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Nazev diplomové prace:
ELIMINACE ALKOHOLU V KRVI U PACIENTU
LECENYCH KUMARINOVYMI PREPARATY
Kumarinové preparaty jsou nejéastéji pouzivand peroralni antikoagulancia. Hlavnim
dependentnich koagula¢nich faktorii v jatrech. Alkohol je nejstarSi a nejpouzivangjsi
navykova latka. Spolecnosti je tolerovana a pravidelné uzivani malych davek alkoholu

je povazovano za ,,zdravi prospeSné*.

Cilem mé prace bylo zjistit, jak se soucasné uzivani kumarinovych preparati a

alkoholu vzajemné ovliviiuje.

Celkem bylo otestovano 62 osob (33 muzli a 29 Zen), z toho 27 osob (14 muzi a 13
zen) bylo 1é¢eno kumarinovymi preparaty, 35 osob (19 muzi a 16 zen) tvotilo kontrolni
skupinu osob bez 1é¢by kumarinovymi preparaty. VSem osobam byla podana standardni
davka alkoholu. V €asovém tuseku - 0 (pfed podanim), 172 a 3 hodiny (po podéni) byla
vSem testovanym osobam méfena hladina alkoholu v krvi (COBAS INTEGRA 400
plus) a hodnota INR (SYSMEX CA 1500). Ziskana data byla statisticky vyhodnocena a

znazornéna pomoci modifikace grafu Bland-Altman.

Z vysledkl této studie vyplyva, ze uzivani kumarinovych prepardtli na eliminaci
alkoholu v krvi nema vyznamny vliv, nebot' vysledky skupin slécbou a skupin
kontrolnich se témé&f nelisi. Naproti tomu uzivani alkoholu ovliviiuje terapeuticky

ucinek kumarinovych preparati.
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Student: Jana Kahounova

Supervizor: Doc. PharmDr. Marie Voprsalova, Ph.D.
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Title of diploma thesis:

ELIMINATION OF ALKOHOL IN BLOOD OF PATIENTS TREATED WITH
COUMARIN DRUGS

Coumarin preparations are the most commonly used oral anticoagulants. The

main representative is Warfarin. The most important function of warfarin is to reduce

the formation of K-dependent coagulation factors in the liver. Alcohol is the oldest and

most widely used addictive substance. Alcohol is the oldest and most commonly used

substance. Society is tolerated and regular use of small doses of alcohol is considered

"beneficial to health".

The aim of my thesis was to find out how the concomitant use of coumarin drugs and

alcohol interacts.

There were tested 62 people (33 men and 29 women), of whom 27 people (14 men
and 13 women) were treated with coumarin drugs, 35 people (19 men and 16 women)
formed the control group of individuals without treatment with coumarin drugs. All
people were given a standard dose of alcohol. The blood alcohol level (COBAS
INTEGRA 400 plus) and INR (SYSMEX CA 1500) were measured in the time-0
(before administration), 1%2 and 3 hours (after administration). The data obtained was

statistically evaluated and illustrated by the modification of the Bland-Altman chart.

The results of this study show that the use of coumarin preparations for the
elimination of alcohol in the blood does not have a significant effect, as the results of
treatment groups and control groups are almost no different. On the other hand, the use

of alcohol affects the therapeutic effect of coumarin preparations.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ADH
BMI
CNS
CYP
EtOH
GABA
INR

ISIT
MEOS
NAD+
NADP+
NMDA
PIVKA
VKORCI1

alkoholdehydrogenaza

Body Mass Index

centralni nervovy systém

cytochrom P

etylalkohol

kyselina y-aminoméaselna

International normalized ratio

index citlivosti tromboplastinu
mikrosomalni etanolovy oxidac¢ni systém
nikotinamiddinukleotid
nikotinamiddinukleotidfosfat
N-metyl-D-asparagova kyselina
Proteins Induced by Vitamin K Absence

vitamin K epoxid reduktazovy komplex 1



2. Uvod

Prekurzorem kumarinovych preparatd (derivatl) je kumarin, coz je chemické
sloucenina (benzopyron), toxin obsazeny v mnoha rostlinach. Kumarinové preparaty se
fadi mezi antikoagulancia; latky, které svym zasahem do koagulacniho systému brani
narustani zilni ¢i arteridlni trombdzy a tim znesnadiuji recidivu Zilnich a arteridlnich
tromboz. V soucasnosti jsou nejcastéji uzivané parenteralné¢ podavané hepariny a per
oralng uzivané kumarinové derivaty. (Matyskova M. a kol. 2005). V CR je hlavnim
prostiedkem oralni antikoagulacni 1é¢by warfarin (Warfarin Orion tbl. 4 3 a 5 mg,
Lawarin Pliva tbl. 2 a 5 mg, Warfarin LS). Ethylbiskumacetat (Pelentan tbl. 300mg,
Pelentanettae tbl. obd 75 mg, LécCiva) postupné zmizel z preskripce. Oba tyto
kumarinové derivaty zasahuji do pfirozen¢ho cyklu vitaminu K a brani karboxylaci

specifickych proteint zavislych na vitaminu K. (Cepeldk V., 2002)

Alkoholy jsou nearomatické hydroxylové derivaty uhlovodikl, které vznikaji
nahradou jednoho ¢i vice atomi vodiku na atom uhliku hydroxylovou skupinou.
Nejznaméjsi ze skupiny alkoholl je etanol. Etanol patii mezi nejvice podcenované a

riznymi myty a stereotypy optredené navykové latky.



3. Obecna Cast

3.1. Warfarin

Warfarin je synteticky derivat dikumarolu, jez je odvozen od kumarinu.
Asymetricky uhlik v poloze 9 umoznuje existenci dvou enantiomerdt — R- a S-
warfarinu, pfiCemz podavand latka je racemickd smés S a R enantiomeru, kdy S
enantiomer je zodpovédny za hlavni podil terapeutick¢ho efektu. Je to nejvice
pouzivany Iék ze skupiny peroralnich antikoagulancii. Pouzivd se v prevenci
tromboembolickych piihod, vCetné atridlni fibrilace a hluboké Zilni trombozy. Hlavni

funkci warfarinu je snizeni tvorby K-dependentnich koagula¢nich faktort v jatrech.

OH o]

Obr. 1. Chemicka struktura warfarinu
Systematic (IUPAC) name (RS)-4-hydroxy- 3-(3- oxo- 1-phenylbutyl)- 2H- chromen- 2-one

3.1.1.Farmakokinetika warfarinu

Vysledny antikoagulacni ucCinek zavisi na farmakokinetickych vlastnostech
kumarinového derivatu, na zaCatku 1éCby je vSak ovlivnén plazmatickou hladinou
proteinli zavislych na vitaminu K syntetizovanych pfed zahdjenim 1écby. Ty mizi
z plazmy riiznou rychlosti, proto miiZe na zacatku 1écby v disledku rychlého poklesu
proteinu C pirevladnout porucha ptirozenych antikoagulacnich mechanizm nad
zadanym antikoagulaénim u¢inkem. (Cepeldk V., 2002). Pfi 1é¢bé warfarinem

(racemickd smés S a R warfarinu, v niZ S-warfarin pfedstavuje zhruba 70 % ucinnosti



warfarinu) je problémem velka inter- i intraindividudlni variabilita s Uzkym
terapeutickym oknem a vysokym rizikem krvaceni, pfedevsim rizikem hemoragického

iktu a zdvazného intraabdominalniho krvaceni. (Slechtova J., 2009).

3.1.1.1. Faze absorp¢ni

Warfarin je témét kompletné absorbovan z traviciho traktu po p.o. podani s
vrcholovou plazmatickou koncentraci v prvnich 4 hodinach po podani. Warfarin
prostupuje placentou a svoji interakci s fetalnimi bilkovinami v kostech a krvi plodu
muze vyvolat fadu vrozenych defektii charakterizovanych abnormalni tvorbou kosti.
(Suchy D., 2009). Soulasné poziti potravy zpomaluje absorpci warfarinu, ale
neovliviiuje jeho biologickou dostupnost. SniZeni biologické dostupnosti warfarinu bylo
naopak pozorovano pii soucasném uzivani nékterych 1€kt (napt. sukralfatu,
cholestyraminu a v mens$i mife i1 kolestipolu). Proto je doporu¢ovano podavat tyto 1éky
oddélené od warfarinu s intervalem nejméné¢ 3 hodiny. (Kousalova L. a kol., 2003).
Biologicka dostupnost mlize byt sniZena nevhodnym skladovanim, vystavenim vlhku,

teplu nebo svétlu.

