalni koncentraci 15 mM jako induktoru. Pro
-55 -



detekci thienopyridinové rezistence bylo pouzito specifické kombinace induktoru ADP
s PGE, v koncentraci 10 ymol/l tzv. ADPtest HS. Finalni koncentrace PGE, byla 9,4
nmol/l (Calatzis et al., 2004). Residualni agregace krevnich desticek byla monitorovana
v podobé zvy3ujici se impedance a vyjadfena v agregaénich jednotkach za cas {j.
AUC/min s cut-off u ASPI testu v rozmezi 200 AUC/min resp. u ADPHS testu 298
AUC/min (Slavik et al. 2011; Ulehlova et al. 2011).

COLtest

kolagen poEo ADPtest HS

ADP + PGE2

ASPltest
arachidonova kyselina

Aspirin

\ aktivovana desticka

Obr. 16 Mechanismus aktivace krevni desticky bézné dostupnymi induktory

(pfepracovano podle: http://www.multiplate.net/en/testresult.php)

6.8In vitro testovani citlivosti krevnich

desticek pacientii na ASA

Pro in vitro testovani odezvy pacientl na ASA jsou vybrani pacienti, ktefi maji
laboratorné prokazanou aspirinovou rezistenci pomoci agregacnich funkénich testd.
Vzorky plné citratové krve téchto pacientd jsou dale inkubovany s kyselinou
acetylsalicylovou, ktera je narfedéna fyziologickym roztokem. Koncentraéni fada
pfichystanych roztok( ASA je pipetovana v davkach, které odpovidaji denni davce 0 —
500 mg ASA. U kazdého pozitivniho pacienta je znazoména cela Skala koncentraci
ASA tj. 0; 6,25; 12,5; 50; 100; 250 a také 500 mg viz. Obr. 25. Délka inkubace plné
citratové krve pacienta a roztoku ASA je po vortexovani 5 minut. Nasledné je

provedena impedancni agregometrie s pridanim kyseliny arachidonové jako induktoru.
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Diky této metodé muze byt vylou€ena porucha destiCkového receptoru, ¢imz Ize zjistit
compliace pacienta (zda pacient I1ék uziva a také s jakou pravidelnosti) eventuelné

odhalit defekt zpusobeny Spatnym vstfebavanim.

6.9 Genotypizace

6.9.1 Izolace DNA z leukocytu periferni krve

DNA byla izolovana z leukocytu periferni krve (pufrovany citrat sodny byl pouzit
v odbérové zkumavce jako protisrazlivé &inidlo) pomoci Gentra puregene blood kit
(Qiagen, Minneapolis, USA) dle standardizovaného postupu daného vyrobcem.

Nejprve byly lyzovany erytrocyty pomoci RBC lysis solution (300 pl plné
citratové krve + 900 yl RBC lyza¢niho roztoku). Nasledovala inkubace 5 minut pfi
laboratorni teplot&. Po inkubaci byl vzorek centrifugovan pfi laboratorni teploté po dobu
3 minut a pfi 10000 rpm. Po centrifugaci byl opatrné odebran supernatant a byla
provedena lyze bunék (+300 ul Cell lyzaéniho roztoku + promichani + 1 min na ledu).
Ke smési bylo pfidano 100 pl Protein precipitaéniho roztoku, které bylo nasledovano
vortexovanim a centrifugaci za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Vznikly
supernatant byl napipetovan do d&isté ependorfky s pfidavkem 300 ul isopropanolu.
Poté byl vzorek promichan a centrifugovan (10000 rpm/laboratorni teplota/3 min).
Supernatant byl rychle odstranén a nasledoval konecny proplach pomoci 300 pl 70%
etanolu a také centrifugace (10000 rpm/laboratorni teplota/3 min). Supernatant byl opét
rychle odstranén a vzorek DNA byl vysuSen pfi laboratorni teploté. Po vysuSeni vzorku

byla DNA rozpusténa v 50 ul DNA hydration solution.

6.9.2 Stanoveni koncentrace DNA

Stanoveni koncentrace DNA bylo provedeno na pfistroji Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies). Pro naSi analyzu byl pouzit modul uréeny pro nukleové
kyseliny (DNA/RNA modul). Samotna analyza pracuje s 2 pyl DNA vzorku pacient(.
Namérené hodnoty byly pouzity pro vypocet fedéni DNA na koneénou koncentraci 6

ng/ul popfipadé 25 ng/ul.

6.9.3 Real-time PCR - optimalizace

Vzorky DNA byly nafedény na pozadovanou koncentraci tj. 6 ng/ul pro
stanoveni COX1_A1 a pro dalSi polymorfismy destiCkovych receptord uvedenych
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v Tab. 5 byla pozadovana koncentrace 25 ng/ul. Genotypizace vSech vySe zminénych
desti¢kovych polymorfismlG byla stanovena pomoci analyzatoru LightCycler 480
instrument™ (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko) s vyuZitim specifickych
primert a sond LighCycler 480 Genotyping Master® (TIB MOLBIOL GmbH, N&mecko).

Stanoveni bylo provedeno pomoci polymerazove fetézové reakce v realném
Case s analyzou kfivek tani fluorescenénich sond, kterd je zaloZena na poklesu
fluorescence pfi uvolnéni fluorescenéni sondy z PCR produktu. Vyhodou této metody
je moznost detekce pfimo v PCR zkumavce tzn. ihned po amplifikaci, bez nutnosti
otevirat reakéni zkumavku, coz snizuje potfebu manipulace se vzorkem a také riziko
kontaminace. Samotna analyza trva pouze nékolik minut a je Casové usporna.
Fluorescencni signal je sniman ze vSech jamek zaroven, coz pfispiva k uniformité dat
v ramci celé desti¢ky. Diky unikatnimu teplotnimu bloku se tato analyza vyznaluje
perfektni teplotni homogenitou a reprodukovatelnosti jednotlivych analyz.

Princip metody spociva v amplifikaci iseku pacientovy DNA obsahujici hledany
polymorfismus. Tato amplifikace je sledovana v realném €ase. Reakéni smés pro PCR
obsahuje mimo obvyklych komponentl i 2 fluorescenéni sondy. Jedna ze sond lezi
pfimo v misté polymorfismu, druha v blizkosti konce prvni sondy. Sondy jsou na
koncich pfiléhajicich k sobé& znaceny odliSnymi fluorescenénimi barvami. Pfi excitaci
jednoho fluoroforu dochazi k rezonanénimu pfenosu energie na druhy fluorofor, jehoz
zareni detekujeme. Po amplifikaci je teplota snizena na uroven, pfi niz nasedaji obé
sondy a produkuji fluorescenéni signal. Pfi postupném zahfivani dojde k uvolnéni
sondy specifické pro polymorfismus a k poklesu fluorescence. V pfipadé, ze DNA
obsahuje variantu odliSnou od sekvence sondy, neni tato sonda pIlné komplementarni a
dojde k jejimu uvolnéni pfi niz8i teploté, nez pfi uplné komplementarité. Toto je mozné
méfit jako rozdilné vrcholy fluorescence na teplotni ose. V pfipadé, Zze ma pacient obé
alely s jinou nez standardni variantou, dojde k poklesu fluorescence napfiklad pouze
pfi nizsi teploté. V pfipadé obou wild type alel, dojde k poklesu az pfi teploté vysSSi.
Heterozygot bude mit dva vrcholy pfi rozdilnych teplotach. Sekvence pouzitych primeru
a sond jsou uvedeny v Tab 5.

D4 se fici obecné, Zze nezadoucim jevem analyz destiCkovych polymorfism( je
opakované rozmrazovani sond a primerQ. Pro optimalizaci téchto metodik byl zvolen

postup, pfi kterém probéhla alikvotace sond i primer(i uvedenych v Tab. 5.

