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Abstrakt

Chronické lymfocytarni leukémie je rakovinotvorné onemocnéni vyskytujici se ptevazné
u starsi populace. Nemoc postihuje B lymfocyty, které po dozrani ztraceji svou funkci
tvofit potfebné protilatky. CLL nemé jednotné pfiznaky onemocnéni a lze ji tak
diagnostikovat pouze laboratornimi testy, mezi které fadime napiiklad vySetfeni
krevniho obrazu. Kvili variabilnimu pribéhu nemoci se velmi Casto 1isi i terapie.
U lepsiho podtypu onemocni s mutovanou variabilni ¢asti [gVH fetézce byvaji pacienti
casto pouze monitorovani, u téz§i formy s nemutovanou ¢asti je nutna lécba. Aktualn¢
se pii terapii CLL vyuziva inhibitorG Bruton tyrosinové kinasy, jejiz metabolismus,
zasadni pro signalizaéni BCR drdhu v B lymfocytech, je esencidlni pro progresi
onemocnéni. Jednim z vedlejSich G€inkl uZivani inhibitorti Bruton tyrosinové kinasy
se projevuje v niz§i funkCnosti krevnich desticek, coz zphsobuje krvacivé stavy.
Koncentrace 1é¢iva, kterd zpiisobuje trombocytopatii byla zmétfena optickou transmisni
a impedanéni agregometrii. Pomoci naméfenych dat bylo zjisténo,
ze koncentrace zpusobujici krvacivost je daleko vyssi nez bézna uzivand davka a 1ék
samotny by nemél zplsobovat tézké krvacivé stavy. Pro lepSi proSetieni této
problematiky byla vytvofena databaze pacientti 1é¢icich se s CLL ve Fakultni nemocnici
Olomouc od roku 2012 do roku 2024.
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Abstract

Chronic lymphocytic leukaemia is a cancer predominantly found in the elderly
population. The disease affects B lymphocytes, which lose their function to form
the necessary antibodies as they mature. CLL has no uniform symptoms and can only
be diagnosed by laboratory tests, including blood counts. Because of the variable course
of the disease, the therapy often varies. In the better subtype of the disease with
the mutated variable part of the IgVH chain, patients are often only monitored, whereas
in the more severe form with the non-mutated part, treatment is necessary. Currently,
CLL therapy uses inhibitors of Bruton tyrosine kinase, whose metabolism, essential
for the BCR signaling pathway in B-lymphocytes, is essential for disease progression.
One of the side effects of using Bruton tyrosine kinase inhibitors is reduced platelet
function, which causes bleeding conditions. The concentration of the drug that causes
thrombocytopathies was measured by optical transmission and impedance aggregometry.
Using the measured data, it was found that, that the concentration causing bleeding
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bleeding conditions.. To better investigate this issue, a database of patients treated

for CLL at the University Hospital Olomouc from 2012 to 2024 was created.
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CIiLE PRACE
Teoreticka Cast

e Provedeni literarni reserSe ke zvolené problematice

Prakticka cast

e Zvladnuti zdkladnich laboratornich dovednosti a zaskoleni v obsluze optického
transmisniho a impedan¢niho agregometru

o Uprava vzorkil pro potfeby méficich metod

e Analyza vlivu riznych koncentraci inhibitort BTK na funkci trombocytt

e Retrospektivni zpracovani dat pacientli s Chronickou lymfocytarni leukémii

e Zpracovani dat a optimalizace metodik



1 UVOD

Leukemickd onemocnéni jsou v soucasné dobé rozsifena po celém svété a patii mezi
béZzna rakovinotvorna onemocnéni bilych krvinek. Chronickd lymfocytarni leukémie
(CLL) je nadorové onemocnéni charakteristické funkéné nekompetentnimi klonalnimi
B lymfocyty typické morfologie a imunofenotypu (Hallek et al., 2008).
Podle diagnostickych iwCLL (International Workshop on Chronic Lymphocytic
Leukemia) kritérii je nutna pfitomnost alespoii 5 x 10%1 B lymfocytd v periferni krvi
trvajici nejméné 3 mésice s typickym imunofenotypem. Mezi typicky Imunofenotyp
fadime priukaz klonality pomoci detekce restrikce lehkych fetézcii (kappa ¢i lambda),
exprese znaku CD23, exprese znaku CDS5, nizkd mira exprese povrchového

imunoglobulinu a znakid CD20 a CD79b (Campo et al., 2011).

CLL je v zapadnich zemich nejrozsifenéjsi leukemickym onemocnénim mezi
dospélymi a tvoti zhruba 25 az 30 % vsech leukemii ve Spojenych statech americkych
(Chiorazzi et al., 2021). Pomér Cetnosti onemocnéni u muzi se pohybuje od 1,3:1
do 1,7:1 k zenam. CLL je typické onemocnéni starSi populace, kdy median véku
pii diagnoze onemocnéni je 70 let, nicméné setkdvame se 1 s piipady diagnozy

onemocnéni mezi 30 az 40 rokem zivota jedince (Sant et al., 2010).

V 1é¢bé chronické lymfocytarni leukemie (CLL) doslo postupné ke zméné 1écebné
strategie, a to z diivodu zavedeni novych 1é¢ebnych metod pomoci inhibitorii signalnich
drah. Do této skupiny lé¢iv patfi inhibitory B-bunétného receptoru (iBCR), znamé
téZ jako inhibitory Bruton tyrosinové kinasy (BTKi,) Ibrutinib, Idelalisib, Acalabrutinib,
Zanubrutinib a dale také inhibitory BCL2 (B-cell lymphoma 2) signalizace, kde se tadi
Venetoclax, schopny navodit eradikaci CLL buné¢k z periferni krve, ¢i tkani(Panovska

et al., 2023).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Chronicka lymfocytarni leukémie

Chronicka lymfocytarni leukémie je pomalu se Sifici lymfoproliferativni onemocnéni
postihujici prevazné star§i populaci. V roce 2018 ve Spojenych stditech Americkych
byla tato nemoc diagnostikovana u 20 940 pacientl, coz tvoii 1,2 % vSech

diagnostikovanych rakovin pro dany rok (Chiorazzi et al., 2021).

Chronicka lymfocytarni leukémie zasahuje B lymfocyty hlavné v krevni periferii.
Zraly maligni B lymfocyt nema schopnost tvofit protilatky a nema tak pro organismus
zadnou funkci. Ztrata schopnosti je zpiisobena nadmérnou aktivitou Bruton Tyrosinové
kinasy (BTK, EC 2.7.10.2) ptitomné v BCR signaliza¢ni kaskadd¢ B lymfocytu. Maligni
B lymfocyty se nadmérné déli, vznika monoklonalni B lymfocytdza a stoupa progrese
onemocnéni. Klinicky pribéh nemoci je velmi variabilni. Od velmi pomalého ristu
onemocnéni az po agresivni formy, coz dosvédcuje vysokou heterogenitu onemocnéni

(Brejcha et al., 2023).

2.1.1 Symptomy a Diagnostika CLL

Pacienti s timto onemocnénim mivaji vétSinou nespecifické ptiznaky a heterogenni
pribéh onemocnéni. Mezi sdruzené ptiznaky miZeme =zafadit trombocytopenii,
nebolestivé zvétsené mizni uzliny nebo tlaky v bfiSe a B symptomy, mezi které fadime
ubytek hmotnosti (o vice jak 10 % za poslednich 6 mésictll), narazové horecky (neinfekéni

a trvajici déle, jak 2 tydny) a no¢ni poceni (Panovska & Doubek, 2013).

vvvvvv

NejdulezitéjsSim diagnostickym prvkem je vySetfeni krevniho obrazu,
kdy pro urceni chronické lymfocytarni leukémie musi byt v periferni krvi pfitomno vice,
jak 5 x 10°/1 B lymfocytd. V krevnim natéru u typické formy CLL se ¢asto vyskytuji
drobné lymfocyty, které¢ dosahuji maximalné dvojnasobku velikosti erytrocytu. Tvar maji
kulaty, ¢i mirné ovalny. Jadro kulatého tvaru je vétSinou lehce excentricky uloZené
a obsahuje vétsi mnozZstvi cytoplazmy. Chromatin je hutny, kondenzovén typicky
ve form¢ tmavych blokli odd€lenych svétlejSim chromatinem, coz tvoii mozaikovitou
strukturu. Uzky lem cytoplasmy je jasné ohrani¢eny, velmi svétly, vodojasny nékdy slabé
bazofilni (Obr. 1) (Smolej et al., 2021a). Nadorové lymfocyty maji kiehkou strukturu
a pfi krevnim natéru casto pozorujeme Gumprechtovy stiny, coz jsou zbytky rozpadlych

jader bilych krvinek v krevnim natéru (Gumprechtovy stiny, 2000).



Obr. 1: Mikroskopicky snimek Gumprechtova stinu (vlevo), zdravych B lymfocytii (uprostied) a
CLL buriky (napravo). Zvétseni 1000x. Pievzato od Urbanova, 2021; upraveno
Pfitomnost prolymfocyti v krevnim nétéru by neméla ptesahovat 10 %,

pii presahnuti hranice 55 % se jedna o jiné onemocnéni a to B-prolymfocytarni leukémii

(Panovska & Doubek, 2013).

Pritokova cytometrie je dal$i velmi dilezitou diagnostickou metodou v ramci
CLL. Tato metoda identifikuje a kvantitativné urcuje projev zvolenych znakl v buiice.
Znaky volime podle pouzité fluorescencni protilatky, kterd po navazani na jeji specificky
antigen, nachézejici se na povrchu buiky, vysild fluorescencni signal zaznamenany
pristrojem. Do specialni kolony vstupuji buniky po jedné a jsou ozafeny mnozstvim lasert.
Propustnost je zaznamenana pocitatem, ktery vysledky vyhodnoti v mnohorozmérném

grafu bunky rozdéli podle pozadavki do tfid (Bernard, 2011).

Dal$i moznosti pratokové cytometrie je imunofenotypizace pfed samotnym
tfidénim bunck. Za laserovou celou dojde k rozpraseni bunécné suspenze tak, aby kazda
kapka nesla jen jednu buniku. Pokud pocita¢ vyhodnoti pfitomnost Zadaného znaku,
vychyli pomoci elektrického proudu kapicku nesouci zaddouci buiiku mimo hlavni proud.
Tento typ pritokové cytometrie je nazyvan flowcytometrie. Typicky vzorek pouzZivany
pro pritokovou cytometrii u CLL pacientti je nesrdzlivda krev. Fenotypové znaky
se silnym projevem u CLL pacientii jsou povrchové antigeny B lymfocytti CD19, CDS5,
CD20 a CD23 anebo v ptipadé diagnostickych rozpakt se v ramci diferencialni diagnézy
pouzivaji vySetfeni antigeni jako CD43, CD79, CDS81, CD200, CDI10
nebo RORIkoexprese CD5 a nizka exprese CD79b. Leukemicky klon byva pozitivni
na lehké fetézce povrchovych imunoglobulini kappa nebo lambda (Panovské & Doubek,

2013).



