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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva zjiStovanim pfi¢in selhani protidestiCkové
IéCby pomoci méfeni agregace krevnich destiCek v porovnani s vyskytem
polymorfismu desti¢kového receptoru COX-1.

Teoreticka Cast diplomové prace pojednava o zakladnich fyziologickych
funkcich krevnich destiCek a jejich vyznamu pro protidestickovou IéCbu. Krevni
desticky maji pfimy vliv na vznik a rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni, které se
Casto manifestuji ve formé akutniho infarktu myokardu. Toto onemocnéni je ve
vyspélych zemich jednou z hlavnich pfig¢in morbidity a mortality. V Ceské republice je
umrtnost na kardiovaskularni choroby jednou z nejvys$3ich na svété a pfibliZzuje se
k 53 % vSech umrti v poslednim desetileti. Zvlastni dUraz v prevenci manifestace
onemocnéni je kladen na schopnost potlageni agregace desticek pfi poSkozeni cévni
stény, kdy dochazi k aktivaci hemokoagulace. Teoreticka &ast popisuje prevenci
vzniku krevnich srazenin na zakladé uc€inku protidestickové Iécby (ASA), ktera ma za
ukol inhibovat agregaci.

Experimentalni ¢ast se vénuje studiu ucinnosti protidestickové [éCby
prostfednictvim méfeni agregace krevnich desti€ek z plné krve na pfistroji Multiplate.
Tato impedancni metoda byla optimalizovana. Pro méreni byl vybran vhodny induktor
pro aktivaci agregace krevnich desti¢ek. Nasledné byla stanovena in vitro inhibi¢ni
aktivita kyseliny acetylsalicylové, ktera byla aplikovana pro odliSeni endogennich
a exogennich pfi€in selhavani protidestickové |éCby. V neposledni Ffadé byla
zjiStovana frekvence vyskytu polymorfismu destiCkového receptoru COX—1 (— 842A >
G) jako genetické pfiCiny rezistence na léCbu ASA s vyuZzitim molekularné-genetické
techniky RT PCR v podobé& HRM. Tato metoda byla optimalizovana. Poté byla vyuzita
pro zjisténi frekvence vyskytu polymorfismu na skupiné 90 pacientll s akutnim
koronarnim syndromem.
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TEORETICKA CAST
1 HEMOSTASA

Hemostasa je zivotné dulezity proces, ktery umoziiuje organismu zastavit
krvaceni pfi poranéni a sou€asné udrzuje krevni fecisté v neporuseném stavu. Je to
komplexni mechanismus, ktery zahrnuje bunécné i plasmatické systémy pfitomné
v krvi a cévni sténé. Je spojeny s fadou pozitivnich a negativnich zpétnych vazeb.
K jeho aktivaci dochazi efektivné jako odpovéd na poSkozeni cévy, kdy se vytvofi
doCasna hemostaticka zatka tvofena krevnimi desti¢kami. Definitivni srazenina vznika
zpevnénim fibrinovymi vlakny s naslednou retrakci. Je velmi dulezité, aby mezi mnoha
komplexnimi, vzajemné zavislymi systémy byla zachovavana rovnovaha mezi
hypokoagulaci (sklon ke krvaceni) a hyperkoagulaci (nadmérné srazeni) (MatySkova et
al., 1999; Ganong, 1999).

Mezi hlavni slozky hemostasy patfi:

o cévni sténa (endotel a subendotelové struktury),

o slozka tkariova (uvolnéna z porusené tkané),

o krevni desticky,

o Cinitelé plazmatického koagulacniho systému (aktivatory, inhibitory

a slozkami fibrinolysy) (Pecka, 2004).

1.1 Cévni sténa

Cévy neslouzi jenom jako hlavni rozvadé¢ okyslicené krve k jednotlivym
organum a tkanim téla, ale maji dalezitou funkci i pfi hemostatickych dé&jich. Nejvétsi
podil ma pravé endotel (kontaktni plocha s krevnim fecistém), ktery ovliviiuje vznik
aterosklerosy a nasledné kardiovaskularnich onemocnéni. Cévy se déli na tepny
(artérie), zily (vény) a vlasec€nice (kapilary). Tepny maiji silné a pruzné stény, které tvori
tfi vrstvy: vnitini (endotel), stfedni (hladké svaly, kolagenni viakna a fibroblasty) a zevni
(fibroelastické vazivo, cévy vyzivujici artérie). Diky své struktufe cévy dobfe
vyrovnavaji velky tlak pfi kazdém srde¢nim stahu. Jejich hladké svaly jsou fizeny
nervovym systémem. Zily neobsahuiji tolik svalovych bunék jako tepny, a proto maji
tenci sténu. Navic vytvareji chlopné, které zprostfedkovavaji smér toku krve z tkani do
srdce. Vlasecnice maji cévni sténu redukovanou na minimum a slouzi k vyméné plynd,
zivin a zplodin metabolismu mezi krvi a tkanémi (Pecka, 2004).

Cévni sténu tvoFi intima, média a adventicia. Uloha cév v systému krevniho

srazeni je mechanicka (vazokonstrikce pfi poranéni cévy), dale slouzi jako misto
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syntézy a jako zasobarna mnoha latek, které se podileji na hemostase. V neposledni

fadé je mistem interakce jednotlivych slozek vSech systéml hemostasy.

1.1.1 Zména prusvitu cévy

Zuzeni cévy (vazokonstrikce) ovliviiuje pratok krve v urcitém misté (organu),
C¢imz efektivné potlacuje krvaceni v malych cévach. Dochazi tak ke vzajemnému
pusobeni mezi nervovym systémem, svalovymi bufkami a mediatory (serotonin,
adrenalin, noradrenalin). RozSifeni cévy (vazodilatace) nastupuje za nékolik minut po
vazokonstrikci. Slouzi k rychlému odplaveni hemostaticky aktivnich latek, a tim
efektivné udrzuje srazeni jen v misté poranéni. Vyvolava ji oxid dusnaty, ktery se tvofi
oxidaci L-argininu. Vznikly oxid dusnaty snadno difunduje z endotelu do hladkého
svalu, kde aktivuje enzym guanylatcyklasu. Takto narGstda mnozZstvi guanosin
monofosfatu (cGMP), jehoz pfitomnost vyvola pokles koncentrace vapnikovych iontd
(Ca®*) avazodilataci. Potom pronikd aZz do krevnich desti¢ek a inhibuje adhezi
a agregaci. Hypoxie a posSkozeni endotelu indukuji relaxaci prostacyklinu a tim opét

narusta obsah oxidu dusnatého (MatySkova et al., 1999).

1.1.2 Endotel

Endotel reprezentuje funkéni a dynamicky povrch lumina cév. Jeho poskozeni
je pficinou zanétu, trombosy a aterosklerosy. U dospélého Clovéka reprezentuje asi
1 % hmotnosti t&la a plochu asi 1 m?. Mezi funkce endotelu patfi usmérfiovani pratoku
krve a permeability kapilar, proliferace bunék hladkého svalu i hemostasu. Jeho podil
na regulaci hemostasy je pfi vytvareni a uvolhovani fady biologicky aktivnich latek
nebo pfi zprostfedkovani exprese vazebnych mist prokoagulaénich i antikoagulacnich
faktorl na svém povrchu. Metabolismus endotelovych bunék zahrnuje biosyntesu
bilkovin, vyménu kysliku, tekutin a makromolekul mezi krvi atkanémi, zachovava
rovnovahu mezi stimulaci a inhibici rastu cév, mezi zuzenim a rozsifenim cév, urcuje
adhezi krevnich elementt a usmérfiuje rizné procesy hemostasy (Cines et al., 1998;
Davies, 1993; Pecka, 2004; Poredo$, 2001).

Aktivaci desticek kontroluji rizné mechanismy:

o tvorba bariéry mezi krvi a tkanémi — oddéleni vysoce trombogennich
latek, jako je kolagen, od cirkulace krve,

o syntéza prostacyklinu (PGl,;) — stabilizace krevnich destiCek pomoci
cyklického adenosin monofosfatu (CAMP),

o trvale uvolriuji oxid dusnaty — tlumi aktivaci krevnich destiCek pomoci
cGMP,
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o produkce endonukleasy (CD39/ADPasu) — pfeména ADP na neaktivni
AMP,
o vytvafi negativni elektrostaticky naboj — ochrana pfed pfilnutim
negativné nabitych krevnich desticek.
Endotel usmérfiuje hemostatické procesy aktivaci proteinu C, tvorbou
heparansulfati  a proteoglykand (u€inek na antitrombin) a uvolnénim TFPI
z endotelovych bunék (Pecka, 2004).

1.1.3 Integriny

Integriny jsou adhezivni receptory pfitomné na povrchu nékterych bunék
(endotel, krevni desticky, buriky hladkych sval(, leukocyty a fibroblasty). Jejich ukolem
je vytvofit vazby mezi bufikami navzajem a bufikami a adhezivnimi proteiny. Tvofi je
nekovalentné spojené a a B podjednotky. Vzajemné ovliviiovani mezi krevnimi
bunkami je dulezité u procest jako hemostasa, trombosa, hojeni ran a zanétu.
Integriny rozpoznavaji fadu proteint, které jsou nezbytné nutné pfi adhezi krevnich
desti€ek na subendotel poranéné cévy. Déli se do tfi skupin:

o proteiny extracelularni matrix (kolagen, fibronektin, fibrinogen, laminin,
trombospodin, vitronektin),

o plazmatické proteiny (fibrinogen, faktor X),

o molekuly bunéénych povrchli (adhezivni molekula cévnich bunék
VCAM-1, adhezivni molekula podobna Ig ICAM-1,2,3) (MatySkova et al.,
1999).

1.2 Slozka tkanova

Z poranéné tkané a bunék v jejim okoli se uvolfiuje ADP a tkanovy faktor. ADP
zpUsobi primarni agregaci, zatimco tkanovy faktor vyvola pfeménu protrombinu na
trombin (Pecka, 2004).

1.3 Krevni destiCky

Krevni desticky se fadi mezi nejzajimavéjSi bunky téla. Vznikaji unikatnim
biologickym procesem z megakaryocytu jako bezjaderné buriky. Ve své membrané
obsahuji spektrin, ktery jim umozfuje ménit tvar. Stejné jako neurony maji schopnost
uvolnit serotonin a dal$i neurotransmitery, a proto byly krevni desticky dfive

povazovany za nahradni neurony (Omenn et al., 1978; Lingjaerde, 1984).
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Hlavni uloha krevnich destiCek je zastavit krvaceni pfi poSkozeni cévni stény.
Spociva v jejich adhezi na odkryty subendotel a naslednou agregaci, kterou doprovazi
sekrece cytoplazmatického obsahu a biologicky aktivnich latek. Tim se vytvofi
hemostaticka zatka, ktera zabrafuje dalSimu krvaceni poSkozené cévy (Corash &
Shafer, 1981).

RozliSujeme tfi zakladni typy hemostatickych zatek:

o Bily trombus — obsahuje malé mnozstvi Cervenych krvinek a je tvorfen
predevsim krevnimi destiCkami a fibrinem. Tvofi se pfi poSkozeni cévni
stény nebo jejich abnormalitach v tepnach, kde je velmi rychly tok krve.

o Cerveny trombus — je tvofen z ervenych krvinek a fibrinu. Vznika nejen
pfi poskozeni cévni stény, ale ivnepoSkozeném misté v mistech
zpomaleného toku krve.

o Roztrouseny fibrinovy deposit — vznika v kapilarach nebo malych cévach
(Murray & Harfenist, 2002).

1.3.1 Zakladni patofyziologie krevnich desti¢ek

Krevni desti¢ky jsou bezjaderna diskoidni téliska. Prvni monografie desti¢ek
byla napsana uz v roce 1882. Je velmi pozoruhodneg, Ze jiz v 19. stoleti autofi poukazali
na dulezitost destiCek k udrzeni hemostasy, i kdyz jesté nebyl popsan proces krevniho
srazeni. Déle Bizzozero pfedpovidal, Ze krevni destiCky maji podil na vzniku cévnich
nemoci (Bizzozero, 1882).

Normalni mnoZstvi desti¢ek se pohybuje mezi 130-430*10° v 1 litru krve, jejich
objem (MPV) se pohybuje v rozmezi 7-12 fl. (Sottile et al., 1989). Z tohoto mnozZstvi se
asi dvé tretiny destiCek nachazi v krevnim fecisti a jedna tfetina je uloZena ve sleziné
jako rezerva uvolnéna pii vétSich ztratach krve. Zivotnost destitek je 7-10 dnd, ale
muze se ménit pfi riznych patologickych stavech. Vlastnosti a velikost je zavisla na
jejich stafi. Mladsi destiCky jsou vétSi a obsahuji vétsi poCet granul se serotoninem
a vétsi pocet vazebnych mist pro léCiva na membrané, zatimco starSi desticky jsou
mensi a maji mensi obsah serotoninu (MatySkova et al., 1999; Nosal & Jancinova,
1990).
cytoskleleton, otevieny kanikularni systém a denzni tubularni systém (David-Ferreira,
1964). Anatomicky a funkéné se krevni desti¢ky déli na ¢étyfi oblasti:

o periferni zéna,
o Sol-gel zbna,

o organelova zéna,
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o membranova zdéna.

1.3.1.1 Periferni zéna

Hlavnimi komponentami periferni zény jsou glykokalyx, desti¢kova membrana
a plazmaticka membrana. Periferni zéna slouzi k oddéleni cytoplasmatickych organd
od okolniho prostfedi desti¢ky. Je to hlavni recepéni a transmisni sytém pro podnéty,
které aktivuji déje jako adheze, agregace, sekrece a tvorba pseudopodii.

Glykokalyx je 10-50 nm hruby obal, ktery zasahuje do vystelky otevieného
kanikularniho systému. Je slozen pfedevSim z glykoproteind, které slouzi jako
receptory (napf. pro trombin, ADP ¢&i kolagen). Mizeme je rozdélit do 7 hlavnich
skupin, jez se oznacuji fimskymi Cislicemi I-VII. Signaly spousté&jici agregaci pfenaseji
glykoproteiny Ib, llb, Illa. PFi¢inou nékterych nemoci (Bernard-Souliériv syndrom) je
nékdy nepfitomnost nebo chyba ve slozeni nékterych membranovych glykoproteinu
(Leung & Nachman, 1986; Nosal & Janc&inova, 1990).

