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Abstrakt

Uvod: Krevni desti¢ky hraji kli¢ovou roli v procesu zéastavy krvaceni tvorbou primarni
destickové hemostatické zatky. Za urCitych okolnosti je vSak tato role krevnich desticek
nezadouci a podavanim lékovych preparati kyseliny acetylsalicylové (ASA) a clopidogrelu je
zamérné zasahovano do mechanismu primarni hemostasy a funkce desticek je potlaCovana
nebo zmiriiovana. Tento proces vSak musi byt fizeny a dobte kontrolovatelny.

Clopidogrel je antiagregacni 1€k uspéSné pouzivany k prevenci trombotickych
komplikaci. Aktivni metabolit vznika z clopidogrelu in-vivo u¢inkem cytochromu P450 3A4
avaze se selektivné a ireversibilné na receptor P2Yq,, ¢imZ blokuje aktivaci destiCek
prostiednictvim ADP. Uginek clopidogrelu je znaéné variabilni. Je zniamo, Ze neodpovidavost
na lécbu se objevuje u 5-30 % pacienti.

ASA ireversibilné acetyluje destickovou cyklooxygenasu (COX), ¢imz blokuje
pfeménu arachidonové kyseliny (AA) na tromboxan A, (TXA;), a zabranuje tak aktivaci
desticek. Lécba aspirinem je efektivni, avSak u neékterych pacientl se vyskytuje tzv. aspirinova
resistence (AR), tedy neodpovidavost na [écbu ASA.

Cil studie: V nasi praci jsme se zaméfili na stanoveni referen¢nich rozmezi pomoci
meéteni funkce krevnich desticek u zdravych déarct. DalSim cilem bylo stanovit uc¢innost
clopidogrelu a ASA dostupnymi metodami pro hodnoceni agregace desticek a porovnat
ucinnost 1é¢by clopidogrelem a ASA stanovenou impedancni agregometrii (MEA, analyzator
,Multiplate®, Dynabyte, Germany) s vysledky standardni optické agregometrie (LTA,
analyzator PAP 4, Bio Data Corporation, USA).

Vysledky: Ze zjisténych hodnot souboru pacientti s dudlni protidestickovou Iéc¢bou
byly posuzovany z hlediska u¢innosti 1écby tyto parametry: pro optickou agregometrii (LTA) —
ucinnost 1é¢by dana inhibici agregace po indukci ADP 68 %, procentualni desagregaci po
indukci ADP 64 %, inhibici agregace po indukci epinefrinem (EPI) 80 %, kyselinou
arachidonovou (AA) 84 % a tcinnost dana zménou polovi¢niho ¢asu agregace (CPG T 50)
72 % a zménou strmosti kiivky po indukei kationickym propylgalatem (CPG slope) 96 %.;
pro impedan¢ni agregometrii (MEA) — ucinnost pro ADP test 54 % a pro ASPI test 82 %.

Zavér: Opticka i impedancni agregometrie je vhodnd pro stanoveni Uc¢innosti 1écby
ASA i clopidogrelem, ktera je danda zménou vSech vySe uvedenych parametri. Velkou

Klic¢ova slova: krevni desticky — trombocyty, agregace, ASA, clopidogrel,

agonisté — induktory.



Abstract

Introduction: Platelets have an important role in the process of haemostasis in which
they form blood clot generation. In some cases it is necessary to suppress activity of platelets
by antiplatelet drugs to prevent life threatening states. Acetylsalicylic acid (ASA) and
clopidogrel can influence the mechanism of primary haemostasis by inhibition of platelet
function. This process has to be controlled.

Clopidogrel is used for prevention of thrombotic states. The active form of clopidogrel
is formed by cytochrome P450 3A4. Clopidogrel binds to the receptor P2Y 1, instead of ADP,
so platelets cannot be activated. The effect of clopidogrel is very variable. It is known that
there is unresponsiveness to clopidogrel in 5-30 % patients.

Acetylsalicylic acid acetylates cyclooxygenase and blocks the conversion of
arachidonic acid to tromboxan A,, so platelets cannot be activated. ASA treatment is effective,
but in some patients can appear so called aspirin resistance (AR).

Possible unresponsiveness to the therapy is the reason why it is suitable to monitor
antiplatelet therapy, which may be provided by various methods.

Thesis target: To detect normal range in measurement of healthy control group,
evaluate efficiency of clopidogrel and ASA and to determine which method (LTA — Light
Transmission Aggregometry or MEA — Multiplate Electrode Aggregometry) is better for
evaluation of platelet aggregation.

Results: Efficiency of therapy determined by platelet aggregation inhibition in a group
of patients with dual antiplatelet therapy: LTA — therapy efficiency determined by aggregation
inhibition after ADP induction 68 %, by percent desaggregation after ADP induction 64 %,
after epinefrin (EPI) induction 80 %, after arachidonic acid (AA) induction 84 % and after
cationic propylgallate (CPG) induction — CPG slope 96 % and CPG T 50 72 %. With respect to
MEA, the therapy efficiency was for the ADP test 54 % and for the ASPI test 82 %.

Conlucion:  Light Transmission Aggregometry and Multiplate Electrode
Aggregometry are suitable for determination of ASA and clopidogrel efficiency. MEA can also
be used for detection of non-compliance.

Key words: platelets — trombocytes, aggregation, ASA, clopidogrel,

agonists — inductors.
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1. Uvod

Hemostasa je slozity a zivotn¢ dulezity proces, ktery ptedstavuje ochranu
organismu proti pfirozenym ztratdm krve, které mohou vznikat pfi nejriznéjSich
poranénich. Jednd se o slozity mechanismus spojeny s celou fadou pozitivnich
a negativnich zpétnych vazeb. Krevni desticky hraji klicovou roli v procesu zéstavy
krvaceni, tzv. primarni hemostasy. Primdrni hemostasa je proces tvorby primarni
destickové hemostatické¢ zatky. Za urcitych okolnosti je vSak tato role trombocyt
nezadouci a podavanim Iékovych preparati je zamérné zasahovano do mechanismu
primarni hemostasy a funkce desti¢ek je potlaCovéna nebo zmiriovana. Tento proces vSak

musi byt fizeny a dobie kontrolovatelny.

1.1 Krev

Krev je vysoce specializovana télni tekutina Clovéka a vySSich organismi. Pii
proudéni Vv uzavieném cévnim systému se dostava do rhaznych casti téla, kde
zprosttedkovava vyménu latek mezi bunikami, odevzdava bunkam kyslik a odvadi z nich
oxid uhli¢ity a pomaha udrzovat stdlost vnitfniho prostfedi. Svou roli hraje také pfti

obrannych mechanismech organismu. *

1.1.1 SloZeni krve

Lidska krev tvofi asi 8 % télesné hmotnosti. Obsahuje buiiky a bunécné fragmenty,
které jsou rozptylené v tekutém médiu — krevni plasmg. *

Krevni plasma zaujima asi 55 % z celkového objemu krve. Tato naZloutla
extracelularni tekutina ma slabé zasadity charakter a je z velké ¢asti tvofena vodou (zhruba
80 %). lonty sodiku a drasliku udrzuji rovnovahu mezi intra a extracelularni tekutinou,
vapnik a hot¢ik jsou dulezité pro spravnou funkci nervl a kosterniho svalstva, pii srdzeni
krve a obranyschopnosti. Zelezo, méd a kobalt jsou nezbytné pro krvetvorbu.
Z organickych latek jsou v plasmé nejvice zastoupeny bilkoviny (albuminy, globuliny,
fibrinogen), dale pak sacharidy, lipidy, hormony, vitaminy a enzymy. 2

Pevna Gast krevni plasmy je tvofena krevnimi elementy. Cervené krvinky
(erytrocyty), jsou bezjaderné krevni buiiky, jejichz vnitfek je vyplnén hemoglobinem.

Jejich hlavni funkci je ptfenos kysliku a oxidu uhli¢itého. Bil¢ krvinky (leukocyty) se



ucastni metabolickych pochodi a hraji dulezitou roli v obranyschopnosti organismu. Podle
své funkce jsou rozdéleny na vice druhd. Krevni desticky (trombocyty), jsou bunééné

Vo r v ’ . . ’ v:o s v ’ 7~ ;1
Castice, které se ucastni fyziologickych dé&jii zejména pii krevnim srazeni.