Tab. 5 Nazvy a sekvence pouzitych primer( a sond

Nazev SNP Identifik. Oligonukleotidy
genu SNP
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P2RY, i-T744C | rs2046934 | 5ATTTATCTAAATATCTTTTACACGAA

5 AAATAAAATATAggTTATTACCACA
5'AAAAGATTACAAACGTCATTTCAA--FL
5'.C640-TTCCCAAGATGTAGATGCCATATAGCA-PH

P2RY; C34T rs6785930 | 5’AAgTTACACACAgAgATAACAgGC
5'gAAgATCAgAAATgACTgTgTTC
5'CgCAgAggTgAgATTgTCg--FL

COX1_A1 | -A842G rs10306114 | 5CCTTCCgATAACTgAgAACCT
5TTTCTAgCCCTCAGTATTCTCAT
5'CAATgAgggAATgCACACAAATCTCCTgg--FL
5'.C640-gCAgTgCCCAgCATgTAgG--PH

GP1bA -5T>C rs2243093 | 5'gCAgggggATCCACTCAA
5'ggTTgTgTCTTTCggCAgg
5'CCACAggCCCTCATgCCTC--FL
5'CCTCCTCTTgCTgCTCCTgCTgCC--PH

GP6 T13254C | rs1613662 | 5' CAAATCTgTgAAAgAACCAACT

5' gATTTCCCAggAACCTCTgT

5' gCACCAgAATggACCCTgCAgAACCT—FL
5'L.C640-CCTgCTACCgAggAAggTgg--PH

6.9.3.1 COX-1 A842G, rs10306114

Analyza DNA byla provedena pomoci HRM, ktera pouziva klasické PCR
reagencie a fluorescencni interkalaéni barvivo (ResoLight), jez se navazuje pfimo na
dvouvlaknovou DNA. Pacienti s normalnim genotypem a homozygoti se pfili§ nelisi v
mnozstvi uvolnéného interkalacniho barviva a Ize je odliSit podle jejich teploty tani.
AvSak vysSi obsah barviva maji heterozygoti, ktefi tvofi heteroduplexy. Diky tomu
heterozygoti davaji odliSnou kfivku tani a jsou lépe rozliSeni nez homozygoti (Pecka,
2010). Vysledna data mérfeni byla vyhodnocena s pouzitim LightCycler 480 Gene
Scanning Software.

Prvni stanoveni neprokazala dostateCnou schopnost odliSeni homozygotniho
typu mutace a pacientldl s normalnim genotypem, proto bylo potfeba vyuzit metodu
rozSifenou o tzv. spikovani vzorkl. Princip spodiva v pfidani ur¢itého mnozstvi wild
type DNA do vSech vzorkl. Diky tomu dojde k prokazatelnému odliSeni homozygotu od
wild type genotypu. Pro vy$Si robustnost spikovani byla do v8ech vzorkl pfidavana
wild type DNA v poméru 1:1. Méfeni probihalo vzdy dvoukolové. V prvnim kole bez
pridani wild type DNA, kdy bylo mozné jasné identifikovat heterozygoty (Obr. 17). V
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druhém kole bylo provedeno spikovani s pfidavkem wild type DNA v poméru 1:1. Tim
doslo k prokazatelnému odliSeni homozygott (Obr. 18).

Primery byly pfipraveny nafedénim na koncentraci 2 pM kazdy. Z takto
predpfipravenych primerd byl nachytan pracovni roztok, kde bylo napipetovano 4 pl
primeru F, dale 4 ul primeru R a také 92 yl Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM
EDTA). Rozpis pro pfipravu mixu je zaznamenan v Tab. 6 a nastaveni konkrétni
analyzy je popsan v Tab. 7.

Tab. 6 Pfiprava mixu na reakci v objemu 10 ul - COX-1, rs10306114

Polozka reakéni smési  Mnozstvi roztoku na 1 reakci (pl)

PCR voda 1,6
MgCl, 1,4
Primery (F+R) 1
HRM Master MIX 5
Celkem reakéni smési 9
DNA pacineta 1 (event. pfi spikovani 0,5+0,5)

Tab. 7 Nastaveni LightCycler 480 instrument pro genotypizaci polymorfismu COX-1,
rs10306114

Nazev programu Cyklus Teplota (°C) Cas R{%‘,Iso)St
Pocdatecéni denaturace 1 95 10 min 4,40
45 95 10 s 4,40
PCR amplifikace 45 60 10s 2,20
45 72 15s 4,40
1 95 1 min 4,40
HRM 1 40 1 min 2,20
1 70 1s 4,40
1 95 0,02
Chlazeni 1 40 10s 2,20
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Obr. 17 Graf kfivky tani pro COX-1, rs10306114 bez pouziti metody spikovani vzorku. Jasné lze
identifikovat pacienty s heterozygotni mutaci COX-1.
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Obr. 18 Graf kfivek tani pro COX-1, rs10306114 s pouzitim metody spikovani vzork(l. Z obrazku

je patrné, Ze Ize snadno odlisit i pacienty s homozygotni mutaci COX-1.

6.9.3.2 P2Y12 C34T, rs6785930

U ADP receptoru P2Y,, je znamo vice polymorfisma, které jsou ve vazebné
nerovnovaze a tvofi dva holotypy, které jsou oznaCovany jako H1 a H2. Zejména alela
H2 byva oznacovana jako mozna pfi¢ina vyssiho rizika aterotrombogeneze.

Primery byly pfipraveny nafedénim na koncentraci 5 yM kazdy. Z takto
predpfipravenych primera byl nachytan pracovni roztok, kde bylo napipetovano 5 pl
primeru F, dale 5 pl primeru R a také 90 ul Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM
EDTA).

Pro staveni vySe zminéného destiCkového polymorfismu byly pfipraveny také
pracovni roztoky pro sondy, které byly nafedény na koncentraci 4 uM kazda.
Napipetovano bylo vzdy 4 ul sondy do 16 ul Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM
EDTA). Rozpis pro pfipravu mixu je zaznamenan v Tab. 8 a nastaveni konkrétni

analyzy je popsan v Tab. 9. Vystup z analyzy kfivek tani je nasledné shrnut na Obr. 19.

Tab. 8 Pfiprava mixu na reakci v objemu 20 ul - P2Y12 C34T, rs6785930

Polozka reakéni smési  Mnozstvi roztoku na 1 reakci (ul)

PCR voda 10
Sondy (LC460+FL) 1+1
Primery (F+R) 2
GT Master MIX 4
Celkem reak¢ni smési 18
DNA pacienta 2

Tab. 9 Nastaveni LightCycler 480 instrument pro genotypizaci polymorfismu P2Y12 C34T,
rs6785930

Nazev programu Cyklus Teplota (°C) Cas R)((%\IISc;st
Pocatecéni denaturace 1 95 10 min 4.40
40 95 10s 4,40
PCR amplifikace 40 60 10s 2,20
40 72 15s 4,40
Melting 1 95 1 min 4.40
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1 48 1 min 1,50
1 70 0,11
Chlazeni 1 40 10s 1,50

Melting Peaks
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Obr. 19 Graf kfivek tani pro P2Y12 C34T, rs6785930 — k vyhodnoceni byla pouzita metoda
genotyping s nasledujicimi teplotami tani jednotlivych mutantnich stavid: wt ~ 56 °C; homo ~ 63

°C; hetero — oba peaky

6.9.3.3 P2Y12 T744C, rs2046934

Gen pro P2Y,, a jeho polymorfismus T744C nachazejici se v intronu byva
spojovan s ischemickou chorobou srdecni v€etné akutniho infarktu myokardu (Zee et
al., 2008).

Primery byly pfipraveny nafedénim na koncentraci 5 uM kazdy. Z takto
predpfipravenych primert byly nachytany dva pracovni roztoky. Do prvniho pracovniho
roztoku bylo napipetovano 5 pl primeru F a dale 45 uyl Minimal buffer (10 mM Tris
pH=8, 0,01mM EDTA). Druhy roztok byl pfipraven smichanim 5 ul primeru R opét s 45
Ml Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM EDTA).