CLL bunky jsou obvykle negativni pro cyklin DI a CD10. FMC7, CD22
a CD79 jsou také negativni, v nékterych pitipadech pouze slabé exprimované. Naprosta
vétSina pripadil je reprezentovana pouze jednim klonem cirkulujicim v periferni krvi.
Raritné¢ mohou byt detekovany pritokovou cytometrii klony dva, n¢které studie uvadi

vyskyt az u 1,4 % vSech ptipadii (Bernard, 2011).

2.1.2 Prognoza

CLL je onemocnéni s velmi variabilnim pribéhem. U ¢asti nemocnych si CLL zachovava
indolentni charakter, a tak nezkracuje predpokladanou délku Zivota pacienta. U jinych
se chova prili§ agresivné, rychle progreduje a preziti pacienta od stanoveni diagndzy
je 2-3 roky. Progn6éza onemocnéni lymfocytarni leukémie muze byt stratifikovana
klinickym stadiem dle Raie nebo dle Bineta. Tyto klinick4 stadia se maji své odliSnosti,
ale v soucasné dobé jsou stale pouzivané oba typy (Tab. 1,2 Klinickd stadia dle Raie
a Bineta). Pfi stanoveni dle Bineta je zkoumana skupina miznich uzlin, do které se fadi
kréni, podpazni, tfiselné a dale slezina a jatra, zatimco klinicka stadia podle Raie posuzuji
hlavné pocet lymfocyti (Smolej et al., 2021b). Posouzeni klinického stddia doporucuje
zah4jeni 1écby. Pti stanoveni dle Raie se zah4jeni 1écby doporucuje ve stadiu III a IV

a pfi stanoveni dle Bineta ve stadiu C.

V soucasnosti nabyva na vyznamu zejména molekularn¢€ — geneticka analyza CLL
pacientd. Jsou definovany specifické chromosomalni aberace, genové mutace a dalsi
prognostické znaky, které v n€kterych piipadech vyznamné ovlivituji prognézu pacienta
a dalsi terapeuticky postup. Mezi vySetieni urCujici prognoézu onemocnéni fadime
fluorescenci in situ hybridizaci (FISH), ptesnéji vySetieni genetickych aberaci. Typické
delece zjisténé FISH metodou jsou 13q, 11q, 69, 17p a méné Casto trisomie chromosomu
12 (Panovska & Doubek, 2013). Urcité abnormality chromosomu jako 11q nebo 17p
delece jsou nezavislym prognostickym znakem spojenym s velmi nepfiznivou prognézou

(Dohner et al., 2000).

Tab. 1: Klinicka stadia dle Raie et al., pfevzato od Smolej et al, 2021b

Klinick stddia dle Raie et al.

0  Lymfocytoza

I  Lymfocytdza + Lymfadenopatie

I  Lymfocytoza + Splenohepatomegalie (hepatomegalie)
III Lymfocytoza + Anémie (hemoglobin < 110 g-17)

IV Lymfocytoza + Trombocytopenie (PLT < 60-10°-1")




Tab. 2: Klinicka stadia dle Bineta et al., pfevzato od Smolej et al, 2021b

Klinické stadia dle Bineta et al.

A Méné jak 3 poskozené skupiny mizni uzliny”

B Vice jak 3 poskozené skupiny mizni uzliny

C anémie (hemoglobin <110 g-1"") anebo trombocytopenie (PLT < 60-10°-1"")
“postizené skupiny miznich uzlin - skupiny uzlin: kréni, podpazni, tfiselné, slezina a
jatra.

Déle pomoci in situ hybridizace ur€ujeme mutacni stav genil pro variabilni ¢ést
tézkého tetézce imunoglobulinu (IgVH). Mutacni stav variabilni ¢asti tézkého fetézce
imunoglobulinu urcuje podtyp onemocnéni CLL sriiznou prognoézou. Jedna-li
se o nemutovany IgVH fetézec, podtyp U-CLL, maji pacienti hor$i prognézu s dobou
preziti asi 8 let. Pokud ma pacient mutovany IgVH, tedy podtyp onemocnéni M-CLL,
jeho prognoza je znacné lepsi s dlouhou dobou pieziti asi 25 let. Tyto mutace IgVH

se d&ji v germinalnich centrech B lymfocytt (Hallek et al., 2008).

Jako dal$i prognostickd metoda je uvadéno vysetieni komplexniho karyotypu
periferni krve po stimulaci mitogeny.(Smolej et al., 2021b). Komplexni karyotyp
je definovan jako ptitomnost tfech a vice chromosomalnich abnormalit v jednom klonu
a je detekovan u piiblizné 16 % pacientdl pfi stanoveni diagnozy choroby. Casto
je asociovany s nemutovanym IgVH a CD38 expresi. Je spojen s kratSim cCasem
do zahajeni 1écby a celkovym prezitim 52-79 mésici. Byla prokdzana signifikantni
asociace mezi 11q nebo 17p deleci. Karyotypové testovani by mélo byt soucasti vysetieni

pacienta s CLL stejné jako testovani metodou FISH (Papajik et al., 2021).

Mezi Spatné prognostické faktory zahrnujeme 1 molekuly zapojené do signalizace
BCR receptoru, ZAP-70 a CD38. Vysoka exprese intracelularniho proteinu ZAP70 vede
k agresivnéjsim formam CLL a nutnosti terapie. Exprese povrchového antigenu CD38
je spojena sexpresi ZAP-70 a obé molekuly jsou castéji pfitomné u U-CLL

podtypu(Smolej et al., 2021a).

Dohromady davaji tato vySetfeni prognozu o délce obdobi bez nutnosti zahajeni
1écby a celkové preziti pacienta. Stale ale plati, ze Chronickd lymfocytarni leukémie
je dostupnymi 1éCivy nevylécCitelna. Jedina kurativni moznost je transplantace kostni
drené, ktera se provadi u mladych a fyzicky zdatnych pacientii (Panovska & Doubek,

2013).



2.1.3 Terapie CLL

Pacienti s Gasnym stadiem onemocnéni (Klinicka stadia Rai 0, Binet A) jsou pouze
pravidelné monitorovani a neprovadi se u nich terapie (Panovska & Doubek, 2013).
Postup v terapii je odvijen od krevniho obrazu a jednotlivych prognostickych faktorti

(Smolej et al., 2021a).

Lécba u pacienti s CLL se indikuje na zdkladé laboratorniho a fyzikalniho
vySetfeni a osobni anamnézy. Pro zah4jeni lécby musi byt u pacienta pfitomen minimalné
jeden z nésledujich ptiznakt. Progresivni selhani kostni diené charakteristické rozvojem
nebo zhorSenim anemie nebo trombocytopatie, masivni nebo proredukujici
a symptomatickd splenomagie s velikosti vic, jak 6 centimetrti pod levym Zebernim
obloukem nebo lymfadenopatie s velikosti vic, jak 10 centimetrd v nejdelSim primeéru.
Dale se mezi pfiznaky zahajujici 1é¢bu fadi progredujici lymfocytoza s riistem za posledni
dva mésice vice, jak 50 % nebo autoimunitni anemie se Spatnou odpoveédi

na kortikosteroidy a jiné 1é¢ivé metody (Smolej et al., 2021a).

Prifezem historii se 1écba CLL stale méni. Jako prvni 1éky na leukémii byly obecné
uzivany tzv. ,Nitrogen mustard“. Pfiklad 1éCiva ztéto skupiny byl
methyl bis (B-chlorethyl) amin, ktery patii mezi alkyla¢ni ¢inidla (Hall et al., 1956).
0Od 60. let 20. stoleti byl vyznamné uzivan 1€k Chlorambucil patiici taktéz mezi alkylacni
¢inidla. Lék je dodnes pouzivan u nékterych komorbidnich pacientl, ale odpovéd
na lé¢bu se pohybuje od 30 k 70 % a kompletni remise je velmi nizka. V 80. letech
20. stoleti se zacal preferovat 1ék Fludarabin, ktery se znacil lepsi odpovédi pacientli
na lécbu, kdy overal response dosahovala 65 az 89 %. Lék Fludarabin polozil zdklad
v kombinaci s Cyklofosamidem pro dnesSni terapii s monoklondlnimi protilatkami.
Nevyhodou tohoto 1é¢iva je vysoka hematologicka toxicita a zvySené riziko autoimunitni

hemolytické anemie (Panovska & Doubek, 2013).

Monoklonalni protilatky umoziuji piisobit cilené na nddorovou buiitku a zplsobit
jeji smrt v kombinaci s chemoterapeutiky. Mezi monoklonalni protilatky fadime
naptiklad Rituximab, ktery cili na antigen CD20. Bez kombinaci s dalSimi 1éCivy
je Rituximab vyuZzivan u pacientll s imunitni cytopenii a u pacientli netolerujicich
myelotoxickou terapii. Daleko vic je tento 1ék vyuzivan v kombinaci s Fludarabinem
a Cyklofosfamidem, kdy pacienti s touto terapii dosahuji az 95 % lécebné odpovédi

a 52 % kompletni remise (Panovsk4d & Doubek, 2013). U pacientt, ktetfi neodpovidaji



na lécbu Fludarabinem se vyuZiva Alemtuzumab, ktery se taktéZ fadi mezi monoklonalni
protilatky. Jednd se o rekombinantni pIlné¢ humanizovanou protilatku anti-CD52
neovliviiyjici p53-dependentni apoptickou drahu. Diky nezavislosti na apoptické draze
se vyznacuje jako vhodny 1ék pro CLL pacienty s deleci 17p nebo mutaci TP53 (Keating
et al., 2002).

Moderni doba pfistupuje nejcastéji k 1éiviim fadicim se do skupiny inhibitord
Brutonovy kinasy (BTKi). Tato l1é€iva jsou vyuZivana v 1écbé relapsu/refrakterni CLL
a v prvni linii terapie pacientd s mutaci TP53 nebo deleci 17p (Smolej et al., 2021a).
draha pro pteziti nddorové buiiky B lymfocytu. Mezi nejznamé;jsi 1éky pattici do této
skupiny fadime Ibrutinib (Imbruvica) a Acalibrutinib (Calquence), které jsou navic jediné

hrazené pojistovnou v Ceské republice (Panovska et al., 2023).