1.1.2 Krvetvorba

Krvetvorba neboli hemopoesa je proces, pii kterém dochazi k tvorbé bunéénych
soudasti krve v krvetvornych organech. 2 Je Fizena sloZitymi mechanismy, nepiimo pomoci
nervové a hormonalni regulace, ptimo pak diky cytokiniim, coz jsou hemopoetické riistové
faktory ze skupiny glykosylovanych polypeptidi, které svoji aktivitu uplatiiuji pomoci
vazby na specificky receptor cilové buiiky. * 3

Krvetvorba je v prib&éhu vyvoje organismu rozdélena do fazi, jez se navzajem lisi
mistem vzniku krevnich elementti i Samotnym pribéhem. Faze prenatalni krvetvorby na
sebe plynule navazuji. V obdobi mezoblastovém dochazi k tvorbé prvnich krevnich bunék
a Vembryu se vytvaii prvni cévni systém. Tato Cast hemopoesy je pfevazné erytroidni
povahy. Hepatoliendlni obdobi je ptizna¢né tvorbou krevnich bun¢k predevsim v jatrech
a kromé erytrocytli se zde zalinaji tvofit i matetské burniky bilych krvinek a krevnich
desticek. V medularnim obdobi se pak krvetvorba piesune prevazné do kostni diené€, kde
se jiz tvofi vSechny druhy krvinek pfitomnych v Krvi. S tim, jak dfefiova krvetvorba roste,
mimodienova tvorba krve postupné zanika a po narozeni se za normalnich okolnosti jinde
nez v kostni dieni krevni buiiky prakticky netvofi. - 2

Kostni dieit je mckka gelovita tkan, kterd vypliuje vnitiek kosti. Je tvoiena
krvetvornou a lymfatickou tkani, cévami a nervovymi vlakny. V pribéhu zivota je stale
v&tsi ¢ast krvetvorné tkang nahrazovana tkani tukovou.

V kostni dieni z jednotlivych zarode¢nych matefskych bun¢k délenim (proliferaci)
a zranim (maturaci) vznikaji nové krvetvorné bunky. Ty se od plvodnich matetskych
bunék 1isi morfologicky, funk&né i strukturng. *

Zralé krevni bunky se z kostni diené¢ dostavaji skrze tenkou vrstvu endotelovych
bun¢k — sinusoid. Mechanismus je odliSny pro jednotlivé typy krevnich bunék. Nezralé
erytrocyty se snadno zdeformuji a mohou projit i velmi malym otvorem. Bilé krvinky
prochazi do cév aktivnim pohybem zvanym diapedesa, vytvofi totiz vybézky cytoplasmy,

diky kterym se dostanou mezi endotelové buiiky. Krevni desti¢ky se uvoliuji z vybézka



megakaryocytl, které prorastaji mezi endotelovymi bunkami, a jsou odplavovany

protékajici krvi. -3

1.2 Hemostasa

Hemostasa je schopnost organismu zastavit krvaceni. Jde o komplexni proces, na
kterém se podili fada slozek a mechanisml s rozdilnymi vstupy a ucinky. Srézeni krve
predstavuje ochranu organismu proti pfirozenym ztratdm krve, jez vznikaji pfi
nejrizn&jsich porandnich. Je to proces Zivotné dilezity. *

V ptipadé poruseni endotelu dochazi k vytvoteni krevni srazeniny, kterd je riznymi
kontrolnimi mechanismy omezena pouze na misto poranéni. I pfes piisné regulace tohoto
systému se vSak objevuji situace ohrozujici Zivot, pfi kterych je rovnovaha mezi srazenim
a krvacenim vychylena a mize dojit napt. ke vzniku trombosy v neporusenych cévach. °

Za koagulacni odpovéd’ je zodpovédny predevSim systém cévni stény, krevnich
desti¢ek a plasmatickych faktorti. Svou ulohu v ni dale hraji i proteiny komplementu,
lipoproteiny a bilé a Cervené krvinky, které tvofi latky aktivujici koagulaci. Tyto reakce
jsou sjednoceny tak, aby v poskozeném misté doslo k vytvoieni jak destiCkového agregatu,
tak pevnych fibrinovych vladken, a aby se zaroven aktivoval déj, ktery takto vytvofenou

srazeninu rozpusti. > 6

1.3 Cévni sténa

Cévy neslouzi pouze k rozvodu okyslicené krve K organim a jejimu opétnému
sb&ru. Cévni sténa se aktivng podili na hemostatickych d&jich. °

Endotelidlni buniky, které vystylaji vnitini stranu cév, tvori aktivni povrch mezi krvi
a cévni sténou. Tyto buiky hraji dalezitou roli v cévni hemostase, udrzuji rovnovahu
prostiedi tim, e kontroluji latkovou vyménu mezi krvi a tkani. ® P¥i krevnim sraZeni maji
ulohu mechanickou (vasokonstrikce) a zaroven slouzi jako misto syntézy a uloZeni celé

tady latek, které se na hemostase podileji. °



1.4 Krevni desticky

1.4.1 Vznik a vyvoj

Krevni destiCky vznikaji v kostni dieni fragmentaci nebo odstépovanim periferni
cytoplasmy megakaryocytt. Megakaryocyty, podobné jako ostatni typy diefiovych bunék,
vznikaji z pluripotentni kmenové bunky. Plisobenim ristovych faktorti se z této bunky
vytvoii bunika unipotentni, kterd prochazi jednotlivymi stadii megakaryocytdrniho
dozravani. ’

Prvni morfologicky rozliSitelnou bunkou je megakaryoblast. Tato diploidni burika
Vv prub¢hu zrani opakované prochazi atypickou mitosou — endomitosou, pti které nedochazi
K tplnému rozdéleni jadra ani cytoplasmy, pii kazdém déleni se vSak zdvojnasobi pocet
chromosomu.. Po ukonceni reduplikaci jadra dochazi ke zrani cytoplasmy, ktera se stava
objemnéjsi a zvySuje se v ni pocet granuli, a vznika promegakaryocyt. Dalsim zranim pak

dojde k vytvofeni samotného megakaryocytu. 2

i
megakaryoblast | promegakaryocyt megakaryocyt
»2n —p-4n —p8n —p16n —pp32n —p64n

0Q(D)

Obr. 1 Polyploidie u jednotlivych vyvojovych stadii
megakaryocytdrni linie *

Polyploidni megakaryocyty mohou fragmentaci tvofit krevni desticky zhruba
0d 8 n. Cim vice ploidni viak buiiky jsou, tim vice desti¢ek o vétsi velikosti produkuiji.
Trombocyty se mohou vytvotit také pfimym rozpadem megakaryocytu. I zde plati, ¢im
v&t$i megakaryocyt, tim vice desti¢ek vznika. *

Cely proces tvorby desticek trva piiblizné¢ 8 dni, samotny rozpad zralého
megakaryocytu trva pfiblizné pét hodin. Béhem rozpadu jednoho megakaryocytu muize

vzniknout az n&kolik tisic trombocytd. 13

1.4.2 Morfologie
Trombocyty nemaji jadro, lze je tedy, podobné jako erytrocyty, zafadit mezi
tzv. netiplné buiiky. ® Tato ovalna t&liska maji velikost p¥iblizng 2—4 pm, tloustku okolo

0,5 um a objem 7-11 fl. ® Jejich pramérny poet v krvi se pohybuje okolo 250-10%I. °



Podle anatomickych znakl 1ze v krevni desti¢ce vyclenit Ctyii oblasti: periferni

z6nu, zonu solubilniho gelu, zénu organel a oblast membranovych systému.

submembréanova viakna ~ Castice glykogenu
Fise).

bunécna
membréana

kanalkovy systém

S0 ~5=
‘§%§ hutna granula

mitochondrie hutny tubul. systém

mikrotubul

granula

Obr. 2 Morfologie krevni desticky °

Periferni zona se skldda z destickové membrany a submembranové oblasti. Zevni
vrstvu  membrany tvofi plast — glykokalyx, slozeny ptevazné z glykolipida
a glykoproteinti, které jsou soucasti povrchovych receptorli pro aktivaci desticek nebo
inhibici agregace. ® Vlastni membrana je sloZena z dvojvrstvy fosfolipidt, hrajicich
dulezitou roli v plasmatické koagulaci, a cholesterolu, ktery udrzuje pruznost membrany,
ovliviluje transport pfes membranu a jeji propustnost. Submembranova oblast obsahuje
kratka aktinova vlakna. Ta jsou spojena s plasmatickou membranou, pomahaji desticce
udrzovat tvar a podileji se na zménach pi jeji aktivaci.

Cytoskelet, nebo také zoéna solubilniho gelu, je slozen =z intracelularnich
proteinovych struktur, které urcuji a zajiStuji zménu tvaru bunck. 2 Podstatnou &ést
cytoskeletu tvoti mikrofilamenta, slozena z komplexu aktinu a myosinu, jehoz aktivace
vede ke zméné tvaru desti¢ek a tvorby vyb&zki — pseudopodii.

Zbna organel zajiStuje metabolické procesy trombocytti. Obsahuje mitochondrie,
které slouzi jako energeticky zdroj bunky, a fadu morfologicky odlisSnych granuli, které
jsou Vv neaktivované destiéce volné rozptyleny a teprve pti aktivaci se za¢inaji seskupovat
smérem k centralni &asti desticky. ® o-granula obsahuji fadu proteint, které hraji dilezitou
roli v interakci trombocytti s cévni sténou nebo slouzi jako ristové faktory ¢i jsou slozkou
extracelularni matrix. ° 8-granula se vyskytuji v destiGce v men$im poétu neZ a-granula
a jejich obsah se na rozdil od a-granuli po aktivaci desticek vyprazdiuje piimo do okoli
trombocytu. 3 Mezi granula lze zatadit jesté peroxisomy a lysosomy.