Pro staveni vySe zminéného destickového polymorfismu byly pfipraveny také
pracovni roztoky pro sondy, které byly nafedény na koncentraci 4 pM kazda.
Napipetovano bylo vzdy 4 ul sondy do 16 uyl Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM
EDTA). Rozpis pro pfipravu mixu je zaznamenan v Tab. 10 a nastaveni konkrétni
analyzy je popsan v Tab. 11. Vystup z analyzy kfivek tani je nasledné shrnut na Obr.
20.
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Tab. 10 Pfiprava mixu na reakci v objemu 20 pl - P2Y12 T744C, rs2046934

Polozka reakéni smési  Mnozstvi roztoku na 1 reakci (pl)

PCR voda 10
Sondy (LC460+FL) 1+1
Primery (F+R) 1+1
GT Master MIX 4
Celkem reakéni smési 18
DNA pacienta 2

Tab. 11 Nastaveni LightCycler 480 instrument pro genotypizaci polymorfismu P2Y12 T744C,

rs2046934
Nazev programu Cyklus Teplota (°C) Cas R)(/fcglsc;st

Pocdatecéni denaturace 1 95 10 min 4,40

40 95 10s 4,40

PCR amplifikace 40 54 10s 2,20

40 72 15s 4,40

1 95 1 min 4,40

Melting 1 40 2 min 1,50

1 70 0,11

Chlazeni 1 40 10s 1,50
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— A1:10 — A7 — A3 18 — A4 19 — A5 20 AR 8 kontrol — A7: 9 kontrol
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Obr. 20 Graf kfivek tani pro P2Y12 T744C, rs2046934 - k vyhodnoceni byla pouzita metoda
genotyping s nasledujicimi teplotami tani jednotlivych mutantnich stavd: wt ~ 49,5 °C; homo ~

58 °C; hetero — oba peaky

6.9.3.4 GP1bA -5T>C, rs2243093

Gen pro GP1bA a jeho polymorfismus T13254C v regionu 5’'UTR byva spojovan
s ischemickou chorobou srdecni v€etné akutniho infarktu myokardu (Antoniades et al.,
2006).

Primery byly pfipraveny nafedénim na koncentraci 5 pM kazdy. Z takto
predpfipravenych primerG byl nachytan pracovni roztok, kde bylo napipetovano 5 pl
primeru F, dale 5 pl primeru R a také 90 ul Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM
EDTA).

Pro staveni vy8e zminéného destiCkového polymorfismu byly pfipraveny také
pracovni roztoky pro sondy, které byly nafedény na koncentraci 4 uM kazda.
Napipetovano bylo vzdy 4 ul sondy do 16 ul Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM
EDTA). Rozpis pro pfipravu mixu je zaznamenan v Tab. 12 a nastaveni konkrétni
analyzy je popsan v Tab. 13. Vystup z analyzy kfivek tani je nasledné shrnut na Obr.
21.

Tab. 12 Pfiprava mixu na reakci v objemu 20 pl - GP1bA, rs2243093

Polozka reakéni smési  Mnozstvi roztoku na 1 reakci (ul)

PCR voda 10
Sondy (LC460+FL) 1+1
Primery (F+R) 2
GT Master MIX 4
Celkem reakCéni smési 18
DNA pacienta 2

Tab. 13 Nastaveni LightCycler 480 instrument pro genotypizaci polymorfismu GP1bA,
rs2243093

Nazev programu Cyklus Teplota (°C) Cas R¥f(938t
Pocatecni denaturace 1 95 10 min 4,40
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40 95 10 s 4,40

PCR amplifikace 40 60 10s 2,20
40 72 15s 4,40

1 95 1 min 4,40

Melting 1 50 1 min 2,20

1 75 0,11

Chlazeni 1 40 10s 1,50

Melting Peaks

— E1: Ryznar  — E2: Dokbrecka — E3: Maslan  — E4: NTC

0,363
0.32%
0,283
0.24%
0.20%
0,163
0,123

0.08%

-{lidIT) Fluorescence {433-640)

0.04%

0,003

0031 =
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Temperature [*C)

Obr. 21 Graf kfivek tani pro GP1bA, rs2243093 - kvyhodnoceni byla pouzita metoda
genotyping s nasledujicimi teplotami tani jednotlivych mutantnich stavi: wt ~ 59°C; homo ~

66°C; hetero — oba peaky

6.9.3.5 GP6 T13254C, rs1613662

Gen pro GPVI je slozen z osmi exon(l. V patém exonu se nachazi SNP T13254C
a dasledkem je zaména serinu za prolin. Pravé alela C je v fadé klinickych studii
spojovana s infarktem myokardu Ollikainen et al., 2004).

Primery byly pfipraveny nafedénim na koncentraci 5 uM u primeru F a na 10 yM
u primeru R. Z takto pfedpfipravenych primert byl nachytan pracovni roztok, kde bylo
napipetovano 5 pl primeru F, dale 10 ul primeru R a také 85 ul Minimal buffer (10 mM
Tris pH=8, 0,01mM EDTA). Pro lepSi uginnost genotypizace byla tedy zvolena real-
time PCR v asymetrickém usporadani.

Pro staveni vySe zminéného destickového polymorfismu byly pfipraveny také

pracovni roztoky pro sondy, které byly nafedény na koncentraci 4 puM kazda.
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Napipetovano bylo vzdy 4 ul sondy do 16 uyl Minimal buffer (10 mM Tris pH=8, 0,01mM
EDTA). Rozpis pro pfipravu mixu je zaznamenan v Tab. 14 a nastaveni konkrétni
analyzy je popsan v Tab. 15. Vystup z analyzy kfivek tani je nasledné shrnut na Obr.
22.

Tab. 14 Pfiprava mixu na reakci v objemu 20 ul - GP6, rs1613662

Polozka reakéni smési  Mnozstvi roztoku na 1 reakci (pl)

PCR voda 10
Sondy (LC460+FL) 1+1
Primery (F+R) 2
GT Master MIX 4
Celkem reakCni smési 18
DNA pacienta 2

Tab. 15 Nastaveni LightCycler 480 instrument pro genotypizaci polymorfismu GP6, rs1613662

Nazev programu Cyklus Teplota (°C) Cas R‘(fé‘,ISO)St
Pocdatecéni denaturace 1 95 10 min 4,40
40 95 10s 4,40
PCR amplifikace 40 60 10s 2,20
40 72 15s 4,40
1 95 2 min 4,40
Melting 1 53 1 min 1,50
1 75 0,11
Chlazeni 1 40 10s 1,50
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Obr. 22 Graf kfivek tani pro GP6, rs1613662 - k vyhodnoceni byla pouzita metoda genotyping s
nasledujicimi teplotami tani jednotlivych mutantnich stava: wt ~ 65,5 °C; homo ~ 58,5 °C; hetero

— oba peaky.

VYSLEDKY

7.1 Stanoveni aspirinové a thienopyridinové
rezistence funkénimi metodami

Hodnoceny soubor zahrnuje 124 pacientd s akutnim infarktem myokardu.
Funkéni test na méfeni agregacni schopnosti desti¢ek, tak mohl slouzit k identifikaci
pacientl, ktefi na lécbu pfi laboratornim hodnoceni nereaguji dostate¢né. Lécba je
ucinna u 85,49 % pacientl po podani 100 mg ANP (Tab. 16; Obr. 23) a také u 74,2 %
pacientl po podani 75 mg klopidogrelu (Tab. 17; Obr. 24). U 14,51 % pacientl Ize
predpokladat aspirinovou rezistenci a dale také u 25,8 % Ize usuzovat na
thienopyridinovou rezistenci.

Vysledkem mérfeni funkénich testd jsou agregacéni kfivky trombocytd vyjadiené
v agregacnich jednotkach v zavislosti na ¢ase AU*min u impedanéni agregometrie
eventuelné v % u optické transmisni agregometrie tzn. maximalni amplituda agregacni

kfivky.
Tab. 16 Uginnost antiagregaéni 1é&by po podani 100 mg ANP denné
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Uéinnost aspirinové Iééby Pocet pacientt % ucinnost
+ 106 85,49
- 18 14,51

Aspirinova rezistence - porovnani funkénich testt
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Obr. 23 Grafické znazornéni porovnani vysledkll metodou LTA a MEA u aspirinové rezistence.
Soubor monitorovanych pacientll na dualni antiagregacni 1é¢bé tvofilo 89 muzl a 35 Zen, ktefi

méli diagnézu akutniho infarktu myokardu.

Tab. 17 Uginnost antiagregaéni 1é&by po podani 75 mg klopidogrelu denné

Uginnost thienopyridinové . N
Pocet pacientti % uéinnost
lécby
+ 92 74,2
- 32 25,8
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Obr. 24 Grafické znazornéni porovnani vysledki metodou LTA a MEA u thienopyridinové
rezistence. Soubor monitorovanych pacientll na dualni antiagregacni lé¢bé tvofilo 124 muza a

zen, ktefi méli diagnézu akutniho infarktu myokardu.