3.1.1.2. Faze distribué¢ni

Warfarin je rychle distribuovan do jater, kde se primarné¢ kumuluje
v mikrosomech. Asi 99 % warfarinu se vaZe na plazmatické proteiny (albumin). Takto
vazany warfarin je farmakologicky inaktivni, ¢imz je chranén pied biotransformaci a
exkreci. Vysokou vazbu na bilkoviny odrazi maly distribuéni objem, ktery ¢ini pro
racemat 0,09 — 0,17 1/kg. Distribu¢ni objem R izomeru mulZe pfevysit S izomer, coz
nejspis odrazi rozdilnou afinitu izomerl k vazb¢ na proteiny. (Moravec O. a kol., 2011).

Warfarin se hromadi v jatrech, slezing, plicich a ledvinach.

3.1.1.3.Elimina¢ni faze a metabolismus warfarinu

Warfarin je racemickou smési dvou aktivnich enatiomerd, pficemz S-forma je

asi 3-7x ucinné€j$i nez R-forma a je i1 rychleji eliminovdna. Elimina¢ni polocas S-
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warfarinu je 18-34 hodin, R-warfarinu 20-80 hodin. Pro warfarin jako celek se pak

udavé hodnota 1,5 dne. (Vicek J. a kol., 2010)

Hlavni cesta biotransformace je lokalizovand v hladkém plazmatickém retikulu
jater. Primarnim metabolickym produktem jsou alkoholy warfarinu, které vykazuji
zanedbatelnou farmakologickou aktivitu, a hydroxyderivaty. Za vétSinu pifemén
cizorodych latek v organismu jsou zodpovédné cytochromy P450. (Poller a Hirsh,

1996).

Podstatou chemickych reakci, ke kterym pii metabolizmu 1é¢iv dochézi, je témét
vzdy reakce molekuly 1é¢iva s aktivovanym atomem kysliku. Schopnost aktivovat
kyslik je ddna zpisobem vazby (obecné interakce) navazané molekuly kysliku s

bilkovinnou ¢asti cytochromu P450. (Zuber R. a kol., 2001)

Na metabolismu warfarinu se podili n¢kolik izoenzyml cytochromu P450,
z nichz nejdilezitéjsi je 2C9, vyznam ma i 3A4. Neucinné metabolity jsou vylu¢ovany
ledvinami. Elimina warfarinu z organismu mutize byt tedy ovlivnéna renélni insuficienci.

(Vicek J. a kol., 2010)

Variabilita v metabolismu warfarinu je déna interindividudlnimi rozdily ve

vztahu davka-ucinek.

CYP2C9

Cytochrom P450 CYP2C9 je produkovan v jatrech a je zodpovédny za 50%
epoxygendzové aktivity v lidskych jatrech. V builkkdach se tento protein nachézi
v endoplazmatickém retikulu. Cestou CYP2C9 je metabolizovan S-warfarin a to na dva
hydroxyderivaty 7- a 6-hydroxywarfarin, které jsou eliminovany rendlni exkreci.
Geneticky polymorfismus genu CYP2C9 pfispiva k interindividualni variabilité
odpovédi na warfarin. Vzhledem k tomu, ze tento CYP katalyzuje i metabolismus
mnohych 1éciv (diklofenak, fenytoin, piroxicam, tetrahydrokannabinol, tolbutamid),

potencidl 1ékovych interakci warfarinu je znacny. (Rettie A.E. a kol., 2006)
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CYP3A4

CYP3A4 zahrnuje metabolismus obou izomerd. V lidskych jatrech tvoii v
pruméru 30 % obsahu vSech cytochromti P450. Jeho dulezitost je déna tim, Ze se podili
na vétsing (asi 52 %) znamych pfemén 1éc¢iv, které probihaji za Gcasti cytochromt P450.
Jeho pavodni role byla ziejmé zprostfedkovani metabolizmu a obecné pifemén

endogennich steroidil v jatrech a v dalSich organech. (Kousalova L., 2005)

I kdyz se zda na prvni pohled vliv metabolizmu R-warfarinu méné vyznamny,
je teba si uvédomit, zZe hladiny méné G€inného R-warfarinu v lidské plazmé jsou vyssi
nez S-warfarinu, coz do jisté miry kompenzuje jeho niz$i ucinnost. Proto i lékové
interakce na Grovni CYP3A4 zde mohou hrét roli, a to predevsim u latek, které jsou

silnymi inhibitory tohoto enzymu.

Na metabolizaci R-warfarinu se vyznamnou dilem podili také CYP1A2, ktery
metabolizuje warfarin na 6- a 8-hydroxywarfarin, a CYP1A1, ktery se vyskytuje hlavné

extrahepatdln¢ a na metabolizaci se podili jen malou mérou.

3.1.2. Farmakodynamika warfarinu

Warfarin (4-Hydroxy-3-(3-oxo-1-fenylbutyl)kumarin) je nej€astéji pouzivané
nepfimé per oralni antikoagulans. Je to kompetitivni antagonista vitaminu K (maji
podobnou strukturu). Vysledkem jejich plisobeni je snizeni tvorby K-dependentnich
koagulacnich faktort v jatrech — II, VII, IX a X, a také sniZeni syntézy pfirozenych
inhibitorti koagulace — proteinu C a S. Béhem syntézy téchto proteinti je redukovany
vitamin K oxidovan. Oxidovanou formu pak musi zregenerovat vitamin K epoxid
reduktiza — enzym, ktery je také cilovou strukturou, kterou nepiima antikoagulancia
blokuji. Tim vznikaji inaktivni PIVKA proteiny (Proteins Induced by Vitamin K
Absence). Warfarin dale zptisobuje snizeni hladiny hydrochinonu (vitaminu KH») a

soucasn¢ brani jeho regeneraci z epoxidu. (Matyskova M.a kol., 2005).
3.1.3. Farmakogenetika warfarinu

Cilovym enzymem pro warfarin je vitamin K epoxid reduktazovy komplex 1
(VKORCT). Gen pro humanni VKORCI je lokalizovany na 16. Chromozomu a

obsahuje tfi exony kodujici integralni membranovy protein. Genetické variace
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VRKOCI hraji v 1ékové odpovédi na warfarin vyznamnou roli. Mutace kodujiciho
useku u pacientti homozygoti zpiisobuje syndrom kombinované deficience vitamin K
dependentnich faktort 2. typu, zatimco u heterozygotl se vyskytuje rezistence na
warfarin. Posledni vyzkumy ukazuji, ze mutace 1639G—A v promotorové oblasti genu,
znama u evropské populace, redukuje expresi VKORCI v jatrech a tim snizuje
pottebnou davku warfarinu. Ale i polymorfi smus 6853 G—C predikuje nizsi davku
warfarinu u chronicky 1é¢enych pacienti. (Slechtova J. a kol., 2009).

Biotransformaci warfarinu ovliviiuje také polymorfismus genu pro CYP2C9. U
bélochti bylo identifikovano celkem 132 polymorfismt, sdruzenych do 6 velkych
skupin ptibuznych holotypt. Podstatny vyznam pro biotransformaci S-warfarinu maji

varianty CYP2C9*2,*3 *11. (Kessler P., 2005).

3.2. Etanol

Ethanol (mimo chemii dle PCP etanol) nebo ethyalkohol (obecné alkohol) je druhy
nejnizsi alkohol. Jde o bezbarvou kapalinu ostré, ale ve zfedéni ptijemné alkoholické
ving, kterd je zékladni soucdsti alkoholickych népojii. Je snadno zédpalny, a proto je

klasifikovan jako hoflavina 1. tfidy. Je dobfe rozpustny ve vodé 1 v tucich.

Etanol je v malém mnozstvi produkovan stievnimi bakteriemi a jeho stopy
se vyskytuji v ovoci. Alkoholické napoje je obsahuji ve vyrazné vysSich koncentracich.

(Koolman J. a kol., 2012)

Wy
H-C~C~0-H
H H

Obr. 2. Strukturni vzorec etanolu
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3.2.1.Farmakokinetika etanolu

3.2.1.1. Faze absorp¢ni

Protoze je etanol dobife rozpustny ve vodé i v tucich, snadno prochazi
membranami a rychle se dostdva do krevni cirkulace. Zhruba 20% davky se vstiebava
jiz v zaludku, od duodena do nizSich ¢asti gastrointestinalniho traktu se vstfebava zcela
voln¢, difuzi, po koncentraénim spadu. Mira a rychlost vstiebavani zavisi na nékolika
okolnostech. Velky vliv na resorpci alkoholu ma napi. druh alkoholového napoje,
piimési, rychlost konzumace alkoholového napoje, napln zaludku, pfitomnost cukru

nebo kyseliny uhlicité.

Vstiebavani etanolu do krve nalacno probéhne do 30 minut, pii lehké naplni zaludku do

60 minut a pfi vydatné naplni zaludku do 90 minut. (Ehrmann J. a kol., 2014)

3.2.1.2.. Faze distribu¢ni

Etanol je v organismu velmi rychle distribuovan. Rozdé€luje se rovnomérné do
vodni faze v celém téle. Rozdélovani mezi sérum a krvinky je posunuto ve prospéch

séra (popt. plazmy). (Balikova M., 2004)

Distribu¢ni objem alkoholu odpovidd objemu celkové télesné vody. Zde jsou
dilezité rozdily mezi pohlavimi, zejména z divodii rizného sloZeni téla (pfi stejné
télesné hmotnosti maji Zeny niz8i podil celkové télesné vody ve srovndni s muzi, takze
pokud Zena o stejné télesné hmotnosti jako muz, pozije stejnym zplsobem stejné

mnozstvi alkoholu, dosdhne hladina alkoholu vyssich hodnoty nez u muze).