V trombocytech se vyskytuji dva membranové systémy. Otevieny kanalikularni

systém je tvofen invaginaci ¢asti plasmatické membrany do nitra buiiky. UmoZiuje obsahu



a-granuli, aby se dostal na povrch bunky, dale pak vychytava tekuté latky a Castice
z okoli. ° Densni tubularni systém, odvozeny z endoplasmatického retikula megakaryocytu,
vytvaii souvislou sit’ Uzkych kanalkd. Jsou zde ulozeny nékteré enzymy, napf.
cyklooxygenasa 1 nezbytna pro syntézu prostaglandini. Tento systém také slouzi jako

zasoba véapenatych iontt a podili se na jejich presunech uvnitt buiiky. *°

1.4.3 Metabolismus

Protoze krevni desticka nema jadro, nemize syntetizovat DNA a neprobiha v ni
bunééné déleni. Jinak je schopna s vyuzitim velkého mnoZstvi energie vykonavat vétsinu
bunéénych funkci. Hlavnim zdrojem energetické premény, probihajici v mitochondriich, je
glykogen, jehoz ma krevni desti¢ka dostatek. Glykogen se glykolyticky $tépi a produkt je
nasledné oxidovan za vzniku ATP, které se ze 2/3 uklada v zasobnim poolu a z 1/3 je

pFitomno v poolu metabolickém. °

1.4.4 Zivotnost

V krevnim ob&hu se bézné nachazi okolo 70 % destic¢ek, 30 % je uloZeno ve sleziné
a je vyuzito az v ptipad¢ vétSich krevnich ztrat. 8

Po vyplaveni z kostni dien¢ jsou mladé desticky jeden az dva dny zadrzovany ve
slezin€¢. Po uvolnéni z megakaryocyti krevni desticky podléhaji procesu starnuti. Za
normalnich okolnosti prezivaji v krevnim ob&hu okolo deseti dni. Zestarlé nefunkcni
trombocyty jsou pak fagocytarnim systémem odbourdvany ve slezin€, jatrech a kostni
dieni. *®
Mladsi desticky maji oproti star§im odlisnou strukturu, metabolismus i funkci. Jsou
veétsi, maji objemnéjsi cytoplasmu a vyssi obsah granuli. Na membrané maji vétsi pocet
vazebnych mist. Star$i desticky jsou men$i a mén€ funkcni. Starnutim se sniZuje jejich

. ’ so. . v s o 6
densita a klesa aktivita nitrobuné¢nych procest.

1.45 Funkce trombocyti v organismu

Krevni desticky jsou v organismu soucasti krve a za normélnich okolnosti jsou
obklopeny mimobunéénou tekutinou. Diky své hemostatické specifi€nosti maji na rozdil

od ostatnich krevnich bunék nékteré metabolické a strukturalni zvIastnosti. ©
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Trombocyty podléhaji fad¢ interakci bud’ s rozpustnymi slozkami krevni plasmy,
nebo snarusenym povrchem endotelu. Vysledkem téchto interakci mutze byt jejich
aktivace, pii které se méni tvar desticky, metabolismus i jejich latkova preména. °

Trombocyty jsou piimymi ucastniky primarni hemostasy, ktera zahrnuje interakci
desticek s poranénou cévni sténou a vede k vytvofeni primarni krevni zatky. Kromé toho
zasahuji 1 do hemostasy sekundarni, kdy diky svému fosfolipidovému povrchu umoziuji
radny prubéh koagulacnich procesti a uvoliuji latky pro obnovu endotelu a normalni
funkci cévni stény. 35

Desticky cirkulujici v krevnim ob&hu jsou velmi labilni a reaguji na zmény
prostiedi. Nejb&znéji rozeznanou reaktivni odpovédi je adhese, zména tvaru a agregace
trombocytu. Adhese je prilnuti krevnich desticek na jakykoliv povrch s vyjimkou dal$iho
trombocytu. Podileji se na ni plasmatické proteiny, struktury subendotelu
a termodynamické zmény, jako je mnozstvi a viskosita krve a velikost a tvar cév. Adhese
je ptimo linearné zavisla na poctu trombocytii. Agregace je vzajemné spojeni krevnich
destigek s cilem vytvofeni srazeniny — trombu. °

Ve fazi adhese trombocyty adheruji na obnazenou subendotelovou tkéain pomoci von
Willebrandova faktoru, ktery se vaze na destickovy adhesivni receptor GP Ib/IX a zaroven
na kolagen poranéné cévy. 10 paralelng s timto procesem probihad i aktivace krevnich
desticek, ktera je zprostfedkovana vazbou aktivatori ADP, epinefrinu, trombinu
a kolagenu na receptory, které jsou pro né specifické. Vazba agonisti vede k pfenosu
signalii s naslednou aktivaci fosfolipasy C a mobilizaci Ca®" z tubularniho systému.
Vysoka koncentrace Ca®" zpiisobi aktivaci fosfolipasy A, s uvolnénim kyseliny
arachidonové, inhibici tvorby antiagrega¢né pusobiciho CAMP a aktivaci proteokinasy,
které zpiisobi zménu ovalného tvaru desticek na kulovity a vytvoreni vybézki —
pseudopodii. ¥ ® Deformaci desti¢ek dochazi ke zvétSeni plochy, na které dochazi
K interakci faktort koagula¢ni kaskady.

Dale dochazi ke zm&nam membranové struktury. Pfi tzv. fenoménu ,,flip-flop*
dojde Kk pietoceni fosfolipidové dvojvrstvy cytoplasmatické membrany trombocytu
Vv horizontalni roving a na vnéj$i povrch membrany se dostanou zaporné nabité fosfolipidy,
! které nasledn& vyrazné urychluji interakce koagulagnich faktord. ** Pi tzv. uvoliiovaci
reakci se z destickovych granuli uvoliiuji ADP a tromboxan A, (TXAy), které navazanim

na desti¢kové receptory zesiluji aktivaci trombocyti. *
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Obr. 3 Schéma adhese a aktivace trombocytii *®

K agregaci desticek dochazi vlivem zmény konformace glykoproteinové struktury
GP Ilb/llla po obsazeni receptorovych mist na membrané trombocytu agonisty. =
Konforma¢ni zména umozni vyvazani molekuly fibrinogenu nebo von Wilebrandova
faktoru (VWF) mezi dvéma receptory GP IIb/Illa na dvou riznych destickach. ° Prvni
agregacni vlna vede ke vzniku nepevného agregatu, ktery se miize znovu rozpadnout.
Dochazi jen k ¢astecnému spojovani trombocyti menSim poctem glykoproteinovych
struktur. Pfi silnéjSim aktivaénim impulsu k sobé desticky ptilnou tésnéji a dochazi
k tzv. sekundarni agregaci, kterd je ireversibilni. ®°

Poslednim krokem primarni hemostasy je smrsténi (retrakce) vytvoiené krevni
zatky, které slouzi k podpotfe uzavieni rany. Dojde k pfilnuti pseudopodii desticek
K fibrinovym vlaknim a retrakce kontraktilnich bilkovin desti¢ek vyvold smr$téni
srazeniny — koagula. K tomuto procesu piispiva vazba fibrinogenu desti¢ek na destickovy
aktin prostfednictvim receptort GP 11b/11la. °

Pro zastaveni krvaceni z vétSich cév je potieba aktivovat hemokoagulacni systém.
Jedna se o fadu reakci, na kterych se G€astni plasmatické proteiny, plisobici jako enzymy
a kofaktory krevniho srdZeni. K aktivaci koagulace dochazi na bunééném povrchu. Pti
poranéni dochazi k iniciaci buikami, které nesou na svém povrchu tkanovy faktor, ktery se

dostane do kontaktu skrvi. Dal§i reakce probihaji na membranach aktivovanych

trombocytl, které se shromazdi v misté poSkozeni. V poslednim stupni dochézi k tvorbé
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trombinu, ktery pfemenuje rozpustnou bilkovinu fibrinogen na nerozpustny polymer fibrin,

ktery je hlavni slozkou koagula.