Destickova membrana se sklada z lipidové dvojvrstvy, kterou nékdy nazyvame
jako destic¢kovy faktor 3 (PF3). PF3 se podili na krevnim srazeni. Na povrchu krevnich
desiek se nachazi sfingomyelin a fosfotidylcholin. Fosfatidyletanolamin, fosfatidyl
serin a fosfatidylinositol jsou na vnitfni stran€ membrany. Fosfatidylcholin
a fosfatidylinositol jsou zdroje kyseliny arachidonové. Transfer Ca?* v membrané je
umoznén diky fosforylaci fosfatidylinositolu. Hlavni slozkou plazmastické membrany je
cholesterol, ktery zajistuje pruznost membran, ovliviuje transport a propustnost
membran (MatySkova et al., 1999). Fosfolipidy a cholesterol vytvari biofyzikalni bariéru.
Tekutost membrany zavisi na véku desticky a fyzikalné-chemickych podminkach okoli,
jako je pH, teplota, pfitomnost organickych latek a IéCiv. Lipidova membrana obsahuje
fadu integralnich ¢&i perifernich proteint, které predstavuji enzymaticky aparat
membrany (Nosal & JanCinova, 1990).

Soucasti submembranové oblasti jsou kratka aktinova vlakna spojena
s plasmatickou membranou, ktera se podili na tvorbé pseudopodii pfi aktivaci destic¢ky
(Maty3kova et al., 1999).

1.3.1.2 Sol-gel zéna

Zona sol—gel predstavuje cytoskeleton destiCky neboli zénu rozpustného gelu.
Je tvofena pocetnymi vlaknitymi strukturami v rizném stavu polymerizace udrzujici
diskoidni tvar. Ur€uje zménu tvaru, tvorbu pseudopodii, vnitfni kontrakci a sekreci
granul. Sklada se z mikrotubul, mikrofilament a stfednich filament (MatySkova et al.,
1999).
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1.3.1.3 Organelova zéna

Organelova zéna obsahuje granuly, elektronové-denzni téliska, mitochondrie,
peroxisomy alysosomy (Obr. 1). Organely krevnich destiCek ukladaji enzymy,
serotonin, slozky proteinl a vapniku. Dale se ucastni regulace metabolickych procest
buriky. Desti¢ky ziskavaji vSechny organely z megakaryocytl pfi svém vzniku kromé
serotoninu, ktery pochazi z enterochromafinnych bunék a desticky ho aktivné

vychytavaji z plazmy (Nosal' & Janc€inova, 1990).

mikrotubuly
denzni téliska (& - granuly)

otevieny kanikularni__
systém

mitochondrie

o - granuly

glykogen
denzni tubularni
systém

peroxisomy

lysosomy (A - granuly)

plasmaticka membrana

Obr. 1. Schematické znazornéni struktury krevni desticky

(pfepracovano podle: Bentfeld-Barker & Bainton, 1982)

1.3.1.4 Membranova zéna

Desticky maji dva membranové systémy: otevieny kanikularni systém (OKS)
a denzni tubularni systém (DTS). OKS je tvofen vchlipenim plazmatické membrany do
vnitfni €asti buriky. SlouZi k pfenosu a-granul na povrch buriky, vychytava tekuté latky
i Castice z okoli, usnadnuje latkovou pfeménu a zvétSuje povrch destiCky. DTS vznikl
z endoplazmatického retikula. Jeho puvod lze odvodit diky pfitomnosti peroxidasy
a glukosa-6-fosfat dehydrogenasy. Slouzi jako zasobarna vapenatych iontd, misto
syntézy a uskladnéni enzymi metabolismu (cyklooxygenasa, tromboxasyntetasa,
adenylatcyklasa).

V cévni sténé probiha metabolismus kyseliny arachidonové, ktera je pfitomna

v krevni plazmé a ve fosfolipidech stény bunék vSech tkani. K jeji metabolizaci dochazi
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pomoci enzymu cyklooxygenasy a lipooxygenasy. Pokud je metabolizovan cestou
cyklooxygenasy, vznikaji prostaglandiny (PGG,, PGH,, PGE,, PGD,), prostacyklin
(PGI,) a tromboxan A, (TXAz). Vznik TXA; je silnym stimulacnim impulsem agregace
a uvolnovaci reakce. Pfi blokovani cyklooxygenasy muzeme vyrazné ovlivnit funkci
krevnich desti¢ek (MatySkova et al., 1999).

1.3.2 Vznik krevnich desticek

Krevni destiCky vznikaji v kostni dfeni odStépenim z megakaryocytu. Pfesny
mechanismus jejich tvorby nebyl doposud popsan, ale béhem let vznikly tfi modely
vysvétlujici proces tvorby, totiz puceni krevnich destiCek, fragmentace cytoplasmy
megakaryocytu a tvorba krevni prodestiCky. Objeveni trombopoetinu (cytokinin, ktery
se vaze na megakaryocyt pomoci specifického receptoru c—MPL a podporuje rust
a vyvoj megakaryocytu) vede klepSimu pochopeni odliSnych fazi trombopoesy
(Italiano & Hartwig, 2007).

Puceni krevnich destiCek na povrchu megakaryocytu bylo sledovano pomoci
elektronového mikroskopu. Byl popsan model tvorby destiCek na zakladé jejich
uvolnovani z cytoplasmy megakaryocytu (Djaldetti et al., 1979; Ihzumi et al., 1977).

Druhy model predstavuje fragmentaci cytoplasmy pomoci DMS (vymezeni
membranového systému) na jednotliva ,destiCkové teritoria® (Yamada, 1957).
S pouzitim mikroskopie Ize pozorovat, Ze zrajici megakaryocyty jsou postupné plnény
membranami a specifickymi organelami. Pravé tyto membrany pozdéji vytvofi teritoria
nové vznikajicich desti¢ek. Tento model pfedpoklada rozsahly reorganizaéni proces
vhitfnich membran, kdy se jednotlivé fragmenty cytoplasmy organizuji podél DMS
(Shaklai & Tavassoli, 1978; Kosaki, 2005).

Treti pratokovy model vyzaduje formaci prodesticky, ktera vytvaFi dlouhé
vybézky cytoplasmy jako pseudopodia, kterd se nasledné z megakaryocytu odstépuiji.
DMS ma funkci zasobarny membran pro nové vytvofené destiCky (Wright, 1906; Patel
et al., 2005).

1.3.3 Funkce krevnich desticek

Krevni desti¢ky, které volné cirkuluji v krvi, jsou labilni elementy, jeZ nereaguji
s endotelovou vystelkou cévni stény. Pfi poranéni & zanétu dochazi k naruseni
endotelové vystelky cévni stény, které nasledné doprovazi obnazeni kolagennich
vlaken. Kolagen je silny stimulaéni podnét pro desticky. BEhem nékolika zlomku vtefiny
desti¢ky pfilnou a adheruji. Tento proces vyvola aktivaci desticek zménou jejich tvaru

a nastupem agregace. Agregace predstavuje vzajemné shluknuti destiCek, které lIze
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vyvolat fyziologicky (ADP, trombin, kolagen) ifarmakologicky. Vznika primarni
hemostaticka zatka. Dosavadni procesy jsou reverzibilni, pokud neni aktivaéni podnét
dost silny. Nasleduje oddéleni jednotlivych destiCek a obnova puvodniho stavu.
V pfFipadé silného podnétu se hemostaticka zatka zpevni fibrinovymi vidkny v procesu
hemokoagulace.

Stupen aktivace krevnich desti¢ek je regulovan dynamicky mnoha inhibitory
a aktivatory tak, aby se souCasné udrzela rovnovaha mezi koagulacnim

a fibrinolytickym systémem (Kubisz et al., 1987; Pecka, 2004; Travnickova, 2003).

1.3.3.1 Primarni hemostasa

Primarni hemostasa je d&j vedouci ke tvorb& primarni hemostatické zatky, aby
se zastavilo krvaceni a obnovila se celistvost cévni stény. Pfi poSkozeni cévni stény
adheruji desticky k obnazenym kolagenovym vlaknim. Adheze destiek je
zpostfedkovana pomoci receptorll glykoproteinové povahy (glykoprotein la/lla/llb
a Ib/V/IX) s bivalentnimi proteiny von Willebrandym faktorem (VWF) nebo fibronektinem
(Fb). VWF je protein syntetizovany burikami endotelu, ktery nejen cirkuluje v krvi, ale
nachazi se v a-granulech. Zde se uvolfiuje pfi sekreci. Desti¢kovy a endotelialni vWF
nemaji stejnou strukturu ani funkci. Néktefi autofi fadi fibronektin k faktorim, které
zpusobuji adhezi. Adheze desti¢ek na kolagen je vy3Si za pfitomnosti manganatych
iontl. Soucasné se aktivuje kaskada biochemickych a metabolickych pochodu vedouci
k tvorbé pseupodii, zméné tvaru destiCek a sekreci (PDGF, PF4, fibrinogen)
(Koteliansky et al., 1985; Pecka, 2004; Ruggeri et al., 1983).

Proces agregace trva pfiblizné 8-20 s. Sou¢asné probiha i odkryti povrchovych
fibrinogenovych  receptord na povrchu destiCkovych ~membran. Pomoci
mezidestiCkového kontaktu se aktivuji dalSi desticky, které uvolni ze svych granul ADP.
PFi nizké koncentraci ADP méni desticky svij tvar. Pfi vysokych koncentracich (2-5
pM) ADP, adrenalinu, kolagenu i trombinu nastava uvolfiovaci reakce a ireversibilni
agregace. Pro reakci je nezbytna pfitomnost vapenatych iontd (Huang & Detwiler,
1980; Nosal & Jancinova, 1990; Shattil & Bennett, 1981).

ADP je zodpovédny za pocatek primarni agregace. Uvolfiuje se z porusenych
bunék a tkani. Snizuje hladinu cAMP desticek, ktera zplsobi mobilizaci vapenatych
iontd. Nasleduje aktivace fosfolipasy A,, ktera se podili na odstépeni kyseliny
arachidonové z membranovych fosfolipidld. Arachidonovd kyselina se rychle
metabolizuje na TXA,. Reverzibilni agregace je spojena s vazbou fibrinogenu na
aktivované receptory GP Ilb a llla, které se nachazi volné v cytoplazmatické

membrané. Po uvolnéni vapniku se oba receptory spoji a takto jsou schopné vazat
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fibrinogen, ktery vytvofi mezidestiCkové mosty. Jedna destiCka obsahuje az 40 000
vazebnych mist pro fibrinogen.

Pfi ireverzibilni agregaci je podstatné uvolnéni obsahu a-granul,
trombospondinu a fibronektinu, ktery zpeviiuje mezidestiCkové spojeni a vazbu
fibrinogenu. Trombospondin je stabilizujicim prvkem, ktery je syntetizovan a vylu€ovan
fibroblasty, bunkami endotelu a hladkych svald.

Agregace je zakonCena retrakci (smrsténim vytvofené krevni zatky). Tento
proces je analogii kontrakce svalu. ZpUsobuje lepSi uzavieni rany. Retrakci podporuje
vazba fibrinogenu na komplex GP llIb/llla (MatySkova et al., 1999; Nosal & Jancinova,
1990).

1.3.3.2 Plazmaticky koagulaéni systém

Plazmaticky koagula¢ni systém (Obr. 2) zahrnuje skupinu procesu, které vedou
ke tvorbé& pevného fibrinového vldkna. Tohoto cile je dosazeno souborem
enzymatickych reakci za pfitomnosti mnoha plazmatickych proteinu, fosfolipid a iontd.
Nejprve se pfeméni fibrinogen na fibrin, ktery dale tvofi fibrinové monomery, jez
spontanné polymeruji. Pasobenim aktivovaného faktoru Xlll se zacnou jednotlivé
polymery fibrinu vzajemné spojovat kovalentnimi vazbami. Takto se fibrin stava
v niz se zachycuji dalSi krevni buriky (krvinky) a vznikne definitivni hemostaticka zatka.
Poté nastava proces retrakce krevnich desti¢ek, ktery zpUsobi stazeni okrajl rany a jeji
hojeni (Pecka, 2004).

Mistem syntézy koagulacnich Ciniteld jsou jatra. Nékteré faktory (Il, VII, 1X, X
a XlV) jsou zavislé na pfitomnosti vitaminu K, ktery slouzi pfi karboxylaci y-
karboxyglutamového zbytku. Bez této reakce by se nemohly navazat vapenaté ionty.
VétSina z koagulagnich faktord je obsazena v plazmé v nizkych koncentracich kromé
faktoru | a Il (fibrinogen, protrombin). V plazmé se vyskytuji ve formé& proenzymu a jsou
Stépeny predchazejicim enzymem na aktivni formu. Mezinarodni komise oznacuje
jednotlivé koagulagni faktory Fimskymi Cislicemi dle Casové posloupnosti jejich
objeveni. Aktivni forma enzymu se znaci malym pismenem a, napf. F lla (MatySkova et
al., 1999; Pecka, 2004; Travnickova, 2003).

Koagulaéni faktory jsou z velké &asti glykoproteiny, které svym charakterem
odpovidaji proenzymum a kofaktordm. Nékteré z nich maji po rozstépeni enzymatickou
aktivitu (F II, VII, IX, X, XI, XIl, prekalikrein). V jejich aktivnim misté se naléza serin,

aproto se fadi mezi serinové proteasy. Narozdil od nich se faktory VIII, V
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a vysokomolekularni kininogen HMWK po svém roz&tépeni podileji na tvorbé

koagula¢né aktivnich komplext. Jedna se o kofaktory (Pecka, 2004).

Mezi zakladni koagulacni faktory fadime:

O

Faktor | (fibrinogen) je rozpustny protein. Sklada se ze ftfi parQ
polypeptidovych fetézcl a, B a y. Pro udrzeni stability a struktury
fibrinogenu je dulezita pfitomnost vapenatych iontd.