Distribucni prostor etanolu predstavuje 60% hmotnosti u Zen a 70% hmotnosti u
muzi. Pro muze o hmotnosti 70kg ma tedy distribucni prostor objem témeét 50 litrt.
Obsah alkoholu v alkoholickych népojich se obvykle udava v objemovych procentech a
pfi pfepoctu na hmotnostni koncentraci je nutno respektovat specifickou hmotnost
etanolu, ktera ¢ini piiblizné 0,79 kg/l. Vypije-li tedy 70kilogramovy muz 100ml 38%
destilatu, tj. 30g etanolu, vytvoii se v jeho vnitinim prostiedi koncentrace 0,6g/1 , tj. 0,6

promile etanolu. (Ehrmann J. a kol. 2014)

14



3.2.1.3. Eliminaéni faze a metabolismus etanolu

Etanol je z téla odstraiiovan z 90-98% oxidacnimi procesy a soucasné je z 2-10%
vylu¢ovan dechem a moci a v zanedbatelném mnozstvi i slinami, Zalude¢ni $t'avou,

zluci, stolici a potem. (Ehrmann J. a kol., 2014)

Etanol se prevaznou mérou metabolizuje, v pivodni formé se vylouéi jen
nekolik procent ptivodni davky. Eliminace probiha rychlosti nultého fadu, v primérném

rozmezi 0,1 — 0,2%o (g/kg) za hodinu. (Balikova M., 2004)

Mistem odbourdvani etanolu jsou jatra, ale mize se rozkladat i v zaludku.
Nejvetsi Cast etanolu je nejprve oxidovana alkoholdehydrogendzou na acetaldehyd,
dalsi oxidace je katalyzovana aldehyddehydrogendzou a vede ke vzniku acetatu.
Enzymy etanolového metabolismu piedstavuji skupinu izoenzymil velmi rozdilného
charakteru souvisejictho se znaénym genetickym polymorfismem. Rychlost
odbouravani etanolu v jatrech je limitovana aktivitou alkoholdehydrogenazy omezované

téz mnozstvim NAD, které je k dispozici. (Koolman J. a kol., 2012)

Etylalkohol se vlidském organismu metabolizuje kromé cestou
alkoholdehydrogenazovou, také cestou mikrosomalniho systému oxidace etanolu ¢i

pomoci kataldzy z peroxizomd.

Alkoholdehydrogenazova cesta

Alkoholdehydrogenazova cesta je nejvyznamnéjsi, oxiduje se ji az 90%
pfijatého etanolu. Klicovymi enzymy této cesty odbouravani etanolu jsou cytosolova
alkoholdehydrogenaza a aldehyddehydrogenaza, kterd se vyskytuje v cytosolu,
mitochondriich a mikrosomech. Jejich koenzymy jsou nikotinamidadenindinukleotidy.
Hlavnim enzymem alkoholdehydrogendazové cesty je cytosolova dimericka
alkoholdehydrogenaza (E.C.1.1.1.1., ADH), coz je oxidoreduktaza katalyzujici oxidaci
etanolu na pfislusny aldehyd. Je popsano vice nez Sest tfid tohoto enzymu, které jsou
charakterizovany substratovou specifitou a dalSimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.

(Ehrmann J. a kol., 2014)

Alkoholdehydrogenaza je vyvojové a sexudlné regulovana, dasledkem toho je

nizsi aktivita alkoholdehydrogendzy u Zen. Tento enzym neni také inducibilni a jeho
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rychlost je limitovana nejen dostatkem NAD+, ale také jeho nasycenim, kdy se rychlost
popisovana v celé¢ fad¢ tkani a je u obou pohlavi riizna. Napi. alkoholdehydrogenéaza
v zaludeCni sliznici je vyrazné aktivnéj$i u muzi nez u Zen. Uvadi se, Ze u muza oxiduje
az jednu pétinu pozitého etylalkoholu. Uloha Zaludeéni alkoholdehydrogenazy klesa u
chronickych alkoholikli v disledku etanolového poskozeni sliznice a u pacientt trpicich

gastritidou v zptisobenou Helicobacter pylori. (Ehrmann J. a kol., 2014)

Mikrosomalni systém oxidace etanolu

Mikrosomalni etanolovy oxida¢ni systém (MEOS) je jeden zizoenzymi
cytochromu P450, oznacovany jako cytochrom P450IIE1 nebo CYP2EL. Jeho
koenzymem je nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADP'. Tento izoenzym je
pritomen v endoplazmatickém retikulu jater, ledvin, plic, placenty, mozku a ktze. Je
indukovatelny nejen alkoholem, ale i fadou jinych latek, které oxiduje. Systém
spotfebovava ve vyssi mife kyslik, coz je jeden z mechanismi perivenularni toxicity
etanolu a dalSich latek indukujicich CYP2E1.Produktem metabolismu etanolu pomoci

MEOS je také acetaldehyd. (Ehrmann J. a kol., 2014)

Je prokazéano, ze u osob s delsi historii konzumace stfednich a vySSich davek
alkoholu se na oxidaci vyznamnou mérou podili pravé MEOS, ktery zvySuje rychlost

odbouravani alkoholu.

Oxidace etanolu kataldzou

Oxidace etanolu v organismu pomoci kataldzy ma v metabolismu etanolu
nejmensi roli. Katalaza je hemoproteinového typu a je lokalizovana v peroxizomech.

Produktem katalazové reakce je také acetaldehyd. (Ehrmann J. a kol., 2014)
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3.2.2. Farmakodynamika etanolu

Molekularni mechanismy pasobeni alkoholu nejsou dobie znamy, zejména proto,
ze se jednd o latku, kterd nespecificky pusobi na fadu systému. Predpoklada se, ze
alkohol ptisobi nejen pies zvyseni inhibi¢niho ptisobeni GABA-ergniho systému mozku
cestou GABA A receptoru, ale také pfes snizeni excitaCni neurotransmise
uskuteciiované glutamatovym systémem, zejména pies NMDA receptory. Tyto G€inky
alkoholu mohou vysvétlovat nékteré jeho intoxikacni, amnestické a ataxické ucinky.
Pfesny mechanismus, jimz tyto interakce pfispivaji k pocitu uspokojeni, neni jasny.
Vyvolani tendence pro opakovani piijmu alkoholu lze teoreticky vysvétlit ucinky
zménéné aktivity GABAergniho a glutamatergniho systému na uvoliiovani dopaminu v

mezolimbické dopaminové draze. (Zvérina J. a kol., 2012)

3.2.3. U&inky etanolu na CNS

Plsobeni etanolu na organismus se oznacuje jako bifazické. Etanol plsobi na
CNS jako narkotikum a vyrazné ovliviiuje dusevni pochody. Je bezesporu latkou
psychotropni, tézko vSak zaraditelnou do nekteré z farmakologickych skupin z toho
diivodu, Ze jeho pocatecni efekt je stimulacni a euforizujici, pozdéji tlumivy na CNS.
Pro tento dvoufidzovy ucinek se alkohol jevi v priibc¢hu jako stimulans, euforikum i

hypnotikum. (Prokes J., 2005).

Utinky etanolu na chovani Gizce souvisi s obsahem etanolu v mozku. Béhem
rovnovazného stavu je koncentrace etanolu v mozku rovna koncentraci v plazmé. Pii
jeho odbouravani ale ve srovnani s CNS rychleji klesa koncentrace etanolu v plazmé.
Mize tedy nastat stav, pfi némz naméfené hodnoty alkoholu v krvi jsou jiz hrani¢ni a
centralni nervovy systém je ovliviiovan podstatné vyssi hladinou alkoholu, coz muize
byt jednim z divodi pozdnich efekti konzumace alkoholu (tzv. ,aftereffects®).