1.5 Induktory agregace trombocyti

Agregace vétSinou nasleduje po adhesi, ale mize byt vyvolana i pfimo, piisobenim
fady induktord, napi. ADP, TXA,, kolagenu, adrenalinu, trombinu nebo kyseliny

arachidonové, které se v laboratofi vyuzivaji pro stanoveni funkce krevnich desticek. °

1.5.1 Vyvolani agregace adenosindifosfatem

Primarni agregace je vyvolana ADP uvolnénym z poSkozenych tkani (vnéjsi ADP)
a ma reversibilni pribéh. Krevni desticky jsou spojovany pies aktivované glykoproteinové
oblasti, které se pifi nedostatecném impulsu ADP znovu oddéli a navrati do ptivodniho
stavu, a dojde k desagregaci trombocytl. Teprve pii dostateéné velké koncentraci vnéjsiho
ADP dojde k sekreci obsahu densnich granuli, které obsahuji zasobni ADP, a ke spusténi
mechanismu tvorby TXA,. Tento proces ma jiZ ireversibilni priibgh. ®

Aktivace bun€k pomoci ADP je zprostfedkovana pomoci membranovych
glykoproteinovych receptora P2Y; a P2Y,, které projevuji svou aktivitu prostiednictvim
tzv. parovych G-proteind. Aktivovany receptor P2Y; podporuje mobilizaci Ca** uvnitf
bunky a pfispiva ke zméné tvaru destiCek. P2Y 1, po aktivaci vede k inhibici enzymu
adenylcyklasy s naslednym poklesem hladiny cAMP, k aktivaci fosfolipasy A, ktera je
soucasti cyklu premény kyseliny arachidonové na TXA;, a aktivaci receptorl

GP lIb/llla. *°

1.5.2 Vyvolani agregace tromboxanem A;

Tromboxan A; (TXA;) vznika vtrombocytech pievazné pii preméné kyseliny
arachidonové plsobenim enzymu cyklooxygenasy. Véze se na
tromboxan-prostaglandinové receptory, aktivuje fosfolipasu C prostiednictvim parovych

G-proteinii vede k aktivaci, sekreci a agregaci krevnich desticek. > **
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1.5.3 Faktor aktivujici desticky

Faktor aktivujici desticky (PAF) je produkovan fadou bunc¢k vcetné krevnich
desticek. Je to ucinny aktivator nejen trombocytl, ale také monocytii a neutrofili. PAF
aktivuje destiCky nezavisle na ADP a TXA; a kromé aktivacnich G¢inkl také zvySuje cévni

I |
propustnost a vyvolava vasokonstrikci. >

1.5.4 Vyvolani agregace adrenalinem

Adrenalin (epinefrin) sam o sob& vyvola agregaci pouze tehdy, pokud je v davkach
vyrazné piekracujicich jeho fyziologickou koncentraci. Plsobi ptes ay-adrenergni receptor
prostiednictvim G-proteinu. Jeho navazanim na membranovy receptor desticky dochazi
k odkryti vazebného mista receptoru GP IIb/Illa pro vazbu s fibrinogenem. Jeho dalsim
ucinkem je inhibice adenylcyklasy. Adrenalin slouzi ptedevsim k zesileni G¢inku jinych

destickovych aktivatord. & °

1.5.5 Vyvolani agregace kolagenem

Kolagen je hlavni sloZkou cévni stény a hraje diilezitou roli pfi vyvolani aktivace
krevnich destidek, jejich agregaci a pii nastartovani reparaénich pochodd. !’ Desticky
aktivuje pouze ve své polymerni formé za soucasné piitomnosti ADP. V prvnim kroku
dojde k adhesi desticek ke kolagenovym vlakntim, K tomu Caste¢né piispiva i interakce
positivniho naboje kolagenu s negativné nabitym povrchem destidek. *® Po obsazeni
piislusnych receptoru dojde k vyvolani agrega¢niho signalu. Jako nejuéinngjsi aktivator

agregace se ukazuje kolagen typu IlI. °

1.5.6 Vyvolani agregace trombinem

Trombin vznikd na povrchu krevnich destiCek uc¢inkem protrombinasy na
protrombin. Desticky aktivuje prostfednictvim proteasou aktivované¢ho receptoru PAR-1.
Patii mezi nejsilnéjsi aktivatory trombocytll, je schopny vyvolat zménu tvaru, uvoliiovaci
reakci i agregaci. & *°

Trombin nelze pouzivat jako agrega¢ni induktor v podminkach in-vitro, protoze
jeho plisobenim na plasmu bohatou na desti¢ky dochazi ke vzniku fibrinové zatky. Pro tyto

podminky byl zaveden induktor TRAP-6, coz je peptid aktivujici trombinovy receptor.
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1.5.7 Vyvolani agregace ristocetinem

Ristocetin neni pfirozenym induktorem agregace. Je to antibiotikum, které se
pouziva pii stanoveni funkce krevnich desti¢ek. Zptisobuje aglutinaci a naslednou agregaci
tim, ze zprostiedkovava interakci mezi VWF a GP Ib/IX na povrchu trombocyti.
V neptitomnosti vVWF je citlivost na ristocetin snizena, toho se vyuziva pti diagnostice

von Willebrandovy choroby. %%

1.5.8 Vyvolani agregace pomoci kationického propylgalatu

Kationicka forma propylgalatu (CPG) se pouziva k vyvolani agregac¢ni odpovédi
specialné¢ pifi sledovani ucinnosti protidestickové 1écby kyselinou acetylsalicylovou.
Kationicky propylgalat je alkyl ester kyseliny gallové majici kladny naboj. Stimuluje
uvoliovaci reakci z destickovych granuli, modifikuje slozeni membrany trombocytli a ma

antioxidacni ucinky. 22

1.6 Protidesti¢ckova lécba

Pokud pfijdou trombocyty béhem cirkulace v krevnim fecisti do styku s obnazenym
kolagenem v subendotelialni vrstvé cévni stény v disledku aterosklerotického poskozeni,
dochazi v tomto misté k jejich adhesi. V ptipad¢ poruseni rovnovahy mezi proagrega¢nimi
a antiagraga¢nimi mechanismy dojde k vytvofeni destickového trombu. 23

Antiagregaéni 1é&ba je zaméfena na omezeni shlukovaci schopnosti trombocytt. 2
Protidestickové 1éky interferuji pfirtuznych Krocich aktiva¢nich procest, vcetné adhese,
uvoliovaci reakce a agregace a snizuji riziko arteridlni trombosy. Pfi nadmérném uziti
viak mohou zvysit riziko krvaceni. 4

Existuje mnoho latek, které zasahuji do procesu adhese, aktivace ¢i agregace
trombocytt, dikazy o klinické u¢innosti pro antiagregacni 1écbu jsou vSak v dneSni dobé
pouze pro blokaci tromboxanové cesty inhibici cyklooxygenasy pomoci Kkyseliny
acetylsalicylové, blokaci ADP receptoru thienopyridinovymi derivaty a pro dipyridamol

piisobici prostiednictvim zvyseni cAMP. %
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1.6.1 Ovlivnéni tromboxanové cesty ptisobenim kyseliny acetylsalicylové

V tomto piipadé se nejvic vyuziva ireversibilni nebo reversibilni inhibice
cyklooxygenasy (COX), experimentalné je mozna i inhibice tvorby kyseliny arachidonové,
inhibice tromboxansynthetasy a blokace tromboxanovych receptort. *°

Kyselina arachidonova (AA) se deacylaci zprostiedkovanou fosfolipasami uvoliuje
z membranovych fosfolipidi. V cyklu kyseliny arachidonové ptsobi cyklooxygenasa 1,
kterd je soucasti metabolismu prostaglandinii, kde umoziuje vznik cyklickych
endoperoxidu, predevS§im TXA, a prostacyklinu (PGl;), coz jsou latky vyznamné
ovliviiujici proces priméarni hemostase. * 2> % Cyklooxygenasa 1 je blokovana kyselinou
acetylsalicylovou (ASA). Inhibice COX-1 pomoci ASA je ireversibilni, protoze krevni
desticka nema jadro, a nema tudiZz ani genetickou vybavu pottebnou k znovuvytvoieni

potiebnych enzymu pro syntézu prostaglandint. 2t

trombocyty endotelialnd buiilcy
1 w
COX-1 |- ABA o CO-]
Cox-2
tromboxan T A, prostacyidin PGl
L J
vasokonstrilce vasodilatace
podpora agregace inihice agregace
hemostaza trotrhosa

Obr. 4 Mechanismus inhibice endoperoxidii kyselinou acetylsalicylovou (ASA) %

Inhibi¢ni vliv ASA na COX-1 je zavisly na davce této latky. Davka niZ§i nez 75 mg
nema prokdzany Uc¢inek a davky vyssi nez 150 mg nevedou ke sniZeni kardiovaskularnich
rizik, naopak se zvySuje vyskyt vedlejSich ucinkt. Udava se, Ze funkce desticek se pIné
obnovi za 6-7 dni po posledni davce. Hlavnim mistem uc¢inku ASA na trombocyty je
portalni ob¢h, antiagregaéni ucinek tedy na rozdil od ucinku protizanétlivého
a analgetického neni zavisly na sérové hladin€. Pro ireversibilni inhibici celé populace
desticek tedy staci kontakt ASA s trombocyty v portalnim systému v kratké dobé pied jeji

degradaci v jatrech. * %
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Nejdéle pouzivanym 1ékem, ktery obsahuje ASA jako ucinnou latku pro inhibici
agregace trombocytl, je Aspirin. V dneSni dobé je dostupnd tada dalSich produktii

s obchodnimi nazvy napt. Anopyrin, Preventax nebo Godasal.

1.6.2 Inhibice membranovych receptori pro ADP ptsobenim clopidogrelu

Thienopyridinové derivaty (tiklopidin, clopidogrel a prasugrel) blokuji vazbu ADP
na destiCkové receptory. Aktivni metabolity z téchto derivati vznikaji v téle ucinkem
cytochromu P450 3A4 a vazi se selektivng a ireversibilng na receptor P2Y1, 28 &imz brani
ADP-dependentni aktivaci receptorit GP IIb/I11a a vazb& trombocytt s fibrinogenem. 2°%°

V naSich podminkach se k inhibici pouzivaji léky s t¢innou latkou clopidogrel nebo
tiklopidin s obchodnimi nazvy napt. Plavix, Trombex nebo Tragren. Protoze tyto latky po
peroralnim podani vyZaduji pfeménu na aktivni latku, je jejich nastup ucinku relativné

pomaly.
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1.7 Cil bakalarské prace

Cilem piedkladané bakalaiské prace bylo sledovani funkce krevnich desticek
u zdravych jedinci a jedincti uzivajicich protidestiCkovou lécbu pomoci dvou metod,
optické a impedancni agregometrie.