Brutonova tyrosin kinasa se fadi do Tec rodiny Tyrosinovych Kkinas,
kter¢ jsou velmi esencidlni v BCR signaliza¢ni draze vyskytujici se na membrané
B lymfocyt. B-bunéény receptor (BCR) je transmembranovy protein hrajici dilezitou
roli pfi aktivaci a proliferaci B lymfocytu a pfi tvorbé protilatek. Pfi navazani antigenu
na BCR je aktivovano nékolik signalnich drah. Soubézné builka zpracovava antigen,
ktery je vyloucen na povrch, kde je pristupny T lymfocytim. V aktivovanych signalnich
drahach je pfitomna Bruton tyrosin kinasa, enzym, aktivuji fosfolipasu Cy2 (PLCy2,
EC 3.1.4.11) po své vlastni fosforylaci. Fosfolipasa Cy2 (PLCy2) hydrolyzuje
fosfatidylinositoldifosfat (PIP2) na diacylglycerol (DAG) a inositoltrifosfat (IP3),
mobilizuje intracelularni vapnik a aktivuje dalsi molekuly (AKT, MAP kinasu
(EC 2.7.11.24), NFkB). Zucastiiuje se 1 pfenosu signalll z jinych bunécnych receptorti
(CXCR4, BFSF-R, TLR4), které reguluji rist a migraci nadorovych bunék. Aktivni
signalizace drahami BCR a BTK nezavisle na specifickém antigenu hraje vyznamnou roli

v etiopatogenezi B-lymfoproliferativnich onemocnéni (Feckova Mihélyova et al., 2016).

2.1.3.1 Mechanismus ucinku Ibrutinibu

Ibrutinib, oznaCovana jako 1. generace BTK inhibitord, je chemické latka 1-[(3R)-3-[4-
amin-3-(4-phenoxyphenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-y1]-1-piperidinyl]-2-propen
-1-on, kterd se ireverzibilné kovalentné vaze na cysteinové reziduum kinasy Cys 481
a brani jeji fosforylaci (Obr. 2). Znemoznuje piezivani a proliferaci nadorovych

B lymfocytt, brzdi jejich migraci a inhibuje sekreci nékterych cytokinti (CCL3, CCL4).



Ibrutinib také necilené inhibuje kinasy z rodin EGFR (epidermal growth factor receptor),
ITK (interleukin-2-inducibleT-cell kinase) a TEC (tyrosine kinase expressed in hepato
cellular carcinoma) a ma u¢inek na fosforylaci EGFR na tyrosinovych zbytcich y1068

a yl173, coz zplisobuje nezadouci u¢inky (Feckova Mihélyova et al., 2016).

2.1.3.2 Mechanismus ucinku Acalibrutinibu

Acalibrutinib se fadi do 2. generace selektivniho BTK inhibitoru. Chemicky nazev
Acalibrutinibu =~ je 4-[8-amino-3-[(2S)-1-but-2-ynoylpyrrolidin-2-yl]imidazo[1,5-
a]pyrazin-1-yl]-N pyridin-2-ylbenzamide. Acalibrutinib se vyznafuje U¢innéjSimi

selektivnimi schopnostmi nez 1. generace BTKi (Wu et al., 2016).

Acalabrutinib se kovalentné ireverzibiln¢ vaze na reziduum kinasy Cys481
se zlepsenou selektivitou a pokrytim cile ve srovnani s Ibrutinibem u pacienti s CLL.
Acalibrutinib inhibuje signalizace na primarnich lidskych CLL buiikach a tyrosinovou
fosforylaci ERK, IKB a AKT. Tento 1€k 2. generace na rozdil od Ibrutinibu neinhibuje
EGFR, ITK ani TEC rodiny a nema zadny uc¢inek na fosforylaci EGFR na tyrosinovych
zbytcich yl1068 a yl173, coz wu Ibrutinibu zplsobuje nezadouci uCinky.

Obr. 2: Mechanismus uc¢inku Ibrutinibu. Pfevzato od Feckova, Mihalyova et al, 2016



2.1.4 Off target efekty Ibrutinibu

Nezadouci ucinky Ibrutinibu jsou zptisobené jeho nedokonalou vazbou. Vazba inhibuje
kinasy z rodin ITK a TEC, coZ je spojovano s trombocytopatii a krvacenim, EGFR, jehoz
inhibice zplsobuje prijmy sexantémem nebo kinasy zrodiny CSK (C-terminal

Src kinase) s rozvojem fibrilace sini (Panovska et al., 2023).

2.1.4.1 Kardiovaskularni komplikace

Fibrilace sini patii mezi typické nezadouci Gginky pii uzivani BTKi. Casté&jsi vyskyt
je upacientil nad 70 let, pacientli polykomorbidnich s CLL. Pro prevenci rozvoje fibrilace
sini je nutnd znalost zdravotniho stavu pacienta, naptiklad pacienti s paroxysmem

komorové tachykardie jsou nevhodni k 1é¢bé s BTKi (Panovska et al., 2023).

Arteridlni hypertenze je nejCastéjSim kardiovaskularnim neZadoucim ucinkem
BTKi. Oproti fibrilaci sini je méné¢ Castou pric¢inou ukonceni 1écby. Az u 70 % pacientl
vznik4 arterialni hypertenze de novo a primérné je to 14 mésicti od zahéjeni 1écby. Pokud
pacient ma arterialni hypertenzi neni nutné ukoncit 1écbu, ale je vhodné kontrolovat
krevni tlak pacienta a neptidavat dal$i 1é¢iva s moZnou inhibici CYP3 A4 pro dalsi zvySeni
toxicity. Pokud pacient neodpovida na upravu srde¢niho tlaku hypotenzivy, je nasledné
nutné 1écbu pierusit a po stabilizaci zacit s redukovanymi davkami (Panovska et al.,

2023).

Mezi méné Casté kardiovaskuldrni komplikace spojené s 1écbou BTKi patii srdecni
selhani. U pacienti s historii chronického srdecniho selhani jsou preferované 1éciva BTKi

2. generace, které¢ maji nizsi riziko rozvoje fibrilace sini (Panovska et al., 2023).

2.1.4.2 Trombocytopatické komplikace

Trombocytopatie je dalsi ze specifickych nezddoucich u¢inki pii uZivani BTK inhibitor,
pravé kvuli pfitomnosti Bruton tyrosiné kinasy a kinasy zTEC rodiny
1 v signalni draze pro glykoprotein VI vyskytujici se v Koagula¢ni kaskadé trombocyti.
Glykoprotein VI se za normalnich podminek podili na navazani trombocytli na kolagen.
Inhibici BTK je nésledné mensi odezva aktivace krevnich desticek (Panovska et al.,
2023). Krvaceni se pohybuje od malého mukokutanniho krvaceni az po zivot ohrozujici
krvaceni. Ibrutinib tedy piinaSi zvySené riziko krvaceni ve srovnani se standardni
chemoterapii. Nejrizikov€j§i krvacivé stavy hrozi u pacientl s antikoagulacni
¢i protidestickovou 1écbou. Pacienti uzivajici BTKi by méli byt varovani pfed pouzivanim

nesteroidnich protizanétlivych 1€k, rybich olejti, vitaminu E a pfipravkil obsahujicich
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aspirin a méli by zvazit nahrazeni Ibrutinibu jinym ptipravkem, pokud je indikovéana

dudlni protidestickova 1écba.

2.2 Trombocytopatie

Trombocytopatie neboli funkéni poruchy krevnich desticek jsou déleny na vrozené
nebo ziskané (Obr. 3). Mezi vrozené¢ fadime Bernardiv-Soulieriv syndrom,
Glaznmannovu-Naegeliho trombastenii, poruchu skladovacich granuli a uvolfiovaci
reakce a poruchu prokoagulacni aktivity desticek (Penka & Bulikova, 2009). Mezi

ziskané mtzeme zatadit Myeloproliferativni onemocnéni, Myelodysplazii a jing.

Bernardiiv-Soulieriv  syndrom se zna¢i poruchou adhezivity trombocyti.
Onemocnéni je zpusobeno dédicnym defektem komplexu Ib/IX a glykoproteinu V,
kvili ¢emuz na sebe krevni desticky nenavazuji von Willebrandliv faktor. Projevuje

se nadmérné velkymi destickami v krevnim natéru (Penka & Slavickova, 2011).

Glanzmannova-Naegeliho trombastenie je autozomaélni recesivni ziidkavé
defektem glykoproteinu IIb/IIla, kdy tyto desticky na sebe nevazou fibrinogen dilezity

pro spojeni krevnich desti¢ek pti hemostazi (Fiore et al., 2023).

Porucha skladovacich granuli a uvolnovaci reakce fadime do poruchy sekrece
desticek. Pfi poruse skladovacich granuli je nedostatek velmi hutnych nebo a-granuli,
pfipadné i1 obou, obsahujicich proagregacni latky. Do této skupiny fadime vice
onemocnéni napt. Chediaktiv-Higashiho syndrom nebo Wiskottiv-Aldrichiv syndrom.
Porucha uvoliiovaci reakce je poruchou uvolnovani zminénych skladovacich granuli
z granulomeru desti¢ky. Porucha je z divodu zmény funkce cyklu metabolismu kyseliny

arachidonové a cyklickych endoperoxidii (Penka & Slavickova, 2011).

Porucha prokoagulacni aktivity desti¢ek neboli také Scottliv syndrom
je charakterizovan poruchou vazby faktort Va s Xa a VlIla s [Xa. Projevuje se sniZzenou
generaci trombinu (Penka & Bulikova, 2009) Ziskané trombocytopatie jsou daleko
Cast¢j$i nez vrozené trombocytopatie a jsou soucCasti fady onemocnéni
jako myeloproliferativni onemocnéni, myelodysplasticky syndrom, leukemie aj..
Dtlezitou soucasti ziskanych poruch trombocytl jsou trombocytopatie ziskané po 1écbe,

-----

nebo napfiiklad po 1é€bé Ibrutinibem v ramci CLL (Penka & Slavickova, 2011).
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Trombocytopatie

vrozené ziskané
o Bernard-Soulieriv syndrom © Myeloproliferativni onemocnéni
o Glanzmannnova-Naegeliho o Myelodysplazie

trombastenie s Leukemie
¢ Porucha skladovacich granuli a o a dalsi

uvoliiovaci reakce
@ Porucha prokoagula¢ni aktivity

Obr. 3: Zéakladni rozdé€leni trombocytopatii dle patogeneze
2.3 Richteriiv syndrom

Richteriv syndrom (RS) je definovan jako agresivni histologicka transformace na difusni
velkobunéény B-lymfom (DLBCL) vyskytujici se az u 15 % pacientii s CLL (Thompson
& Siddiqi, 2022) RS se muze transformovat pravé z chronické lymfocytarni leukémie
nebo z lymfomu z malych leukocytii (SLL). Richteriv syndrom je biologicky heterogenni
a u mnoha piipadi klonaln¢ piibuzny s CLL. RS se projevuje zvétSenim nahlym
zvétSenim miznich uzlin, nebolestivym otokem v oblasti krku, podpazi a bficha
(splenomegalie), B symptomy nebo anémii. Identifikace této transformace podle vnéjsich
ptiznaki je obtizna, jelikoz vSechny projevy spadaji i do ptiznaki CLL, podstatné ovSem
je, ze Richteriv syndrom tyto ptiznaky zhor$i, coz neni pro klasicky pribéh CLL/SLL
typické. Celkova remise z této nemoci je pouze okolo 20 % a dlouhodobé preziti spojené

s imunochemoterapii je mén¢ nez 20 % (Leukemia Foundation, 2019).