7.2 In vitro testovani odezvy pacienti na ASA

Pro in vitro testovani odezvy pacientll na ASA byli vybrani pacienti, ktefi méli
laboratorné prokazanou aspirinovou rezistenci. Jednalo se o 18 pacient z celkového
souboru 124 pacientl s akutnim infarktem myokardu.

U dvou pacientl je vidét posun aktivace desti¢ek az u velmi vysokych dennich
davek ASA tj. 500 mg, coz jiz v3ak neni adekvatni pfipustna protidestiCkova terapie
(Obr. 25). P¥i¢inou takto zjisténé aspirinové rezistence mohou byt endogenni faktory a

je proto nutné a vhodné zmeénit typ 1éCby.

-70 -



MEA
(AUC)
300

[
50 +——@-
° []
cut-off
200 | i
L J ._
[ ]
®
150 ' ‘
$ N
[ ] ’ ® °
100 —.
° : : o
® 4
50 —, ] ‘ :
4 ° ® )
0 T
C 500 250 100 BDASA (mg)

Obr. 25 In vitro testovani 18 pacientl s akutnim infarkem myokardu a aspirinovou rezistenci

prokazanou funk&nimi agregaCnimi testy.

7.3 Vysledky genotypizace destickovych
polymorfismu

Polymorfismy desti¢kovych receptort byly detekovany u vzorki DNA izolovanych
z leukocytll periferni krve pacientd s akutnim infarktem myokardu. Celkové bylo
vyizolovano vSech 124 DNA pacientd s AIM. Optimalni stanoveni vSech genotypu
desti¢kovych polymorfism( zavisi na Cistoté a také koncentraci méfené DNA. DNA
koncentrace byla stanovena pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-1000 a nafedéna
na pozadovanou koncentraci 25 ng/ul (vétSina stanoveni desti¢kovych polymorfism( —
viz. jednotlivé postupy méfeni) eventuelné na koncentraci 6 ng/ul (COX1). Zastoupeni
vSech péti testovanych desti¢kovych polymorfismi je graficky znazornéno na Obr. 26.
Dale na Obr. 27 — 31 jsou graficky znazornény testované desti¢kové polymorfismy ve

vztahu k pohlavi sledovanych pacientl s AIM.
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Obr. 26 Zastoupeni jednotlivych testovanych polymorfismd ve sledovaném souboru 124

pacientld s AIM.
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Obr. 27 Zastoupeni jednotlivych genotypll polymorfismu COX1_A1;-A842G (rs10306114)
v zavislosti na pohlavi. Vyskyt vySe specifikovaného destickového polymorfismu u muzského

pohlavi €ini 7,87 % oproti vyskytu u zenského pohlavi 5,71 %.
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Obr. 28 Zastoupeni jednotlivych genotypl polymorfismu P2RY12; C34T (rs6785930)
v zavislosti na pohlavi. Vyskyt vySe specifikovaného destiCkového polymorfismu u muzského
pohlavi €ini 49,44 % heterozygotl a 11,24 % homozygotl oproti vyskytu u Zenského pohlavi
28,57 % heterozygotl a 14,29 % homozygotU.
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Obr. 29 Zastoupeni jednotlivych genotypt polymorfismu P2RY12; i-T744C (rs2046934)
v zavislosti na pohlavi. Vyskyt vySe specifikovaného destiCkového polymorfismu u muzského

pohlavi €ini 14,61 % oproti vyskytu u zenského pohlavi 25,71 %.
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Obr. 30 Zastoupeni jednotlivych genotypl polymorfismu GP1bA ; -5T>C (rs2243093)
v zavislosti na pohlavi. Vyskyt vySe specifikovaného desti¢kového polymorfismu u muzského
pohlavi ¢ini 20,22 % heterozygotli a 2,25 % homozygotl oproti vyskytu u Zenského pohlavi
22,86 % heterozygotl a 5,71 % homozygotu.
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Obr. 31 Zastoupeni jednotlivych genotypd polymorfismu GP6 ; T13254C (rs1613662)
v zavislosti na pohlavi. Vyskyt vySe specifikovaného destiCkového polymorfismu u muzskéeho
pohlavi €ini 11,24 % oproti vyskytu u zenského pohlavi 17,14 %.

-74 -



7.4 Statistické zpracovani analyzovanych dat

Statisticka analyza byla provedena za vyuZiti software SPSS verze 15 (SPSS
Inc., Chicago, USA). Zavislost mezi laboratorni odpovédi na antiagregacni lécbu a
mutacnimi stavy destiCkovych receptorli byla zhodnocena prostifednictvim Fisherova
exaktniho testu. Fisherlv pfimy exaktni test se pouziva v situacich, kdy ve Ctyfpolni
tabulce jsou v nékterych bufkach tak nizké Cetnosti, které neumoznuji pouzit x2-testu.
Fisherliv exaktni test je fazen mezi neparametrické testy pracujici s daty na nominalni
Skale, v nejjednodussi vyjadieni ve dvou tfidach: pozitivni/negativni, uspéch/neuspéch
atd. Prislusné dvé tfidy Ize vytvofit také dichotomizaci plvodné spojité proménné,
napf. prevedenim plvodné spojitého laboratorniho testu na test poskytujici pouze 2
moznosti vyjadfeni (ano/ne; 0/1) pomoci cut-off hodnoty dané laboratorni metodiky.
(Havranek 1993; Pavlik et al., 2005).

V experimentu jsou porovnavany vzdy dva soubory: vysledky genotypizaéniho
stanoveni daného desti¢kového polymorfismu s funkénim agregacnim testem. Soubor
vySetfenych pacientl s akutnim infarktem myokardu o ¢etnosti N=124 nebyl testovan
na shodu, ale na vzajemny vztah mezi mutaénim stavem a pozivnim nalezem
agregacniho testu tj. aspirinovou ¢i thienopyridinovou rezistenci prokazanou funkénimi
agregacnimi testy. Vysledky byly uspofadany do prehlednych kontingenénich tabulek.

Test byl hodnocen na hladiné signifikance 0,05.

7.4.1 Vztah vyskytu polymorfismt u aspirinové rezistence

Tab. 18 Zavislost mezi mutaénim stavem COX1_A1;-A842G (rs10306114) a funkénimi testy.

LTA+MEA | homozygot | heterozygot | wild type | celkem
NEG  pocet 0 4 102 106
% 00,0% 3,77% 96,23% | 100%
POZ  pocet 0 5 13 18
% 00,0% 27,78% 72,22% | 100%
Celkem pocet 0 9 115 124
% 0,00% 7,26% 92,74% | 100%

Fisherlv exaktni test prokazal signifikantni statistickou zavislost mezi funkénimi
agregacnimi testy tj. LTA a MEA a mutaénim stavem COX1_A1;-A842G (rs10306114)

(p=0,003).
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Tab. 19 Zavislost mezi mutacnim stavem GP1bA ; -5T>C (rs2243093) a funkcnimi testy.

LTA+MEA | homozygot | heterozygot | wild type | celkem
NEG  pocet 4 21 81 106
% 3,77% 19,81% 76,42% | 100%
POZ  pocet 0 5 13 18
% 00,0% 27,78% 72,22% | 100%
Celkem pocet 4 26 94 124
% 3,23% 20,97% 75,80% | 100%

Fisheriv exaktni test neprokazal signifikantni statistickou zavislost mezi funk&nimi
agregacnimi testy tj. LTA a MEA a mutaénim stavem GP1bA ; -5T>C (rs2243093)

(p=0,755).
Tab. 20 Zavislost mezi mutacnim stavem GP6 ; T13254C (rs1613662) a funk&nimi testy.

LTA+MEA | homozygot | heterozygot | wild type | celkem
NEG  pocet 0 12 94 106
% 00,0% 11,32% 88,68% | 100%
POZ pocet 0 4 14 18
% 00,0% 22,20% 77,80% | 100%
Celkem pocet 0 16 108 124
% 0,00% 12,90% 87,10% | 100%

Fisherllv exaktni test neprokazal signifikantni statistickou zavislost mezi funk&nimi
agregacnimi testy tj. LTA a MEA a muta¢nim stavem GP6 ; T13254C (rs1613662)
(p=0,249).

thienopyridinové

7.4.2 Vztah vyskytu polymorfisma u

rezistence

Tab. 21 Zavislost mezi mutacnim stavem P2RY12; i-T744C (rs2046934) a funk&nimi testy.