Dalsim cilem bylo ziskani dat ke stanoveni normalnich rozmezi hodnot pro
jednotlivé induktory pouzivané v optické a impedancni agregometrii pomoci méfeni
zdravych jedinct. Po ziskani ur¢itého mnozstvi vysledkl a stanoveni normalniho rozmezi
hodnot pak dale porovnani obou metod agregace s piihlédnutim na vyjadieni Gc¢innosti
protidestickové 1é¢by a na zéklad¢ toho vybrani metody, ktera bude pro monitorovani

lécby vhodnéjsi.
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2. Experimentalni ¢ast
2.1 Definice souboru

2.1.1 Kontrolni soubor

Do kontrolniho souboru bylo zatazeno 25 muzii a 25 Zen, s primérnym vékem
37 let. Jednalo se o zdravé jedince, kterym byl vzorek krve pro stanoveni funkce krevnich
destiCek odebran za standardnich podminek v Centradlni hematologické laboratofi
Vseobecné fakultni nemocnice (CHL VFN) Praha. Kritériem pro vylouceni ze souboru
darci byla léCena hypertenze, mutace F V Leiden a pozitivni markery akutni faze,

t]. zvySeny pocet leukocytl, zvySeny fibrinogen a zvySena hodnota CRP.

2.1.2 Pacienti s protidestickovou lé¢bou

Do skupiny pacientii bylo vybrano 25 muzi a 25 Zen, s primérnym vékem 63 let.
Tito pacienti, trpici kardiovaskularni chorobou, uzivali dlouhodobou dualni
protidestickovou lé¢bu, tzn., Ze uzivali zaroven clopidogrel (75 mg denné€) 1 ASA (100 mg

denng¢).

2.2 Pouzity material
2.2.1 Diagnostika

ADP — LTA (Bio/Data Corporation, Horsham, USA)

ADP — Multiplate (Verum Diagnostica GmbH, Munich, Germany)
Citrat sodny (Lachema, Brno, CR)

Epinefrin (Helena Biosciences, Gateshead, UK).

Fyziologicky roztok (Ardepharma, Sevétin, CR)

Hirudin (Calbiochem, Kalifornie, USA)

Kationicky propylgalat (Analytical Control Systems, USA)

Kolagen (Helena Biosciences, Gateshead, UK)

Kyselina arachidonova (Verum Diagnostica GmbH, Munich, Germany)
Kyselina acetylsalicylova (Verum Diagnostica GmbH, Munich, Germany)
Prostaglandin E; (Verum Diagnostica GmbH, Munich, Germany)
Ristocetin (Bio/Data Corporation, Horsham, USA)

TRAP 6 (Verum Diagnostica GmbH, Munich, Germany)
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2.2.2 Biologicky material

Plna krev odebrana do hirudinu (CHL VFN Praha)
Plna krev odebrana do citratu (CHL VFN Praha)

2.3 Pristroje
2.3.1 ,Platelet Aggregation Profiler (PAP4)

PAP4 (Bio/Data Corporation, USA) je Ctyrkandlovy analyzator, ktery se pouziva
pro stanoveni funkce krevnich desticek pomoci optické agregometrie (LTA — Light

Transmission Aggregometry).

2.3.2 ,Multiplate“ (MEA — Multiplate Electrode Aggregometry)

,Multiplate“ (Dynabyte, Munich, Germany) je analyzator pracujici na
impedancnim principu. Skldda se zpécti paralelnich kanali s detekénimi kabely,
elektronicky ftizené pipety, monitoru a softwaru na bdzi Windows XP. Slouzi
ke kompletnimu vySetfeni funkce krevnich desticek. Miize se pouzit také k monitorovani

protidestickové 1€Cby.

2.3.3 Dalsi pristroje
Centrifuga 5804 R (Eppendorf) ptiprava PRP a PPP
Centrifuga Mini Spin (Eppendorf) ptiprava plasmy bez desti¢ek
Coulter LH 755 (Beckman Coulter, USA) stanoveni po¢tu krevnich desticek v PRP

2.4 Metody
2.4.1 Odbér vzorku krve

Vzorky byly ziskany od informovanych zdravych darci a pacientd uzivajicich
kombinovanou protidesticCkovou 1é¢bu. Odbér krve byl ve vétSiné piipadt proveden
za standardnich podminek piimo v laboratofi (hematologicka laborator VFN), aby bylo
zamezeno chybam v preanalytické fazi pfi zpracovani. V piipadé odbéru krve provedeném

na jiném pracovisti byl zajiStén Setrny transport krve do laboratofe do 30 minut.
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Krev byla odebirana do odbérovych zkumavek do citratu sodného (odbérovy
systém Vacutainer, Becton-Dickinson, UK), nebo do hirudinu (odbérovy systém Vacuette,

Greiner, Rakousko) v zavislosti na dal$im méfeni.

2.4.2 Priprava krve pro méreni agregace desti¢ek na ,,Multiplate*

Pro stanoveni funkce desti¢ek pomoci impedanéni agregometrie byla krev ze zily
odebrana do 15 IU/ml hirudinu. Hirudin pasobi jako pfimy inhibitor trombinu, nedochazi
tedy k vyvazovani Ca?*. Krev s hirudinem byla stabilizovana pfi pokojové teploté az do

doby méfeni.

2.4.3 Priprava plasmy bohaté na desti¢ky

Pro analyzu optickou agregometrii byla krev ze Zily odebrdna do zkumavek
s citratem vV poméru 1:10 (1 dil citratu sodného o koncentraci 0,129 mol/l a 9 dili krve).
Odebrana plné krev byla centrifugovana (10 min, 900 RPM, 25°C). Horni vrstva plasmy
obsahujici krevni desticky (PRP) byla pipetou pfenesena do nové zkumavky a fadné
promichana. Na analyzatoru Coulter LH 755 byl stanoven pocet krevnich desti¢ek
a Vv pripadé¢ potieby upraven. Kupravé na pozadovany pocet desticek pro stanoveni

optickou agregometrii byla PRP fedéna PPP.

2.4.4 Priprava plasmy chudé na desti¢ky

Na ptipravu plasmy chudé na desticky byla pouzita krev odebrana do citratu, ktera
byla centrifugovéna (10 min, 3000 RPM, 25°C). Pro ptipravu plasmy bez desticek byla
PPP znovu centrifugovana (5 min, 13000 RPM, 25°C).

2.4.5 Méreni agregace desti¢ek na ,,Multiplate«

Vysetieni bylo provadéno z plné krve ve specialnich kyvetach majicich dva pary
senzorl, na kterych se desticky po indukci adheruji a agreguji. Dva pary senzorl
zajiStovaly automatickou kontrolu kvality. Pro jednu analyzu bylo potfeba 300 pl krve.
Béhem nasedani desticek na senzory dochdzelo ke zvySeni elektrického odporu

(impedance). Elektrické napéti bylo pifevedeno na agregacni jednotky AU, které byly
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vynaseny do grafu v zdvislosti na Case. Hlavnim méfenym parametrem byla plocha pod
agregacni kiivkou (AUC) vyjadiena v agregacnich jednotkach za minutu (AU*min).

Pfi samotném méfeni byly do jednotlivych kandlti analyzatoru umistény kyvety
selektrodami a byly knim pfipojeny detekéni kabely. Na pocita¢i byly zadany
identifika¢ni idaje méfeného jedince a vybrany jednotlivé testy na prométeni. U kontrolni
skupiny i skupiny pacienti byla sledovana mira agregace po indukci ADP (ADP test
a ADP test HS), peptidem aktivujicim trombinovy receptor 6 (TRAP test) a kyselinou
arachidonovou (ASPI test a ASPI ASA). ADP test byl pouzit pro sledovani G¢innosti
inhibitoru receptoru pro ADP - P2Y,. TRAP test slouzil pro kontrolu funkce desticek, pti
spravné funkci by nemél byt ovlivnén protidestiCkovou 1é€bou. ASPI test byl vyuzit ke
sledovani uc¢innosti ASA jakozto inhibitoru cyklooxygenasy a ASPI ASA slouzil jako
kontrolni test rezistence na ASA.

Do kazd¢ kyvety bylo elektronicky fizenou pipetou pieneseno 300 ul krve a 300 pl
fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl). Néasledné bylo do kyvet piidano 20 pl
jednotlivych induktord v pofadi ADP (o koncentraci 6,5 pmol/l), ADP s prostaglandinem,
TRAP 6 (o koncentraci 32 pmol/l), AA (o koncentraci 0,5 mmol/l) a AA s ASA, a bylo
spusSténo méieni.

Z jednoho méficiho kanalu byly ziskdny dva vystupy — dvé agregacni kiivky. Na
kiivce byla znazornéna zavislost agregace desticek, vyjadiena v agregacnich jednotkach
(AU), na case (min). Z primérnych hodnot obou kiivek byla vypocitdna hodnota AUC —
plocha pod kiivkou (AU*min).