Faktor Il (protrombin) je pomérné stabilni globulin. Kli¢ovou roli hraje pfi
Stépeni fibrinogenu na fibrin a aktivaci kofaktora FV a FVIII. Pfi dostatku
trombinu tyto faktory degraduje. Kromé toho aktivuje FXIIl a FIX.

Faktor 1] (tkariovy  tromboplastin)  je  transmembranovy
apoprotein.Spojenim s membranovym fosfolipidem se stava aktivnim.
Naléza se na burnkach stykajicich se s krvi ziskanou z protrzené cévy.
Faktor IV (vapenaté ionty) patfi mezi nezastupitelné slozky pro vétSinu
déji koagulacni kaskady.

Faktor V (proakcelerin) slouzi jako kofaktor komplexu, jenz aktivuje
protrombin. Nachazi se v plazmé a granulich krevnich desti¢ek a vznika
v jatrech a megaryocytech.

Faktor VII (prokonvertin) je aktivator protrombinu s kratkym biologickym
rozpadem. Jeho pusobenim se aktivuje faktor X.

Faktor VIII (antihemofilicky faktor) se vaze na povrch aktivovanych
destiCek a umoznuje jejich adhezi na kolagen. V plazmé koluje navazan
na von Willebrandiv faktor. Jeho nepfitomnost zpuUsobuje poruchu
koagulace znamou jako hemofilie A.

Faktor IX (Christmas(v faktor) je proenzym, ktery v aktivni formé
pfeménuje faktor X na Xa. Je to mozné az po aktivaci faktora Vllla, X
a pfi vyskytu vapenatych iontu.

Faktor X (Stuartiv-Prowertlv faktor) je podstatny cinitel pfi aktivaci
protrombinu.

Faktor Xl (Plasma Tromboplastin Antecedent) patfi mezi proenzymy
kontaktniho systému. Vykytuje se v jatrech.

Faktor XIl (Hagemanuv faktor) je aktivovan pfi poranéni diky kontaktu
se subendotelovymi strukturami nebo proteasami. Proto je prvnim
krokem aktivace vnitfniho systému hemokoagulace.

Faktor XIllIl (fibrin stabilizujici faktor) je poslednim faktorem koagulace.
Prispiva k produkci fibrinové sité vytvafenim kovalentnich vazeb.
Prekalikrein je globulin tvofeny jatry. Jako enzym aktivuje faktory XIl
a Xl.
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o HMWK (kinogen o vysoké molekulové hmotnosti) je plazmaticky protein,
ktery pUsobi jako kofaktor na za€atku vnitfniho systému koagulace.
o Faktor XIV (protein C) je proenzym antikoagulaéni serin-proteasy.

Protein S slouzi jako jeho kofaktor (MatySkova et al., 1999; Travnickova,

2003).
prekalikrein kalikrein
HMWK "
— faktor Xi F:ktm;n
b_.— faktor Xlla e
faktor X}

faktorIX Ca®* faktor Xla

faktor IXa faktor X faktor Vila ‘
Paktor Villa % iexgtiter]]
df3
Ca

fibrin

fibrinopeptidy

Obr. 2. Plazmaticky koagulaéni systém

(pfepracovano podle: Travni¢kova, 2003)

Vnéjsi systém

Pfi posSkozeni tkané cévni stény (bariéra oddélujici bunky nesouci tkanovy
faktor od cirkulujici krve) vznika v misté poSkozeni koagulaéné aktivni komplex
tkanového faktoru s Vlla, ktery v malém mnozstvi volné cirkuluje v plazmé. Tento krok
je klicovy pro iniciaci hemostasy. Pro jeho funkci je nezbytna pfitomnost vapenatych
iontd. Komplex aktivuje F Xa, ktery spolecné s F Va vytvofi komplex protrombinasy.
Daldim krokem je pfeména protrombinu na trombin. Trombin iniciuje vznik fibrinu
z fibrinogenu a aktivuje F XIIl. Jednotliva vlakna fibrinu polymerizuji a jsou
stabilizovany F Xllla (Nemerson, 1988; Pecka, 2004; Weiss et al., 1989).
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Vnitini systém

ZacCatek kaskady déju ve vnitinim systému znazorfiuje kontakt s negativné
nabitym povrchem (obnazena mista pfi poranéni). Faze kontaktu zahrnuje interakci
mezi timto povrchem (kolagen, bazalni membrana) a Hagemanovym faktorem. F Xlla
nasledné aktivuje faktory Xl a IX. Postupné je signal zesilen, coz zpusobuje aktivaci
faktort V a VIII. Vznika tenasa faktor( 1Xa a Vllla, ktera produkuje dostacujici mnozstvi
F Xa. Ten spole¢né s F Va, fosfolipidy membrany krevni desti¢ky a vapenatymi ionty
vytvafi komplex protrombinasy, ktery Stépi protrombin na trombin v misté vazby
argininu. Klicovym bodem této reakce je pFfesna prostorova orientace vSech
zuc€astnénych komponent. F Xa je sam schopen vyvolat reakci premény protrombinu
na trombin, ale vazbou na komplex protrombinasy se tento proces urychli az
200 000krat. Nasledujici reakce jsou jiz identické s déji probihajicimi ve vné&jSim
systému (Heimark et al., 1980; Hemker et al., 1967; Pecka, 2004).

1.3.4 Uéast krevnich destiéek v patofyziologii onemocnéni

Krevni destiCky maji velky podil v procesu hemostasy a tvorbé hemostatické
zatky. Aby mohly zastavat tyto funkce, jsou vybaveny mnohymi biologicky aktivnimi
latkami a mechanismy, které umoZznuji zménu jejich tvaru, adhezi na misto poranéni
cévni stény, agregaci a uvolfiovaci reakci. Krevni desticky proto maji u€ast na vzniku
a prubéhu riznych patolofyziologickych stavl lidského organismu. Délime je na:

o Primarni poruchy — jsou Casto provazené krvacivymi stavy. Jedna se
predevSim o strukturaini poruchy destiCek ¢€i nepfitomnost nékterych
membranovych receptorl, enzymovych komplexd nebo granul.

o Sekundarni poruchy — zastupuji pfedevdim kardiovaskularni nemoci
(ischemicka srdeCni choroba, infarkt myokardu, mozkové pfFihody,
arterialni a venosni trombosy) a metabolické poruchy (aterosklerosa
a diabetes mellitus) (Nosal & Janc€inova, 1990).

Rizné zmény koncentraci aktivatord a inhibitord hemostatického systému
mohou zpuUsobit krvacivost nebo trombosu. Zakladem trombosy je tvorba krevni
srazeniny uvnitf cévy, ktera nezastavuje krvaceni pfi poranéni, nybrz zabranuje
pratoku krve postizenou cévou (tvorba srazenin v nespravném misté). Zivotné dllezity
proces zastavy krvaceni se mize za chorobnych podminek uskutecnit, aniz by byla
céva poranéna. Vznikla sraZzenina se nasledné stava pfiinou ucpani koronarni tepny
a vyvola infarkt myokardu.

Jakmile je porusena rovnovaha mezi aktivatory a inhibitory hemokoagulace,

dochazi k hypokoagulabilit¢ (krvaceni) ¢&i hyperkoagulabilité (trombosa). Pfi
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hyperkoagulabilité se tvofi krevni sraZeniny, které neslouzi k zastavé krvaceni, ale
zabranuji pritoku krve postizenou cévou. Vznik trombosy je zavisly na Virchowové
triadé, kterou tvofi cévni sténa, slozky krve a prodéni krve (Bruhn et al., 2003).

Krevni desticky se podle mnoha klinickych studii a vyzkum( pfimo podileji na
vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Tato onemocnéni se nejCastéji vyskytuji ve
vyspélych zemich. Aterosklerosa je nejCastéjsi pfiCinou smrti ve vétSiné zemi Evropy
a Severni Ameriky. Jedna se asi 050 % vSech umrti, pficemz 20-25 % umrti
reprezentuje aterosklerosa vénéitych tepen. V Ceské republice je Umrtnost na
kardiovaskularni choroby jednou z nejvysSich na svété a pfiblizuje se k 53 % vSech
umrti. Vznik arozvoj aterosklerosy ovliviuji endogenni a ziskané faktory. Mezi
endogenni faktory patfi:

o Vék — Vyvoj aterosklerosy zac€ina uz v détstvi, ale samotné onemocnéni
se projevuje az v dospélosti, a to u muzl dfive nez u Zen.

o Pohlavi — Vyskyt onemocnéni je vySSi u muzli. Tento rozdil Ize
pozorovat ve stfednim véku, kdy je umrtnost na ischemickou chorobu
srdce 5krat niz8i u Zen nez u muzd. Zenské pohlavni hormony
estrogeny totiz plsobi protektivngé, avSak po menopauze se riziko
nemoci zvysuje.

o Rodinna dispozice — Jedna se o geneticky podminénou poruchu
metabolismu lipoproteind a vysokou hladinou krevnich lipidd.

K ziskanym faktordm patfi:

o Hyperlipidémie — Rizikova hladina cholesterolu pro vznik aterosklerosy
je 6,2 mmol/ll a vysoce rizikova hladina dosahuje az 7,7 mmol/l.
Hypercholesterolémie je spojena s vysokou hladinou lipoprotein(
s nizkou denzitou (LDL a VLDL) a nizkymi hladinami lipoprotein(
s vysokou denzitou (HDL). HDL odstrariuje cholesterol z intimy. Hlavni
podil na vysoké hladiné cholesterolu maji genetické vlivy a dietni rezim
(velka spotfeba zivoc&iSnych tuku, vajec, jednoduchych cukrd spojena
s malym pfijmem vysokomolekularnich cukrt a vlaknin).

o Hypertenze — U hypertoniku (tlak vyssi nez 160/95) je vyskyt ischemické
choroby srdce €astéjSi nez u normotonika.

o Koureni cigaret — Mezi hlavni aterogenni faktory koufeni patfi nikotin
a oxid uhelnaty, které poskozuji endotel cévni stény. Koufeni ovliviiuje
vznik onemocnéni u dospivajicich a mladych lidi.

o Diabetes mellitus — Nebezpeci infarktu myokardu je u diabetikll 2—3krat

vy$Si nez u nediabetik(l. Mezi rizikové faktory je fazen proto, Ze vede
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k hypercholesterolémii (Nosal' & Jancinova, 1990; Povysilova & Steiner,
2007).

1.3.4.1 Podil krevnich desti€éek na vzniku arozvoji aterosklerosy

a kardiovaskularnich onemocnéni

Reakce na poSkozeni intimy je prvotnim impulsem pro vznik aterosklerosy.
Nejprve se vytvofi loziska chronického posSkozeni endotelu s naslednou poruchou jeho
funkce (zvySena permeabilita). Lipoproteiny z krevni plazmy pronikaji do cévni stény.
V misté posSkozeni probiha reakce mezi endotelem, krevnimi destiCkami, krevnimi
monocyty a hladkymi svalovymi burikami. Krevni destiCky produkuji ristové faktory,
které stimuluji buriky hladkého svalu k proliferaci ajsou pfi¢inou zhrubnuti cévy.
Hladké svalové buriky postupné proliferuji v intimé za tvorby vazivovych platd. Vznik
aterosklerosy je podminén chronickym nebo opakovanym poskozenim endotelu. Jedna
se o vlivy mechanické (poranéni intimy), hemodynamické (hypertenze) a vlivy souéasti
krevni plazmy (hypercholesterolémie, chemické soucasti cigaretového koufe). Podle
obsahu lipida v platu rozdélujeme platy na:

o Fibrézni plat, ktery je tvofen kolagennim vazivem. Obsahuje nepatrné
mnozstvi lipid{l, a proto ma svétle Sedou barvu a tuhou konzistenci.

o Ateromovy plat obsahuje vySSi pocet lipid(i jako cholesterol a jeho
estery. Jeho barva je naZloutlh ama meékEi konzistenci. Mezi
komplikace ateromového platu patfi zviedovaténi, trombosa, krvaceni

a kalcifikace.

1.3.4.2 Manifestace kardiovaskularnich zmén ve formé akutniho

infarktu myokardu u rizikovych pacient

Ischemicka choroba srdce je nazev pro skupinu patologickych stav(, pro které
je charakteristicky vznik ischémie myokardu. PFiinou je nepomér mezi potfebou
okyslicené krve pro srde¢ni sval ajejim dodanim véncitymi tepnami. Na vzniku
nepomeéru se podili zvysena potfeba myokardu, snizené mnozstvi kysliku v krvi, ale
zejména snizeny pritok krve koronarnimi arteriemi zplsobeny zuzenim nebo az
uzavfenim arterie sklerotickymi platy (Nosal & Jang&inova, 1990; Povysilova & Steiner,
2007).

Pfi akutnich srdecnich pfihodach byly stanoveny patologie krevnich desticek,
jako je snizeny pocet krevnich desticek cirkulujicich v periferni krvi nebo zvétseni jejich
stfedniho objemu, coz zjevné& souvisi s jejich namahanim pfi zdZeni arterii. Jejich

zUuzeni spole¢né s pfitomnosti destickovych agregati vzniklych pfi aktivaci na
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poSkozeném endotelu pak zplUsobuje ischemii myokardu. Uvolnéni shluku
agregovanych destiCek mlze zpusobit distalni embolizaci malych arteriol, ktera vede
infarktu myokardu. Velky vyznam je kladen na poruSeni rovnovahy mezi zvySenou
tvorbou TXA; a na druhé strané snizenou produkci PGl,, ktery ma vazodilataéni ucinek
a patfi k inhibitordim desti¢kovych funkci (Aherne et al., 1986; Butkus et al., 1982;
Nosal & Jancinova, 1990).
Mezi nejsilngjsi aktivatory cirkulujicich krevnich destic¢ek patfi:
o lipidové ¢éasti platu,
o kolagen,
o trombin,
o cirkulujici katecholaminy,
o ADP uvolfiovany z krevnich desticek a hemolyzovanych ¢ervenych
krvinek,
o serotonin a TXA, podporujici agregaci a vazokonstrikci.