(Zvérina J. a kol., 2012)

3.2.3.1.Akutni intoxikace etanolem

Na vzniku a rozvoji akutni intoxikace se podileji ptimo molekula etanolu a ob¢

hlavni metabolické cesty (alkoholdehydrogenazova, MEOS), které jsou lokalizovany
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pfevazné v jatrech a produkuji acetaldehyd, jenz se dale mize pfeménit na acetat a dalsi
latky této oxidace. Vytvofeny acetat je v jatrech zdrojem acetyl-CoA a vyssi nabidka

acetyl-CoA vede k vyssi rychlosti syntézy mastnych kyselin. (Ehrmann J. a kol., 2014)

Odbouravani etanolu vede ke zvySeni kvocientu NADH/NAD+, ktery vyznamné
ovliviiuje jaterni metabolismus, zejména pak inhibuje citratovy cyklus. Zvysena tvorba
laktatu, ktery prechézi do krve, potlacuje vylucovani kyseliny mocové ledvinami a
vznikd tak hyperurikémie. S inhibici citratového cyklu se snizuje i glukoneogeneze, coz
pii nedostatecném piijmu sacharidi zptasobuje hypoglykémii. Zaroven je inhibovéna 1
glykolyza, takze pfi piijmu sacharidi dochéazi k hyperglykémii. (Koolman J. a kol.,
2012)

Acetaldehyd, ktery vznika v nadbytku, neni dostate¢né rychle oxidovan a
hromadi se tak v organismu. Acetaldehyd je wvysoce reaktivni sloucenina, pro
organismus toxickd a do jist¢ miry i kancerogenni. Zptsobuje zvySené vyplavovani
katecholamintl, které se podileji na celkové reakci organismu na etanol, vcetné bolesti
hlavy, zvraceni, dyspnoe, tachykardii a zarudnuti kiize. Acetaldehyd také brzdi citratovy
cyklus, dale podporuje vznik volnych radikali, stimuluje tvorbu kolagenu a tvoii adi¢ni
slouceniny napt. s bilkovinami, nukleovymi kyselinami a fosfolipidy. Tato toxicka

pusobeni se vSak projevuji spise v delsim ¢asovém useku. (Ehrmann J. a kol., 2014)

3.2.3.2.Chronicka intoxikace etanolem

Chronické uzivani alkoholu pisobi dlouhodobé zvySeni hladin acetyl-CoA,
NADH + H'. Déle se tvoii zvy$ené mnozstvi glycerol -3-fosfatu, je snizena oxidace
mastnych kyselin a naopak zvySena jejich syntéza, coz vede ke zvySené tvorbé
triacylglycerolu a tim ke zvySené lipogenezi. Soucasné¢ je inhibovana aktivita
lipoproteinové lipazy. Vznika tak steat6za. Hromadici se acetaldehyd se kromé krevnich
bilkovin vaze 1 na bunécné struktury hepatocytii, ¢imz muze pozmeénit strukturu jejich
antigennich determinant. Imunitni systém mtize pak takto pozménéné builky vnimat
jako cizorodé antigeny a spustit humoralni i bunééné imunitni reakce. (Ehrmann J. a

kol., 2014)
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Dlouhodobé uzivani etanolu také negativné ovlivituje fadu dusSevnich pochodii
(soudnost, rozvaha, reaktivita); dochdzi k poruse paméti, orientace, ztrat¢ zabran. Dale
se snizuje vykonnost, sebekritiCnost, schopnost koncentrace. Vzristd emocni
drazdivost, expanzivnost, agresivita. Z fyzickych zndmek je typickd porusena pohybova
koordinace, napadnd potaciva chiize, smazana teC. V pozd¢jSim stadiu alkoholismu
nastupuji duSevni poruchy, halucinace, delirium tremens, korsakovova psychdza.

(Prokes J., 2005).
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4. Cil prace

Cilem této experimentalni diplomové prace bylo zhodnoceni eliminace alkoholu
v krvi a ptfipadné zmény hodnoty INR u pacientli 1écCenych kumarinovymi preparaty a

porovnani dosazenych vysleda s vysledky kontrolni skupiny (zdravi darci).
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5. Experimentalni ¢ast

Vlastni sbér dat probihal od fijna 2016 do bfezna 2017. Prostfednictvim dotazniki
byli osloveni pacienti Hematologické ambulance a Interni ambulance pfi NsP Ceska
Lipa a.s., dale pacienti soukromych internich ambulanci ve spadové oblasti a také
dobrovolni darci krve TO Ceské Lipa.

Dotaznik obsahoval zédkladni informace o planované studii, otdzky zahrnujici —
pohlavi, vék, vysku a vahu testované osoby, dale frekvenci konzumace alkoholu,
piipadnou Iécbu kumarinovymi preparaty a nejcastéji konzumovany druh alkoholického
napoje. Kazdy zajemce o ucast ve studii na sebe v dotazniku zanechal kontakt, diky
némuz jsem si s kazdym osobné¢ domluvila termin a podminky testovani. Jednou
z podminek bylo dvouhodinové lacnéni pied testem.

Celkem se do studie ptihlésilo 83 lidi. Otestovano bylo 62 osob (33 muzil a 29 Zen),
z toho 27 osob (14 muzt a 13 Zen) bylo 1é¢eno kumarinovymi preparaty, 35 osob (19
muzi a 16 zen)tvotilo kontrolni skupinu osob bez 1é€by kumarinovymi preparaty.

Po vyplnéni dotazniku a vstupni konzultaci byly v§em testovanym osobadm odebrany
vzorky krve a to na vySetfeni hladiny etanolu v krvi a vySetteni protrombinového casu
(resp. INR). Poté byla vSem podana standardni davka alkoholu (100ml 40%alkoholu).
Dalsi odbéry krve na vySetieni hladiny etanolu v krvi a na vySetieni protrombinového
¢asu byly provedeny po hodin€ a pal a déale po tfech hodinach po poziti standardni
davky alkoholu.

Vsechny vzorky byly centrifugovany na centrifuze StatSpin® Express 3 od firmy
MEDISTA. Protrombinovy c¢as vSech vySetfovanych vzorki byl stanoven na
koagula¢nim analyzatoru SYSMEX CA-1500 od firmy SIEMENS, hodnota etanolu
v krvi pak na biochemickém analyzatoru COBAS INTEGRA 400 plus od firmy
Roche/Hitachi.

Vsechny namétené tdaje byly zpracovany jednotnym zplsobem. Nejprve jsem
vypocitala rozdily naméfenych hodnot INR a %o kazdého testovaného jedince v Case 172
a 3 hodiny po poziti standardni davky alkoholu od pfislusnych hodnot namétenych pred
pozitim standardni davky alkoholu. Poté jsem pro kazdy meéfeny Casovy interval
vypocitala prumér z téchto rozdill, smérodatnou odchylku a hodnoty minima a maxima

pro Bland — Altmantv graf.
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Pro hodnoceni ziskanych dat jsem pouzila modifikaci Bland — Altmanova grafu, kdy
jsem na osu X misto priméru vynasela vék a BMI testovanych osob, které jsem si
predtim vypocitala z vysky a vahy uvedené na dotazniku.

Na osu Y Bland-Altmanova grafu jsem nanésela rozdil hodnot INR a %o, ziskanych
referen¢ni a srovnavaci metodou (v tomto ptipad¢ rozdil hodnot INR, %o v daném case a
case 0). Graf je doplnén o tii kontrolni ¢ary, jez reprezentuji primér rozdilt, od n¢hoz
jsou jesté zakresleny piimky ve vzdalenosti 1,96 sq na ob¢ strany. (Hendl J.,2004)

Pro lepSi znazornéni jsem v kapitole 4.3 sestavila 6 souhrnnych graft, které
poukazuji na vzdjemné rozdily ziskanych hodnot mezi jednotlivymi skupinami

testovanych osob.

Pouzité vzorce a rozmezi hodnot:

- vypocet BMI:

hmotnost [kg]
BM] = ———
(vyska[m])?

- vypocet aritmetického primeéru:

o1
X==
n

- vypocet smérodatné odchylky:

- vypocet minima a maxima:

Min (max) =X+ 1,96 s
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5.1. Material, metody a pristrojové vybaveni

5.1.1.Protrombinovy test

Protrombinovy test (Tromboplastinovy test, Quickiiv test) sleduje vnéjsi cestu
aktivace premény protrombinu na trombin a zachycuje aktivitu faktort II, V, VII, X a
fibrinogenu. (Pecka M., 2004)

Je to rychly, citlivy screeningovy test vhodny pro monitoring oralni
antikoagula¢ni terapie kumarinovymi preparaty, pro diagnostiku ziskanych ¢i geneticky
podminénych onemocnéni (napt. absence koagulacnich faktorti). Principem této metody
je méteni koagulacniho ¢asu od piidani startovaci reagencie (tromboplastin s pifidavkem
CaCl2) k vySettované plazmé po vytvofeni prvniho detekovatelného fibrinového
vlakna. (Hrachovinova 1. a kol., 1999).

Vzorky byly odebirany vakuovym systémem do zkumavek s citratem sodnym
(VACUETTE PREMIUM 9NC Coagulation sodium citrate 3,2%, 2ml).