Na obrazku 6 jsou zndzornéné agregacni kiivky pacienta s ufinnou dudlni

protidestickovou 1é€bou (ASA 100 mg, clopidogrel 75 mg).
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Obr. 6 Agregacni kiivky pacienta s ucinnou dudni protidestickovou lécbou mérené na ,, Multiplate

2.4.6 Provedeni testi funkce krevnich desticek optickou agregometrii

Mg¢teni probihalo za stalého michani ve sklenénych silikonovanych mikrokyvetach
inkubovanych pti 37°C. V experimentech byla méfena zména propustnosti svétla
(transmise) po ptidani induktoru. Pro méfeni bylo potieba 225 pl plasmy bohaté na
desti¢ky (PRP) a 25 ul induktoru. Pocet desticek v PRP byl upraven pomoci plasmy chudé
na desticky (PPP) na pocet 200-300-10%1. Jako kontrola slouzila plasma bez desticek.
Vystupem byly agregacni kiivky znazornujici zavislost miry agregace na Case. U vétSiny
induktorti byla sledovana finalni agregace v %, resp. rozdil mezi ,,baseline* nastavenou
pomoci PPP (0 %) a maximalni agregaci (100 %).

Pfi vlastnim méfeni byla do Sesti mikrokyvet umisténa michadla. Do kyvet bylo
nasledné pipetou pifeneseno 225 ul PRP, ktera byla pii ptipraveé naiedéna PPP na optimalni
pocet desti¢ek. Do sedmé mikrokyvety bylo pipetou pfeneseno 250 ul plasmy bez desticek,
tento vzorek byl pouzit jako blank, pro nastaveni ,,baseline®. Mikrokyvety byly umistény
do ptistroje, kde byly temperovany na teplotu 37°C. Na pocita¢i byly zadany identifika¢ni
udaje testovaného jedince a nastaveny jednotlivé parametry pro méfeni. Do mikrokyvet
bylo k PRP piidavano 25 pl jednotlivych induktord v pofadi ADP (o koncentraci
20 ug/ml), epinefrin (o koncentraci 100 pmol/l), kolagen (o koncentraci 19 pg/ml)
aristocetin (0 koncentraci 1,5 mg/ml), vdruhé fazi pak kyselina arachidonova
(o koncentraci 500 pg/ml) a kationicky propylgalat (o koncentraci 300 pumol/l), a ihned
po pridani induktoru bylo spusténo méteni. Pfiblizné po 8 minutach bylo méfeni ukonceno.
Primarni kiivky byly vyhodnoceny softwarem piistroje a ulozeny do databize vzorkl
V ptistroji.

Na vystupnich grafech byla u vétSiny induktortt — ADP, epinefrinu (EPI), kolagenu
(COL), ristocetinu (RIS) a kyseliny arachidonové (AA) hodnocena mira finalni agregace

v%, u ADP také mira desagregace v %. U kationického propylgalatu (CPG) byla
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hodnocena strmost kiivky — slope, udavand v %/min, a cas pti polovicni agregaci — T 50,
udavany v s.
Na obrazku 7 a 8 jsou znazornéné agregacni kiivky pacienta s i€innou dudlni

protidestickovou lé¢bou (ASA 100 mg, clopidogrel 75 mg).
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Obr. 8 Agregacni kiiivky po indukci AA-1 a CPG-2
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3. Vysledky

Zjisténa data pro vliv jednotlivych induktord na agregaci krevnich desticek,
t]. % agregace, % desagrace, strmost kiivky (slope) a polovi¢ni ¢as agregace (T 50), byla
zpracovana v systému Microsoft Office Excel 2007 a statistické vypoclty provedeny

v programu Statistica 10.

3.1 Stanoveni normalniho rozmezi hodnot méieni agregace krevnich

desti¢ek po jednotlivych induktorech u kontrolni skupiny

3.1.1 Normalni rozmezi hodnot pro méieni agregace krevnich desti¢ek optickou

agregometrii

U pacientli 1 zdravych jedincti byla vyhodnocovana findlni agregace meétena po
indukci ADP, epinefrinem (EPI), ristocetinem (RIS), kyselinou arachidonovou (AA)
a polovi¢ni ¢as agregace a strmost kiivky po indukci kationickym propylgalatem (CPG).
Referenéni rozmezi bylo stanoveno pomoci kontrolni skupiny, jejiz hodnoty jsou uvedené

v tabulce 1, nasledovné:

ADP =61-93 % AA =59-91%
EPI =60-90 % CPG T 50 =44-100s
RIS =70-96 % CPG slope = 66-120 %/min

3.1.2 Normalni rozmezi hodnot pro méreni agregace krevnich desticek

impedanéni agregometrii

U obou skupin byl vyhodnocovan ADP test (mira agregace po indukci ADP),
TRAP test (mira agregace po indukci peptidem aktivujicim trombinovy receptor), ASPI
test (mira agregace po indukci kyselinou arachidonovou) a ASPl ASA (mira agregace po
indukci kyselinou arachidonovou s pfidanou kyselinou acetylsalicylovou). Referenéni
rozmezi bylo stanoveno pomoci kontrolni skupiny, jejiz hodnoty jsou uvedené v tabulce 1

— pro muze a zeny, v tabulce 2 — pro muze a v tabulce 3 — pro Zeny, nasledovneé:
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ADP test (muzi) = 320-878 AU*min ADP test (Zeny) = 501-1017 AU*min
TRAP test (muzi) = 6671159 AU*min TRAP test (zeny) = 771-1319 AU*min
ASPI test (muzi) = 466-992 AU*min ASPI test (zeny) = 591-1193 AU*min
ASPI ASA (muzi i zeny) = 0-93 AU*min

3.1.3 Statistické porovnani hodnot méfeni agregace desti¢ek po jednotlivych

induktorech mezi pohlavimi

Pro statistické porovnani mezi pohlavimi byl pouzit T-test pro nezdvislé skupiny.
Zjistili jsme signifikantni rozdil (p < 0,001) u testt na ,,Multiplate” kromé kontrolniho
testu ASPI ASA. Na LTA nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi pohlavimi. Na
grafu 1a 2 jsou znazornéna porovnani vysledki ASPI testu a ASPlI ASA testu

u kontrolniho souboru pro muze a zeny.
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Graf 1 a 2 Porovnadni hodnot ASPI testu a ASPI ASA u kontrolniho souboru muzii a Zen

3.1.4 Korelace hodnot méieni agregace krevnich desti¢ek po jednotlivych

induktorech v kontrolnim souboru

Normalita byla hodnocena pravdépodobnostnim grafem a SW testem
(Shapiro-Wilkuv test). Na zakladé normality byly vybrané piislusné korelace.

Pro zjisténi vzdjemnych korelacnich vztahi v kontrolnim souboru byl pouZzit
Pearsoniv korelacni koeficient s nasledujicimi vysledky: parametry v ramci jednotlivych
metod spolu vzajemné koreluji (p < 0,05) s vyjimkou parametru CPG, kde jsou pouzivany

jiné jednotky, nez u ostatnich parametri na LTA.
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3.2 Definice zbytkové aktivity desticek a u¢innosti dualni 1é¢by
3.2.1 Udinnost 1é¢by méFena optickou agregometrii

Pti hodnoceni ucinnosti protidestickové 1écby se kladl diraz predevSim na
induktory, po kterych byla agregace vyrazn¢ ovlivnéna. Mira ovlivnéni agregace desticek
1é¢bou v porovnani s mirou agregace u kontrolniho souboru je pro clopidogrel znazornéna
v grafech 4, 5 a 6, pro kyselinu acetylsalicylovou (ASA) v grafech 7-11. V ptipadé ASA to
byl epinefrin, kyselina arachidonova a kationicky propylgalat, v ptipad¢ clopidogrelu
ADP.

3.2.2 Utinnost 16¢by méiena impedanéni agregometrii

Utinnost 1é¢by ASA, resp. clopidogrelu (tj. mira inhibice agregace desticek po
indukci AA, resp. ADP) byla vyhodnocovana v %. Zakladem pro vypocet byla méfena
plocha pod kiivkou ASPI testu, resp. ADP testu (AU*min).

Pro vypocet miry inhibice agregace po indukci AA u ASPI testu a ADP u ADP
testu (% inh.) podle rovnice 2, vyjadfované pomoci zjisténych hodnot TRAP testu, se
vychazelo z faktu, Ze mezi primémymi hodnotami TRAP testu pro kontrolni soubor
a soubor pacientii neni statisticky vyznamny rozdil (Kolmogortv-Smirnoviv test,
p > 0,01). Pro dopocet teoretické hodnoty ASPI a ADP testu u pacientu, viz rovnice 1, bylo

vyuzito zjisténi, ze ASPI a ADP test s TRAP testem v kontrolnim souboru koreluji.

