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Funkéni vysetfeni trombocytt
Vysoka rezidudlni reaktivita

trombocytl v kardiologii.

Funk¢ni vySetfeni trombocyth zatim neni rutinni vysetfovaci metodou v kardiologii. VySetfeni by mélo
selektovat pacienty se zvysenou rezidualni reaktivitou trombocytd (high on-treatment platelet reacti-
vity — HPR). Zvy3ena rezidudlni reaktivita trombocyt( je zfejmym, ackoliv ne jedinym, rizikovym faktorem
aterotrombozy. Existuje mnoho dalSich faktor( (aktivace trombocytt, endotelidlni dysfunkce, ruptura
aterosklerotického platu) ovliviiujicich vyvoj aterotrombdzy. Protidestickova |écba je cilena predevsim
na snizeni Urovné aktivace trombocytd. V neposledni fadé je tieba zohlednit unikatni farmakodynamiku
a farmakokinetiku kazdé ucinné latky a farmakogeneticky profil recipienta. Cilem nasi préace je shrnout
dosavadni poznatky a podat ucelenou informaci o pozitivech, ale i rizicich hodnoceni funkéniho vysetreni
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Uvod

V dnesni dobé tvofi v kardiovaskularni mediciné kyselina
acetylsalicylova (ASA) a thienopyridiny zaklad antiagre-
gacni lécby u pacientl po intervencnich vykonech. Kyseli-
na acetylsalicylova je schopna zabranit zhruba 20-25 % is-
chemickych vaskularnich pfihod (infarkt myokardu, cévni
mozkova pfihoda, progrese ischemické choroby dolnich
koncetin) dle rozsahlé multicentrické studie Antithrom-
botic Trialists’ Collaboration [1]. Clopidogrel redukuje
relativni riziko ischemické vaskularni komplikace o 8,7
% ve srovndni s ASA [2]. Kromé predpokladané progrese
zdkladnich vaskularnich chorob se zacalo uvazovat o re-
zistenci k antiagregacni 1é¢bé, respektive selhani lécby.
Zatim neexistuje exaktni definice aspirinové/clopidogre-
lové rezistence, a proto se pod timto pojmem skryva hned

nékolik odlisnych fenoménu. Aspirinovéa/clopidogrelova
rezistence per se predstavuje neschopnost blokady cyk-
looxygendzy-1, respektive receptoru adenosindifosfatu
(ADP) pfi dobré biologické dostupnosti Iéciva. Tyto ko-
necné ucinky lécby se ale velmi obtizné testuji, a tak se
musime spokojit s nepfimymi znaky selhdni/nedostate¢né
blokady. Jako klinicka rezistence je myslena neschopnost
antiagregacniho pfipravku zabranit ischemické vaskularni
pfihodé. Biochemicka rezistence predstavuje abnormality
ve funk¢nich testech trombocyt(, které jsou ale zavislé na
typu pouzitého testu, mnozstvi ostatnich agonistd agre-
gace a mnoha dalsich faktorech. Nejvystiznéjsi definice
rezistence k antiagregacni 1écbé je definice Hankeyho
[3]: ,nedostatecnd odpovéd na standardni davku kyseli-
ny acetylsalicylové u spolupracujiciho pacienta prokazana
spolehlivym, konzistentnim a nezavislym testem funkce
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trombocytl, signifikantné korelujicim s ischemickymi
epizodami”. V nékterych ohledech prehlizenym jevem je
mozna nedostatecna compliance pacientd, ktera je navic
nelehce/draze ovéritelnd a muze vést k ,, pseudorezisten-
ci”. V posledni dobé se ustaluje pojem zvysena rezidudlni
reaktivita trombocytd pfi 1é¢bé antiagregancii, tzv. high
on-treatment platelet reactivity (HPR).