Pomoci téchto aktivatorl se aktivuje proteinkinasa C. Nasleduje aktivace
cyklooxygenasy  aexpozice  destiCkovych fibrinogenovych receptord -
glykoproteinového komplexu llb/llla (Pecka, 2004).

Akutni infarkt myokardu je stale pfedmétem zkoumani, a proto vzrista pocet
informaci o pfi¢inach a mechanismech tohoto onemocnéni u pacientd v mladém véku
(muzi 18-45 let, zeny 18-55 let).

1.3.4.3 Farmakologické ovlivnéni funkci krevnich destic¢ek

Hemostasa je zivotné dulezity proces, ktery vede k zastavé krvaceni pfi
poSkozeni cévni stény. V nékterych pfipadech je aktivace hemostatickych procesu
nezadouci a mUze ohrozovat izivot Clovéka. Proto je dulezité tlumit jeji aktivitu.
K zahajeni hemostatického procesu dochazi ihned po poSkozeni cévni stény. Zahrnuje
vazokonstrikci poSkozené cévy a tfi typy pochodu:

o adheze a agregace desti¢ek v misté poranéni (primarni hemostasa),

o aktivace koagulace (sekundarni hemostasa),

o fibrinolysa zajiStujici obnoveni pratoku krve postizenou oblasti
(rozpusténi fibrinu v trombech).

Dllezitym  krokem je  zajistit rovnovahu mezi  prokoagulacnimi
a antikoagulaénimi reakcemi organismu. Existuje fada latek, které slouzi k upraveni
rovnovahy. OznaCujeme je obecné jako antitrombotika alze je rozdélit do tfi

farmakologickych skupin podle mechanismu pusobeni:
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o Antikoagulancia — ovliviiuji tvorbu a pusobeni koagula¢nich faktort
a snizuji srazlivost krve.

o Protidestickové léky — slouzi k zamezeni vzniku hemostatické zatky,
nebot inhibuji nékteré funkce krevnich destiCek.

o Trombolytika — rozpoustéji vytvofené hemostatické zatky a stimuluji
rozprostreni fibrinové sité (Hynie, 2001; Pecka, 2004).

Pokud se zaméfime pouze na protidestiCkové léKky, které jsou pfedmétem této
prace, pak idealni l|écivo, které plsobi antiagregacné a ovliviiuje idalSi funkce
destiCek, by mélo mit tyto vlastnosti: nizkou toxicitu, peroralni podani, dlouhodoby
ucinek a minimalni riziko krvaceni (Harker & Fuster, 1986).

Antiagregacni |éCba se vyuziva pfi lé¢bé pacientd s kardiovaskularnimi
poruchami. Jelikoz je umrtnost na kardiovaskularni choroby jednou z nejvy3Sich na

svété, zaméfila jsem se ve své praci na jejich prevenci a léCbu.

1.3.4.4 ProtidestiCkové léky

Krevni destiCky se podileji na vzniku primarniho trombu v misté poSkozeni
cévni stény, coz sméfuje ke tvorbé hemostatické zatky. Dale se podileji na rozvoji
aterosklerosy a kardiovaskularnich onemocnéni. ProtidestiCkové latky plsobi proti
jedné ¢i vice z destiCkovych funkci: aktivaci destiCkovych receptort, adhezi krevnich
desti¢ek v misté poranéni, uvolnéni desti¢kovych faktorl a agregaci krevnich desti¢ek
(Hynie, 2001).

Antiagregacni léCba omezuje shlukovani krevnich destiCek. Agregaci mizeme
regulovat pomoci dvou protikladnych faktord. TXA, zvySuje agregaci a podporuje
vazokonstrikci, zatimco PGl, inhibuje agregaci krevnich desticek a vyvolava
vazodilataci. Z mechanismu ucinku PGI, a TXA, je zfejmé, Ze mezi témito latkami
existuje funk&ni antagonismus pfi ovliviiovani cévniho prusvitu a agregace desticek.
Obé latky vznikaji z kyseliny arachidonoveé.

Kyselina arachidonova je reaktivni nenasycena mastna kyselina. Ve své
struktufe obsahuje dvacet uhlikovych atom( se ¢tyfmi dvojnymi vazbami. V nepatrném
mnozstvi se vyskytuje jako slozka polarnich lipidl, které jsou zakladem struktury
biologickych membran. Ztéto vazby se mulze uvolnit Gc¢inkem fosfolipasy A,.
Pldsobenim enzym( se pfeménuje na mimofadné ucinné lokalni hormony eikosanoidy
(Obr. 3). Eikosanoidy tvofi d&tyfi rozdilné skupiny: prostaglandiny, prostacyklin,
tromboxany a leukotrieny. Prostaglandiny, prostacyklin atromboxany se tvofi
z cyklickych endoperoxidl. Jedna se o cyklizované mastné kyseliny (derivaty kyseliny

prostanové), které se oznacuji jako prostanoidy.
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PGIl, vznikd vcévnim endotelu zcyklickych endoperoxidi plsobenim
prostacyklinsyntasy. Jeho polo€as je pét minut. PGI, je vyznamny pro fyziologickou
regulaci periferniho prokrveni. TXA, vznika pfedevsim v krevnich desti¢kach. Jeho
polocas je 30 sekund. PUsobi ke zvySeni agregace desti¢ek, ¢imz se podili na tvorbé
uzavéru pfi posSkozeni cévni stény.

Mezi inhibitory agregace krevnich desticek patfi kyselina acetylsalicylova
(ASA), thienopyridiny (ticlopidin, clopidogrel) a inhibitory llb/llla receptoru (abciximab,
tirofiban a eptifibatid). Nejpouzivangjsim léCivem je ASA (Lullmann et al., 2009; Pecka,
2004).

esencidlni mastné kyseliny

esterifikované mastné kyseliny
(fosfolipidy)

glukokortikoidy

fosfolipdza
Ay

[ kyselina arachidonova l

inhibice
enzymu

! eikosanoidy l

prostaglandiny prostacyklin tromboxan

- bolest - vazodilatace — vazokonstrikce — alergicka

- horecka — inhibice - zvySena reakce

— zanét agregace agregace (napf. astma

— Zaludeéni trombocytt trombocytt bronchiale),
kyselina v leukotaxe

- Zaludeéni hlen* |

- kontrakce uteru '

— ledviny: '
vylu€ovani
Nat aH,04

Obr. 3. Regulace metabolismu kyseliny arachidonové a tcinky eikosanoidt

(pfepracovano podle: Lillmann et al., 2009)
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1.3.4.5 Kyselina acetylsalicylova

Latky, které ovlivhuji aktivitu destiCkové cykloxygenasy, patfi mezi nejucinnéjsi
antiagregacni léciva. Cyklooxygenasa je klicovy enzym, ktery produkuje cyklické
endoperoxidy PGG, aPGH, zarachidonové kyseliny. Nachazi se vdenznim
tubularnim systému. Jeho aktivita je zavisla na koncentraci Ca?*. Cyklooxygenasa
vytvafi dvé isoformy: COX-1 (v krevnich destickach) a COX-2 (v monocytech
a makrofazich). Obé isoformy jsou membranové vazané enzymy. Tvofi uzky a dlouhy
hydrofobni kanal, do kterého vstupuje kyselina arachidonova z poSkozené membrany.
Funkce enzym( je Kkatalyzovat transformaci této kyseliny na prostaglandiny
(Nosarl & Jancinova, 1990; Pecka, 2004).

ASA, puvodné izolovana z vrby (salix alba), je latka, ktera ma antipyreticke,
analgetické, protizanétlivé a antiagregacni ucinky (Obr. 4). V krevnich destiCkach
a bunkach endotelu ireverzibilné inhibuje cyklooxygenasu (COX-1) tim, Ze ji acetyluje.
V bufikach endotelu je schopnost tvofit prostacyklin porudena pfechodné, nebot
cyklooxygenasa se opét rychle vytvori. Naproti tomu krevni desti¢ky nejsou zpusobilé
enzymy znovu vytvaret, protoze jsou to jen bezjaderné bunécné fragmenty. Tvorba
TXA; je tedy pozastavena na 7—11 dni, coz odpovida Zivotnosti destiCky. Aby byla
agregace destiCek utlumena, je potfeba podavat ASA takovym zpusobem, ktery

umoznuje obnoveni syntézy PGl..

(0) OH

H,C_ _O

T

0]

Obr. 4. Vzorec kyseliny acetylsalicylové

(pfepracovano podle: http://www.chemspider.com)

ASA musi do destiCek vstoupit nezménéna, abychom zabranili tvorbé
nezadouci eikosanoidd acetylaci enzymu. Krevni desticky jsou mobilni, zatimco
endotel je fixovan na misté. Pfi peroralnim podani ASA dochazi v jatrech kjeji
deacytylaci. Desticky jsou takto vystaveny jeji vy$Si koncentraci narozdil od endotelu.

Pfi vhodném davkovani bude tedy pfevazovat inhibice TXA,.

-28 -



ASA se podava v odstupu vice dni (300 mg kazdy druhy den) nebo denné (50—
100 mg). Tim dosdhneme zamezeni vzniku nezadoucich hemostatickych zatek
v artériich. Pfi dlouhodobém podavani vysSich davek ASA (160 mg) se vyskytuje fada
nezadoucich G€inkd. Mezi dalSi nezadouci ucinky patfi zavraté, poruchy sluchu, bolesti
hlavy, poSkozeni zaludec¢ni sliznice, zhorSeni renalnich funkci a pfedevSim vyvolava
krvaceni. Terapie pomoci ASA se vyuziva u nemoci, jako jsou angina pectoris,
sekundarni profylaxe (pfedchazeni pravdépodobnych nasledki), po infarktu myokardu
nebo u mozkového infarktu (Hynie, 2001; Lillmann et al., 2009; Roth et al., 1975).

1.3.4.6 Rezistence na ASA

Z klinického pohledu vznika situace, kdy uzZivani ASA nezabranilo dalsi
trombotické pfihodé. Jedna se tedy o selhani IéCby ASA. Ve vSech pfipadech se
nejedna o nedostateCnou odpovéd, nebot k trombotické pfihodé muze dojit i pfi
divodem rozvoje onemocnéni tedy nemusi byt samotna ASA, protoZze se jedna
o komplexni problém.

Laboratorné pfedstavuje rezistence na ASA selhani prokazatelné inhibice
destickovych funkci in vitro pfi medikaci ASA. Nevyhodou laboratorniho stanoveni je
moznost uziti vice metod pusobeni ASA, jejich rlizna citlivost i specifita. Pokud je IéCba
ASA neucinna, dochazi stale ke tvorbé TXA,, jehoz metabolit Ize detekovat v moci
nebo v séru. DalSi testy sleduji nedostacujici inhibici agregaéni schopnosti krevnich
desti¢ek i pfi uzivani ASA. Stimuly k aktivaci a agregaci desti¢ek mohou pfichazet
i jinou cestou nez skrze TXA. Pouzité metody se u jednotlivych studii liSi, a proto je
obtizné je vzajemné porovnavat. Testy, které se zaméfuji na potlaceni funkce desticky,
jsou pfinosnéjsi nez stanoveni jednotlivych metabolitd (Hilmerova & Filipovsky, 2004;
Karetova & Bultas, 2005).

1.3.4.7 Detekce polymorfismu destickovych receptori jako mozné

pri¢iny rezistence na ASA

Spravné zvolena protidestiCkova IéCba je jednou z mozZnosti, jak pfedejit rozvoji
akutniho koronarniho syndromu. Nicméné protidestiCkova l1éCba ma také sva uskali.
Jednim z hlavnich je selhani této IéCby zaloZené na genetickém podkladu.

Geneticky podminéné pficiny selhani protidestickové |écby se déli na zmény
v cytochromu P-450, kde dochazi k utilizaci ASA, a zmény destickovych receptor(.
Jelikoz utilizace ASA v cytochromu P—450 je podrobné prozkoumana, my jsme se

v nasi praci zaméfili na zmény destickovych receptoru, kde situace neni dosud piné
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objasnéna. Mezi geneticky podminéné zmeény desti¢kovych receptor(, které zplsobuiji
rezistenci na ASA, patfi polymorfismus desti¢kového receptoru COX-1.

Mnoho studii hledalo spojitost mezi aspirinovou rezistenci a polymorfismy
v genu pro COX—1 (Goodman et al., 2007). Zname 31 studii studii, které identifikovaly
celkem 50 polymorfismd v 11 genech. Jednotlivé typy polymorfismu pro COX-1 jsou
zobrazeny v Tab. 1 (Goodman et al., 2008). Mnoho z téchto polymorfisml nebylo dale

klinicky ovéfovano. Proto jsme vybrali polymorfismus pro cykloxygenasu —842A > G.

Tab. 1. Jednotlivé typy polymorfisma, které souvisi s aspirinovou rezistenci

Gen Polymorfismus Pocet studii
COX-1 c22T1 6
COX-1  C50T/A842G 8
COX-1 G128A 2
COX-1 C644A 4
COX-1 C714A 4
COX-1 C10427A 2
COX-1 G1446A 2

Molekularné geneticka charakterizace mutaci COX-1

Se zfetelem na posledni vyvoj v této oblasti (Kvasni¢ka et al., 2009; Maree et
al., 2005) jsme s ohledem na pozadované vyuziti v rutinni diagnostice, ktera pozaduje
rychlé a efektivni zpracovani vzorkd, zvolili real-time PCR (PCR v realném ¢ase, RT
PCR) v podobé HRM (vysokorozliSovaci analyza kfivek tani). Tuto metodu jsme vyuzili
k identifikaci bodové mutace destickového receptoru COX—1 (—-842A > G).