TRAP test (pac)-ASPI test (kon)

ASP] test (pac.) teor.= TRAP 2ot (eom) (1)
.o _ _ ASDI test (pac) mer. ] (2)
ucinnost [:%j - (1 ASPI tast (pac) raor.) 100

pac. — pacient, kon. — kontrolni soubor, teor. — teoretickd hodnota, mér. — namérend hodnota
ucinnost v % — mira inhibice
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3.3 Deskriptivni statistika zjiSténych hodnot agregace krevnich desti¢ek po
pridani jednotlivych induktori

3.3.1 Hodnoty agregace trombocytu zjisténé u kontrolniho souboru

Je doporucovano, aby si kazda laboratof stanovila vlastni normalni rozmezi hodnot
pro sledované parametry, proto byl vybran kontrolni soubor zdravych jedinct. V tabulce 1
jsou uvedené zjisténé hodnoty agregace pro cely soubor zdravych jedinct, tj. muze i Zeny.
V tabulce 2 jsou pak uvedené hodnoty agregace pouze pro muze, Vtabulce 3 pouze

pro Zeny.

Tab. 1 Hodnoty agregace desticek u zdravych darcii pro optickou (LTA) i impedancni (MEA)

agregometrii
LTA MEA
% CPG | CPG ASPI
n=50 | Vék | ADP | des. | EPI | RIS | AA ADPtest | TRAPtest | ASPItest
ADP slope | T 50 ASA
minimum | 21 62 0 59 65 61 66 48 382 716 419 0
maximum | 68 94 2 90 97 93 120 108 997 1296 1126 121
medidn 33 76 0 76 83 75 92 71 670 971 812 31
pramér 37 77 0 75 83 75 93 72 679 979 811 38
sm. odch. | 13 8 0 7 6 8 14 14 156 146 163 28
25D 25 16 1 15 13 16 27 28 313 292 326 55
P+2SD 3725|7716 | 01 | 75£15| 83+£13 | 75+£16 | 93+£27 | 72£28 | 679+313 | 9794292 | 811+£326 | 38+55
Tab. 2 Hodnoty agregace desticek u zdravych darcii pro optickou (LTA) i impedancni (MEA)
agregometrii — skupina muzu
muzi LTA MEA
0 CPG | CPG ASPI
n=25 | Vék | ADP | des. | EPI | RIS | AA ADPtest | TRAPtest | ASPItest
ADP slope | T 50 ASA
minimum | 21 62 0 59 72 61 66 54 382 716 531 0
maximum | 62 94 2 90 92 90 116 108 997 1156 1053 96
median 33 77 0 76 84 75 92 69 558 931 690 40
pramér 35 79 0 76 84 75 92 74 599 913 729 41
sm.odch. | 11 9 1 8 6 8 13 13 140 123 131 28
2SD 22 17 1 15 11 17 25 27 279 246 263 57
P+2SD 35422 | 79£17 | 0£1 | 7615 | 84+11 | 75£17 | 92425 | 74+£27 | 5994279 | 913+£246 | 7294263 | 41+57
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Tab. 3 Hodnoty agregace desticek u zdravych darcii pro optickou (LTA) i impedancni (MEA)
agregometrii — skupina Zen

zeny LTA MEA
0 CPG | CPG ASPI
n=25 | Vék | ADP | des. | EPI | RIS | AA ADPtest | TRAPtest | ASPItest

ADP slope | T 50 ASA
minimum | 21 64 0 61 65 63 74 48 433 832 419 0
maximum | 68 92 1 85 97 93 120 99 989 1296 1126 121
median 33 75 0 74 80 75 94 71 757 1024 880 31
primér 39 76 0 74 82 76 95 70 759 1045 892 34
sm.odch. | 14 7 0 7 7 8 14 14 129 137 150 26
2SD 28 14 0 14 14 15 29 29 258 274 301 53
P+2SD 30+£28 | 7614 | O |74+14 | 82+14 |76+15|95+£29 | 70+£29 | 759+258 | 1045+274 | 892+301 | 34453

3.3.2 Hodnoty agregace trombocyti zjisténé u souboru pacienti

Diivodem méfeni dat souboru pacienti byla nutnost ovétit tcinnost podavané

duélni 1écby. V tabulce 4 jsou uvedené zjiSténé hodnoty agregace pro cely soubor jedinct,

tj. muze i Zeny. V tabulce 5 jsou uvedené hodnoty agregace pouze pro muze, v tabulce 6

pouze pro zeny.

Tab. 4 Hodnoty agregace desticek u pacientii pro optickou (LTA) i impedancni (MEA)

agregometrii
LTA MEA
%
_ " CPG | CPG ADPtest ASPltest | ASPI
n=50 | Veék| ADP E(I;SP EPI | RIS | AA slope | T 50 ADPtest % inh. TRAPtest | ASPItest %inh. | ASA
minimum | 37 33 0 9 |64 |0 12 75 17 0 405 41 0 0
maximum | 86 89 84 76 | 100 | 74 | 92 480 951 68 1210 1050 94 175
median 62 57 44 30 | 87 | 9 34 157 390 27 887 125 83 23
pramér 63 56 41 33 | 86 | 12 | 38 185 426 32 869 176 75 31
sm. odch. | 14 12 26 16 | 8 |16 | 16 97 208 25 207 177 24 35
Tab. 5 Hodnoty agregace desticek u pacientit pro optickou (LTA) i impedancni (MEA)
agregometrii — soubor muzi
muzi LTA Multiplate
%
_ . CPG | CPG ADPtest ASPltest | ASPI
n=25 Vék | ADP :eDSP EPI | RIS [ AA slope | T 50 ADPtest % inh. TRAPtest | ASPltest % inh. ASA
minimum | 37 | 33 0 9 |64 |0 12 75 107 0 405 41 0 0
maximum | 86 | 89 84 | 76 | 100 | 74 | 92 480 951 68 1210 1050 94 175
median 62 | 57 44 | 30 | 87 | 9 34 157 390 27 887 125 83 23
prumér 63 | 56 41 | 33 | 8 | 12 | 38 185 426 32 869 176 75 31
sm.odch. | 14 | 12 26 | 16 | 8 | 16 | 16 97 208 25 207 177 24 35
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Tab. 6 Hodnoty agregace desticek u pacientii pro optickou (LTA) i impedancni (MEA)
agregometrii — soubor zen

zeny LTA Multiplate
%

_ . CPG | CPGT ADPtest ASPltest | ASPI
n=25 | Vék|ADP ggsp EPI | RIS | AA slope 50 ADPtest % inh. TRAPtest | ASPItest % inh. ASA
minimum | 37 24 6 16 | 64 | O 20 71 176 0 323 19 0 0
maximum | 79 69 9% | 71| 99 | 55| 64 316 730 74 1381 594 97 117
median 64 | 50 52 | 30 | 86 | 10 | 40 109 381 50 960 146 82 18
pramér 60 | 50 53 [ 32 | 85 | 15 | 40 140 375 45 923 183 75 29
sm.odch. | 14 11 23 | 14 8 |14 14 70 159 21 222 143 25 32

3.4 Vyjadreni ucinnosti 1é¢by

Pro hodnoceni ucinnosti 1é¢by jsme pouzili data uvedend v tabulce 4. Pocty jedinci,

u kterych byla lécba u€inna, jsme znazornili v grafu 3, procentudlni vyjadieni G¢inné 1écby

je uvedeno v tabulce 7.

LTA - ADP

% des.ADP

LTA - EPI

M pocet ucinnych

LTA- AA SlopeCPG T50CPG ADPtest-
% inh.

pocet neucinnych

ASPltest -
% inh.

Graf 3 Ciselné vyjdadieni uicinnosti 1écby pomoci vybranych parametri

Tab. 7 Procentudlni vyjadreni ucinnosti lécby

LTA |%des. | LTA| LTA | Slope | T50 | ADP test | ASPI test
-ADP | ADP |-EPI|-AA | CPG | CPG | -%inh. | -%inh.
ucinnost % 68 64 80 84 96 72 54 82

3.5 Statistické porovnani pacientii a kontrol

jednotlivych induktorit u pacientll a kontrol mezi pacienty a kontrolami jsme pouZili

Pro statistické porovnani zjiSténych hodnot agregace krevnich desticek po ptidani

Kolmogorhv-Smirnoviv test. U vSech parametrti jsme zjistili signifikantni rozdil

(p < 0,001).
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Na zdklad¢ porovnani normalnich hodnot agregace desticek a hodnot agregace po

podani protidestickové 1é€by bylo mozné vybrat ty induktory, které po podani

protidestickové 1é¢by ukazuji zmény v agregaci deseticek.

3.5.1 Parametry stanovené pro sledovani uc¢innosti clopidogrelu

Po podani clopidogrelu byla zjisténa snizena agregace po indukci ADP, proto byly

pro vyhodnocovani ucinnosti 1é¢by pouzity pravé parametry agregacnich kiivek, které

tento fakt znazornovaly. Na grafech 4, 5 a 6 je mozno pozorovat rozdil mezi mirou

agregace u zdravych jedincii a pacientl uzivajicich protidestickovou 1écbu.
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Graf 4-6 Graficky zndzornéné porovnani miry agregace krevnich desticek u pacientii a kontrolniho
souboru, v grafu 4 je zndzornéné porovnani agregace po indukci ADP, v grafu 5 desagregace po
indukci ADP, v grafu 6 porovnané hodnoty ADP testu
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3.5.2 Parametry stanovené pro sledovani uc¢innosti kyseliny acetylsalicylové

Po podani kyseliny acetylsalicylové (ASA) byla zjiSt€na snizend agregace po
indukci epinefrinem (EPI), kyselinou arachidonovou (AA) a zvySeny poloviéni cas
agregace a odliSna strmost kiivky po indukci kationickym propylgalatem (CPG).