LTA+MEA | homozygot | heterozygot | wild type | Celkem
NEG pocet 0 15 77 92
% 00,0% 16,30% 83,70% 100%
POZ  pocet 0 7 25 32
% 00,0% 27,78% 72,22% 100%
Celkem pocet 0 22 102 124
% 0,00% 17,74% 82,26% 100%
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Fisherdv exaktni test neprokazal signifikantni statistickou zavislost mezi funk&nimi
agregacnimi testy tj. LTA a MEA a mutacnim stavem P2RY12; i-T744C (rs2046934)
(p=0,424).

Tab. 22 Zavislost mezi mutacnim stavem P2RY12; C34T (rs6785930) a funk&nimi testy.

LTA+MEA | homozygot | heterozygot | wild type | Celkem
NEG  pocet 10 38 44 92
% 10,87% 41,30% 47,83% 100%
POZ podet 5 16 11 32
% 15,63% 50,00% 34,37% 100%
Celkem pocet 15 54 55 124
% 12,10% 43,55% 44,35% 100%

Fisherdv exaktni test prokazal signifikantni statistickou zavislost mezi funk&nimi
agregacnimi testy tj. LTA a MEA a muta¢nim stavem P2RY12; C34T (rs6785930)
(p=0,129 versus p=0,061).

Tab. 23 Zavislost mezi mutacnim stavem GP1bA ; -5T>C (rs2243093) a funk&nimi testy.

LTA+MEA | homozygot | heterozygot | wild type | Celkem
NEG  pocet 2 20 70 92
% 2,18% 21,74% 76,10% 100%
POZ pocet 2 6 24 32
% 6,30% 18,70% 75,00% 100%
Celkem pocet 4 26 94 124
% 3,23% 20,97% 75,80% 100%

Fisherllv exaktni test neprokazal signifikantni statistickou zavislost mezi funk&nimi
agregacnimi testy tj. LTA a MEA a mutaénim stavem GP1bA ; -5T>C (rs2243093)
(p=0,488 versus p=0,812).
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Tab. 24 Zavislost mezi mutacnim stavem GP6 ; T13254C (rs1613662) a funkénimi testy.

LTA+MEA | homozygot | heterozygot | wild type | celkem
NEG  pocet 0 12 94 106
% 00,0% 11,32% 88,68% | 100%
POZ pocet 0 4 14 18
% 00,0% 22,20% 77,80% | 100%
Celkem pocet 0 16 108 124
% 0,00% 12,90% 87,10% | 100%

Fisheriv exaktni test neprokazal signifikantni statistickou zavislost mezi funk&nimi
agregacnimi testy tj. LTA a MEA a muta¢nim stavem GP6 ; T13254C (rs1613662)

(p=1,000).

-78 -




DISKUSE

Existuje fada patofyziologickych stavd a nemoci, které jsou spojeny s
poskozenim nebo také patologicky sniZzenou & zvySenou funkci krevnich desti¢ek.
Trombocyty jsou pfimo zapojeny do patogeneze kardiovaskularnich onemocnéni
v€etné akutniho infarktu myokardu. DestiCky pfispivaji Kk iniciaci a progresi
aterosklerotické |éze, kdy adheruji na mista s aktivovanymi endotelovymi burikami,
iniciuji tvorbu agregatl desti¢ek s monocyty a dale lokalné uvolnuji mediatory zanétu a
mitogeneze. Jedna z pfi€in recidivy kardiovaskularnich onemocnéni spocCiva i v
pretrvavajici zvySené agregabilité destiCek. Nazyva se téZz jako vysoka reaktivita
destiCek pfi protidestiCkové 1€Ebé C&i Castéji rezistence na protidestiCkovou IéCbu, kdy
ani dualni antiagregacni IéEba nevede u nékterych jedincl k odpovidajici IéCebné
odpovédi, tj. inhibici agregace destiCek, a pfetrvava tak zvySené riziko (v nékterych
pfipadech i fatalni) recidivy aterotrombotické pfihody. Fenomén rezidualni agregability
destiCek je znam jiz fadu let. (Abaci et al., 2013; Cuisset et al., 2009).

V sou€asné dobé patfi dualni protidestickova 1é€ba ANP a klopidogrelem do
zakladniho pilife sekundarni prevence akutniho infarktu myokardu. V dobé rozvoje
novych |lé€ebnych moznosti se monitorovani ucinnosti protidesti¢kové 1écby jevi jako
vhodna moznost v hodnoceni u€innosti sekundarni prevence infartu myokardu,
zejména u mladych pacientu

Z klinického pohledu predstavuje pojem aspirinové ¢i thienopyridinové
rezistence selhani této protidestickové 1&€€by, tzn. uzivani ANP eventuelné klopidogrelu
nezabranilo dalSi trombotické pfihodé. Z laboratorniho pohledu pfedstavuje pojem
aspirinové ¢i thienopyridinové rezistence nemoznost prokazat inhibici desti¢kovych
funkci in vitro pfi uzivani protidestiCkovych 1éku tj. v nasem sledovaném souboru
pacientd 100 mg ANP a 75 mg klopidogrelu denné. Existuje fada publikaci sledujicich
tuto problematiku a variabilita uc€inku podavané protidestiCkové terapie se liSi dle
pouzitych laboratornich metodik, avSak také dle velikosti a riznorodosti testovaného
souboru nemocnych. (Shenkman et al.,, 2008; Silva et al., 2012; Eikelboom et al.,
2002).

Selhani protidestickové leécby muze vést az k fatalnim nasledkim, které zvySuji
morbiditu a mortalitu. Z tohoto divodu jsou velmi dllezité laboratorni testy disponujici
dostateCnou spolehlivosti, specifitou, senzitivitou a reprodukovatelnosti (Ferraris et al.,
2011). Prokazani aspirinové ¢i thienopyridinové neodpovidavosti pacienta ma zavazné
disledky, jak pro pacienta samotného, tak i pro lékafe. V takové situaci muze byt

protidestickova lécba navySena eventuelné zménéna. Typickym pfikladem je pacient
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nereagujici na 100 mg ANP dennég, ale s adekvatni odpovédi na 200 mg ANP denné.
Existuji samoziejmé situace, které nemuseji umoznit Iékafi proveést elegantni navyseni
protidestickové Iécby, at' uz z divodu gastrointestinalnich komplikaci &i tvorby petechii
aj. Dalsi volbou je uZiti jiného typu protidestiC¢kového léku, jako je napfiklad pfi
prokazené aspirinové rezistenci (nereagujici na zvySené davkovani ANP), pfechod na
thienopyridinovy preparat napf. klopidogrel. V dnedni dobé mame i moznost tak zvané
triple teparie — pouzivana v indikovanych pfipadech napt. fibrilace sini, kdy k dualni
protidesti¢kové terapii je pfidan antikoagulaéni 1€k, at uz star§i generace (warfarin,
lawarin) Ci néktery z novéjSich antitrombotik jako je dabigatran &i rivaroxaban (Mega &
Carreras, 2012) . Uskalim t&chto novych lékil je predev§im cena, komplikace spojené
s krvacenim a nesmi byt opomenuta také omezena indikace a nedostupnost antidota.

Ve sledovaném souboru 124 pacientll s akutnim infarktem myokardu byla
Zjisténa nedostate¢na ucinnost protidestiCkové Iécby, pfi vyuziti dvou funk&nich testa tj.
optické transmisni agregometrie a impedancni agregometrie, po podani 100 mg ANP u
14,51 % pacientt (Obr. 23, Tab. 16) a dale po podani 75 mg klopidogrelu u 25,8 %
pacientl (Obr. 24, Tab. 17). Stanoveni cut-off hodnoty je velmi komplikované, jelikoz
nelze presné definovat stav, ktery ma byt posuzovan. Je dulezité definovat pojem
rezistence na protidestiCkovou Ié¢bu. Jedna se o stav, kdy je nedostateéna hladina
Iéku pro potlageni agregacni schopnosti desti¢ek nebo stav, kdy potlaime samotnou
agregacni schopnost destiCek? A pokud ano, tak na jaké hodnoty? Odpovédi na tyto
otazky nejsou jednoznacné a zcela zasadnim zpusobem ovliviuji vysledky klinickych
studii. Jestlize by byly klinické studie provadény totoznym laboratornim stanovenim
rezistence na protidestiCkovou [é¢bu, pak by byly i hodnoty cut-off podstatné
srovnatelngjsi.