Mechanismus vedouci k RS neni zcela popsan a faze CLL, kterd predchazi RS,
neni jasn¢ odd¢litelna. Richtertiv syndrom ma genomickou slozitost mezi CLL a DLBCL.
Zhruba v poloving piipadua je hlavni pfi¢innou transformace v RS z CLL mechanismus
inaktivace TP53 a CDKN2A. Inaktivace TP53 vede k aktivaci MYC (myelocytomatos -
koédovaci protein) a nasledné k ztrat€ genomu. Druhym vyznamnym mechanismem, ktery
muze ovlivnit vysledek 1éCby pacienti s RS, je pfitomnost trisomie 12 a zahrnuje
piiblizné¢ jednu tfetinu piipadi. V tomto piipadé nasleduje mutace genu NOTCHI.

Tyto dva mechanismy se vzajemné vylucuji (Thompson & Siddiqi, 2022).

Prediagnostické vySetfeni Richterova syndromu je z PET/CT (18-FDG PET;
pozitronova emisni a RTG pocitacova tomografie), coz je standardni neinvazivni

vySetfovaci metoda u pacientll s difuznim B-velkobunéénym lymfomem (DLBCL).
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18F-FDG PET vyuZiva toho, ze nadorové buiky DLBCL maji vyznamné zvySeny
metabolicky obrat glukdézy, a proto intenzivné zpracovavaji také podanou molekulu
18F-FDG. Diky tomu, dokdze metoda piesn¢ lokalizovat patologickou 1ézi. Intenzitu
akumulace 18F-FDG v patologické 1ézi lze semikvantitativné¢ vyjadfit u kazdého
nemocného pomoci vypoctu tzv. ,standardized uptake value* (SUV).
Pokud je u vysetfené¢ho pacienta hodnota SUVmax <5 je velmi nizkd pravdépodobnost
vzniku Richterova syndromu. Pfi hodnotach 5 az 10 je pravdépodobnost stfedni
a u hodnot SUVnmax >10 vysoka. K potvrzeni Richterova syndromu je nutnd exstirpace
mizni uzliny s histologickym vySetfenim (Kapitaiiova et al., 2014)(Thompson & Siddiqi,
2022).

Terapii pro pacienty s RS je imunochemoterapie s vyuZzitim rituximabu,
transplance u mladSich a fyzicky zdatnych jedincii nebo i terapie pomoci BTKi.
V soucasné dobé se zkouma terapie zalozend na blokad¢ kontrolnich bodl imunitniho
systému s inhibitorem PD-1 nebo pomoci kombinace Ibrutinib-nivolumabu. Kombinace

ptinesla 35 % celkové remise (Smolej et al., 2021b).

Mozna varianta RS je Hodgkinliv lymfom, jedna se o vzicny monoklonalni
lymfoidni nédor s vysokou mirou vyléceni. Biologické a klinické studie rozdélily
tuto chorobnou jednotku do dvou odlisSnych kategorii: klasicky Hodgkintiv lymfom
a Hodgkiniv lymfom s pfevahou nodularnich lymfocyti (NLP-HL). Hodgkinovy
lymfomy charakterizuji €tyfi znaky. Vznik nadoru v krénich lymfatickych uzlinéch,
onemocnéni postihuje mladé dospélé okolo 25 let véku, na pozadi smési nenadorovych
zanétlivych bunck se misi roztrousené velké mononuklearni Hodgkinovy a vicejaderné
(Reed-Sternbergovy) bunky a v okoli charakteristickych neoplastickych bunck jsou Casto
pozorovany T-lymfocyty. Hodgkiniv lymfom ma vynikajici celkovou prognézu
s ptiblizné 80% mirou vyléceni (Kaseb & Babiker, 2023). Nejcastéjsi 1éCba je pomoci
chemoterapie s ABVD (adriamycin, bleomycin, vinblastin, dekarbazin) nebo BEACOPP
(bleomycin, etoposid, adriamycin, cyclofosfamid, vinkristin, prokarbazin,

prednison)(Kofen & Trnény, 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Lidské plazma obohacena na trombocyty

HYPHEN BioMed Arachidonic Acid (katalogové ¢islo AGO03K, Neuville-sur-
Oise, Francie)

HYPHEN BioMed ADP (katalogové ¢islo AGO01K, Neuville-sur-Oise, Francie)
HYPHEN BioMed Epinefrine (katalogové ¢islo AG002K, Neuville-sur-Oise,
Francie)

Helena Biosciences Europe Ristocetin (katalogové ¢islo 5199, Gateshead, Velka
Britanie)

Fyziologicky roztok NaCl 0,9%

3.2 Pristrojové vybaveni

Automatické pipety Eppendorf Research Plus (Eppendorf — Hamburg, Némecko)
Automatické mikropipety ACURA 825 (Socorex — Ecublens, Svycarsko)
Laboratorni chladni¢ka (vyrobni &islo 818459557, Liebherr — Bulle, Svycarsko)
Agregometr APACT 4004 (LABiTec, Ahrensburg, Némecko)

Agregometr Multiplate® analyzer (Dynabyte, Mnichov, Némecko)

Laboratorni plasty a sklo

Analytické vaha

Centrifuga MEGAFUGE 1.0 R (Heraeus)

3.3 Metody

Cilem prace je kvantifikovat hranici koncentrace 1é¢iv Ibrutinibu a Acalibrutinibu,

pii niz dochazi k poruse funkce trombocyt u pacientd, kteti jsou pod 1écbou témito

farmaky. Pro zjiSténi hrani¢ni koncentrace Ibrutinibu a Acalibrutinibu ovliviiujici funkci

trombocytl byly vyuzity metody optické transmisni agregometrie (LTA) a impedanéni

agregometrie (MEA). Sir§i rozhrani koncentrace bylo zjiiténo pomoci optické transmisni

agregometrie a jeji hranice byla zuzena a potvrzena impedancni agregometrii

V ramci metod bylo vyuzito i retrospektivni vyhledani vSech pacienti s CLL

1é¢icich se s onemocnénim ve Fakultni nemocnici Olomouc za uplynulych 12 let. Pacienti

byli sefazeni do tabulky a byly u nich pozorovany hodnoty optické i impedancni

agregometrie.
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3.3.1 Preanalyticka kritéria

Preanalyticka kritéria zahrnuji odbér, transport a zpracovani biologického materialu
pred vySetienim. Dodrzeni preanalytické faze je dulezité pro kvalitu a spravné
vyhodnoceni vysledkli. Hodnoty vysledkii mohou byt Spatnou preanalytickou fazi
ovlivnény v oblastech vlastniho odbéru, transportu materidlu do laboratote, pfipravou
a zpracovanim biologického materidlu pfed vySetienim. Na preanalytickou fazi ma také
vliv dodrzovani metodickych postupi, spravné pracovni navyky, kalibrace pfistroju
a mnoha dalsi kritéria. Jednotlivé oblasti preanalytického procesu maji nasledné vliv

na variabilitu vysledkd.

K odbéru krevnich vzorkii byly vyuzity odbérové zkumavky a jehly
VACUETTE® od spolecnosti Greiner Bio-One, Rakousko. Odbérové zkumavky
VACUETTE® urcené pro optickou transmisni agregometrii obsahovaly pufrovany roztok
citratu sodného s koncentraci 0,109 mol/l (3,2 %). Tento roztok vaze vapenaté ionty
a chrani labilni prokoagula¢ni faktory. Pro impedan¢ni agregometrii byly také vyuzity
zkumavky téze firmy s totoZnou technikou odbéru, avSak jako antikoagulant byl pouzit
hirudin (15 IU/ml), pfimy inhibitor trombinu, ktery nevaze vapenaté ionty. Kazdy
odebrany vzorek byl ihned Setrné promichan a co nejrychleji transportovan do laboratofte.

Vsechny vzorky byly zpracovany do 2 hodin po odbéru.

3.3.2 Opticka transmisni agregometrie (LTA)

Optickéd transmisni agregometrie je dlouhodobé vyuzivand metoda pro monitorovani
funkce destic¢ek v citratové plasmé. Ke stanoveni se vyuZziva plazmy bohaté na desticky
(PRP) i chudé (PPP). Metoda je zaloZena na detekci rozdilu v mnozstvi propousténého
svétla pred a po pfidani reagencii — agonistil desticek, méfi se tedy zmena priichodnosti
svétla, k niz dochdzi pii vytvareni agregatli trombocytii(Koltai et al., 2017). Agregaéni
méteni poskytuje kiivku agregac¢niho indexu hustoty popisujici zmény intenzity svételné
propustnosti vzorki (Ulehlova, 2018). Pro tuto metodu je zavedena §iroka $kala agonisti
s riznym mechanismem navazani na trombocyty, coz poskytuje moznost diagndzy
pro velké mnozstvi trombocytopatii. NejCastéji pouzivanymi agonisty je kyselina
arachidonovd, ADP, kolagen, ristocetin a epinefrin. Maximdalni rozsah agregace
je vyjadieny v procentech rozdilné propustnosti svétla tzn. PRP - PPP,
kdy 100% vyjadiuje plnou funk¢énost trombocytil, zatimco nizsi procenta jsou projevem
ztraty jejich funkce agregovat (Kadlecikova, 2017). Fyziologické rozmezi se pohybuje
od 60% a vice.
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Obr. 4: Opticky agregometr APACT 4004
Dal$imi moZznymi parametry k vyhodnoceni mize byt rychlost nastupu agregaéni kiivky

&i doba nutnd k dosazeni poloviny maximalni amplitudy (Ulehlova, 2018).

Nevyhodou této metody je piisnd preanalyticka faze a také Cas. Trombocyty
obecné je nutné zpracovat do 2 hodin od odbéru a ptiprava vzorku je pomérné ¢asove
naro¢na. Dalsi rizikovy aspekt této metody je pomérné velky objem potfebné plasmy

a limitujici faktor poétu desti¢ek pod 100x10%/1 (Koltai et al., 2017) (Ulehlova, 2018).

Jednim ze zéstupct pro LTA je ptistroj APACT 4004 (LaBiTec Labor BioMedical
Technologies GmbH), ktery obsahuje 4 oddélené¢ kandly pro az 4 soubézné reakce
(Obr. 4). Jednotlivé méfici kandly pfistroje tedy mohou pracovat nezédvisle na sobé.
To znamend, ze méfici kandly 1ze libovolné spustit a opét zastavit a mefeni s riznymi
reagenciemi lze provadét na kazdém méficim kandlu. Pfistroj méfi pfi vinové délce

740 nm pomoci ¢tyt zabudovanych fotometrt (Kadlecikova, 2017).