Pted vlastni analyzou je nutné vzorek upravit centrifugaci, ¢imz se ziska plazma
chuda na trombocyty. Takto upraveny vzorek je stabilni az 8 hodin pfi laboratorni
teplot¢ a 24 hodin pfti teploté 4-8°C. (Ministerstvo zdravotnictvi, 2010)

Primérni veli¢inou je ¢as. Pouzitim pfistrojli s riznymi principy méfeni a pouZitim
reagencii riznych vyrobci a Sarzi vznikaji rizné hodnoty. Pro pacienty bez 1é€by se pro
vyjadieni vysledkd pouziva ratio (R), coz je pomér Cast pacientovy plazmy a plazmy
normalni, jejiz cas si kazda laboratof stanovi opakovanym méfenim vhodného
referencniho materidlu. Pro pacienty na antikoagulacni 1é€bé se od roku 1982 stanovuje
INR, coz je pomér Casu pacientovy a normalni plazmy umocnény na ISI (mezinarodni
index citlivosti) pouZité reagencie. Jelikoz jde o normalizovany pomeér, je ziskany

vysledek porovnatelny mezi riznymi laboratotemi. (Hrabcova R., 2008)

INR (koa gulacni cas vysetrované plazmy pacienta)iSi
- koagulacni cas kontrolni plazmy

Fyziologické rozmezi R (INR): neléceni pacienti 0,8 — 1,2

INR: terapeuticky rozsah pti 1é€bé kumariny 2,0 — 4,0
(LP HTO, 2017)

23



Hodnota INR (International normalized ratio) se pouzivd vyhradné u pacientii
léCenych kumarinovymi preparaty. Abnormalni hodnoty nachdzime u ordlni
antikoagulacni 1€¢by, pi1 nedostatku vitaminu K, u jaternich onemocnéni a v

pfitomnosti specifickych a nespecifickych inhibitorti. (Pecka M., 2010)

5.1.2.Stanoveni etylalkoholu

Stanoveni etylalkoholu patii mezi nejCastéjsi analyzy vyzadované ve forenzni a
toxikologické laboratofi. Etylalkoholova méfeni se pouzivaji pii diagnostice a 1écbé
intoxikace a otravy alkoholem. Etanol lze v biologickém materialu stanovit né€kolika
zpusoby, vcetné plynové chromatografie a osmometrickych metod. J& jsem pouzila
enzymatickou metodu s alkoholdehydrogenazou. Principem testu je reakce etylalkoholu
s NAD, jez jsou pomoci alkoholdehydrogendzy pfeménény na acetaldehyd a NADH.
NADH vytvoiena béhem reakce je piimo imérna koncentraci etylalkoholu a je méfena

fotometricky jako zména absorbance.

ADH
Etylalkohol + NAD"™ —— acetaldehyd + NAD + H"

Pied vlastnim odbérem vzorku je potieba peclivé zvazit vybér dezinfekéniho prostredku
(nesmi obsahovat alkohol ani jiné prchavé latky). VSechny vzorky byly odebrany
vakuovym systémem do zkumavek VACUETTE PREMIUM (Z Serum Clot Activator)
a pfed analyzou byly upraveny centrifugaci. Takto upraveny vzorek je stabilni 2 tydny

pii 5°C.
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5.1.3.Pristrojové vybaveni

SYSMEX CA-1500

Jedinym typem koagulometru na HTO NsP Ceska Lipa a.s. je SYSMEX CA-
1500 od firmy Siemens. Je to plné¢ automatizovany opticky koagulometr pro
stanovovani koagula¢nich vySetieni plazmy v In Vitro diagnostice, ktery provadi
analyzu rychle a ve velkém objemu vzorkil s vysokym stupném piesnosti. Analyza
vzorkl je provadéna s pouzitim koagulacnich, chromogennich a imunochemickych

metod. (Siemens, 2013)

Princip analyzy:

- Koagula¢ni bodova detekéni metoda: Reakéni smési vySetrované krevni plazmy a
pouzité reagencie prochdzi svételny paprsek. Koagulaéni ¢as se stanovi pomoci
mnozstvi rozptylu svétla, které je nastaveno pro bod detekce koagulace. Jako start
detekce je povaZzovano mnozZstvi rozptylu svétla 0% a jako kompletni koagulace je

povazovano mnozstvi rozptylu svétla 100%. (Siemens 2013)

Specifika analyzatoru

- Kapacita: maximalni (cca 120 testli/hodinu)

- Reprodukovatelnost: Protrombinovy test C.V. 2% nebo méné

- Detektor: Opticky detektor

- Protokol testu PT: objem vySetfované plazmy - 50 ul
objem reagencie (Thromborel®S) — 100 pl

COBAS INTEGRA 400 plus

Analyzator COBAS INTEGRA 400 plus je urcen pro stanoveni biochemickych
analytd, elektrolytd, specifickych proteinii, monitorovani 1é¢iv, drog a tyroidniho

hormonu, pfi¢emz vSe je slouceno do jednoho systému s jednotnym provedenim

25



reagenCnich kazet. Stanoveni analytl probihd na zéklad¢ ctyf méficich principt
(absorban¢ni fotometrie, fluorescencni polarimetrie, turbidimetrie, potenciometrie)

s kapacitou az 36 testli na palubé. (ROCHE, 2012)

Princip analvzy:

-Roztok v kyvet€¢ je ozafovan monochromatickym svétlem (vybrand oblast
elektromagnetického spektra) a svételné zafeni je molekulou analytu absorbovano.
Detektor zafeni méfi intenzitu dopadajiciho svétla (zatfivy tok) neabsorbovaného
roztokem. Pfi analyze je spektrofotometrem porovnavana intenzita zdrojem vysilaného
zafeni s intenzitou zareni dopadajiciho na detektor. Mnozstvi absorbovaného zafeni je

pak imérné koncentraci latky ve studovaném roztoku. (ROCHE, 2012)

Specifika analyzatoru:

-Kapacita: maximalni (az 400 testti/hodinu)

-Typ stanoveni: End Point

-Spektrofotometr: MfiZkovy monochroméator a diodové pole

-Zdroj svétla: Halogenova lampa, 100 W

-Rozmezi vinové délky: 340 — 800 nm

-Protokol testu EtOH: objem vySetfovaného séra — 4 pl
objem reagencie R1 — 50 pl

objem reagencie R1 — 50 pl

5.1.4. Pouzité reagencie

Protrombinovy test:
Thromborel® S (Siemens)

- sloZeni: lyofilizovany lidsky placentarni tromboplastin (<60g/1), CaCI2 (approx.
1,5g/1), stabilizatory
- Fedéni: lyofilizovany tromboplastin + 10 ml redestilované vody

Inkubace — 30min./37°C
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- stabilita: 8 hod / 37°C
2 dny/ 15 -25°C
5dni/2-8°C

- hodnota ISI: 0,96

Etanol (EtOH):

Reagencie — pracovni roztoky

- sloZeni: R1 — puft, konzervans

R2 — NAD (kvasinky): > 3mmol/l; ADH (EC 1.1.1.1; kvasinky; 25°C) >

617ukat/l (37U/ml); stabilizatory, konzervans
- fedéni: pripraveno k pouziti
- stabilita: do exspirace /2 — 8°C

12 tydni / v chlazeném prostoru v analyzatoru

Kontrolni material:

Control plazma N (Siemens)
- rozmezi pro Protrombinovy ¢as: 9,9 — 13,5 sek.
INR: 0,85 — 1,27
- Fedéni: lyofilizovand Control Plazma N + 1,0 ml redestilované vody
Inkubace 20 minut / laboratorni teplota
- stabilita: 4 hod / 15 -25°C
4 tydny / -20°C

Ci-Trol 2 (Siemens)
- rozmezi pro Protrombinovy ¢as: 34,3 — 46,5 sek.
INR: 3,15 -4,01
- Fedéni: lyofilizovany Ci-Trol 2 + 1,0 ml redestilované vody
Inkubace 15 minut / laboratorni teplota
- stabilita: 8 hod / 15 -25°C
4 tydny / -20°C
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Ammonia/Ethanol/CO2 Control N

- rozmezi pro Etanol: 0,414 — 0,618g/1

- fedéni: ptipraveno k pouziti

- stabilita: 2 hod / 15 — 20°C (oteviend nadobka)
1 hod / 15 — 20°C (vzorkovy kalisek)
8 tydnti / 2 — 8°C (po otevieni)

Ammonia/Ethanol/CO2 Control A

- rozmezi pro Etanol: 1,20 — 1,80g/1

- fedéni: ptripraveno k pouziti

- stabilita: 2 hod / 15 — 20°C (oteviena nadobka)
1 hod / 15 — 20°C (vzorkovy kalisek)
8 tydnt /2 — 8°C (po otevieni)
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5.2. Pracovni postup

w»ok »wN

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

. Vstupni konzultace, piip. doplnéni udajii v dotazniku, ptidéleni potfadového

Cisla

Odbér vzorkt krve pied podanim standardni davky alkoholu

Oznaceni vzorku a ptislusnych dotaznikli pofadovym ¢islem a indexem ,,I*
Podéni standardni davky alkoholu (100ml1,40%) — konzumace do 15 minut
Centrifugace vzorkl na centrifuze StatSpin® Express 3, MEDISTA - 5
min./5600 ot.