Uloha trombocytii v arterialni trombéze

Arterialni trombdza je slozity déj, jehoZ aktivace je spus-
téna rupturou intimy cévy vétsinou v disledku vystuprio-
vaného aterosklerotického procesu. Nasledkem expre-
se subendotelidlnich struktur jako von Willebrandova
faktoru a kolagenu dojde k navazani desticek pomoci
glykoproteind Ib/V/IX, respektive la/lla, a jejich aktivaci
[4]. Aktivace trombocytu znamend tfi zasadni pochody:
a) konformaéni zménu glykoproteinu llb/llla zvySujici
jeho vazebnou schopnost; b) vylouceni agonistt aktivace
trombocytl jako ADP ¢i tromboxanu A, (TxA,) do obéhu,
kde se pak vazi na trombocyty; ¢) zménu tvaru trombo-
cytu. Tromboxan A, je klicovym prvkem tvorby primarni
hemostatické zatky a akcelerace aktivace trombocytu. Je
schopen zvysit expresi receptorl pro fibrinogen, ma vaso-
konstrikéni ucinky a formou pozitivni zpétné vazby zvy-
Suje tvorbu svého prekursoru kyseliny arachidonové [5].
Aktivované trombocyty jsou diky své intra- a intercelular-
ni signalizaci nepostradatelné v procesu primarni hemo-
stdzy a ndsledné tvorby koagula. Ze stejného dlivodu jsou
také cilem IéCebnych zasahu, které v dnesni kardiovasku-
larni mediciné tvofi zaklad managementu jak akutnich
stavy, tak primarni i sekundarni prevence.

Kyselina acetylsalicylova a ti ostatni

Kyselina acetylsalicylova je jednim z nejstarsich synteticky
pfipravovanych lékd, ale jak ukazala recentni publikovand
studie tykajici se snizeni rizika kolorektalniho karcinomu,
stale muze byt sttedobodem prevratnych objevl [6]. PFi-
mou a ireverzibilni inhibici cilenou na cyklooxygendzu-1
(COX-1) ASA zamezuje produkci nestabilniho produktu
prostaglandinu H,, ktery by jinak ucinkem tromboxan-
syntazy dal vznik kone¢nému metabolitu TxA,. Resyntéza
COX-1 je diky minimalnimu proteosyntetickému aparatu
a absenci jaddra trombocytu zanedbatelna, efekt tedy trva
po dobu Zivotnosti trombocytu, coz je 7-10 dnl. Denné
se za klidovych podminek obménuje pfiblizné 10 % cel-
kového poolu trombocytd, pfi stresovych reakcich, jakymi
jsou napf. operacni zatéz a systémova zanétlivd aktivita,
muze byt obrat zvySen [7]. V primarni prevenci je ASA
schopna zabranit 20-25 % nezadoucich ischemickych kar-
diovaskularnich pfihod, v sekundarni prevenci je dle opti-
mistickych predpokladu ¢islo vyssi, cca 40 % [8]. Kyselina
acetylsalicylova ale nema vliv na mortalitu a existuje di-
verzita Uc¢inku vzhledem k pohlavi, snizuje totiz incidenci
infarktd u muzd a cévnich mozkovych ptihod u zen [1].
Neni to malo, bereme-li v potaz, ze blokuje cestu jen jed-
noho agonisty aktivace trombocytd. Navic neovliviiuje sil-
né agonisty jako trombin. Ve vétsiné pripadl staci k 95%
blokadé COX-1 nizké davky ASA, tj. 75-100 mg/denné