Pro definovani cut-off nami pouzité metodiky bylo pouzito klasického
srovnavaciho souboru zdravych darcll, coz je pomérné narotné ale pfi vySetfeni
agregacnich schopnosti desticek nezbytné. Tyto meze byly uréeny pro optickou
agregometrii tak impedancni agregometrii z plné krve. Teprve poté byl hodnocen
souboru pacientl Ié¢enych kyselinou acetylsalicylovou eventuelné klopidogrelem.

Priciny rezistenci na protidestiCkovou lécbu jsou multifaktorialni a pro jejich
detekci je vyuzivana fada laboratornich stanoveni. V dnesni dobé je stale jako tzv.
zlaty standard vyuzivana metoda optické transmisni agregometrie (LTA) (Cattaneo et
al., 2007). Uskali detekce rezistence na protidestitkovou lé&bu miZe byt napf. v
nedostateCné standardizaci metodik pfi volbé induktoru a nasledném stanoveni
optimalni koncentrace induktoru (Mehta & Mohandas, 2010). Jako vhodné zvoleny
induktor pro monitorani ASA se jevi kyselina arachidonova, avSak nékteré starsi

publikace uvadéji také kationicky propylgylat.
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V praci ,The assesment of aspirin resistance by using light transmission and
multiple electrode aggregometry“ bylo na skupiné 101 pacientd se stabilni ischemickou
chorobou srde¢ni lé€enych 100 mg ASA provedeno porovnani LTA a MEA. Nejprve
bylo stanoveno cut-off pro LTA na 45 % residualné aktivovanych trombocytli a 2000
AUC jednotek pro MEA. Byla také prokazana srovnatelnou citlivost metod a stanoven
vyskyt rezistence na léCbu ANP na 22,22 resp. 22,21 % (LTA resp. MEA). ZvySeny
vyskyt rezistence byl dan vySetfenim klinicky selektivniho souboru pacientd s pfiznaky
selhani 1é¢by. V souboru byla navySena kompliance pacientl, ktefi si uvédomili, ze
jsou kontrolovani a také byla navySena davky ASA u pacientl rezistentnich na 100 mg
davku.

Dale byla hodnocena rezistence u klopidogrelu. Vysledky shrnuje publikace
.Detection of clopidogrel resistance by MEA and LTA". V této praci byla na skupiné 84
pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim lé€enych klopidogrelem korelovana LTA a
MEA.. Literatura dosud poskytovala zejména pro LTA velmi rozporuplna data. U
stanoveni LTA bylo pfidano blokatoru receptoru P2Y1 a dale nasledovalosrovnaniobou
metodiky s MEA. Signifikantni korelace laboratorniho stanoveni rezistence na Ié€bu na
zakladé rezidualni aktivity trombocytl s klinickym dopadem selhani |é¢by, kterym je
manifestace ACS u pacienta, poskytuji jen metody vyuZzivajici PGE1.

Pro sledovani adekvatni agregaéni odpovédi se na trhu v poslednich letech
objevuje také fada analyzatoru, které je mozno pouzivat pfimo u luzka pacienta tzv.
point of care technologie (POCT). Typickym zastupcem této kategorie je Verify Now,
jehoz vysledky velmi dobfe koreluji s vysledky LTA (Gremmel et al., 2013; Homoncik et
al., 2000).

Vyskyt rezistence k protidestickové terapii je v literatufe udavan ve velmi
Sirokém rozmezi 3-40 % (Krasopoulos et al., 2008). OdliSnosti v pouzitych metodikach
u klinickych studii a nasledné Siroky rozptyl % aspirinové rezistence shrnuje také Tab.

25 prevalence aspirinové rezistence.

Tab. 25 Prevalence aspirinové rezistence v rliznych klinickych studiich

Studie (rok) Velikost Charakteristika Metoda % aspirinové
souboru pacientt detekce rezistence
Grundmann et al., 53 Ischemicky stroke PFA-100 35
2003
Eikelboom et al., 976 Kardiovaskularni 11-dTxB2 3,5
2002 onemocnéni
Andersen et al., 129 Infarkt myokardu PFA-100 35
2002
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Grotemeyer et al., 180 Ischemicky stroke Index 40
1993 destiCkové
reaktivity
Mueller et al., 1997 100 Periferni arterialni LTA 8
nemoc
Gum et al., 2003 326 Kardiovaskularni LTA 5,5
onemocnéni

Mezi bé&zné dostupna vysetfeni korelujici s aspirinovou rezistenci patfi také

stanoveni 11-dehydrotromboxanu B, v moc€i nebo séru (Gremmel et al., 2013; Frelinger

et al., 2006).

Kvantitativni sledovani primarni hemostazy muze byt také provadéno v citratové

piné krvi pomoci pfistroje PFA 100. Mezi vyhody této analyzy patfi simulace in vivo

podminek av8ak nevyhodou tohoto stanoveni je vySsi finanéni narocnost. Pfi detekci

aspirinové rezistence je zapotfebi pouzit membranu potazenou epinefrinem a

kolagenem a u stanoveni thienopyridinové rezistence zase membranu potazenou ADP

a kolagenem eventuelné navic pokrytou Ca*" a také prostaglandinem E1. Stanoveni

agregace trombocytu v pIné krvi vyuziva také pfistroj Verify Now, jehoz pouziti v nasich

podminkach je spiSe jako analyzatotu u lizka tzv. POCT (Hezard et al., 2002).

Tab.26 Srovnani metodik pro monitorovani protidestiCkové terapie

Metoda specificita | senzitivita pouzitelnost
LTA nizka*/ nizka jednoduché, rychlé, zlaty standard,
vysoka* *variabilita vysledk( dle pouzité reagencie
(ADP versus ADP+PGE,)
MEA vysoka vysoka jednoduché, rychlé, plna krev,
standardizace vyrobcem, vyssi cena nez
LTA
11-dehydro- nizka vysoka korelace s klinikou, mimodestickové zdroje
tromboxan B2 tromboxanu, zavislost na renalnich
funkcich, asové narocné, v séru a v moci
PFA-100 nizka*/ vysoka jednoduché, rychlé, plna krev, nejasna
vysoka* korelace s klinikou,
*variabilita vysledkd dle pouzité cartridge
(ADP versus ADP+PGE;)
Verify Now vysoka vysoka jednoduché, rychlé, citlivé, vyssi cena nez

MEA
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VASP-P vysoka vysoka finanéné i Casové narocné, omezené

pouziti

Analyza vicenasobné impedanéni agregometrie pomoci pfistroje Multiplate je
také blizka podminkam in vivo. Vyhodou této metody je standardizace provedena
vyrobcem, avsak je vzdy nutné provést stanoveni viastniho referenéniho rozmezi pro
jednotlivé testy. Pro vlastni stanoveni u€innosti protidestiCkové terapie byly zvoleny dva
zastupci ze skupiny funkénich testll s vysokou specificitou a senzitivitou viz. Tab. 26 a
to pravé impedancéni agregometrie s analyzatorem Multiplate a dale jiz vySe zminény
zlaty standard tj. opticka transmisni agregometrie.

Neucinnost podavané protidesti¢kové 1€Cby je znama jiz fadu let a v posledni
dobé Castokrat diskutovana jako vyznamna klinicka komplikace napf. u recidivy infarktu
myokardu. Ztéto pfiiny fadime monitorovani protidestickové terapie a jeji
vyhodnoceni k rozhodujicim faktorGm prevence aterotrombotickych pfihod jako je
napfiklad infarkt myokardu ¢i cévni mozkova pfihoda. Pfi€iny selhani protidestiCkové
terapie  mohou byt plvodu exogenniho a také endogenniho (Michelson 2008;
Michelson et al., 2005). Mezi exogenni pfi€iny Fadime non-compliance pacienta
(pacient neuziva predepsany Iék ve spravném davkovani ¢i vibec, divodem muze byt
nesnasenlivost Iéku — iritace zaludecni sliznice), omezena absorpce protidesti¢kového
Iéku, nedostatecna davka protidestiCkového léku, sou¢asné uzivani nesteroidnich lékd,
které brani vazbé& ASA na vazné misto COX-1, ale také koufeni, zvySena tvorba
adrenalinu vlivem stresu, vék i pohlavi, hyperlipidémie, hyperglykémie, zvySeny obrat
krevnich destiCek netromboticka etiologie cévniho uzavéru (arteriitida, embolizace) a
dale napfiklad hyperkoagulacni stav u akutnich koronarnich syndroma.