Metoda RT PCR je moderni molekularné geneticka technika umoznujici
rychlou, citlivou a spolehlivou detekci v€etné kvantifikace specifického useku DNA
nebo RNA. Amplifikace fetézce DNA probihd pomoci metody PCR. Zakladem PCR
reakce je opétovna replikace useku DNA pomoci termostabilni DNA polymerasy
(zpravidla Taq polymerasy izolované z termofilni bakterie Thermus aquaticus)
v procesu teplotniho cyklovani. Dany usek DNA je ohrani¢en specifickymi primery.
Mnozstvi amplifikované DNA narlsta exponencialné. RT PCR sleduje vyvoj PCR pfimo
béhem reakce (tzv. ,v realném Case“) pomoci fluorescencnich sond &i barviv, které

detekuji mnozZstvi PCR produktu b&éhem reakce zvySenim své fluorescenéni aktivity.
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Interkala¢ni barviva maji tu vyhodu, Ze umoziuji pouzit PCR produkt pro dalSi
zpracovani, napf. pro HRM.

HRM je metoda, ktera nasleduje po ukonéeni PCR reakce, a slouzi ke zjisténi
povahy produktd PCR. Tani DNA predstavuje proces separace DNA na jednotliva
vlakna, které je vyvolano postupnym zvySovanim teploty.

Tani DNA lIze sledovat tak, ze roztok dvouvldknové DNA ochladime po
skonceni PCR reakce na teplotu niz8i, nez je otekavana T, (teplota tani) produkt(
(Obr. 5). Nasledné ohfivame reakéni smés na teplotu vyssi, nez je T, a zaroven
detekujeme fluorescenci. Zakladni pFedpoklad je, ze fluorescenéni aktivita
interkalaéniho barviva (SYBR Green, LC Green, Eva Green a Resolight) je pfimo
umérna mnozstvi dvouvlaknové DNA pfitomné v reakéni smési. Vyneseni naméfené
intenzity fluorescence proti pfislusné poté zobrazuje kfivku tani, ktera strmé klesa
v okoli T,,. Po derivaci kfivky tani se teplota v inflexnim bodé v grafu zobrazi jako
vrchol ,peaku". Pfi pouziti interkalanich barviv se vyuziva pfredpokladu, ze
nespecifické produkty maji odliSnou T, neZz produkty specifické. Néktera interkalaéni
barviva se mohou vazat i na jednovlaknovou DNA, ale takova nejsou pro HRM

pouzivana.
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Obr. 5. Zavislost denaturace dvouvlaknové DNA na hodnoté fluorescence
(pfepracovano podle: Gudrun, 2007)

Separace dvouvlaknové DNA je zavisla na délce fetézce, obsahu nukleotidd
GI/C, sekvenci, iontove sile, koncentraci DNA a pfitomnosti latek, jako je napf. dimethyl
sulfoxid (Musso et al., 2006). | jedinou substituci nukleotidu Ize odliSit prostfednictvim

HRM. P¥i tvorbé heteroduplexti (chybné parovani), nekomplementarita zpusobuje
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snizenou afinitu fetézcl a to ma za nasledek denaturaci DNA pfi nizsi teploté, ktera je
snadno identifikovatelna (Obr. 6). Pfi HRM dochazi k zahfivani produktu po PCR
reakci. Jakmile se teplota zvySuje a duplexy prochazeji teplotnimi zménami, dochazi
k uvolfiovani barviva a redukci fluorescence. Zména Tm je pomérné velka (0,8-1,4 °C)
a tvar kfivky je hodné odliSny. Homoduplexy tvofi velmi podobné kfivky, které jsou
blizko sebe. Pokud dojde k zaméné A za T nebo C za G a naopak, jsou zmény Tm
velmi malé (méné nez 0,4 °C) a nemusi dojit k odliSeni jednotlivych vzork( (Grievink
& Stowell, 2008; Gundry et al., 2003; Liew et al., 2004).

: KRIVKA TANI

A B: DERIVACE KRIVKY TANI
8 @
§ g - specificke
% 5;8"’ § nespecifické produkty
g 5% produkty /
é g o \ 1
a a2 !
5 N2 AVa' N
2 . §2 / VX,
£ \ = v ' \
| e —
teplota T, teplota

Obr. 6. Krivka tani DNA

Pfi tvorbé heteroduplexd maji kfivky jiny tvar a po derivaci kfivky tani Ize produkty snadno
odlisit.

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

pcr/)
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EXPERIMENTALNI CAST
2 MATERIAL A METODY
2.1 Pracovni roztoky

e arachidonova kyselina (Dynabyte, Mnichov, Némecko, kone¢na koncentrace
0,16 mg/ml)
e kolagen (American Biochemical & Pharmaceuticals Ltd., UK, konecna
koncentrace 1mg/ml)
e epinephrine (American Biochemical & Pharmaceuticals Ltd., UK, konecna
koncentrace 100 uM/ml)
e 0,9% roztok NaCl
e 70% ethanol
e 100% isopropanol
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 primer COX1 RLC, 100uM 5-TTTCTAGCCCTCAGTATTCTCAT-3
o primer COX1 F LC, 100uM 5-CCTTCCGATAACTGAGCACCT-3
o tris pufr 10 mM, pH 8

2.2 Chemikalie

e 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)
e acetylsalicylova kyselina (Acylpyrin 100: Herbacos-bofarma s.r.o., Pardubice,
CR)
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2.3 Material a pristrojova technika

e Multiplate® analyzer (Dynabyte, Mnichov, Némecko)

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

e analytické vahy (Boeco, Hamburk, Némecko)

e Centrifuga MEGAFUGE 1.0 R (Heraeus)

e Centrifuga BIOFUGE 22R (Heraeus)

e Centrifuga Z 323 K (Hermle)

e Stolni centrifuga 5424 (Eppendorf)

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

e Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies)

e zkumavky a jehly VACUETTE® sobsahem citratu sodného, koncentrace
0,109 mol/l (Greiner Bio-One, Kremsmunster, Rakousko)

e zkumavky VACUETTE® s obsahem hirudinu, koncentrace 15 IU/ml (Greiner
Bio-One, Kremsmiuinster, Rakousko)

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

e Pasteurovy pipety 3 ml (East Port)

e zkumavky 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml (Sarstedt)

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

e laboratorni plast a sklo

e lednicky (4-8 °C) a mrazici boxy (-20 °C, -80 °C)

e vortex REAX Control (Heidolph)

e Dbiologicky termostat BT 120 (LAB systém)

2.4 Biologicky material

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

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

2.5 Charakteristika souboru pacientt

Byl vySetfen soubor 90 rizikovych pacientd (63 muzd a 27 Zen) s akutnim

koronarnim syndromem. VSichni pacienti byli vySetfeni po minimalné sedmi dnech od
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stanoveni diagnézy akutniho infarktu myokardu a sou¢asné poc¢atku 1éEby 100 mg ASA
a 75 mg clopidogrelu denné. Monitorovani protidestiCkové 1éEby bylo provedeno
pomoci impedanéni agregometrie na analyzatoru Multiplate v pIné krvi. Primérny vék
skupiny mladych nemocnych byl 54 let a median byl 50 let. V&kové rozmezi nami

sledovanych pacientll se pohybovalo od 20 do 89 let.

2.6 Preanalyticka priprava biologického materialu

Dulezitym krokem pro spravnou interpretaci ziskanych vysledk( je kontrola
preanalytické pfipravy vzorku. Hodnoty vysledkd mohou byt ovlivnény vlastni
chemickou a biologickou stabilitou sledovanych sloZek. Jednotlivé sloZky nasledné

maji vliv na variabilitu vysledka.

2.6.1 Priprava pacienta pred odbérem

Pro odbér krve byly pozadovany standardni podminky odbéru. Patfi zde:
o Odbér nalacno (12 h pred odbérem se doporucuje nejist, nepit slazené
napoje, nekoufit a nekonzumovat alkoholické napoje).
o Doba odbéru rano (z divodu znaéné kolisavosti mnozstvi latek a poctu
krvinek v krevni plazmé bé&hem dne).
o Udaje o lé&bé& pacienta dodané o$etfujicim lékafem nebo pFislusnym
zdravotnickym zafizenim (antikoagulacni IéCba, protidestickova lé¢ba).
Odbér se provadél z kubitalni Zily do vakuovanych zkumavek, které zajisti
presny nabér 4,5 ml krve. Nejprve byla zavedena do zily jehla. Pfi spojeni se
zkumavkou doslo vlivem vakua k nasani krve. Pfi odbéru byly vyuZity specialni jehly,
které vyuzivaji vnéjsi €ast k vykonani vpichu do Zzily. Vnitini ¢ast jehly je uzaviena
gumovou Cepickou, ktera brani vytoku krve ze zily po rozpojeni systému. Kazdy odbér
byl ihned Setrné promichan a poté transportovan do laboratofe. Vzorky byly
zpracovany do dvou hodin po odbéru.
Pfi odbéru byly pouzity zkumavky s obsahem antikoagulacnich latek. Pro izolaci
DNA z pIné krve se byly vyuzity zkumavky s pfidavkem citratu sodného (0,109 mol/l),
ktery vyvazuje vapenaté ionty a chrani labilni prokoagulaéni faktory. Pro stanoveni
agregacni schopnosti krevnich desticek byl jako antikoagulant pouzit hirudin (15 1U/ml),
ktery zabrariuje genezi trombinu a nevyvazuje vapenaté ionty.
Dulezité podminky pro ziskani spolehlivych a srovnatelnych vysledkl jsou
spravny odbér, skladovani, transport vzorku, identifikace vzorku, kontrola vzorku,

subjektivni vliv personalu (dodrzovani metodickych postupll, spravné pracovni navyky),
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spravna funkce a kalibrace pfistrojli, kvalitni diagnostické sety a reagencie, kalibrace
pouzivané metody, vyhodnoceni naméfenych parametrll a jejich spravna interpretace,

vnitfni a vné&jsi kontrola kvality (Pecka, 2010).

2.7 Impedanéni agregometrie

VyS8etieni agregacni schopnosti krevnich destiCek bylo provedeno pomoci
pFistroje Multiplate (Dynabyte, Mnichov, Némecko), ktery slouzi pro vySetfeni funkce
krevnich desti€ek v plné nesrazlivé krvi. Méfeni je zaloZzeno na principu impedanéni
agregometrie (MEA), ktery byl poprvé popsan v roce 1980 (Cardinal et al., 1980).

Vlastni méfeni probiha v reakéni kyvet&, ktera obsahuje dvojici nezavislych
senzorl, ¢imz je zajiSténa vysoka spolehlivost testu. Kazdy senzor je sloZzen ze dvou
vysoce vodivych meédénych dratki potazenych stfibrem. Reakce je iniciovana
nafedénim hirudinové plné krve fyziologickym roztokem (0,9% NaCl) v poméru 1:2.
Nasleduji 3 minuty inkubace reakéni smési za stalého michani v méfici kyveté na
konstantni teplotu 37 °C. Samotna agregacéni reakce je iniciovana pfidanim 12 ul
kyseliny arachidonové o koncentraci 15 mg/ml, ktera pini funkci induktoru. Takto
dochazi k pfilnuti aktivovanych desti¢ek k povrchu senzorl, ktera je detekovana
zmeénou elektrického odporu mezi dvéma elektrodami. ZvySeni elektrického odporu je
pribézné zaznamenano. Z jednoho meéficiho kanalu se takto ziskaji dva vystupy
(kfivky). Kfivka udava zavislost agregace destiCek, ktera je vyjadfena v agregacnich
jednotkach [AU], na c¢ase [min]. Jednotlivé hodnoty sledovanych parametrd jsou
vypocteny z primérnych hodnot obou kfivek:

o plocha pod kfivkou AUC [AU/min],
o maximalni amplituda agregace [AU],
o maximalni sklon agregace (hustota) [AU/min].

K monitorovani lécby ASA byl vyuzit ASPltest, ktery je citlivy k blokaci
cyklooxygenasy (Obr. 7). Stejny test pak byl také aplikovan pro detekci rezistence na
IéEbu ASA (Breugelmans et al., 2008; Calatzis et al., 2004; Téth et al., 2006).
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TRAP ADPtest

ADP Clopidogrel
COLtest g DR

kolagen sops ADPtest HS

ADP + PGE2

ASPltest
arachidonova kyselina

Aspirin

\ aktivovana destitka

Obr. 7. Mechanismus aktivace krevni desticky pomoci vybranych receptort

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

2.8 Genotypizace

2.8.1 Izolace DNA z leukocytu

Izolace DNA byla provedena zleukocytl periferni krve pomoci Gentra
puregene blood kit (Qiagen, Minneapolis, USA) dle protokolu uvedeného vyrobcem
(Obr. 8).

Periferni krev byla lyzovana pomoci RBC lysis solution, ¢imz doSlo k odstranéni
erytrocytld. Nasledovalo 5 minut inkubace pfi laboratorni teploté. Poté byla provedena
centrifugace (10000 rpm / 25 °C / 3 min.). Supernatant byl odebran pomoci Pasteurovy
pipety a pfidanim 300 ul Cell lysis solution a vlozenim na 1 minutu do ledu doslo k lyze
bunék. Ke smési bylo pfidano 100 pl Protein precipitation solution a nasledovalo
vortexovani po dobu 20 s. Poté centrifugace smési (10000 rpm / 25 °C / 3 min.).
Supernatant byl pomoci Pasteurovy pipety pretazen do Cisté ependorfky a k nému bylo
pfidano 300 pl isopropanolu. Pfi mirném michani bylo mozné pozorovat vznik vlakna
DNA. Smés byla centrifugovana (10000 rpm / 25 °C / 3 min.) a supernatant byl vylit
rychlym pohybem. PFecisténi DNA bylo provedeno 70% ethanolem s naslednou
centrifugaci (10000 rpm / 25 °C / 3 min.) a odlitim supernatantu. Po vysuSeni pfi

pokojoveé teploté byla DNA rozpusténa v 50 pyl DNA Hydration solution).
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Obr. 8. Izolacni protokol DNA pomoci Gentra puregene blood kit

(pFepracovano podle: Gentra puregene handbook)

2.8.2 High resolution melting PCR

Polymorfismus —-842A > G (rs 10306114) genu pro cyklooxygenasu byl
detekovan ve vzorcich DNA, které byly ziskany izolaci z periferni krve na analyzatoru
LightCycler 480 instrument™ s vyuzitim specifickych primerd pro LightCycler 480
Genotyping Master® (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko) dle protokolu vyrobce
(Tab. 3), ktery byl dale optimalizovan (Tab. 4). Pro stanoveni polymorfismu byla vyuZzita
PCR vrealném cCase, ktera je znama jako analyza teploty tani. Vyhodou tohoto

stanoveni je moznost detekce pfimo v PCR zkumavce &i kapilafe bezprostfedné po
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amplifikaci, aniz dojde k otevieni reakéni zkumavky. Takto je sniZena nejen potfeba
manipulace se vzorkem, ale vyrazné klesa riziko kontaminace.