3.3.2.1 Pouzité reagencie

Kyselina arachidonova funguje na zakladé principu konverze Tromboxanu A> (TXA»)
diky enzymu cyklooxygenase (COX; EC 1.14.99.1). Vytvoreny TXA» vyvola aktivaci
krevnich desti¢ek a nasledné uvolnéni granuli, coz vede ke zméné tvaru desticek,
ktera se projevi poklesem prichodu svétla. Kyselina arachidonova je povazovana
za silného agonistu. Vyuzivd se pro screening trombocytopatie at’ jiz vrozené

(naptf. Glanzmannovy trombastenie, Bernard-Soulier syndromu, syndromu Sedych
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desticek atd.) nebo ziskané (myelodysplasticky syndrom, myeloproliferativni
onemocnéni, mnohocetny myelom, Waldenstromova choroba, selhdni jater ¢i ledvin atd.)
nebo také k monitoraci antiagregatni 1écby pro 1é¢iva obsahujici kyselinu

acetylsalicylovou (HYPHEN BioMed, 2021a).

Ristocetin po pfidani k plazmé bohaté na desticky (PRP) vyvolé interakci mezi
von Willebrandovym faktorem (vWF) a jeho destickovym receptorem, glykoproteinem
GP Ib-V-IX, coz zapficini agregaci trombocytli a zménu v propustnosti svétla. Ristocetin
reagent je urcen pro testy agregace krevnich desticek vyvolanych ristocetinem (RIPA).
Pouziva se také pro zjisténi von Willebrandovy choroby, konkrétné ke zvyraznéni
zvySené afinity von Willebrandova faktoru (vWF) pro GPIb u typu 2B a pro identifikaci
Bernard-Soulier syndromu. Ristocetin reagent muize byt také pouzit spolecné
s lyofilizovanymi destickami pro test aktivity Ristocetin kofaktoru (vWF: RCo)
pii diagnostice von Willebrandovy choroby (HYPHEN BioMed, 2021b).

Po ptidani ADP do PRP se navaze na receptory P2Y 1 a P2Y 12 na povrchu desti¢ek
a vyvolava dvoufazovy proces agregace (Obr. 5). Aktivace krevnich desti¢ek
zprostiedkovana ADP vede ke zmén¢ tvaru desticek a vyvolava pocatecni vinu agregace.
Pokud je koncentrace ADP dostate¢né vysokd, objevi se druha vlna agregace,
nasledovand uvolnénim obsahu granuli destic¢ek skladdajiciho se mimo jiné ze serotoninu,
fibrinogenu, tromboxanu a endogenniho ADP. ADP je povazovan za slabého agonistu,
jelikoZ jeho ucinek je ¢astecny a vratny. Vyuziti ma stejné jako kyselina arachidonové —
screening trombocytopatie vrozené nebo ziskané, a navic se vyuziva pro biologicky
monitoring antiagregacni terapie po podani, thienopyridinl, tento zpisob monitorace
je vhodné doplnit o prostaglandin E1 zejména z diivodu specifické vazby 1€Civ na dany

receptor (HYPHEN BioMed, 2021c).

Mechanismus funkce epinefrinu (Obr. 5) je na zékladé navazani
se na op-adrinergické receptory na povrchu desticek, ¢imz vyvolava pocatecni vinu
reverzibilni agregace. Tato primarni agregace vede k odhaleni fibrinogenovych receptorii
a inhibici aktivity adenyléatcyklazy. Druha vina agregace, zieteln¢ odliSend od prvni,
je spusténa uvolnénim ADP z 6 granuli a tromboxanem A;. Epinefrin je povaZovan

za slabého agonistu, jelikoZ jeho Ucinek je ¢aste¢ny a vratny (HYPHEN BioMed, 2021d).

16



Aspirin Epinephrine Clopidogrel
Thromboxane \/ 4 / Prasugrel

Ticagrelor
Thrombin —>

Fibrinogen

Pseudopod

Cenatiins Abciximab

|brutinib

Collagen

Obr. 5: Grafické znazornéni mechanismu reagencii pro metodu LTA, pfavzato od Shatzel et al
2017

3.3.3 Impedancni agregometrie (MEA)

Impedanéni agregometrie méii zménu elektrické impedance mezi dvéma elektrodami,
pfi vyvolané agregaci pomoci agonisty. Metoda se provadi s pouzitim plné krve,
tudiz neni potieba centrifugovat priméarni vzorek a ziskavat plazmu bohatou na krevni
desticky (PRP), jako u optické agregometrie. Testovani agregace desti¢ek in vitro méeii
schopnost riznych agonistii desticek vyvolat aktivaci agregace mezi trombocyty.
Pii impedancni agregometrii jsou dva pary elektrod ponofeny do vzorku plné krve
a po pfidani riiznych agonisti se méfi impedance mezi obéma elektrodami. Draty senzoru
jsou vyrobeny z vysoce vodivé médi, kterd je potazena stiibrem. Pfi aglutinaci
nebo shlukovani krevnich desticek na elektrodach v reakci na rizné agonisty se elektricky
odpor mezi draty zvySuje a tato zmeéna impedance se pribézné zaznamenava (SANG

Medicine, 2022).

Vysledkem je kiivka, kterd zobrazuje zavislost agregace desticek vyjadienou

v agregacnich jednotkach (AU), na ¢ase (min) nebo se pouzivd mezinarodni jednotka U.
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Z jednoho méficiho kandlu se vytvari dvé agregacni kiivky, kazd4d z jednoho paru
elektrod. Z primérnych hodnot obou kiivek patii mezi standardné hodnocené parametry:
. Plocha pod kiivkou
. Maximalni amplituda agregace
. Maximalni sklon agregace

Stejné jako u optické transmisni agregometrie je zde velké mnoZstvi induktorti
jako je naptiklad ADP, arachidonova kyselina, kolagen, peptid aktivujici trombinovy
receptor (TRAP), prostaglandin E; (Ulehlova, 2018).

Jednim z ptednich pfistroji pro impedancni agregometrii je Multiplate® Roche.
Tento systém umoziujici méteni agregace krevnich desti¢ek pomoci impedancni metody
je vybaven vicekanalovym systémem, ktery umoznuje paralelni provadéni nékolika
méfeni souCasné. Kazdy kanal je schopen nezéavisle provadét meéfeni agregace,
coz znamena, ze lze spoustét a zastavovat méfeni podle potieby a na kazdém kanalu

provadét méteni s riznymi reagenty (Obr. 6).

cHERRY B

Obr. 6: Impedanéni agregometr Multiplate® Roche
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3.3.3.1 Pouzité reagencie

Thrombine receptor-activating peptide test neboli test peptidii aktivujici trombinovy
receptor, téZ znamy jako TRAPtest se vyuziva pro kvantitativni stanoveni in vitro méteni
funkce trombocytlti. Reagencie slouzi pro testovani trombocytli ve vzorku plné krve

a je uvadéna pod zkratkou TRAP (Roche, 2022).

Trombin mé schopnost aktivovat krevni desticky priméarni hydrolyzou receptoru
asociovan¢ho s G-proteinem na membrané desti¢ek, oznacovanym jako proteasami
aktivovatelny receptor 1 (PAR1), a druhého receptoru (PAR4), ktery vykazuje nizsi
citlivost na trombin (Obr. 7). Aktivace trombinem zpisobuje agregaci desticek
prostiednictvim vazby fibrinogenovych fetézcli na glykoproteinové receptory IIb/Illa
(GplIb/IIla) na membrané desticek. Po aktivaci dochdzi k fyzické zméne konformace
receptori Gpllb/Illa, ¢imz vznikd vazebné misto pro fibrinogen s vysokou afinitou.
K analyze agregace desticek spusténé trombinovym receptorem se vyuziva peptid, ktery
stimuluje PAR1 receptor (TRAP-6). Tato reakce umoziluje testovat funkce destiCek
aktivovanych PAR1 receptorem bez spusténi tvorby fibrinu ve vzorku, coZ by se stalo
pfi pouziti trombinu jako agonisty. Agregace desticek vyvolana TRAP-6 muze
byt omezena nebo chybéjici v pfitomnosti antagonist Gpllb/Illa, pii deficitu receptorii
Gpllb/Illa (tzv. Glanzmannova trombastenie) nebo v piipad¢ pfitomnosti PARI
inhibitoru, Vorapaxaru. Reakce agregace indukovand TRAP-6 je mirné citliva na inhibici

kyselinou acetylsalicylovou nebo na antagonisty ADP receptoru(Roche, 2022).

=) Activation

TRAPtest Clopidogrel

TRAP
)|

Prasugrel .
Ticagrelor --==p Inhibition
L)

'release of
arachidonic acid

libllla antagonists:

ReoPro*  (Abciximab)

Aggrastat* (Tirofiban)

. ADPtest HS ’ Integrilin®  (Eptifibatide)
1 o

(ADP+PGE1) o

activated

ASPItest X platelet
K platelet activation
Arachidonic Aspirin* degranulation

acid NSAID Gplib/1lla receptor exposure

Obr. 7: Znazornéni mechanismu ucinku reagencie TRAP na trombocyt, pievzato od Roche, 2022
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3.4 Vlastni méreni

3.4.1 Priprava vzorki a reagencii

Vzorky krve pro optickou transmisni agregometrii byly centrifugovany pii 900 otackach
za minutu po dobu 10 minut tj. 250 g, aby byly oddéleny slozky krve a ziskana PRP.
Po centrifugaci byla PRP plazma odebrana do kédinky. Takto byla vytvofena smésnd PRP
plazma od alespon tii zdravych darct krve. Piipraveny roztok plazmy se v ur¢itém
objemu napipetoval s rozpusténym 1é¢ivem ve fyziologickém roztoku do uzaviratelné
mikrozkumavky, aby se dosdhlo pozadované koncentrace lé¢iva v plazmé. Roztok
se ponechal 10 minut reagovat za obCasné¢ho protiepani. Do agregaéni kyvety APACT
bylo napipetovano 200 ul piipravené¢ho roztoku a kyveta byla vlozena do optického
agregometru. Tento vzorek byl pouzit jako blank. Po zméfeni hodnoty blank bylo

do méfticiho systému piidano 20 pl dané reagencie.

Kazdd reagencie (kyselina arachidonova, ADP, ristocetin a epinefrin) byla
pfed pouzitim rozpusténa danym mnozstvim destilované vody uvedenym na lahvicce
a dikladné promichéna pfi laboratorni teploté. Lahvicky s reagenciemi byly vloZeny

na prislu$né misto v optickém agregometru.