Ptiprava reagencii a kontrolniho materialu

Stanoveni INR na analyzatoru SYSMEX CA 1500, zapis ziskanych hodnot
do tabulky

Odbér vzorkt po 1 a %2 hodiny po konzumaci standardni davky alkoholu
Oznaceni vzorku a ptislusnych dotaznikli pofadovym ¢islem a indexem ,,I1
Centrifugace vzorkli na centrifuze StatSpin® Express 3, MEDISTA - 5
min./5600 ot.

Stanoveni INR na analyzatoru SYSMEX CA 1500, zapis ziskanych hodnot
do tabulky

Odbér vzorkl po 3 hodinach po konzumaci standardni davky alkoholu
Oznaceni vzorkd a pfisluSnych dotaznikli pofadovym ¢islem a indexem
I

Centrifugace vzorkli na centrifuze StatSpin® Express 3, MEDISTA - 5
min./5600 ot.

Stanoveni INR na analyzatoru SYSMEX CA 1500, zapis ziskanych hodnot
do tabulky

Vzorky na vySetieni hladiny alkoholu v krvi byly po centrifugaci priibézné
uklddany do lednice a byly méfeny po vétSich sériich na analyzatoru
COBAS INTEGRA 400 plus

Statistické vyhodnoceni vysledkii — vypoctem rozdilti vS§ech namétenych
hodnot v ¢ase 12 a 3 hodiny od konzumace standardni davky alkoholu od
hodnot ziskanych pied konzumaci; vypocet praimért vypoctenych rozdili
pro kazdy méteny Casovy interval, vypoc€et smérodatné odchylky pro kazdy
méfeny Casovy interval, vypocet minima a maxima pro Bland-Altmantv

graf
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18. Sestaveni 32 dil¢ich Bland-Altmanovych grafli znazoriiujicich rozptyl
vypoctenych odchylek naméfenych hodnot vzdy pro dany vek, pohlavi a
BMI pro danou skupinu vysetiovanych osob.

19. Vytvoieni souhrnnych grafii

20. Vyhodnoceni, zavér
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6. Vysledky

Pii méfeni INR u kontrolnich skupin nevznikaly mezi prvnim a nasledujicim
méfenim vyznamné statistické rozdily. Jak je i patrné z grafu na Obr. 3 a také z dil¢ich
grafti na Obr. 9, 10, 13, 14 (kapitola 8.2.), dosahovaly vypoctené odchylky jak v Case
1'% tak 1 3 hodiny od poziti standardni davky alkoholu minimalnich hodnot. V kontrolni
skupiné muzl se rozdily hodnot INR v ¢ase 0-'2 hodiny od poziti (KM) pohybovaly
v intervalu -0,03/0,03. V ¢ase 0-3 hodiny od poziti (KM3) to pak byl interval -
0,05/0,05.

V kontrolni skupin€ Zen byl interval v obou ptipadech S§irsi. A to -0,06/0,07 po 17
hodiné po poziti standardni davky alkoholu (KZ) a -0,07/0,08 po tfech hodinach od
poziti (KZ3).

Naproti tomu u obou skupin s 1é¢bou vznikaly pti méfeni INR vyznamné statistické
rozdily a to predev§im v case 0-12 hodiny. U muZzi se rozdily hodnot INR pohybovaly
v intervalu -0,24/0,01 (LM) u Zen az -0,32/0,01 (LZ), pti¢emz vék nehral vyznamnou
roli ani u jedné ze skupin — viz. Obr. 11, 15 (kapitola 8.2). Po tfech hodinach po poziti
standardni davky alkoholu se u obou skupin s 1écbou intervaly zkracovaly zhruba na
polovinu hodnoty vypoctené v ¢ase 0-1'2 hodin od poziti. U skupiny muza s lécbou

tedy -0,12/0,04 (LM3), u skupiny Zen s 1é¢bou -0,18/0,02 (LZ3).

Rozdily hodnot INR v ¢ase , souhrnné hodnoceni testovanych skupin
(pohlavi, 1écba)
0,1
0,05 - '
QZ: 0 "8 T + T T T * T * T T 1
8 005 O e ® i
T 01 @ ® MAX
<
% 0,15 ® P ® pramér
5 02 MIN
“ 0,25 €
0,3
©
-0,35 > < = <
KM KM3 LM LM3 KZ Kz3 Lz LZ3
skupiny testovanych osob

Obr. 3 Rozdily hodnot INR v ¢ase; znazornéni pruméru, minima a maxima hodnot
odectenych z Bland — Altmanovych grafi u jednotlivych skupin testovanych osob

31



V grafu na Obr. 3 jsou po piehled zobrazeny vSechny testované skupiny v obou
asech. Z grafu je patrné, Ze u skupin s 1é¢bou (LM, LM3, LZ, LZ3) dochazi k poklesu
hodnot INR a to hlavné po 1% hodiné od poziti standardni davky alkoholu (LM, LZ).

Graf na Obr. 4 zndzorniuje rozdily hodnot %o vSech testovanych skupin v ase 172 1
3 hodiny po poziti standardni davky alkoholu. Primérné hodnoty alkoholu v krvi a
taktéz vzniklé intervaly min/max jsou u kontrolni skupiny muzi (KM, KM3) i skupiny
muzi s 1é¢bou (KL, KL3) takika totozné. U Zen dokonce skupina s 1é¢bou (LZ, LZ3)
vykazovala nizsi vysledné hladiny alkoholu v krvi nez kontrolni skupina Zen.

U vSech testovanych skupin probihala eliminace alkoholu v krvi v priméru 0,1 —

0,2%o za hodinu; tedy rychlosti nultého fadu.

Rozdil hodnot %o v ¢ase, souhrnné hodnoceni testovanych skupin
(pohlavi, 1é¢ba)

1,2

1
N
5 08 MAX
S ®
2 06 l ® — @ pramér
>
‘g 0,4 - Q [ ] 3 MIN
¢ 101 | ¢

0,2 -

0 é ‘L . . e

KM KM3 LM LM3 KZ KZ3 LZ LZ3
skupiny testovanych osob

Obr. 4 Rozdil hodnot %o v Case; znazornéni priméru, minima a maxima hodnot
odectenych z Bland — Altmanovych grafii u jednotlivych skupin testovanych osob

Dalsi souhrnné grafy na Obr. 5, 6, 7, 8 poukazuji na zmény hodnot INR a %o
alkoholu v krvi v Case v zavislosti na BMI vsech testovanych skupin. Testované osoby
v kazdé skupiné jsem rozdélila podle BMI do podskupin. K vzajemnému srovnani vSech
skupin jsem vSak pouzila pouze podskupiny s BMI nachdzejici se v oblasti normalni
véhy (=NORMA; BMI 18,5-25) a v oblasti nadvdhy (=NADVAHA; BMI 25-30).
Ostatni skupiny (PODVAHA; BMI >18.5 a viechny stupné OBESITY; BMI <30) jsem
pro nizky pocet testovanych jedincii v podskupiné ze souhrnného hodnoceni vytadila.
Rozdily vSech ziskanych hodnot v téchto pocetné slabSich podskupinach lze vSak

odecist z dil¢ich grafli na Obr. 26 — 41 v kapitole 8.2.
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V grafu na Obr. 5, ktery znazornuje rozdil hodnot INR v Case, je opé&t jasné zietelny
nejvyssi primérny rozdil hodnot INR u skupin s 1é¢bou. U muzi je to po 1% hodiné
od poziti -0,07 (interval min/max -0,14/0) u Zen pak za stejny ¢asovy usek v priméru
-0,12 (interval min/max -0,18/-0,06).

Naproti tomu rozdily hodnot INR v ¢ase u obou kontrolnich skupin s normalni
véhou jsou po 1% (KM, KZ) i 3 hodinach (KM3, KZ3) od poziti standardni davky

alkoholu témér zanedbatelné.

Rozdil hodnot INR v ¢ase, souhrnné hodnoceni testovanych skupin
(pohlavi, [é¢ba, BMI - NORMA)

0,1
0,05
o
= 0 o 8 v, g
o l MAX
©
2005 ® primér
> ® l e
S -0,1 © MIN
C’é‘ ]
-0,15 © ©
(@}

KM KM3 LM LM3 KZ KZ3 LZ LZ3
skupiny testovanych osob

Obr. 5 Rozdil hodnot INR v ¢ase; znazornéni Primeéru, maxima a minima hodnot
odectenych z Bland — Altmanovych grafli u jednotlivych skupin testovanych osob
majicich BMI v rozmezi 18,5 — 25 (=NORMA)

Pokud se zamétime na hodnoceni rozdili hodnot INR vSech skupin s normalni
vahou a vSech skupin s nadvédhou, zjistime, ze u nékterych skupin s nadvahou dochazi
jak k primérnému narlstu rozdilu hodnot INR v €ase a to smérem do minusovych
hodnot, tak i rozsifeni intervalu min/max.