Po amplifikaci jednotlivych Usek(l DNA nasledovala analyza pomoci HRM, ktera
vyuziva klasické PCR reagencie a fluorescencni interkalaéni barvivo (ResoLight), jez
se vaze pfimo na dvouviaknovou DNA. HRM detekuje sekvencni variabilitu DNA
pomoci méfeni zmén tani DNA duplexd. Nejprve dochazi k amplifikaci pozadovaného
useku DNA prostiednictvim PCR reakce. Poté byl produkt ochlazen na 40 °C
a nasledovala aplikace teplotniho gradientu, pfi kterém se duplexy rozvolfuji, ¢imz
dochazi k uvolfiovani interkalacniho barviva a redukci fluorescence. Normaini genotyp
(wild-type) a homozygoti se pfilis neliS§i v mnozstvi uvolnéného interkalaéniho barviva
a lze je odlisit pouze podle jejich teploty tani. Heterozygoti tvofi heteroduplexy (vétsi
obsah barviva). Proto heterozygoti poskytuji rozdilnou kfivku tani a jsou vice odlisni
nez homozygoti (Vrbacky, 2010). Sekvence pouzitych primer( jsou uvedeny v Tab. 2.
Vysledna data méfeni byla vyhodnocena s pouzitim LightCycler 480 Gene Scanning

Software.

Tab. 2. Nazvy a sekvence pouzitych primert

Nazevgenu  SNp  ldentifikace Oligonukleotidy

SNP
5-CCTTCCGATAACTGAGAACCT-3
5-TTTCTAGCCCTCAGTATTCTCAT-3

COX1_A1 —-A842G  rs10306114

Tab. 3. Pfiprava mixu na reakci v objemu 10 pl

Polozka reakéni smési  Mnozstvi roztoku na 1 reakci (ul)

PCR voda 1,6

MgCl, 1,4
Primery (F+R) 1
HRM Master MIX 5
Celkem reakéni smési 9
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Tab. 4. Nastaveni LightCycler 480 instrument

Nazev programu Cyklus Teplota (°C) Cas R{fc?llso)St
Poc¢ate€ni denaturace 1 95 10 min 4,40
45 95 10s 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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3 VYSLEDKY
3.1 Optimalizace MEA

3.1.1 Stanoveni vhodného induktoru agregace

VySetfeni agregacni schopnosti krevnich desti¢ek bylo provedeno pomoci
pristroje Multiplate. Vlastni agregacni reakci Ize vyvolat pfidanim vhodného induktoru.
Nejprve bylo nutné nelézt induktor, ktery je citlivy k blokaci cyklooxygenasy. Na
zakladé odbornych poznatkl jsme zvolili pocatecni koncentrace induktor(, které byly
naredény 5x, 10x a 20x (Tab. 5). Jako nejvice citlivy aktivator agregace byla vybrana
kyselina arachidonova. Po jejim pfidani do reakéniho roztoku bylo mozno detekovat
hodnotu agregace v nejvétSim rozsahu v zavislosti na jeji koncentraci (Obr. 9). Krevni
desticky reagovaly na zménu koncentrace epinephrin, ale v mensdim rozmezi na rozdil
od Kkyseliny arachidonové. Kolagen viditelné neni citlivy pro tento test, nebot po
snizovani jeho koncentrace zlstala hodnota agregace témér nezménéna. Z divodu
zajisténi dostateCného impulsu k aktivaci destiCek, byla kyselina arachidonova pouzita

pro dal$i méfeni v plné koncentraci.

Tab. 5. Hodnoty agregace v zavislosti na koncentraci pfidaného induktoru

Induktor agregace Redéni roztoku induktoru MEA
(AUC)
- 719
kys. arachidonova (0,15 mg/ml) > 001
10x 215
20x 56
- 597
5x 832
kolagen (1 mg/ml) 10x 209
20x 831
- 271
_ . 5x 161
epinephrin (0,1 mg/ml) 10x 142
20x 128
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Obr. 9. Vliv koncentrace induktoru na hodnotu agregace desticek

3.1.2 Stanoveni doby inkubace ASA v krvi in vitro

Mé&feni agregacni schopnosti krevnich desticek je funkCni test, ktery umozniuje
sledovat prubéh aktivace desticky. Podminky reakce se proto velice pfiblizuji
podminkam in vivo. Proto byla detekce agregace pouzita k hledani pfi€iny selhani
protidestiCkové 1é€by. Pfi tomto pilotnim méfeni byla ASA in vitro pfidana ke vzorku
pIné krve a nasledné byla sledovana hodnota agregace.

Na pocatku bylo potfeba najit mnozstvi ASA, které se pfida do 1 ml krve in
vitro. PFi vypoétu jsme vychazeli z pfedpokladu, ze primérné mnozstvi krve u ¢lovéka
je 5500 ml. Bézna denni davka ASA u protidesti¢kové lécby odpovida 100 mg ASA. Po
prevedeni 100 mg ASA na 1 ml krve byla pfimou Umérou stanovena hodnota
0,0182 mg ASA na 1 ml krve. Tato koncentrace byla pfevzata z teoretického vypoctu
béZné terapeutické davky za predpokladu 100% utilizace léku. Pro méfeni bylo
navazeno 0,0182 g ASA. Vypoctené mnozstvi ASA bylo rozpusténo v 10 ml roztoku
NaCl. Tento roztok byl 100x nafedén roztokem NaCl a do reakce bylo pfidano 100 pl
roztoku (do 900 pl krve).

Pro monitorovani inhibice agregacni aktivity pfidavkem ASA bylo nejprve
potfebné stanovit rychlost inhibiéni reakce. Jako vzorek byla pouzita plna krev
7 zdravych jedincu, ktera byla smichana. Mnozstvi ASA, které inkubované v 1 ml krve
bylo 0,0182 mg ASA. Jednotliva mé&feni probihala v ¢asovych intervalech po 0, 1,2a5
minutach v duplikatech. Vysledky méfeni jsou shrnuty v Tab. 6. Z tabulky je patrné, ze

pro in vitro hodnoceni u€inku inhibice krevnich desticek postacuje ¢as 2 min. Hodnoty
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AUC meéfeni dalSich ¢asl uz nevykazovaly vys$si variabilitu. Zajimavosti je, Ze pokud
pfidame ASA tésné pred vlastnim méfeni agregace, tak dochazi k viditeIné inhibicni
reakci (Obr. 10). Pro dalsi analyzu byl vybran &as 5 minut, ktery by mél zajistit
dostate€nou inhibici desticek.

Tab. 6. Zavislost doby inkubace ASA na inhibici agregac¢ni schopnosti desticek

Cas inkubace ASA Hodnota agregace Hodnota agregace Priimérna hodnota

(min) (AUC) (AUC) agregace (AUC)
bez ASA 421 488 4545
0 213 172 192,5
1 175 177 176
2 119 103 111
5 129 105 117
500

AUC)

450 A
AN
350
300 \\
250

200 \\
150

(

~

8
/

Prumérna hodnota agregace

100

50

0
bez ASA 0 1 2 5

Cas inkubace ASA (min)

Obr. 10. Ovlivnéni agregace desticek podminéné ¢asem inkubace ASA v plné krvi

3.1.3 Stanoveni in vitro inhibicni koncentrace ASA

Pro in vitro sledovani u€inku ASA vplné krvi bylo potfebné stanovit
koncentra¢ni rozmezi, ve kterém bude mozné urcit pusobeni ASA na snizeni funkce
krevnich desti¢ek. Stanovena koncentrace ASA 18,2 mg/ml krve, ktera odpovida denni
davce 100 mg, byla dale nafedéna 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16 roztokem NaCl. Z fady méreni
(Tab. 7) bylo zjisténo, Ze u vzorkl krve zdravych jedincl byla zfetelna zména agregace
v zavislosti na davce ASA (Obr. 11). Z obrazku vyplyva, zZe i polovi¢ni koncentrace

ASA, ktera odpovida 50 mg ASA, pIné postacuje k inhibici funkce krevnich destiCek. Ve
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zvoleném koncentraCnim rozmezi je mozné pozorovat pokles agregacni schopnosti

desticek.

Tab. 7. Zavislost koncentrace ASA in vitro na snizeni agregacéni schopnosti krevni

desticky

Denni davka Vzorek ¢. 1 Vzorek €. 2 Vzorek ¢. 3 Vzorek €. 4

ASA (mg) (AUC) (AUC) (AUC) (AUC)
100 10 18 12 135
50 92 36 80 139
25 275 139 49 348
12,5 421 224 137 450
6,25 456 290 419 422
0 530 367 386 462
600
__ 500
Q
32
$ /\/
@ 400
«
o .
£ 300 / Vzorek e 1
© / / — \/zorek &. 2
£ .
£ 200 7 :Zorei - j
% / / = \/zorek &.
100 /-//
0 -
100 50 25 12,5 6,25 0
Denni davka ASA (mg)

Obr. 11. Stanoveni in vitro inhibi¢ni koncentrace ASA

3.2 Optimalizace real-time PCR a HRM

VySetieni polymorfizmu bylo provedeno na vzorcich DNA izolované z leukocytl
periferni krve na pfistroji LightCycler 480 instrument™. Nejprve bylo nutné
optimalizovat metodu HRM k detekci polymorfismu receptoru COX-1. Pro optimalizaci
byly vyuzity pozitivni kontroly. Mezi zakladni podminky pro reprodukovatelnost této
metody patfi nizka koncentrace DNA (5-30 ng) a jeji Cistota, C; (pocCet cykld, pfi kterych

fluorescence dosahne prahové hodnoty t) mensi nez 30 a spravna laboratorni praxe.
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3.2.1 Teplota annealingu

Teplota pro hybridizaci primert doporucena vyrobcem je 60 °C. Pokud vzorek
DNA neobsahuje aditiva a béhem reakce se nedochazi ke tvorbé dimerq, teplota se
neméni. Proto byla tato teplota pfi optimalizaci metody zvolena jako vychozi. Na
obrazku (Obr. 12) Ize pozorovat, Ze oblast pfed peakem je téméF uniformni. Takto bylo
prokazano, ze béhem reakce nedochazi ke tvorbé dimerl a reakéni smés neobsahuje
zadna aditiva. Z tohoto dlvodu byla teplota pro hybridizaci primerl stanovena na
hodnotu 60 °C.

Melting Peaks
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-{d/dT) Fluorescence (433
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B \

——r "
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Temperature [*C)

Obr. 12. Sledovani tvorby dimert ¢i pritomnosti aditiv v reakéni smési

3.2.2 Navrh a koncentrace primer

Primery byly navrzeny pomoci programu Primer 3. Zakladni pilife pro tvorbu
primeru tvofi jejich specifita, sekundarni struktury a tvorba dimerut. Dale je nutné, aby
amplifikovany usek DNA obsahoval maximalné 100 par( bazi a teplota annealingu se
pohybovala okolo 60 °C. Pro primery je nezbytné pfecisténi pomoci HPLC.

Koncentrace primer( v reakci byla detekovana v rozmezi 0,1-0,3 uM. Jako
idealni koncentrace pro stanoveni polymorfismu destickového receptoru COX-1 se

ukazala koncentrace 0,2 uM, ktera je uprostied rozmezi definovaného vyrobcem.
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3.2.3 Titrace Mg*

Koncentrace MgCl, pro kazdy par primerd urCuje specifickou amlifikaci DNA
a je podstatnym prvkem pro analyzu HRM. Proto byla provedena méfeni koncentracni
fady MgCl, v rozmezi 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 a 3,5 mM. Tvorba specifickych amplikona
probihala nejlépe pii koncentraci primeri 3,5 mM, jelikoZ nadbytek Mg? stabilizuje
dvoufetézcovou DNA, ¢imz zabranuje uplné denaturaci DNA a stabilizuje vazbu

primerd na nespravném misteé.

3.2.4 Nastaveni Melting programu

Poslednim krokem optimalizace HRM je vlastni nastaveni programu tani DNA.
Rozsah by mél byt voblasti 10-25 °C pfed T, a 5 °C po T,. Teplota tani se
pohybovala blizko hodnoty 82 °C, jak Ize vidét na obrazku (Obr. 13). Proto byl rozsah
melting programu stanoven v rozmezi 70-87 °C.

Pomoci jiz popsaného postupu analyzy vzorku s vyuzitim HRM se odlisili jen
nemutovani jedinci (wild type) a heterozygoti (Obr. 13). Heterozygotni forma, ktera tvofi
heteroduplexy, ma totiz strmé&jsi tvar kfivky tani. Po derivaci této kfivky Ize jasné odliSit
tento typ mutace tvorbou viditelného peaku.