Jako vzorky pro impedan¢ni agregometrii byly pouzity vzorky plné krve,
které¢ byly v daném poméru napipetovany s roztokem 1éciva ve fyziologickém roztoku
do mikrozkumavky, pro dosdhnuti pozadované koncentrace 1é¢iva. Takto pfipraveny
roztok 7 minut reagoval za ob¢asného promichani. Po uplynuti doby bylo 300 pl vzorku
napipetovano do kyvety pro impedancni agregometrii, ke kterému bylo pfidano 300 pl
fyziologického roztoku. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovéan 3 minuty a nasledn¢ bylo
pridano 20 ul reagencie TRAP, kterd byla predtim rozpusténa v objemu destilované vody
uvedeném na lahvicce a dikladné promichana pii laboratorni teploté. Po pfidani

reagencie bylo spusténo vlastni méfend.

Pro vypocet koncentrace v bézné uzivané davce byl pouzit vypocet
pro koncentraci s vyuzitim molarni hmotnosti G¢inné latky a primérmnym krevnim
objemem dospélého Clovéka (Rovnice 1). Za hmotnost 1éCiva byla dosazena bézné
uzivand davka a to 280 mg u Ibrutinibu a 200 mg acalibrutinibu denné. Molekularni
hmotnost Ibrutinibu je 440,507 a Acalibrutinibu je 465,517. Pro primérny objem krve

v lidském organismu byla pouzita hodnota 5 litri. Zde jsou uvedeny vypocty:
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Rovnice 1: Vypocet koncentrace bézné davky Acalbrutinibu.
Pro ziskdni pozadované koncentrace léCiva v méfeném roztoku byla vyuzita

rovnice vypoctu koncentrace pro navazku lé¢iva a sméSovaci rovnice (Rovnice 2,3).

_n_ m
“TVYTM xv
0,02 g

€= 465517 x 0,011

c = 0,0043 mol x 171

Rovnice 2: Vypocet koncentrace roztoku léciva v objemu 0,01 1 pti navazce 0,02 g.

Cacalibr X Vacalibr + Cplasma X Vplasma = Croztoku X (Vacalibr X Vplasma)
0,0043 X Vyeqiipr = 0,5 X 1073 x 0,001
Vacatipr = 1,16 X 1071

Volasma = 8,84 X 10741
Rovnice 3: Vypocet potiebného objemu roztoku 1éCiva a plasmy pro ziskani pozadované

koncentrace 0,510 mol-1"!.
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4 VYHODNOCENI A DISKUZE

4.1 Retrospektivni databaze pacienti

Z celkové databaze Fakultni nemocnice Olomouc bylo zaznamenéano 17 pacientl 1é¢icich
se s Chronickou lymfocytarni leukémii v ¢asovém rozmezi 2012 az 2023 (Tab. 3).
Jednotlivi pacienti byli oznaceni podle pohlavi, muzi XY a zeny XX. Vysledky
z nejnovejSich vzorkd byly zahrnuty u vSech pacientd. U pacientti byly zkoumany
a porovnany vysledky optické i impedan¢ni agregometrie.

vvvvvv

optické transmisni agregometrie s pouzitim reagencie epinefrinu, ktery je povazovan
za nejcitlivéjsi reaktivator pii poruse funkci trombocytd. Tabulka je tedy uspofadana
podle klesajici trovné funk¢énosti trombocyti pravé s timto stimula¢nim cinidlem.
Nejméné citlivym induktorem je ristocetin, u kterého vétSina pacientl vykazuje
fyziologické hodnoty. Citlivost téchto induktorti zavisi na jejich specifické afinité
k vazebnym misttim. Ristocetin vyvolava interakci mezi von Willebrandovym faktorem
(vWF) a jeho destickovym receptorem, glykoproteinem GP Ib-V-1X, coz vede k agregaci
trombocytt. Naopak epinefrin, vazici se na a2-adrenergni receptory na povrchu desticek,
indukuje pocatecni fazi reverzibilni agregace. Tato primarni agregace vyvolava expozici
fibrinogenovych receptori a inhibici aktivity adenylatcyklazy. Naslednd, druhd vina
agregace, jasn¢ odliSitelna od prvni, je zahdjena uvolnénim ADP z ¢ granuli a tromboxanu
A2. Kyselina arachidonova ma velmi podobnou afinitu jako epinefrin. Ob¢ reagencie jsou
navic velmi citlivé na pritomnost acetylsalicylové kyseliny nebo tzv. salicylati. Tyto latky
jsou casto piitomné v béZznych IléCivech proti bolesti, jako napiiklad ibalgin.
VétSina perordlnich antiagrega¢nich 1é¢iv piisobi na krevni desticku ireverzibilné,

coz muze ovlivnit vysledek agregometrického stanoveni.

Vysledky MEA se velmi lisi od optické agregometrie skoro u vSech pacienti.
V ptipadé MEA je referenéni rozmezi 25-45 AU-'min’'. Toto rozmezi nespliiuji
ani pacienti s vysledky LTA v normé. Metoda MEA se jevi jako vice pfesnd, respektive
vice simuluje podminky in vivo nejspiSe i1 diky zvolené reagencii TRAP, ktera je velmi
citliva na poruchu funkce trombocytl. Trombin aktivuje krevni desti¢ky prostiednictvim
receptorii PAR1 a PAR4. Tato aktivace zpusobuje jejich agregaci tim, Ze méni konformaci
receptortt Gpllb/Illa, coz umoznuje vazani fibrinogenu. Pro testovani agregace desti¢ek
pomoci receptoru PAR1 se pouziva peptid TRAP-6. Tento piistup umoziuje zkoumat
funkei destic¢ek aktivovanych receptoru PAR1 bez spusténi tvorby fibrinu.
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Tab. 3: Seznam pacientli [éCicich se s CLL pomoci inhibitord brutonovych kinas ve FN Olomouc
v letech 2012 — 2023 s vysledky optické a impedancni agregometrie

Ozn:aéeni LTA MEA
pac1enta
AA"[%] ADP'[%] RISTO![%]  EPI®[%] [ff?ﬁl]

XY 1 75,0 76,0 88,0 87,0 14,4
XY 2 51,0 92,0 99,0 85,0 15,8
XY 3 87,0 80,0 83,0 84,0 32,5
XX 1 99,0 99,0 99,0 81,0 18,5
XY 4 33,0 34,0 99,0 79,0 16,7
XX2 99,0 99,0 99,0 79,0 23,6
XY 5 99,0 90,0 99,0 71,0 14,5
XY 6 91,0 8.6 99,0 63,3 16,0
XX 3 78,0 94,6 97,0 55,8 16,5
XX 4 58,0 98,0 99,0 48,0 18,8
XX5 70,0 99,0 99,0 44,0 36,2
XX 6 47,0 35,0 43,0 42,0 9,8
XY 7 70,0 34,2 80,0 36,0 30,3
XX 7 99,0 98,1 99,0 34,3 16,8
XX 8 83,0 99,0 95,0 25,4 17,7
XY 8 56,0 55 99.0 2,0 4.8
XX 9 96,0 99,0 99,0 17,0 12,8
XY 9 72,0 8,0 99,0 1,0 16,3
XY 10 47,0 1,0 3,0 0,0 0,7

*AA — reagencie kyselina arachidonova
TADP — reagencie ADP
IRISTO - reagencie ristocetin

SEPI — reagencie epinefrin
“TRAP — reagencie pro TRAPtest (test peptidi aktivujici trombinovy receptor)

Krom¢ vysledkii obou agregometrii u sledovanych pacientii byla zohlednéna
1é¢iva, které pacienti uzivaji a mohly by mit vliv na funkcénost trombocytt (Tab. 4).

Mezi takova 1é¢iva mohou byt zarazeny:
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Alopurinol, 1€k vyuzivany pro snizeni kyseliny mocové v krvi, miiZze zplsobit
trombocytopenii (snizeni poctu trombocytl) jakozto vzacny vedlejsi ucinek. Novorapid
a Lantus fadime mezi inzuliny, ackoli sami o sobé nemaji pfimy vliv na funkci
trombocytli, mohou ovlivnit hladinu glukézy v krvi, coZz mlze nepfimo ovlivnit
hemostazu a negativné ovlivnit funkci trombocytl. Fraxiparin je nizkomolekularni
heparin, ktery ma antikoagula¢ni u€inek, mtize tedy negativné ovlivnit srazlivost krve
a tim i funkci trombocytt. Trombex se fadi mezi antiagregaéni 1é&iva. Uinna latka
Clopidogrel funguje jako inhibitor destickové agregace, brani tedy ve vytvareni krevnich
srazenin. Uginnost 1é¢by Trombexem je mozné monitorovat pomoci LTA & MEA.
Jako induktoru se vyuziva ADP v kombinaci prostaglandinu E1.Tento 1€k je vyuzivan
u pacientl snadmérnou srdzlivosti krve. Sortis a Stacyl patii mezi statiny,
které se pouzivaji k 1é¢bé vysokého cholesterolu. Statiny mohou mit antitrombotické
ucinky a mohou ovlivnit funkci trombocytt, jelikoz diky sniZovéani cholesterolu mohou
ovlivnit kvalitu krevnich srazenin. Euthyrox je Iék ovliviiujci funkci Stitné zlazy
obsahujici hormon thyroxin. Pii nedostatecné nebo nadmérmné dévce miize mit vliv
na hemostazu, coz muze ovlivnit i funkci trombocyti. Bisoprolol je [B-blokator,
ktery ma vliv na srde¢ni rytmus a krevni tlak. I kdyz neni pfimym antitrombotikem, mize
mit neptimy vliv na funkci trombocytl prostfednictvim regulace krevniho tlaku
muzeme zaradit Fraxiparin a Trombex, jelikoz ob¢ 1éCiva patii do skupiny protisrazlivych

1é¢iv a ptimo ovliviiuji funkci trombocytu.

Data o 1écivech byla nastudovana z jednotlivych SPC (Souhrn charakteristik
produktu) dostupnych na webu Stitniho ustavu pro kontrolu 1é&iv — SUKL
https://www.sukl.cz/(19.04.2024).