Napt. primérny rozdil hodnot INR v ¢ase 172 hodiny od poziti standardni davky
alkoholu je u skupiny lécenych muzii s normalni vahou -0,07 (interval -0,14/0); u stejné
skupiny s nadvahou pak -0,11 (interval -0,21/-0,01). Taktéz kontrolni skupiny zen
vykazuji malé rozdily — skupina s normélni vahou (KZ, Obr.5) a skupina s nadvahou
(KZ, Obr.6) vykazuji po 1% hodiné po poZiti stejnou praimérnou hodnotu rozdilti INR,
avSak intervaly téchto skupin se li§i. Skupina s normalni vahou 0,02/0; skupina

s nadvahou 0,06/-0,05.
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Rozdil hodnot INR v ¢ase, souhrnné hodnoceni testovanych skupin
(pohlavi, 1é¢ba, BMI - NADVAHA)
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Obr. 6 Rozdil hodnot INR v Case; znazornéni priméru, maxima a minima hodnot
odectenych z Bland — Altmanovych grafii u jednotlivych skupin testovanych osob
majicich BMI v rozmezi 25 - 30 (=NADVAHA)

Pii hodnoceni rozdilu hodnot %o alkoholu v krvi u skupin testovanych osob

s normalni vahou, viz. graf na Obr. 7 opét nachdzime vyrazngjsi odchylky mezi

skupinami v ramci pohlavi, nikoli vSak v rdmci uzivani ¢i neuzivani kumarinovych

preparatil.
Rozdil hodnot %o v €ase, souhrnné hodnoceni testovanych skupin
(pohlavi, Ié¢ba, BMI - NORMA)
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Obr. 7 Rozdil hodnot %o v Case; znazornéni primeéru, maxima a minima hodnot
odectenych z Bland — Altmanovych grafii u jednotlivych skupin testovanych osob
majicich BMI v rozmezi 18,5 — 25 (=NORMA)
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Totéz plati i u hodnoceni rozdilu %o alkoholu v krvi u vSech skupin s nadvéhou. I
z grafu na Obr. § je patrny rozdilny distribuéni objem etanolu mezi muzi a Zenami.
Zatimco u kontrolni skupiny muzi je v ¢ase 1% po poziti (KM) primérny rozdil hodnot
%o etanolu v krvi 0,46, u kontrolni skupiny Zen (KZ) je primérny rozdil hodnot %o ve
stejném case 0,69.

Zajimavosti v této skupin€ je velmi Uzky interval hodnot u kontrolni skupiny zen a
naopak velmi $iroky interval u skupiny zen s 1écbou. Tato skutecnost je dana vétSimi
rozdily nékterych jednotlivei ve skupiné. Pokud bych hodnoty téchto jedincii
nezahrnula do hodnoceni, byl by interval u skupiny Zen s 1é¢bou (LZ) 0,70/0,50 (nyni
0,81/0,39).

Pti vzajemném srovnani rozdili hodnot %o v Case jednotlivych testovanych skupin
v grafech na Obr. 7 a § je patrné, Ze osoby ve skupiné s nadvahou dosahuji v priméru o
0,10 nizsich rozdiltt hodnot %o, coz je opét dano vysSim distribu¢nim objemem u

testovanych osob s nadvahou.

Rozdil hodnot %o v ¢ase, souhrnné hodnoceni testovanych skupin
(pohlavi, 1é¢ba, BMI - NADVAHA)
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Obr. 8 Rozdil hodnot %o v Case; znazornéni priméru, maxima a minima hodnot
odectenych z Bland — Altmanovych grafii u jednotlivych skupin testovanych osob
majicich BMI v rozmezi 25 - 30 (=NADVAHA)
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7. Diskuze

Antikoagulaéni terapie warfarinem patii ke klicovym léCebnym opatienim v fadé¢
internich indikaci. Vlivem starnuti populace pocet pacientli uzivajicich kumarinové
preparaty nariista. Vzhledem k tomu, Ze tento 1€k ma mnoho interakei s jinymi 1éky a
také s potravinami obsahujici vitamin K, je velmi dilezita spravna edukace pacienta.

Jednou z mych dopliujicich otdzek vramci vstupni konzultace pfed samotnym
testovanim bylo, zda jsou pacienti uzivajici warfarin informovéni o nevhodnosti
konzumace alkoholu béhem své 1éCby. Zatim co znalost o dietetickych opatieni,
zahrnujicich vynechani stravy bohaté na vitamin K, byla u dotdzanych osob na vysoké
urovni, skuteCnost, ze soucasné uzivani warfarinu a alkoholu mize ovliviiovat
terapeuticky efekt, byla pro naprostou vétSinu novinkou. Dokonce i informovanost o
moznych interakcich warfarinu s nékterymi uzivanymi léky byla vétsi.

Odborna literatura povoluje pacientim lécenych kumarinovymi preparaty ,,mirnou
konzumaci* alkoholu predstavujici 20 — 30g alkoholu/den, coz odpovida 0,51 piva, 2dl
vina a 0,5dlI destilatu.

Pro svou studii jsem zamérné zvolila jako standardni davku alkoholu 100ml 40%
alkoholu, coz je dvojnasobné ,,povolené* mnozstvi uvadéné v odborné literatute.

Z namétenych hodnot je dobfe patrné, ze u skupin s 1écbou dochazelo v Case 1%z
hodiny od konzumace standardni davky alkoholu vzdy k poklesu INR. Po tiech
hodinach od konzumace se pak INR navracelo k piivodnim hodnotdam namétenych pred
konzumaci. Z mé studie tedy vyplyva, ze konzumace alkoholu snizuje G¢inek warfarinu,
coZ je ale v rozporu s dostupnymi informacemi v odborné literatufe.

Napf. v ¢asopise Interni medicina pro praxi byl v roce 2011 uveden ¢lanek
zabyvajici se rezZimovym opatfenim pii terapii warfarinem, kde Moravec O. a kol.
uvadgji, ze ,, excesivni konzumace alkoholu vede ke zpomaleni metabolizace warfarinu
v jatrech®, z ¢ehoz vyplyva, Ze po poziti standardni davky alkoholu by mélo dochazet
k nartistu INR , nikoliv jeho sniZeni. Etanol je enzymatickym induktorem warfarinu,
zvySuje jeho volnou, na proteiny nevdzanou, slozku v plazmé a zptsobuje tak snizeni
terapeutického efektu warfarinu. Pacient je pak ohroZen krvacivymi komplikacemi.
Podobné¢ informace jsou citovany v dalSich ¢lancich odbornych Casopist, napt.:
Medicina pro praxi (Grofova Z., 2009), Praktické Iékéarenstvi (Prudka H., 2011),
Practicus (Kessler P., 2011).
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Mozné vysvétleni rozporu informaci v literatute a vysledkti mé studie bych vidéla
ve velikosti pouzité standardni davky alkoholu a také v mozné dehydrataci testovanych
jedinct. Béhem testovani nejedli ani nepili, tudiz mohlo dojit ke zvySené koncentraci
1éku v plazmé.

Dalsi zajimavosti, vyplyvajici z mé studie, byl vyskyt Sesti 1écenych osob (4 muzi, 2
zeny — v Tab. 2 a 4 oznaceni modre), jejichz hodnoty INR se po konzumaci standardni
davky alkoholu vyrazné¢ neménily. VSechny tyto osoby uvedly v dotazniku kazdodenni
konzumaci alkoholu. Domnivam se tedy, ze je jejich 1éCba ptizplisobena kazdodennimu
alkoholem dehydrovanému stavu.

Naopak dvé osoby se v dotazniku oznacily jako abstinenti (v Tab. 2 a 4 oznaceni
cervene) a jejich rozdil hodnot INR v obou ¢asovych intervalech byl ve srovnani
s ostatnimi testovanymi jedinci podstatné vyssi.

Toto zjisténi podporuje teorii, ze chronicky abuzus inhibuje antikoagulacni efekt
kumarinovych preparatii, coz je dano predevsim tim, ze etanol indukuje podjednotky
CYP450.

Z mé studie vyplyva, ze pii soucasném uzivani kumarinovych preparati a alkoholu
v malych davkach nedochdzi k vyraznému ovlivnéni antikoagula¢niho efektu warfarinu.

AvSak vzdy je nutné zvazit zdravotni stav a variabilitu dané¢ho jedince.
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8. Zavér

Kumarinové preparaty jsou Siroce uzivanou lékovou skupinou u fady pacientt s

kardiovaskularnimi onemocnénimi a pti 1écbé a prevenci hluboké zilni trombozy a

plicni embolie. Patii mezi 1éky s pomérné izkou terapeutickou §ifi a s rizikem krvaceni

pfi predavkovani. Vykazuji Siroké spektrum Iékovych interakei vznikajicich riznymi
mechanizmy.