Jelikoz prvni  méfeni prokazala nedostateCnou schopnost odliSeni
homozygotniho typu mutace, bylo potfeba vyuzit metodu spikovani vzorkud. Princip je
zalozen na pfidani urcitého mnozstvi wild type DNA do vSech vzorku. Timto zplsobem
dojde k prokazatelnému odliSeni homozygotl. Z diagnostickych divodd bylo potieba,
aby detekce pomoci HRM byla dostatecné robustni. Obvyklé mnozstvi wild type DNA
pro spikovani je 1/5 &i 1/7. Pro pfesnéjSi odliSnost jednotlivych typld mutaci, byla
nakonec do vSech vzork( pfidavana wild type DNA v poméru 1:1. Méfeni probihalo
vzdy dvakrat. V prvnim pfipadé bez pfidavku wild type DNA, kdy bylo mozné
identifikovat heterozygoty. Druhé méfeni probihalo jiz s pfidavkem wild type DNA
v poméru 1:1. Takto doSlo k prokazatelnému odliS§eni homozygotu (Obr. 14). Vzorky
DNA, které neprokazaly zadny typ mutace, byly nakonec stanoveny pomoci vylucovaci

metody.
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Obr. 13. Graf kfivky tani bez pouziti metody spikovani vzorku
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Obr. 14. Graf kfivek tani s pouzitim metody spikovani vzorku
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3.3 Vysetreni souboru pacientu

3.3.1 VysSetieni aspirinové rezistence funkénim testem

Bylo vySetfeno 90 pacientu s akutnim infarktem myokardu. Hranice cut—off
uréujici uCinnost protidestiCkové 1é¢by byla stanovena na hodnotu 200 AUC (Ulehlova
et al., 2011). Pacienti, ktefi maji niz§i hodnotu agregace, odpovidaji na Ié¢bu. Zatimco
u pacientu, jejichz hodnota agregace je vySSi, lze predpokladat neucinnost
protidestickové éCby. LéCba je ucinna u 65,5 % pacientd (Tab. 8, Obr. 15). U dalSich
34,4 % pacientl Ize predpokladat rezistenci na lIé€bu ASA nebo Spatnou utilizaci
ucinné latky. Funkéni test na méfeni agregacni schopnosti desti¢ek by tak mohl slouzit

k identifikaci pacientu, ktefi na Ié€bu nereaguiji.

Tab. 8. Uginnost Iééby pomoci ASA

Uginnost aspirinové Iééby Pocet pacientt % ucinnost
+ 59 65,6
- 31 34,4

m(¢&inna aspirinova lééba

mneuéinna aspirinova lééba

Obr. 15. Zobrazeni ucinnosti protidestickové Iécby

3.3.2 Genotypizace

Bylo vySetfeno 90 pacientl s akutnim infarktem myokardu, kde stanovenim
rezidualni agregace byla zjist€na 34,4% neucinnost aspirinové IéCby. Jeden z hlavnich

faktor,, ktery ovliviuje selhani protidestickové 1éCby, je geneticka predispozice
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v polymorfismech desti¢kovych receptord. Z divodu medikace ASA byl vybran
destickovy receptor COX—1. Zastoupeni polymorfismu destiCkového receptoru COX-1

ve vySetfovaném souboru je zobrazeno v Tab. 9.

Tab. 9. Zastoupeni polymorfismu destickového receptoru COX-1

Typ Cely soubor Rezistentni
Polymorfismus
mutace Pocet % Pocet %
heterozygot 7 6,3 5 12,2
COX-1 homozygot 1 0,9 0 0
wild type 82 73,8 36 87,8

Vyskyt polymorfismu desti¢kového receptoru COX—1 byl ve skupiné 90 pacientl
stanoven na 6,3 % pro heterozygotni formu a 0,9 % pro homozygotni formu (Obr. 16).
Frekvence vyskytu polymorfismu receptoru COX—1 byly dale porovnavany vzhledem
k pohlavi a véku jednotlivych pacientl (Obr. 17; Obr. 18). Ve sledovaném souboru
pacientl (63 muzu a 27 zen) byl zjistén vysSi vyskyt polymorfismu receptoru COX-1
u muzu. Zhledem k véku vySetfovanych pacientu Ize vidét narlst vyskytu polymorfismu
ve véku nad 60 let. Je vSak dilezité vénovat pozornost i mladé skupiné pacientl (20—

30 let), kdy narusta frekvence vyskytu polymorfismu destickového receptoru COX-1.

m heterozygot
= homozygot
mwild type

Obr. 16. Procentualni zastoupeni polymorfismu receptoru COX-1
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Obr. 17. Zastoupeni polymorfismu receptoru COX-1 v zavislosti na pohlavi
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Obr. 18. Vyskyt polymorfismu receptoru COX-1 podminény vékem vysetrovanych

pacient

Statisticka analyza byla provedena s vyuzitim software SPSS verze 15 (SPSS
Inc., Chicago, USA). Zavislost mezi odpovédi na lé¢bu a mutacnim stavem receptoru
COX-1 byla zhodnocena prostfednictvim Mann-Whitney U testu, ktery prokazal

signifikantné vySSi agregaci krevnich destiCek u muta¢niho stavu homozygot nebo

heterozygot (median 442) ve srovnani s mutacnim stavem WT (median 111), p = 0,040

(Obr. 19).

-50 -




s 12007
c p=0,040
N *
=
=]
S 1000 o
=]
5
—
&~ 800 S
O o
w3
<
8% 600
o:’_n_
&5
o=
_Q —
g 400
2
©
H 2004
=]
5 i
o
<
o T
| |
homozygot,
heterozygot

Obr. 19. Porovnani zavislosti mezi odpovédi na protidestickovou Ié€bu a mutaénim

stavem receptoru COX-1

Box graf popisuje distribuci hodnot méfeného parametru pomoci kvartilt. Silna ¢ara uvnitf boxu
reprezentuje median hodnot (tj. 2. kvartil), dno boxu reprezentuje 1. kvartil a viko boxu 3. kvartil.
Vyska boxu odpovida mezikvartilovému rozpéti (tj. charakteristice variability dat — v intervalu
mezi 1. a 3. kvartilem lezi 50% naméfenych hodnot). Anténka dole a nahofe odpovidaji
minimalni a maximalni neodlehlé hodnoté. Odlehlé hodnoty jsou oznadeny symbolem krouzek

a extrémni hodnoty symbolem hvézdicka.

-51 -



Tab. 10. Prehled vysledk( genotypizace a impedanéni agregometrie

Pohlavi Rok narozeni COX-1 MEA
(AUC)
muz 1965 heterozygot 159
muz 1967 heterozygot 274
muz 1965 heterozygot 610
zena 1984 heterozygot 837
muz 1931 heterozygot 854
muz 1949 heterozygot 151
muz 1939 heterozygot 832
muz 1966 homozygot 34
muz 1970 WT 11
muz 1963 WT 13
muz 1975 WT 14
muz 1968 WT 19
muz 1966 WT 27
muz 1976 WT 30
muz 1965 WT 30
Zena 1962 WT 33
muz 1955 WT 37
muz 1966 WT 39
muz 1974 WT 50
muz 1967 WT 50
muz 1970 WT 51
muz 1978 WT 57
muz 1966 WT 58
Zena 1976 WT 59
muz 1965 WT 60
muz 1966 WT 62
muz 1941 WT 66
Zena 1964 WT 74
muz 1967 WT 81
muz 1969 WT 90
muz 1968 WT 90
Zena 1975 WT 91
muz 1971 WT 93
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1949
1951
1947
1960
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1943
1936
1978
1950
1969
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1936
1950
1970
1971
1945
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1962
1937
1955
1971
1930
1967
1971
1951
1932
1955
1926
1956
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1923
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1934
1939
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WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

93
94
95
96
97
98
101
107
109
111
111
111
115
127
133
137
139
139
150
152
162
164
168
174
199
207
222
231
297
297
300
333
456
468
486
512



zena 1958 WT 512

muz 1934 WT 523
muz 1934 WT 537
muz 1940 WT 571
muz 1961 WT 631
muz 1937 WT 648
muz 1975 WT 652
muz 1953 WT 749
muz 1959 WT 751
Zena 1951 WT 783
muz 1956 WT 825
muz 1968 WT 980
Zena 1939 WT 1101
muz 1967 WT 1102
Zena 1952 WT 1106
muz 1929 WT 115
Zena 1956 WT 80
Zena 1992 WT 93
muz 1946 WT 57
muz 1968 WT 39
zena 1941 WT 76

3.4 In vitro testovani odezvy pacientii na zménu
koncentrace ASA

Jelikoz geneticka predispozice v polymorfismu destickového receptoru COX—1
neni jedina pfiCina rezistence, hledali jsme vySetfeni, které by pomohlo odhalit
neduslednost pacienta pfi uzZivani léCiva nebo problémy spojené se vstiebavanim
ucinné latky. Zaklad tvofily pilotni poznatky ziskané z méfeni vlivu ASA in vitro. Pro
méfeni byli vyhledani pacienti, ktefi neodpovidali na protidestiCkovou |éCbu. Vzorky
jejich krve byly inkubovany s pfisluSnym mnozstvim ASA (18,2 mg/ml fedéné 1:2, 1:4,
1:8 a 1:16 roztokem NaCl) po dobu 5 minut. Nasledné byla detekovana zména
agregacni schopnosti po pfidani kyseliny arachidonové na pristroji Multiplate. Vysledna

data prokazuiji, Zze fada pacientl pfi testech in vitro odpovida na lécbu (Tab. 11).
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Tab. 11. Vliv mnozstvi ASA na agregaéni schopnost desti¢ek in vitro

Hodnota agregace (AUC) pii denni davce ASA

Roénik

500mg 250mg 100mg 50mg 25mg 12,5mg 6,25mg 0 mg
1965 146 147 163 169 189 220
1966 115 131 216 284 360 342
1949 135 139 348 450 422 462
1974 79 114 104 226 257 320
1938 202 241 597 543 669 592 560 668
1966 157 151 130 121 123 115
1940 44 158 164 169 170 175
1929 188 158 212 190 175 204
1992 4 198 151 184 218 224
1943 112 194 181 411 368 529
1949 52 10 92 275 421 530

Prostfednictvim této metody Ize vyloucit poruchu desti¢kového receptoru, a tim
odhalit nepravidelny pfijem Ié€iva &i poruchu vstfebavani. U vétSiny pacientl byla
detekovana dostatecna odpovéd na pfitomnost ASA. V jednom pfipadé je vSak patrna
zména aktivace desticky az pfi velmi vysoké davce ASA (Obr. 20), kterou nelze
fyziologicky dosahnout. Zde |ze usuzovat endogenni pfiCiny selhani protidestickove

terapie a je nutné zménit IéCbu.

800 ——1965

700 1966
o TN 7 —1940
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® 400 o > 1966
g / / 1940
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Obr. 20. Stanoveni in vitro inhibiéni koncentrace ASA u pacientli neodpovidajicich na
lécbu

-55.



4 DISKUZE

Protidestickova |é¢ba tvofi zakladni pilif sekundarni prevence infarktu
myokardu. Krevni destiCky maji pfimy vliv na vznik a rozvoj kardiovaskularnich
onemocnéni, které se C&asto manifestuji ve formé akutniho infarktu myokardu
(Povysilova & Steiner, 2007). Pfi akutnich srdeénich pfihodach byly zjistény patologie
krevnich desticek, jako je snizeny pocet krevnich destiCek cirkulujicich v periferni krvi
nebo zvétSeni jejich stfedniho objemu, coz zjevné souvisi s jejich nhamahanim pfi
zUZeni arterii a vzniku akutniho infarktu myokardu (Aherne et al., 1986). V Ceské
republice se umrtnost na kardiovaskularni choroby pfiblizuje k 53 % v poslednim
desetileti (Povysilova & Steiner, 2007). ASA snizuje pravdépodobnost umrti z ddvodu
arterialni trombotické pfihody u rizikovych pacientd o 25 % (Antithrombotic Trialists'
Collaboration, 2002). LéCba ASA vsak selhava u 5-30 % pacientl. Hlavni pfi€ina
selhani 1&Cby je rezistence na protidestiCkovou 1é¢bu (Cuisset et al., 2009).

Z klinického hlediska pfedstavuje pojem rezistence na ASA selhani 1&é¢by, kdy
uzivani ASA nezabranilo dal$i trombotické pfihodé. Cetnost vyskytu akutniho infarktu
myokardu je u lé¢enych pacientd 5-45 % (Akay et al., 2009). Laboratorné znazornuje
pojem rezistence na ASA nemoznost prokazat inhibici destiCkovych funkci in vitro pfi
uzivani ASA. U téchto pacientli se neucinnost 1é¢by ASA pohybuje v rozmezi 5-60 %
(Shenkman et al., 2008), tato variabilita je dana rozdilnymi metodikami posuzovani
ASA rezistence. Rezistence ASA je tak popsana jako variabilita mezi pacienty
a zdravymi jedinci v zavislosti na laboratornich testech, které monitoruji uc€innost
podavané protidestickové lécby (Mueller et al., 1997; Eikelboom et al., 2002; Gum et
al., 2003). Podle naSich méfeni byla zjiSténa nedostatecna ucinnost protidestickové
lécby s vyuzitim impedancéni agregometrie u 34,4 % pacientd (Obr. 15) v souboru 90
pacientl s akutnim infarktem myokardu.

Jelikoz jsou pficiny rezistenci multifaktorialni, vyuziva se pro jejich stanoveni
mnoho detekénich metod. V poslednich letech se méfeni agregace destiCek provadi
prostfednictvim perspektivni metody optické transmisni agregometrie (LTA) v plazmé
bohaté na krevni desticky (Cattaneo et al., 2007). Problém vSak predstavuje
nedostateCna standardizace v oblasti volby induktoru a nasledny vybér vhodné
koncentrace induktoru (Mehta & Mohandas, 2010). Mé&feni agregace zajistuje také test
VerifyNow, jehoZ vysledky koreluji s vysledky LTA (Homoncik et al., 2000).

Dalsi moznosti vySetfeni je detekce 11-dehydrotromboxanu B, v moci nebo
séru, které umoznuje pouze stanoveni aspirinové rezistence. Tento test je vSak Casové
narocny a jeho vysledky mohou byt ovlivnény vyskytem tohoto metabolitu

z mimodesti¢kovych zdrojd, jako jsou bunky endotelu, leukocyty a ledvinova tkan
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(Frelinger et al., 2006). Reaktivitu destiCek Ize zjistit mé&fenim &Casu, ktery je potfebny
k uzavieni membrany pomoci PFA-100. Vyhodou tohoto testu je simulace podminek in
vivo. Pouziti testu pro zjisténi aspirinové rezistence vSak neni idealni, nebot' zavisi na
vybéru vhodného induktoru reakce (Hézard et al., 2002).