Mezi nejrizikovéjsi retrospektivné sledované pacienty mizeme zatadit pacienty
XY1, XY3, XY4 a XY9. VSichni uvedeni pacienti maji ve svém farmakoprofilu
minimalné dvé 1é¢iva ovliviujici funkci trombocyti. Jejich pfitomnost miize u pacientt
1é¢icich se Chronickou lymfocytarni leukémii zptsobit horsi trombocytopatie. Pacienti
XX3, XX5, XY7, XX8 a XX9 neuzivaji zadna 1éciva ovlivitujici funkci trombocyti,

a 1 pfes to nemaji tito pacienti optimalni vysledky agregace.
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Tab. 4: Seznam 1éCiv pacientt 1é¢icich se s CLL ve FN Olomouc v letech 2012 — 2023

Oznaceni

. Léciva
pacienta
XY 1 Alopurinol Roxilip Novorapid Lantus Imbruvica
XY 2 Milurit Detralex Furon Anopyrin Atoris
Xarelto Tonarssa ~ Apo-Omet  Trombex Concor
Imbruvica
XY 3 Imatinib Vigantol  Alopurinol  Fraxiparin
XX1 Ramipril Alopurinol  Imbruvica
XY 4 Levetiracetam  Trombex Herpesin Nolpaza Ezetrol
Sortis Geratam Cosyrel Imbruvica Cotrimoxazol
XX 2 Imbruvica Betaloc Omeprazol Desloratadin ~ Glucophage
Toujeo Ventolin Fiasp Alopurinol
XY 5 Tamsulosin ~ Alopurinol  Calquence  Solifenacin
XY 6 Godasal Alopurinol  Calquence
XX 3 Milurit Metformin ~ Amlozek Lokren Januvia
Imbruvica Zinnat Taflotan Diaprel
XX 4 Imbruvica Trombex Mertenil Medrol Milurit
Helicid Apo-amlo Nebilet Metformin Elicea
XX 5 Imbruvica
XX 6 Euthyrox Zovirax Cavinton Rivocor Zodac
Kalnormin Seretid Alpha D3  Magnesii  Prestarium NEO
Imbruvica
XY 7 Anopyrin Mllg;mma Rosucard Helicid Hylocomod
Zovirax Maxitrol OcuFlash Gordius Zeffix
XX 7 Tulip Metformin Folinar Zovirax Alopurinol
Letrox Zanibrutinib  Ascorutin
XX 8 Zovirax Calquence
XY 8 Bisoprolol Tarmisol Siofor Milurit Janumet
Inzulin Imbruvica
XX 9 Tezefort Detralex Milurit Controloc Concor
Imbruvica Indap
XY 9 Stacyl Rosucard Betaloc Triplixam Tamsulosin
Calquence Alopurinol
XY 10 Imbruvica
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4.2 Opticka transmisni agregometrie

V ramci metody byly zméteny vzorky Ibrutinibu (Obr. 8 — 11) a Acalibrutinibu
(Obr. 12 — 15) sriznou koncentraci pro zjiSténi davky negativné ovliviiujici funkci
trombocytl. Nejprve byly u obou 1é¢iv zméfeny koncentrace bézné davky 1éciva (280 mg
u Ibrutinibu a 200 mg u Acalibrutinibu) a nésledné se koncentrace zvySovaly, dokud
nedoslo k prokazatelné trombocytopatii. Méfeni probihalo s 4 reagenciemi, a to AA
(arachidonové kyselina), ADP, RISTO (ristocetin) a EPI (epinefrin). Pro lepsi pfehlednost
vysledkl bylo méfeni s kazdou reagencii uvedeno zv1ast’ ve svém grafu. Porucha funkce
byla ur¢ena pii vysledku LTA pod 60 %, coz je zndzornéno fialovou piimkou v grafech

8az 15.

Meéfeni koncentrace Ibrutinibu pomoci metody LTA, které zplsobuje poruchu
trombocytl ukéazalo, Ze nejcitlivéjsi reagencii je epinefrin. Pfi stejné koncentraci,
kdy reakce s epinefrin ukazovala pod hodnotu 60 % ostatni reagencie vykazovaly

vysledek ve fyziologickém rozmezi.

Mezni koncentrace Ibrutinibu byla uréena metodou LTA v rozmezi 0,45 — 0,55
mmol-1"!. Tato koncentrace je piiblizné 3,5krat vy$§i nez bézna davka uzivana pacientem.
Je tedy nepravdépodobné, ze by pacientim zplusoboval vaznou poruchu funkce

trombocytt 1ék samotny.
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Obr. 8: Absorbance vzorku s riznou koncentraci Ibrutinibu v reakci s kyselinou arachidonovou
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Obr. 9: Absorbance vzorku s riznou koncentraci Ibrutinibu v reakci s ADP

120,0%

100,0% m \
80,0%

60,0%

40,0%

Opticka hustota

20,0%

S SR
SN IR R

Q O Q Q Q O
N Q £ h9) £ O
Qv QoY QoY O O 3 Q<? Q<‘° Q<? Q(? Q‘b

N Q
S A9)
[\ © Q\b

R R
S QO S
o SN G

QY N H

RISTO
Koncentrace Ibrutinibu ve vzorku [mmol - 1]

Obr. 10: Absorbance vzorku s raznou koncentraci Ibrutinibu v reakci s ristocetinem
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Obr. 11: Absorbance vzorkd s riiznou koncentraci Ibrutinibu v reakci s epinefrinem

Vysledky LTA u Ibrutinibu jsou srovnatelné s vyzkumem(Ninomoto et al., 2020),
kde ve skupiné¢ zdravych pacientl doSlo k lehkému sniZeni agregace u kyseliny
arachidonové a u ADP, ale nedoslo k zadné zméné agregace u induktoru ristocetin,
coz odpovida 1 vysledkiim této prace. S reagencii epinefrin pracovala studie (Sokol et al.,
2016), kdy byla méfena agregace na pacientech pravidelné uzivajicich Ibrutinib.
Reagencie Epineftrin potvrdila pokles agregace, ale neukézal se jako nejcitlivejsi reagent,
jakoz tomu je vtéto praci. Je ziejmé, ze Ibrutinib plisobi na signalizacni drahu
trombocytl. Aktivovana BTK v trombocytech za béznych podminek aktivuje
fosfolipazu C (PLC), coz spousti jeji agregacni funkci. Inhibici BTK v trombocytech
se zastavuje 1 aktivace PLC, kterd je nutnym pocatkem agregacni kaskady. Trombocyty
maji mimo BTK i jiné drahy aktivace PLC, naptiklad receptory spfazené s G proteinem
(GPCR), které dokazi nahradit funkci BTK. Mozny pokles v kiivkach agregace mtize

byt odlivodnén nedostatecnou aktivaci PLC pouze pomoci GPCR.

Déle bylo pro metodu LTA stanovena opakovatelnost méteni pro zlomovou
koncentraci 0,5 mmol-1"" Ibrutinibu. Do opakovatelnosti méfeni byl zahrnut priimér,
smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient (Tab. 5). Podle toho méteni byly analogicky

provedeny méfteni i1 pro dalsi koncentrace.
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Tab. 5: Opakovatelnost méfeni metody LTA pro Ibrutinib s ptikladem koncentrace 0,5 mmol-I-!

Pocet méfeni AA"[%] ADP'[%] RISTO![%] EPI® [%]

1 80,3 79,8 99,2 13,2
Koncentrace 2 80 66,1 94,3 15,7
0,5 mmol-1* 3 75,37 67 92,2 13,62
4 85,9 83,17 100 19,11

5 91,5 18,7 100 16
Prumér 82,61 74,95 97,14 15,53
Smeérodatna odchylka 5,56 7,02 3,26 2,10
Varia¢ni koeficient [%] 6,73 9,37 3,35 13,55

“AA — reagencie kyselina arachidonova
TADP — reagencie ADP

RISTO - reagencie ristocetin

SEPI — reagencie epinefrin

Pii méfeni koncentrace Acalibrutinibu metodou LTA byly vysledky reagencii
variabilnéj$i. U Ibrutinibu nejcitlivéjsi epinefrin se ukazal jako méné citlivy reaktivator
v reakci s Acalibrutinibem a nejcitlivejsi reagencii byla kyselina arachidonova, naopak
nejméné citlivy reagent byl opét ristocetin. Mezni koncentrace zplsobujici poruchu
trombocytii byla stanovena v rozmezi 2,2 — 2,5 mmol-1"!. Tato koncentrace odpovida

zhruba 27nasobku bézn¢ uzivané davky.
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Obr. 12: Absorbance vzorkli s riiznou koncentraci Acalibrutinibu v reakci s kyselinou
arachidonovou
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Obr. 13: Absorbance vzorku s riznou koncentraci Acalibrutinibu v reakci s ADP
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Obr. 14: Absorbance vzorku s raznou koncentraci Acalibrutinibu v reakci s ristocetinem
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Obr. 15: Absorbance vzorkt s riiznou koncentraci Acalibrutinibu v reakci s epinefrinem

Acalabrutinib je blokidtor BTK 2. generace, ktery se stejné jako Ibrutinib
ireverzibilné véaze na Bruton tyrosinovou kinasu, pfesnéji na cysteinové reziduum
Cys 481 a je vysoce vazan na plazmatické proteiny. Acalabrutinib ma podobny, na davce
zavisly ucinek na agregaci krevnich desticek jako Ibrutinib. Je potfeba 27ndsobek denni
davky léciva, aby se projevila porucha agregace trombocytl, coZ potvrzuje nizsi vliv
2. generace inhibitoru na Bruton tyrosinovou kinasu v trombocytech, kdy u Ibrutinibu

staci pouze 3,5néasobek.

Déle bylo pro metodu LTA stanovena opakovatelnost méfeni pro zlomovou
koncentraci 0,5 mmol-1"" Acalibrutinibu. Do opakovatelnosti méfeni byl zahrnut priimér,
smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient (Tab. 6). Podle toho méteni byly analogicky

provedeny méteni i pro dalsi koncentrace.
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Tab. 6: Opakovatelnost méfeni metody LTA pro Acalibrutinib s pfikladem koncentrace 2,5

mmol-I'!
PoCet = AA*[%] ADP'[%] RISTO![%] EPI [%]
mereni

1 56,20 58,20 96,20 21,20

I;‘;nr‘;ler;fﬁ‘l’ﬁ 2 50,00 52,10 89,10 17,90

’ 3 56,40 50,00 83,50 16,60

4 53,00 47,70 81,10 15,50

5 43,90 60,80 80,80 18,10

Primér 51,90 53,76 86,14 17,86

Smeérodatna odchylka 4,64 4,96 5,85 1,92

Varia¢ni koeficient [%] 8,94 9,22 6,79 10,73

*AA — reagencie kyselina arachidonova
"ADP — reagencie ADP

RISTO - reagencie ristocetin

EPI — reagencie epinefrin

4.3. Impedanéni agregometrie

Tato metoda byla vyuzita pro opétovné zjisténi koncentrace BTKi 1éCiv Ibrutinibu
a Acalibrutinibu, které zptisobuji poruchu agregace trombocytl. Pfed vlastnim méfenim
touto metodou byly vyhodnoceny grafy metody LTA a impedancni agregometrii
byly upfesnény koncentrace BTKi 1éCiv zptlisobujici trombocytopatie. Pro ovéfeni
funkénosti metody byly nejprve zméfeny koncentrace 1é¢iv odpovidajici bézné denni

davce a dale se méfilo okolo cut off hodnoty LTA, jak u Ibrutinibu, tak Acalibrutinibu.