Pro in vitro testovani pacientli na odezvu ASA byl vybran funk&ni agregacni test
MEA s vysokou senzitivitou a specificitou. Divodem této volby bylo pfiblizeni se co
nejvice podminkam in vivo, coz nam umozruje pravé MEA, ktera vyuziva pro méfeni
plnou nesrazlivou krev. Pfi tomto in vitro testovani poslouZil jako zakladni udaj bézna
denni davka ASA tj. 100 mg a dale také pfedpoklad 100 % utilizace tohoto Iéku. Z takto
ziskanych dat je patrné, ze pro vétSinu pacientu z testovaného souboru 18 pacientl s
AIM, Ize k inhibici krevnich desti¢ek pouzit i polovi¢ni denni davku {j. jiz 50 mg ASA
(Obr. 25). Tyto naSe poznatky koreluji i s literarnimi udaiji jiz publikovanymi tzn. denni
davka 30 &i 40 eventuelné 50 mg ASA je dostacujici k adekvatni odpovédi na tento
protidestickovy lék (Hegalson et al., 1993). Jak je jiz patrné z Obr. 25 vétSina pacientd
reaguje adekvatné i na nizké davkovani ASA, tudiz pfi€iny potencialni aspirinové
rezistence jsou u téchto pacientd plvodu exogenniho tzn. porucha vstfebavani ASA,

zvySeny obrat krevnich destiCek eventuelné non.compliance pacienta &i pfidruzena
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medikace aj. Z grafu také vidime dva pacienty, ktefi nereaguji adekvatné na in vitro
zvysujici se koncentraci ASA, coz poukazuje na poruchu receptoru COX-1. V téchto
dvou pfipadech je nutné pfejit na jiny typ protidestiCkového ¢&i antitrombotického Iéku
s cilem zabranit recidivé tromboembolické pfihody ¢i dalSimu akutnimu infarktu
myokardu.

RozloZeni jednotlivych  exogennich a endogennich pfi¢in  selhavani
protidesti¢kové terapie se lidi dle pouzitého Iéku, jeho metabolizaci a samoziejmé dle
genetické predispozice pacienta. Pokud se zaméfime na metabolizaci jednotlivych
protidestickovych Iéku je situace velmi rozdilna 1€k od Iéku. Kyselina acetylsalicylova je
pomérné dobfe metabolizovana a utilizace této ucinné protidestickové latky je takfka
100 %. Velmi odliSna situace je u thienopyridinovych [ékl. Zejména klopidogrel,
thienopyridin druhé generace, prochazi komplikovanym procesem metabolizace a na
aktivni metabolit je pfeménéno pouze 15 % léCiva. Situace u thienopyridind se vyviji
lepSim smérem u noveéjSich léCiv tfeti generace, kde je hladina aktivnich metabolitt
vyrazné vysSi. Manifestace AIM muze byt zpUsobena dle fady odbornych publikaci
genetickymi polymorfismy desti¢kovych receptortl. (Kvasnicka et al., 2008; Motovska et
al., 2010; Ashavaid et al., 2011). Pro genotypizaci polymorfismi desti¢kovych
receptorll byla zavedena a optimalizovana metoda real-time PCR pouzivajici pfistroj
LightCycler 480 instrument™. Ke zjisténi vyskytu jednotlivych polymorfismu
desti¢kovych receptort byly vyuzity primery a sondy (TIB MOLBIOL GmbH, Némecko).
Produkty PCR reakce byly detekovany pomoci analyzy kfivek tani. Genotypizaénim
testem bylo vySetfeno 124 DNA vzorkl pacientd s AIM. Zastoupeni jednotlivych
testovanych polymorfisml destickovych receptori a také jejich genotypl jsou
zaznamenany v Obr. 26. | prestoze pfitomnost polymorfismi desti¢kovych receptort
v genetické vybavé nasSi populace nepatfi mezi hlavni rizikové faktory AlM, tak zachyt
aspirinové Ci thienopyridinové rezistence, ktera vychazi 14,51 % aspirinova rezistence
a dale 25,8 % thienopyridinova rezistence, je jevi jako velmi vyznamné riziko rozvoje
tohoto onemocnéni. Cilem disertacni prace bylo zjistit vliv genetickych polymorfismi
desti¢kovych receptorli a stanovit manifestaci rizka vzniku AIM. Byla také provedena
korelace mezi pozitivnimi vysledky funkénich testll a vyskytem mutacnich stavd
jednotlivych destiCkovych polymorfisml. Podafilo se prokazat signifikantni zavislost
mezi pfitomnosti mutacniho stavu destiCkového receptoru COX-1(842A > G), ktery
zvySuje také riziko krvaceni a aspirinovou rezistenci (prokazanou funkénim testem)
p=0,003 (Tab. 18). Vyskyt polymorfimu COX-1 vySe zminéného jsme prokazali u 7,26
% v souboru 124 pacientl s AIM, coz vychazi pfiblizné o 5 % méné ve srovnani se
skupinou 1450 zdravych darcl krve ve studii Kvasnicka et al., 2009. Vliv pohlavi nebyl

prokazan u vSech destickovych polymorfismu. Ze ziskanych dat je patrné, Ze frekvence
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mutovanych stavu destickovych polymorfisml jsou v populaci vysoké a nemusi byt
jedinou pfi¢inou rezistence na protidestiCkovou [éCbu a nasledné recidivy
trombotickych stavi jako je napfiklad AIM. Metodické postupy slouzici k detekci
polymorfismu destiCkovych receptorl jsou technologicky nenaroéné a samotna analyza
(diky pFedchozi optimalizaci) neni dlouha. Vyhodou téchto metodik je stanoveni
jednotlivych genotypl s pravdépodobnosti jistou tj. 100%.
Znacnou vyhodou je pouziti in vitro testovani s ASA, diky némuz Ize rozliit pacienty, u
nichz |é¢ba selhava z exogennich pfi¢in. Pro zajisténi ucinné sekundarni prevence
postaCuje navysSit mnozstvi denni davky ASA. Neadekvatni odpovéd na
protidestickovou lé¢bu z dlvodu pfFitomnosti polymorfismu destickového receptoru
nepatfi mezi ¢asté moznosti. Snaha pfekonat rezidualni agregabilitu desti¢ek po 1é¢bé
preferuje jednak intenzifikace davky dostupnych antiagregancii a dale také vyuziva
novych latek s pfiznivéjSimi farmakologickymi vlastnostmi, neZz ma napfiklad
clopidogrel. Prasugrel predstavuje thienopyridin druhé generace s daleko pfiznivéjSimi
farmakokinetickymi i farmakodynamickymi vilastnostmi. Jeho biotransformace je méné
zavisla na CYP neZ u clopidogrelu a aktivni metabolit se objevuje v krevnim obéhu
velmi rychle (jiz po 15 min.). Ma nizkou interindividuaini variabilitu v u&inku, tj. P2Y12
(ADP) dependentni agregaci destiCek a zanedbatelnou prevalenci pacinetl
vykazuijicich rezistenci.

Funkéni testy pro monitorovani protidestiCkové terapie nam pomahaji odhalit
neucinnost podavané vyse uvedené dualni terapie. Na zakladé nasich vysledkd in vitro
inkubace s ASA Ize lépe zajistit i€innou prevenci u pacientu s protidestiCkovou terapii

ASA a tuto Ié¢bu individualizovat.
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ZAVER

Cilem disertaéni prace bylo zhodnotit mozZnosti laboratorniho monitorovani
protidestickové terapie a dale u specifické rizikové skupiny pacientl s akutnim
infarktem myokardu urcit rezistenci na dualni protidestiCkovou terapii (aspirinova a
thienopyridinova rezistence). DalSim cilem této disertacni prace bylo posoudit vliv
desti¢kovych polymorfismu na laboratorni selhani dualni protidesti¢kové terapie.