VySetfeni agregace krevnich destiCek Ize poZadovat za nejCastéji vyuzivanou
metodu pro vysSetfeni funkce destiCek. Jedna z moznosti ureni rezidualni agregace
krevnich desti¢ek je pouziti vicekanalové impedanéni agregometrie (MEA). Vyhodou
tohoto funkéniho testu je simulace in vivo podminek primarni hemostasy
a standardizace provedena vyrobcem. Proto jsme tento test vybrali pro vysSetfeni
agregacni schopnosti krevnich desticek a jeji ovlivnéni Ié¢bou pomoci ASA.

Nejprve bylo nutno metodu optimalizovat a zjistit u¢innost in vitro testd. Jako
induktory agregaéni reakce byly vybrany epinephrin, kolagen a kyselina arachidonova.
Ukazalo se, Ze epinephrin a kyselina arachidonova dostate¢né aktivuji destiCky
v zavislosti na jejich koncentraci. JelikoZz reakce krevnich destiCek byla viditelné
citlivéjSi u kyseliny arachidonové (Obr. 9), byl tento induktor dale pouzivan v piné
koncentraci. DalSi krok optimalizace bylo stanoveni cut-off pro ASPltest, ktery je citlivy
k blokaci cyklooxygenasy. Hodnota urcujici uc€innost protidestickové 1éCby byla
porovnana s hodnotou uréenou na skupiné 40 zdravych darcl krve (Ulehlova et al.,
2011). Rozmezi hodnot agregace téchto jedinclt bylo 200-956 AUC. Tuto hodnotu Ize
porovnat s rozmezim 325-1140 AUC, ktera byla stanovena na skupiné 57 darcl krve
(Mueller et al., 2008). OdliSnost hodnot je uréena rozdilnym pouzitim protisrazlivé latky
pfi odbéru krve, kdy je hodnota agregace pfi odbéru do citratu sodného (200 AUC)
niz§i oproti odbéru do hirudinu (325 AUC). Aplikace naméfeného rozpéti dale slouzila
jako hranice normalniho rozmezi. Pokud byla hodnota agregace vyssi nez 200 AUC,
hodnotili jsme protidestiCkovou IéCbu jako neucginnou.

Méreni agregacni schopnosti krevnich desticek je funkéni test, ktery umoznuje
sledovat prabéh aktivace desticky. Podminky reakce se velice pfiblizuji podminkam in
vivo. Proto bylo méfeni agregace vyuzito pro hledani pfi€iny selhani protidestickove
IéCby. Pfi tomto pilotnim méfeni byla ASA in vitro pfidana ke vzorku pIné krve. Na
zacCatku jsme hledali ¢as potfebny k inhibici desticek. Pro méfeni jsme pouZili pool
ziskany z vzorku krve 7 pacientd. Pro zajiSténi dostatecné intenzity inhibi¢ni reakce byl
optimalizovan €asovy parametr, kdy s dostateCnou rezervou byl pro dalSi experiment
pouzit ¢as 5 minut (Obr. 10). Dale bylo optimalizovano koncentraéni rozmezi ASA,
které bude poskytovat moznost sledovat zavislost mnozstvi pfidané ASA in vitro na
hodnoté agregace. Vychazeli jsme z teoretického vypoctu bézné denni davky 100 mg
ASA za pfedpokladu 100% utilizace Iéku. Z naSich méfeni jsme zjistili, Ze i polovicni

davka ASA 50 mg dostacuje k inhibici krevnich desti¢ek (Obr. 11), coz je v souladu
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s fadou literarnich zdroja, které potvrzuji zejména vysledky studii Weksler et al., 1985,
a Hegalson et al.,, 1993, které prezentuji, Zze i denni davka 40 mg postaduje
k efektivnimu sniZzeni agregace krevnich destiCek.

Vysledky in vitro testd ASA nam pomohly v charakterizaci destiCkového
receptoru COX-1. Pfi€iny selhavani protidestickové IéCby u pacient(l, ktefi reaguji na
in vitro davku ASA odpovidajici 100 mg, jsou exogenni — non-compliance, porucha
vstiebavani a rychly obrat destiCek. Zatimco u pacientd, ktefi nereaguji na in vitro
davku ASA odpovidajici 100 mg, Ize pfedpokladat poruchu receptoru. VétSina pacient
reagovala na davku adekvatni podani 100 mg ASA in vivo v in vitro testovani. PFiCiny
selhavani protidestickové léCby proto mizeme zarfadit mezi exogenni. Pro zajisténi
ucinnosti pouzivané terapie je dulezité zvySit davku léCiva. U jednoho pacienta jsme
prokazali neschopnost desticky reagovat na béznou denni davku ASA. Kzméné
agregace desti¢ky dochazi az pfi velmi vysoké davce ASA (Obr. 20). Pomoci in vitro
testovani jsme takto mohli odliSit pacienta, u kterého lé¢ba selhava z endogennich
pFicin. V tomto pFipadé je velice dulezité zménit typ 1éCby a tim predejit dalSimu infarktu
myokardu.

Selhani protidestiCkové 1&éCby se jevi jako zavazny Kklinicky problém. Z tohoto
dhvodu patfi detekce pficin selhani lécby ke kliCovym faktordm prevence
aterotrombotickych pfihod. PFiiny selhani protidestickové terapie jsou exogenni
a endogenni (Michelson et al., 2005). Mezi exogenni pfi€iny patfi neuzivani
predepsaného léku, omezena absorpce ASA, nedostateCna davka ASA, soucasné
uzivani nesteroidnich lékud, branicich vazbé ASA na vazné misto COX-1, koufeni,
zvySena tvorba adrenalinu vlivem stresu nebo fyzické namahy, vék i pohlavi,
hyperlipidémie, hyperglykémie a zvySeny obrat krevnich destiCek. Endogenni pficiny
selhavani protidestickové Ié€by jsou zobrazeny v Tab. 12.

Podil jednotlivych exogennich a endogennich faktorGt na selhavani
protidestiCkové terapie se odliSuje se zietelem na pouZity 1€k, jeho metabolizaci a na
genetické predispozice pacienta. ASA je vzaZivacim traktu relativné dobfe
metabolizovana, zatimco u clopidogrelu je pouze 15 % IéCiva v koneCné fazi
pfeménéno na aktivni metabolit. Vétdina u¢inného Iéku je metabolizovana na neaktivni
metabolity prostfednictvim esteras. Jednim z pfedpokladid vzniku kardiovaskularnich
nemoci je vyskyt polymorfismG destiCkovych receptorli nebo jejich enzymd. Celkem
bylo jiz identifikovano 50 polymorfismG v 11 genech (Goodman et al., 2008). V nasi
praci jsme stanovili frekvenci vyskytu polymorfismu destiCkového receptoru COX-1
(842A > G), ktery zvySuje u pacientl riziko krvaceni u infarktu myokardu. Vyskyt
polymorfismu jsme zjistili u 7 % ze souboru 90 pacientll s akutnim koronarnim

syndromem, cozZ je 0 5 % méné nez ve skupiné 1450 darcl krve ve studii Kvasnicka et
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al., 2009. Ackoli pfitomnost polymorfismu desti¢kovych receptorll v genetické vybavé
Clovéka nepatfi mezi hlavni rizikové faktory (vyskyt 7 %) v porovnani s neucinnosti
protidesti¢kové 1éCby, ktera predstavuje 34,4 % stejného souboru pacientl, podafilo se
nam prokazat signifikantni zavislost mezi pfitomnosti mutaéniho stavu destickového
receptoru a selhanim protidestiCkové 1écby (p = 0,040). Navic s vyuzitim in vitro
testovani s ASA Ize odliSit pacienty, u nichz 1é¢ba selhava z exogennich pficin. Pro
zajisténi ucinné prevence stadi navySit mnozstvi denni davky ASA. Selhavani

protidestiCkové lécby z dlivodu pFitomnosti polymorfismu neni tak Casté.

Tab. 12. Endogenni priciny selhavani protidestickové terapie ASA

Bunécéné Genetické

cesty neblokované ASA (indukce agregace _
polymorfismus COX-1, COX-2,

erytrocyty, thrombinem, kolagenem,
TXAzsyntetasy

adrenalinem, ADP, cytokiny)
ADP polymorfismus GP la/lla, Ib/V/IX,
senzitivita desticek na kolagen a ADP
lIb/llla receptoru
polymorfismus receptoru pro kolagen
GP VI, vWWF GP la

polymorfismus faktoru XllII, ktery vede

overexprese COX-2

regenerovana COX-1 k inhibici aktivace faktoru XllII pfi [é¢bé
ASA

Z tohoto pohledu je velmi dulezité, hledat pfi€iny selhani protidestickové
terapie, abychom zajistili u¢innou sekundarni prevenci u rizikovych pacientu s vyuzitim
in vitro inkubace s ASA. OdliSné vysledky praci (Kvasnicka et al., 2009; Maree et al.,
2005), které sleduji vyznam vlivu genetickych zmén desti¢kovych glykoproteind, jsou
dany velikosti souborl vySetfovanych jedincl, zastoupenim odliSnych etnickych
skupin, velkym mnozstvi Ciniteld vnéjSiho prostredi, které s genetickymi vlivy interaguji
riznym zpusobem a zejména rizikovosti naseho souboru pacientd s prodélanym

infarktem myokardu.

-59-



5 ZAVER

Cilem prace bylo zhodnoceni podilu krevnich destiCek na vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni a mozné farmakologické ovlivnéni rozvoje
onemocnéni ve formé akutniho infarktu myokardu prostfednictvim protidestickové
terapie. Dle literatury byl zhodnocen vliv exogennich a endogennich pfi¢in selhavani
protidesti¢kové terapie pomoci ASA.

Zjisténi ucinnosti pouzivané protidestickové lécby bylo zhodnoceno funk&nim
testem zaloZenym na méfeni agregace krevnich desticek, ktery byl nejprve
optimalizovan. Byla stanovena efektivita pouzivané protidestiCkové IéCby jako
agregace vysSi nez 200 AUC, které bylo dosazeno u 65,6 % pacientl s rizikem
manifestace akutni koronarni pfihody. Zbyla ¢ast 34,4 % pacientd byla rezistentni na
lécbu.

K detekci potencidlnich pfic¢in (endogennich vs. exogennich) selhani
protidestickové 1éEby byla modifikovana metoda impedanéni agregometrie
s aktivatorem kyselinou arachidonovou pro in vitro inkubaci vzorku s ASA. Toto pilotni
méreni se po provedené optimalizaci osvédcilo jako spolehliva metoda k uréeni pficin
selhani pouzivané terapie, kdy jasné odliSime pacienty neodpovidajici in vitro na davku
ASA 100 mg ani na davku 5krat vy$Si, coz neni in vivo aplikovatelna davka. Z toho
plyne, ze IéEba ASA in vivo nedosahne Uspéchu a je nutné zménit IéCebnou strategii.

Z endogennich pfi¢in ASA rezistence jsme se zaméfili na zménu destickového
polymorfismu COX-1, v posledni dobé velmi sledovanou v odborné literatufe, ktery je
spojovan se zvysenou aktivitou krevnich desti¢ek a rezistenci na 1éEbu ASA. VySetreni
polymorfismu bylo optimalizovano (koncentrace Mg?*, nastaveni melting programu
a vyuziti spikovani vzorku pro vySsi robustnost vysledkd) pro uziti v rutinni diagnostice
na zakladé spikovani vzorku pro rozliSeni jednotlivych mutacnich stavi. Z naSich
vysledk( vyplyva, Ze vyskyt polymorfismu nepatfi mezi hlavni rizikové faktory
v porovnani s neucinnosti protidestickove 1é&by, ktera prfedstavuje 34,4 % identického
souboru pacientl. Podafilo se vSak prokazat signifikantni zavislost mezi pfitomnosti
mutaéniho stavu desti¢kového receptoru a selhanim protidestiCkové 1é¢by (p = 0,040).
Zarazeni inkubace s ASA povede k lepSimu vybéru pacientl s geneticky podminénou
zménou receptoru COX—1 nez samotné vysetfeni rezistence na ASA, které je zatizeno
fadou endogennich faktort ovliviiujicich ucinnost [é€by ASA.

Tato prace umoznila oteviit novy pohled v diagnostice prevence
kardiovaskularnich pfihod. Lze pfedpokladat, Ze v budoucnu by tento pfistup, zalozeny

na in vitro testovani, mohl doplnit sou¢asné metody diagnostiky.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP adenosindifosfat

AMP adenosinmonofosfat

ASA kyselina acetylsalicylova

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP guanosinmonofosfat

c—MPL specificky receptor megakaryocytu

DAG 1,2-diacylglycerol

DMS vymezeni membranového systému

DTS denzni tubularni systém

Faktor | fibrinogen

Faktor Il protrombin

Faktor IlI tkanovy tromboplastin

Faktor IV vapenaté ionty

Faktor IX Christmasuv faktor

Faktor V proakcelerin

Faktor VII prokonvertin

Faktor X Stuartdv-Prowerav faktor

Faktor Xl Plasma Tromboplastin Antecedent

Faktor XII Hagemanuv faktor

Faktor XIII fibrin stabilizujici faktor

Faktor XIV protein C

Fb fibronectin

HDL lipoproteiny s vysokou denzitou

HMWK kinogen o vysoké molekulové hmotnosti

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HRM high resolution melting (vysokorozliSovaci analyza kfivek
tani)

ICAM-1,2,3 adhezivni molekula podobna Ig

P53 inositol 1,4,5-trifosfat

LDL lipoproteiny s nizkou denzitou

LTA opticka transmisni agregometrie

MEA vicenasobna impedancni agregometrie

MPV mean platelet volume (stfedni objem krevnich desti¢ek)

OKS kanikularni systém

PDGF destickovy rlstovy faktor
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PF3
PF4
PGG,, PGH,, PGE,, PGD,
PGl,
PCR
SNPs
RT PCR
VCAM-1
TFPI

T
TXA;
VLDL
vWF
WT

destic¢kovy faktor 3

destic¢kovy faktor 4
prostaglandiny

prostacyklin

polymerazova fetézova reakce
single—nucleotide polymorphisms
PCR v redlném Case

adhezivni molekula cévnich bunék
inhibitor tkarového faktoru
teplota tani

tromboxan A,

lipoproteiny s nizkou denzitou
von Willebrandtv faktor

wild type
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