Fyziologické rozpéti impedancni agregometrie pro Ibrutinib bylo stanoveno
v rozmezi 25 — 45 AU min™! znazornéno fialovymi pfimkami v grafu 16 a 17. Pfi méfeni
agregace koncentrace standardni denni davky Ibrutinibu bylo zjisténo, Ze tato hranice
je dodrzena (Obr. 16). Postupné byly provedeny méfeni agregace pro rtizné koncentrace
Ibrutinibu, které vykazovaly trombocytopatii. Toto spektrum koncentraci bylo stanoveno
pomoci optické transmisni agregace v rozmezi 0,45-0,55 mmol-1"!. Po podrobném
vyhodnoceni téchto koncentraci bylo rozpéti upiesnéno na hodnotu 0,5 mmol-17,
kdy tato koncentrace jiz lezi pod fyziologickou hranici impedancni agregometrie. Nadale
byly sledovany vyssi koncentrace pro potvrzeni trendu klesajicich hodnot agregace s

jejim postupnym zvySovanim.
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Obr. 16 Vysledek impedancni agregometrie pro vzorky s rliznou koncentraci Ibrutinibu

Ovlivnéni agregace Ibrutinibem bylo potvrzeno i v praci (Series et al., 2019),
kde taktéz pracovali s metodou impedancni agregometrie a potvrdili pokles agregace

u vzorkt ovlivnénych Ibrutinibem.

Na zavér méteni metody MEA pro Ibrutinib byla zméfena opakovatelnost méteni
pro zlomovou koncentraci 0,5 mmol-1" (Tab. 7). Podle toho méfeni byly analogicky

provedeny méteni i pro dalsi koncentrace.

Tab. 7: Méfeni opakovatelnosti metody MEA pro Ibrutinib pfi koncentraci 0,5 mmol-1!

Podet méieni TRAP® [AU-min™]
1 20,2
2 24,2
3 23,6
4
5

Koncentrace 0,5 mmol-1"!

20,1

25,6
Primér 22,74
Smérodatna odchylka 2,21
Varia¢ni koeficient [%] 9,73

*TRAP — reagencie pro TRAPtest (test peptidil aktivujici trombinovy receptor)
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Metodou impedanéni agregometrie byla taktéZz zméfena agregace trombocyti
v ptitomnosti Acalibrutinibu (Obr.17). Zde bylo rozmezi urceno stejné jako u Ibrutinibu,
a to 25 - 45 AU-min'.B&na denni davka Acalibrutinibu, tedy koncentrace
0,086 mmol-1"! sotva dosahla na spodni hranici fyziologického rozmezi. Podle vysledkii
metody LTA byla nasledné méfena piechodova hodnota 2,2 — 2,5 mmol-1"!, bohuZel
vysledky impedan¢ni agregometrie byly velmi nizké. Pfi snizovani méfené koncentrace
byly vysledky agregace stale nizké a za prechodovou hodnotu byla ponechéana

u této metody koncentrace 0,086 mmol-1"'.

Metoda impedancni agregometrie pro vyzkum vlivu koncentrace BTKi 1é¢iv
je velmi neprozkoumand, a tudiz vysledky Acalibrutinibu nebyly zatim pfilis
publikovany. Studie zabyvajici se vlivem CLL 1é¢iv (Series et al., 2019), kde impedanéni
agregometrie byla monitorovana v piitomnosti Acalibrutinibu a trombopatie nebyla
zachycena. Vysledky této metody jsou velmi piekvapivé 1 z pohledu, Ze Acalibrutinib j
e lécivem 2. generace BTKi a nejsou u ného zaznamenany, tak velké problémy

s trombocytopatii jako u Ibrutinibu.

0,086 0,086 1,600 1,600 1,800 1,800 2,200 2,200 2,500 2,500

TRAP

Koncentrace Ibrutinibu ve vzorku [mmol-1-1]

Obr. 17: Vysledek impedancni agregometrie pro vzorky s rtiznou koncentraci Acalibrutinibu
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Na zavér méteni metody MEA pro Acalibrutinib byla zmétena opakovatelnost
méfeni pro zlomovou koncentraci 0,086 mmol-1" (Tab. 8). Podle toho méfeni
byly analogicky provedeny méfeni i pro dalsi koncentrace.

Tab. 8: Méfeni opakovatelnosti metody MEA pro Ibrutinib pti koncentraci 0,086 mmol-1-!

Pocet méfeni TRAP® [AU -min™']

25,21

27,00

23,60

26,10

25,63
Primeér 25,51

Smeérodatna odchylka 1,12
Variac¢ni koeficient [%] 4,41
*TRAP — reagencie pro TRAPtest (test peptidi aktivujici trombinovy receptor)

Koncentrace 0,086 mmol-1’!

DN AW N =
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5 ZAVER

Inhibitory Bruton tyrosinové kinasy zlepSily dosavadni terapii Chronické lymfocytarni
leukémie. Tato léciva maji vedlejsi ucinky jako fibrilaci sini a trombocytopatie.
Na zékladé provedenych méteni v experimentalni ¢asti byly zjistény koncetrace téchto

1&Civ, které siln€ ovlivnuji funkci trombocyti.

Experimentalni ¢ast této prace analyzovala vliv riznych koncentraci Ibrutinibu
a Acalibrutinibu na funkci trombocytii in vitro pomoci optické transmisni agregometrie
a impedancni agregometrie. Vysledky ukazuji, ze ve vzorcich zdravych pacientd
s ptitomnosti trombocyti > 100-10°-1"!, koncentrace obou 1é¢iv piesahuji b&znou denni
davku a samy o sobé by nemély zptsobovat velké krvacivé potize. Nejcitlivejsi reagencii
pro metodu LTA byl epinefrin, ktery diky svému mechanismu vykazoval nejcitlivéjsi
vysledky. Za obdobné puisobici reagencii miizeme povazovat i kyselinu arachidonovou,
kterd ma podobny mechanismus ucinku. Jako nejméné ovlivnitelny reagent BTKi lze
povazovat ristocetin, ktery ani u jednoho lé¢iva nevykazoval patologické vysledky.
Reagent ADP taktéz nevykazoval nélezitou citlivost jako epinefrin nebo kyselina
arachidonova. Metodou LTA bylo u obou 1éCiv stanoveno Sir§i rozmezi koncentrace
zpusobujici krvacivé problémy. Nasledné bylo toto $irs$i rozmezi zméieno metodou MEA,
za ucelem jeho zuZzeni. Tohoto cile bylo dosazeno pouze u IléCiva Ibrutinib.
U Acalibrutinibu nebyla nalezena signifikantni zavislost LTA a MEA. Rozdilné vysledky
bude zapotiebi podrobit dalsim analyzam, mozna dojde i k Gpravé referencniho rozmezi
pro stanoveni MEA po indukci TRAP. Tato novd metodika pfinesla nové poznatky

pro terapii CLL pacient s BTK inhibitory.

V experimentalni Casti byla provedena i retrospektivni reserSe pacientd s CLL
1é¢icich se v FN Olomouc od roku 2012 do roku 2024. VétSina pacientd uziva v ramci
terapie CLL pravé Ibrutinib a Acalibrutinib a maji problémy s agregaci. Tito pacienti maji
bohuZel polykomorbidni profil, kterému nalezi obsahly farmaceuticky profil.
Komorbidity vyzaduji u pacienti mnohdy antikoagulacni 1écbu, kterd v kombinaci

s BTKi [éCivy miize zpiisobit vazné trombocytopatie.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABVD
AA
ADP
AKT

BFSF-R
BCR
BEACOPP
BTK

CD

CDKN2A

CCL3 a CCL4

CLL
COX
CSK
CYP3A4
CXCR4
Cys 481
DAG
Delece 17p
DLBCL
EGFR
EPI
FISH

FN

GP VI
IKB
IgVH
IP3

ITK

chemoterapeuticka lécba pouZivana k 1é¢bé Hodgkinova lymfomu
arachidonova kyselina

adenosindifosfat

protein kinasa B (PKB) - protein kinasa, hrajici roli v bunécné
proliferaci a pfeZivani bunck

bazofilni faktor rlstu signalizujici receptor

povrchovy proteinovy receptor na B-lymfocytech
chemoterapeuticka 1écba pouzivana k 1écb¢ Hodgkinova lymfomu
brutonova tyrosinova kinasa

cluster of Differentiation - oznaceni pro specifické povrchové
proteiny na buikéach

cyklin-dependentni kinasa inhibitor 2A - gen supresor nadori
chemokin ligand 3 a 4 - chemokiny, regulujici imunitni odpoveéd’
chronicka lymfocytarni leukémie

cyklooxygenaza

C-src tyrosine kinasa, regulujici aktivitu SRC protein kinas
cytochrom P450 3A4

chemokinovy receptor 4

cysteinova aminokyselina na pozici 481 v sekvenci proteinu
diacylglycerol

ztrata oblasti chromozomu 17p

difuzni velkobunécny B-lymfom

epidermalni rastovy faktorovy receptor

epinefrin

fluorescence in situ hybridizace

fakultni nemocnice

glykoprotein VI

inhibitor kappa B

variabilni oblast tézkého fetézce imunoglobulinu

inositol-trifosfat

Tyrosinova kinasa Itk — skupina kinas dulezitych pro signalni drahy

lymfocyta
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iwCLL

LTA
MEA
MAP kinasa
M-CLL
MYC
NLP-HL
NFkB
NOTCH1
PARI
PAR4
PET/CT
PIP2

PPP

PRP
RIPA

RS

SLL
SUV
SUVmax

TEC

TP53
TRAP-6
TXA2
vWF

interaktivni pracovni skupina pro chronickou lymfocytarni
leukémii

optické transmisni agregometrie

impedanc¢ni agregometrie

mitogen-aktivovana proteinova kinasa

malobunécny lymfocytarni lymfom

onkogenicky protein regulujici bunéény rist a preziti

Hodgkintiv lymfom s pfevahou nodulérnich lymfocytt

nuklearni faktor kappa B - transkrip¢ni faktor

transmembranovy receptor

receptor 1 aktivovany proteasami

receptor 4 aktivovany proteasami

pozitronova emisni tomografie/spotfadand tomografie
fosfatidylinositol bisfosfat

plazma chuda na krevni desticky

plazma bohata na krevni desticky

testy agregace krevnich desti¢ek vyvolanych ristocetinem
Richteriv syndrom

malobunécny lymfocytarni lymfom

standardized Uptake Value - kvantitativni méfeni koncentrace
maximal standardized uptake value - nejvyssi namétend hodnota
SUV v oblasti zajmu

Tyrosinova kinasa Tec — skupina kinas dilezitych pro signalni
drahy lymfocytl

Tumor protein 53 (p53) - gen pro supresor nadort

Thrombin receptor activating peptide 6

tromboxan A2

von Willebranduv faktor
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