Antikoagulac¢ni efekt je také zasadné€ ovlivnén genetickymi faktory, vékem,
pohlavim, télesnou konstituci a zdravotnim stavem jedince, a v neposledni fadé
dodrzovanim dietnich opatieni, vylucujici potraviny bohaté na vitamin K.

Pti souc¢asném uzivani kumarinovych preparatti a alkoholu v malych davkach
nedochdzi k vyraznému ovlivnéni antikoagula¢niho efektu warfarinu.

Obecné plati fakt, ze excesivni konzumace alkoholu vede ke zpomaleni
metabolizmu warfarinu v jatrech, zatimco chronicky abtizus navozuje spise opacny
efekt. Chronicky excesivni abtizus alkoholu (navic s pfedpokladanou $patnou
compliance pacienta) je jednou z kontraindikaci perordlni antikoagulace.

Vzhledem k tomu, Ze jsou per oralni antikoagulancia indikovany po zavaznych
zdravotnich komplikacich (velké tirazy, tromboembolické ptihody, hluboka zilni
tromboza apod.), mél by si kazdy jedinec, uzivajici tyto preparaty, zamyslet nad tim,

zda je viibec nutné alkohol uzivat.
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10.Priloha

10.1. Tabulky naméfenych hodnot

Tab. 1 — Kontrolni skupina muZi, rozdily hodnot INR a %o v ¢ase 1’2 a 3 hodiny
po poziti standardni davky alkoholu

kontrolni skupina - muZi

INR Y0

vék BMI 0-1% 0-3 0-1% 0-3

37 31,3 0,01 -0,02 0,39 0,16
37 26,3 -0,01 -0,02 0,25 0.06
38 35,4 -0,02 -0,03 0,37 0,17
39 28,9 0,00 0,00 0,33 0,09
39 25,7 0,04 0,05 0,52 0,26
41 27,5 -0,02 0,01 0,62 0.36
41 26,5 0,00 -0,04 0,48 0,27
44 32,8 0,02 0,03 0,46 0,22
45 26,5 0,01 -0,01 0,50 0,20
49 30,9 0,00 0,00 0,42 0,12
50 28,5 -0,01 -0,03 0,38 0,11
51 27,8 -0,01 0,00 0,61 0,38
52 24,8 -0,01 0,00 0,57 0,26
57 29,9 -0,02 -0,04 0,35 0,16
58 27,7 -0,01 -0,01 0,35 0,17
60 25,3 0,00 0,04 0,61 0,33
61 22,6 0,02 0,03 0,20 0,06
67 28,0 -0,01 -0,02 0,44 0,20

70 26,4 -0,02 -0,03 0,51 0,31




Tab. 2 — Skupina s 1écbou muzi, rozdily hodnot INR a %o v ¢ase 1% a 3 hodiny
po poziti standardni davky alkoholu

Skupina |é¢ena kumarinovymi preparaty - muZi

INR %0

vék BMI 0-1% 0-3 0-1% 0-3

39 24,9 -0,07 -0,04 0,39 0,19
39 29,9 -0,21 -0,13 0,36 0,28
40 24,2 -0,04 -0,02 0,51 0,37
42 25,0 -0,02 0,00 0,37 0,11
43 24,9 -0,15 -0,05 0,42 0,22
46 25,5 -0,26 -0,06 0,55 0,31
50 29,3 -0,13 -0,04 0,64 0,30
52 27,7 -0,03 -0,15 0,50 0,23
53 28,1 -0,13 -0,03 0,48 0,28
58 25,7 -0,14 -0,05 0,41 0,16
62 29,7 -0,03 -0,02 0,39 0,16
65 29,9 -0,08 -0,02 0,34 0,13
69 29,0 -0,02 -0,01 0,28 0,05
71 29,9 -0,03 0,03 0,36 0,07

Tab. 3 — Kontrolni skupina zeny, rozdily hodnot INR a %o v ¢ase 1'% a 3 hodiny
po poziti standardni davky alkoholu

Kontrolni skupina - Zeny

INR %0

vék BMI 0-1% 0-3 0-1% 0-3

37 22,6 0,00 0,03 0,74 0,51
39 29,3 0,06 0,09 0,71 0,55
41 25,4 0,03 0,04 0,61 0,32
42 219 0,00 0,00 0,74 0,36
45 19,7 0,02 0,00 0,74 0,40
47 23,3 0,01 -0,04 0,74 0,42
47 17,9 0,02 0,04 0,96 0,63
50 18,7 0,03 0,05 0,77 0,47
52 31,2 -0,03 -0,03 0,29 0,07
53 31,2 0,02 0,00 0,56 0,24
53 23,2 0,00 0,00 0,68 0,48
59 294 0,00 0,00 0,71 0,44
60 26,4 -0,09 -0,04 0,73 0,57
61 20,3 0,01 0,00 0,84 0,48

65 27,4 0,04 0,01 0,69 0,39




Tab. 4 — Skupina s 1é¢bou Zeny, rozdily hodnot INR a %o v ¢ase 1% a 3 hodiny
po poziti standardni davky alkoholu

Skupina lé¢ena kumarinovymi preparaty - Zeny

INR Y60

vék BMI 0-1% 0-3 0-% 0-3

36 20,6 -0,17 -0,11 0,60 0,29
40 26,2 -0,03 -0,02 0,30 0,18
41 20,7 -0,18 -0,15 0,78 0,56
42 26,0 -0,07 -0,06 0,57 0,24
43 21,6 -0,18 -0,09 0,62 0,22
46 25,6 -0,36 -0,18 0,57 0,20
50 30,8 -0,34 -0,10 0,56 0,28
53 26,1 -0,18 -0,09 0,62 0,22
55 23,9 -0,10 -0,08 0,58 0,19
58 25,2 -0,15 -0,02 0,83 0,57
61 20,3 -0,14 -0,04 0,78 0,42
63 29,3 -0,02 0,01 0,48 0,15

68 28,3 -0,13 -0,06 0,83 0,57




10.2. Grafy naméfenych hodnot
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Obr. 9 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-1%2 hodiny v zavislosti na véku; kontrolni
skupina muzi
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Obr. 10 Rozdil hodnot INR v €ase 0-3 hodiny v zavislosti na v€ku; kontrolni
skupina muzi
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Obr. 11 Rozdil hodnot INR v €ase 0-172 hodiny v zavislosti na v&ku; skupina
s lécbou muzi
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Obr. 12 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na véku; skupina
s lécbou muzi
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Obr. 13 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-1'2 hodiny v zavislosti na véku; kontrolni
skupina zeny
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Obr. 14 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na véku; kontrolni
skupina Zeny
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Obr. 15 Rozdil hodnot INR v Case 0-1% hodiny v zavislosti na véku; skupina
s lécbou zeny
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Obr. 16 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na véku; skupina
s lécbou zeny
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Obr. 17 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-12 hodiny v zavislosti na v€ku; kontrolni
skupina muzi
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Obr. 18 Rozdil hodnot %o v Case 0-3 hodiny v zavislosti na v&ku; kontrolni
skupina muzi
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Obr. 19 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-12 hodiny v zavislosti na véku; skupina

s 1é¢bou muzi
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Obr. 20 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na véku; skupina
s 1é¢bou muzi
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Obr. 21 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-1%2 hodiny v zavislosti na véku; kontrolni

skupina zeny
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Obr. 22 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na v€ku; kontrolni

skupina zeny
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Obr. 23 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-1%2 hodiny v zévislosti na v&ku; skupina
s lécbou zeny
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Obr. 24 Rozdil hodnot %o v Case 0-3 hodiny v zavislosti na véku; skupina
s 1écbou zeny
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Obr. 26 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-1%2 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni
skupina muzi
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Obr. 27 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni
skupina muzi
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Obr. 28 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-1%2 hodiny v zavislosti na BMI; skupina

s 1é¢bou muzi
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Obr. 29 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; skupina

s 1é¢bou muzi
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Obr. 30 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-1%2 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni
skupina zeny
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Obr. 31 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni
skupina Zeny
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Obr. 32 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-1'4 hodiny v zavislosti na BMI; skupina
s lécbou zeny
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Obr. 33 Rozdil hodnot INR v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; skupina
s 1écbou zeny
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Obr. 34 Rozdil hodnot %o v case 0-12 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni
skupina muzi
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Obr. 35 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni skupina
muzi
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Obr. 36 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-1%2 hodiny v zavislosti na BMI; skupina

s 1é¢bou muzi
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Obr. 37 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; skupina

s 1é¢bou muzi
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Obr. 38 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-1'4 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni
skupina zeny
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Obr. 39 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; kontrolni skupina

zeny
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Obr. 40 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-1% hodiny v zavislosti na BMI; skupina

s 1é¢bou muzi
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Obr. 41 Rozdil hodnot %o v ¢ase 0-3 hodiny v zavislosti na BMI; skupina

s lécbou zeny
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