V problematice sledovani protidestiCkové |éCby se nam podafilo pomoci odhalit
rozdily v monitoraci IéCby, kdy jsme na zakladé podrobného zhodnoceni provadéni
jednotlivych testd dokazali porovnat nejpouzivanéjsi vysetfeni se shodnymi vysledky
jak u vySetieni aspirové rezistence tak zejména thienopyridinové rezistence
(komplikovanéjsi situace jelikoz je inhibovan jen jeden z ADP receptort). Z palety
dostupnych vySetfovacich metod jsme potvrdili jako nejvhodnéjsi LTA ¢i MEA. Pro
sledovani rizikovych pacientd s AIM jsme tedy nejprve vyuzili vySe zminénych funkgich
agregachnich testll (doplnénych o in vitro testovani ASA).

Prokazali jsme srovnatelnou citlivost metod a stanovili vyskyt rezistence na IéCbu
kys. acetylsalicylovou na 22,22 resp. 22,21 % (LTA resp. MEA). Na skupiné 84
pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim Ié€enych clopidogrelem stanovili vyskyt
rezistence na lé¢bu thienopyridiny na 11,9 resp. 10,7 % (MEA resp. LTA).

Spravna ucinnost pouzité protidestickové terapie byla stanovena po podani 100
mg ANP denné jako cut-off LTA do 25 % vCetné a dale pro MEA do 200 AUC. P¥i
posouzeni thienopyridinové rezitence tj. po podani 75 mg klopidogrelu dennég, je
stanoveno cut-off do 45 % u LTA a také do 298 AUC u MEA. Oba funkéni testy spolu
koreluji a ze zjisténych dat je vidét ucinnou Ié€bu po podani ANP (ve vySe uvedeném
davkovani) u 85,49 % pacientl s akutnim infarktem myokardu. Aspirinova rezistence
byla funk&nimi agregacnimi testy potvrzena u 14,51 % pacientt s AIM. Pfi pohledu na
druhy protidestiCkovy lék tj. klopidogrel, byla nalezena menSi ¢ast pacienttd 74,2 %
adekvatné odpovidajicich na tuto lIé€bu. Thienopyridinova rezistence byla prokazana
shodné LTA i MEA a ¢ini 25,8 %.

PFi identifikaci moznych genetickych pfi€in rezistence na protidesti¢kovou lécbu v
praci se nam podafilo prokazat statisticky vyznamnou korelaci mutaéniho stavu COX-1
receptoru (-842A>G; rs10306114) s pfitomnosti rezistence na ASA, ale nepodafilo se
prokazat staticky vyznamnou souvislost mezi mutacemi P2Y12 (i-744T>C; rs2046934)
a P2Y12 (34C>T; rs6785930) a funkénim prakazem thienopyridinové rezistence.
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Rezistence na protidestickovou terapii mize mit fadu endogennich, ale také
exogennich pfi€in. Provést in vitro simulaci thienopyridinové rezistence je velmi
komplikované zejména diky zpusobu metabolizace klopidogrelu. Jednou z moznosti
jak tyto pfi¢iny odhalit v pfipadé aspirinové rezistence je vyuZiti in vitro inkubace vzorku
rizikového pacienta s kyselinou acetylsalicylovou a naslednou detekci pomoci MEA.
Tento postup umoziiuje pfesné odlisit pacienty, ktefi nedokazi odpovédét na denni
davky ASA az 500 mg. V pfipadé takto potvrzenych neodpovidajicich pacientl je nutno
zvazit dalsi postup 1éCby tzn. ASA z IéCby vyjmout a v pfipadé stale trvajiciho rizika
napf. daldiho akutniho infarktu myokardu, nasadit jiny protidesti¢kovy Iék (prasugrel,
ticagrelor) nebo také antikoagulacni Ié€bu indikovanou kardiologem v podobé warfarinu
Ci dle moznosti indikace i novy antitromboticky Iék (dabigatran, rivaroxaban, apixaban).

PFi posouzeni vztahu aspirinové rezistence a endogennich faktorl jsme se
zameéfili na vztah polymorfismi destickovych receptori COX—1, GP1bA a také GPVI.
PFi posouzeni vztahu thienopyridinové rezistence a endogennich faktorl jsme se
zameéfili na polymorfismy desti¢kovych receptorl P2Y,, (C34T; T744C), GP1bA a také
GPVI.

Ziskana data potvrzuji, ze vyskyt polymorfisml destiCkovych faktord neni
primarni rizikovy faktor. Hlavnim rizikovym faktorem pro pacienty s akutnim infarktem
myokardu zustava rezistence na protidesti¢ckovou terapii. Byla prokazana signifikantni
zavislost mezi pfitomnosti mutacniho stavu COX-1 desti¢kového receptoru a rezistenci
na protidestiCkovou IéEbu po podani ASA (p = 0,003). In vitro inkubace s ASA vede
k senzitivnéjsi diagnostice aspirinové rezistence eventuelné k Upravé davkovani ASA
terapie. Nepodafilo se prokazat staticky vyznamnou souvislost mezi mutacemi P2Y12
(i-744T>C; rs2046934) a P2Y12 (34C>T; rs6785930) a funkénim prakazem
thienopyridinové rezistence.

Tato disertacni prace poukazuje na nové moznosti laboratorni diagnostiky pfi
prevenci akutniho infarktu myokardu, ale také dalSich diagnéz vyuzivajicich v 1éEbé
protidesti¢kovou terapii (neurologie, angiologie). Mlize byt oekavano, ze v budoucnu
by napfiklad postupy zalozené na in vitro testovani, mohly rozSifit soucCasné
diagnostické postupy. Tento postup monitorovani protidestiCkové terapie u pacientd
s AIM se ukazuje jako velmi ucinny a je mozné jej vyuzivat i v rutinni laboratorni

diagnostice.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACT
ADP
AChE
AIM
APC
aPTT
ARU
ASA
AT
ATP
AU
AUC
BFU
Ca*
CFU
COX
CSF
CT
DIC
DNA
DTI
GAGs
GP
HC I
HMWK

aktivovany srazeci ¢as
adenosindifosfat
acetylcholinesterasa

akutni infarkt myokardu
aktivovany protein C
aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as
aspirin reaction units
kyselina acetylsalicylova
antitrombin

adenosintrifosfat

agregacni jednotka

plocha pod kfivkou
pluripotentni kmenova burika
vapenaté ionty

unipotentni kmenova burika
cyklooxygenasa

colony stimulating factors
closure time

diseminovana intravaskularni koagulace
deoxyribonukleova kyselina
pfimy inhibitor trombinu
glykosaminoglykany
glykoprotein

heparinovy kofaktor Il

vysokomolekularni kininogen
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ICHS

LMWH
LTA
MEA
MLCK
MPV
PAI-1
PAR
PDGF
PC
Pct
PDW
PF 3
PF 4
PGE;
PGl,
P
PLC
PPP
PRP
PRU
RNA
RT PCR
SNP
TEN
TF
TFPI
TG
™
t-PA
TPO
TXA;
TXB;
UFH
VASP
VKORCH1

ischemicka choroba srdecni
interleukin

nizkomolekularni heparin

opticka agregometrie
vicenasobna elektrodova agregometrie
myosinkinasa

stfedni objem krevni destiCky
inhibitor aktivatoru plazminogenu
receptor pro trombin

ristovy faktor z desti¢ek

protein C

destiCkovy hematokrit

Sife distribuce destiCek
destiCkovy faktor 3

destiCkovy faktor 4

prostaglandin E;

prostaglandin I,

fosfolipidy

proteinkinasa C

plazma chuda na desticky
plazma bohata na desticky
P2Y,Reaction Units
ribonukleova kyselina
polymerazova fetézova reakce v realném Case
jednonukleotidova zaména
tromboembolicka pfihoda, nemoc
tkanovy faktor

inhibitor tkariového faktoru
tromboglobulin

trombomodulin

tkanovy aktivator plazminogenu
trombopoetin

tromboxan A,

tromboxan B,

nefrakcionovany heparin
vasodilatatorem stimulova fosfoprotein

vitamin K epoxid reduktasa
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