Na grafech 7-11 je mozno pozorovat rozdil mezi mirou agregace, desagregace, T 50

a slope u zdravych jedincii a pacientti uzivajicich protidestickovou 1é¢bu.
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Graf 7-11 Graficky zndzornéné porovnani miry agregace krevnich desticek u pacientii a kontrolniho
souboru, v grafu 7 je porovnadni agregace po indukci EPI, v grafu 8 po indukci AA, v grafu 9 slope
CPG, v grafu 10 porovnani T 50 CPG a v grafu 11 jsou porovnané hodnoty ASPI testu
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4. Diskuse

V teoretické c¢asti prace jsme popsali zékladni funkce krevnich desticek
a monitorovani jedné z téchto funkci, agregace desti¢ek. Uvedli jsme induktory, které
vyvolavaji agregaci destiCek a které jsme potom dale vyuzivali v experimentalni ¢asti
prace.

V prvni Casti porovndvani jsme hodnotili miru agregace desticek po pridani
jednotlivych induktort u skupiny zdravych darcti v poctu padesati jedinci a pomoci
ziskanych dat jsme stanovili laboratorni normalni rozmezi hodnot méteni funkce krevnich
desti¢ek pro jednotlivé induktory. Vysledky jsme hodnotili komplexné, v souboru, kde byli
zahrnuti muzi i zeny, a nasledn¢ jsme vyhodnoceni provedli i pro soubor muzii a Zen
zvlast. Méreni funkce destiek vybranych zdravych jedinc jsme provadéli v obdobi
od ¢ervna 2011 do dubna 2012.

Ve druhé casti méfeni jsme hodnotili miru agregace destiCek po ptidani
jednotlivych induktor u skupiny pacientti uzivajicich dudlni protidestiCkovou lécbu.
Na analyzatorech jsme promeétovali agregaci po nékolika vybranych induktorech, pfi
vyhodnocovani jsme dale pouzivali jen ty induktory, které agregaci vyrazné ovliviiovaly.

U hodnot funkce desticek kontrolni skupiny méfené optickou agregometrii nebyly
zjistény vyznamné rozdily mezi pohlavim, proto také uvadime normalni rozmezi hodnot
agregace pro muze a zeny dohromady. U impedan¢ni agregometrie byly u jednotlivych
induktori vysledky pro muze a Zeny odlisSné. Proto na zadklad¢ této prace vznikne
doporuceni vyhodnocovat vysledky impedan¢ni agregometrie pro zeny a muze oddélené
a 1 nase stanovené rozmezi hodnot je pro muze a zeny rozliSeno.

Pti méfeni optickou agregometrii jsme si overili, ze agregace desticek po piidani
induktorti je Vv piipadé ASA vyrazné ovlivnéna po indukci epinefrinem, kyselinou
arachidonovou a kationickym propylgalatem, v pfipadé clopidogrelu po indukci ADP.
V porovndni s hodnotami stanovenymi v rdmci méfeni souborli zdravych jedincii
U pacientil 1é€enych ASA obvykle dochazelo k mirnému sniZeni hodnot finalni agregace po
ptidani ADP a k mirné desagregaci, k vyraznému snizeni az chybéni agregace po indukci
kyselinou arachidonovou (AA =0-20 %) a epinefrinem (EPl = 0-44 %) a k posunuti
hodnot mimo stanovené normalni rozmezi pro kationicky propylgalat (CPG slope
<66 %/min a CPG T50 > 100 s). U pacientu léCenych clopidogerelem dochazelo
K vyraznému snizeni hodnot findlni agregace po indukci ADP (ADP = 0-59 %)

a k vyrazné desagregaci (% des. po indukci ADP > 35 %). U souboru pacientl jsme
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vztahovali zjisténé hodnoty agregace a jejiho ev. snizeni K hodnotdm uréenym v ramci
kontrolntho souboru. Rozmezi pro ucinnou 1é¢bu u nékterych parametri bylo diive
stanovené v nasi laboratofi z rozsahlého souboru pacientii s protidestickovou 1écbou (AA,
EPI, % des. po ADP) a v p¥ipadé finalni agregace po ADP z literatury. ¥

Pfi méfeni miry agregace impedancni agregometrii po pfidani jednotlivych
induktord je primérna ucinnost ASA pti denni davce 100 mg 65-99 %. Toto rozmezi bylo
diive stanovené v nasi laboratofi pomoci rozsahlého souboru pacientti uzivajicich ASA
(nepublikované vysledky). Primérna ucinnost (tj, mira inhibice agregace desticek po
indukci ADP) pri denni davce 75 mg clopidogrelu je 40-60 %. **

Z porovnani jednotlivych metod vyplyva, ze optickd agregometrie je vhodnéjsi pro
sledovani u¢innosti 1é¢by ASA, protoze je zfejma odezva po indukci tfemi agonisty, které
je tfeba pro jejich mirn€ odliSnou citlivost hodnotit komplexné.

Impedanéni agregometrie je vhodna pro stanoveni ucinnosti jak po 1€cb&é ASA, tak
po clopidogrelu, protoze ukazuje vyznamnou zménu hodnot agregace po piidani
jednotlivych induktorti. Pomoci testu ASPI ASA lze navic urcit ptipadnou aspirinovou
restistenci.

Je také dulezit¢ piihlédnout k vyhodam a nevyhodam provedeni jednotlivych
metod. Pfiprava krve na méfeni optickou agregometrii je ¢asové naro¢na, projevuje se vliv
chylosni, ikterick¢ a hemolytické plasmy, vzhledem k tomu, Ze se jednd o optickou
metodu, na druhou stranu je velkou vyhodou tprava poctu desticek pro méfeni na
standardni pocet 200-300-109/1. Tim opticka agregometrie (LTA) zlstava ,,zlatym
standardem* pro stanoveni funkce desti¢ek. Dale je na LTA mozné piimé vyjadieni
Vv procentech agregace, neni potom nutné slozité vyhodnocovani.

Meéieni pomoci impedancni agregometrie je rychlé, protoze se pouziva plna krev,
odpadé tak casové ndrocnd piiprava plasmy bohaté na desti¢ky, navic je potfeba mensiho
objemu krve, a zaroven probihad analyza soubézné na dvou senzorech a umoziuje tak
automatickou kontrolu kvality méfeni. Jednou z nevyhod je atypické protisrazlivé ¢inidlo
(hirudin), které nemusi byt vzdy dostupné. Velkou roli zde hraje pocet desti¢ek, ktery na
rozdil od optické agregometrie nemiZzeme upravit. Vyhodnoceni vysledkii je pfi tomto
méfeni pomerné slozité, vystupni hodnoty je potfeba piepocitdvat pomoci kontrolnich

testu.
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5. Zavér

V bakalaiské praci jsme zjistili, Ze pro sledovani ucinnosti dudlni protidestickové
l1écby je vhodna optickd i impedanéni agregometrie vyuzivana pro méfeni miry agregace
krevnich desticek. Nevyhodou optické agregometrie je jeji ¢asova naro¢nost, vyhodou je
snadnéjsi interpretace vysledki a standardizovany pocet desticek pro analyzu. Nevyhodou
impedancni agregometrie je vliv poctu krevnich desticek a naro¢néjsi interpretace
vysledkd, bylo by tedy potifebné stanovit jednozna¢né meze pro ucinnost lécby. Vyhodou
impedancni agregometrie je jeji rychlost a potfeba malého objemu krve.

Z porovnani jednotlivych metod vyplyva, ze optickd agregometrie je vhodnéjsi pro
sledovani Gi¢innosti 1écby ASA, pro moZnost posouzeni agregace desticek po indukci tfemi
agonisty agregace.

Kazda laboratotf monitorujici protidestickovou 1é€bu by si méla stanovit normalni
rozmezi hodnot pro pouzivané metody a zarovenl 1 meze pro ucinnou i neuc¢innou lécbu na
dostate¢né¢ velkém kontrolnim souboru. Bez tohoto rozmezi neni mozné uc¢innost 1écby
hodnotit.

Idealnim postupem je vySetiit funkci desticek jesté pred zahajenim 1é¢by a nasledné
sledovat jeji u¢innost, protoze kazdy pacient reaguje na lécbu individualné. V laboratorni
praxi vSak vétSinou neni mozné tento postup dodrzet.

Uginnost protidesti¢kové 16¢by je doporucovano sledovat vzdy, aby se piedeslo
moznym trombotickym, nebo naopak krvacivym piihodam. Ke zptisobu monitorovani je
potieba ptistupovat individudlné a velmi dualezitd je predevSim interpretace zjiSténych
hodnot agregace. Zjisténa data je dobré vyhodnocovat v souladu s ostatnimi

hemokoagula¢nimi vysledky a zavér stanovit 1 S ohledem na anamnézu pacienta.
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