[9]; efekt je kumulativni. Zatimco COX-1 je produkovéna
konstitutivné, produkce COX-2 je zvysena az dvacetkrat
u zanétlivych onemocnéni, kterym je do jisté miry i atero-
skleréza [10]. Jaderné bunky jako makrofagy a monocyty
tak mohou pfispivat ke COX-1 non-dependentni produkci
TxA,, a tim ,zastifovat” ucinek ASA. Populacni variabilita
v odpovédi na ASA je geneticky determinovéna z 1-13 %,
jeji pricinou je vétSinou COX-1 nezavisla chronicky zvyse-
na aktivita/agregabilita trombocytt [11]. Clopidogrel pa-
tfi do skupiny thienopyridind, jejichz primarnim cilem je
nekompetitivni ireverzibilni blokada receptoru pro ADP,
tzv. P2Y,,. Signalizace cestou receptoru P2Y,, je podstat-
na k plné aktivaci integrinu Ilb/llla, ktery je dudlezitym
prvkem ireverzibilni agregace trombocytl [4]. V textu se
z thienopyridind budeme zabyvat pouze clopidogrelem
pro superioritu ve srovnani s ticlopidinem a nedostatek
dat o funk¢nim vysetreni trombocytl pfi |é¢bé prasugre-
lem. Ve srovnani s ticlopidinem je clopidogrel cca Sest-
krat silnéjsi blokator P2Y,,, md rychlejsi nastup ucinku
a nizsi incidenci zavaznych nezadoucich ucinkd, jako jsou
neutropenie a trombotickd trombocytopenicka purpura
[12]. Nevyhodou obou Iék je, Ze jde o prodrug. Biologic-
kd dostupnost je proto zavisla nejen na absorpci z gastro-
intestinalniho traktu, kterd tvofi cca 50 %, ale také na me-
tabolizaci cytochromem P450. Az 85 % vstfebané latky se
méni na zcela neucinny metabolit, nicméné i 15 % ucinné
latky R-130964 kovalentné navdzané na receptor P2Y,, md
dostatecny antiagregacni efekt k ireverzibilni ADP-depen-
dentni inhibici aktivace trombocyta [4]. Ve studii CAPRIE
byla prokdzana redukce relativniho rizika ischemického
iktu, infarktu myokardu a kardiovaskuldrniho umrti o 8,7
procentniho bodu pfi |é¢bé clopidogrelem 75 mg ve srov-
nani s kyselinou acetylsalicylovou 375 mg [13]. Tézisté |é-
Cebného ucinku thienopyridind, obzvlasté clopidogrelu,
ale spociva v prevenci ischemickych pifihod po provedeni
perkutanni korondrni intervence se zavedenim stentu,
coz nejlépe demonstrovala studie CLASSICS [14].

Posledni lékovou skupinou, kterd bude diskutovana
vzhledem k mozné rezistenci/selhani lécby, jsou blokato-
ry glykoproteinu llib/llla. Existuji tfi skupiny téchto 1ék;
monoklonalni protilatky proti llb/llla, peptidy a peptido-
mimetika. K adekvatnimu utlumu aktivace trombocytt
je tfeba udrzovat 80% obsazeni receptoru [14]. Ackoliv
prvni vysledky hodnoceni ucinku téchto léka byly zkla-
manim, jelikoZ nedochéazelo k dostatecné redukci v krat-
kodobé mortalité pacientd po koronarnich intervencich,
z dlouhodobého hlediska kratkodobé podani antagonis-
ta llb/llla v pribéhu perkutanni koronarni revaskularizace
snizilo kardiovaskularni mortalitu [15].

Aspirinova rezistence

Koncept selhani 1écby kyselinou acetylsalicylovou vznikl
z predstavy, Ze antiagregacni lécba by méla zabranit nej-
Iépe viem ischemickym vaskularnim epizodédm. Z podsta-
ty vyvoje aterosklerotického platu je to prakticky nemoz-
né. Kyselina acetylsalicylova, jak vyse popsdno, pusobi na
COX-1 a snizuje tvorbu trombogenniho a vasokonstrik¢-
niho TxA,. Blokada jedné cesty aktivace trombocytl ale
kompletné nezamezi tvorbé primarni hemostatické zat-
ky, jsou-li obnazeny subendotelidlni struktury pfi rupture
aterosklerotického platu. Na druhé strané by ani nebylo
zadouci, aby byla primarni hemostaza uplné nefunk¢ni,
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tento stav by totiz mél za nasledek zvyseny pocet krva-
civych komplikaci. Ponechejme ted' stranou, Ze pacienti
s Glanzmannovou trombocytopatii prakticky nemaji in-
farkty ¢i cévni mozkové prihody. Kyselina acetylsalicylo-
vé ve standardnim davkovani zamezi zhruba 20 % ische-
mickych pfihod v primarni prevenci [1]. Otdzkou tedy je,
jaky podil z téch zbyvajicich 80 % je tvofen pacienty, ktefi
mohou byt k 1é¢bé kyselinou acetylsalicylovou rezistentni.
Pravou biochemickou rezistenci by méla byt neefektivni
blokdda COX-1 pfi dostatecné biologické dostupnosti.
Bylo prokdzano, Ze bézné davkovani 75-325 mg ASA je
dostacujici k 95% inhibici aktivity COX-1 [9]. Nedostatec-
na davka by tedy neméla hrat vétsi roli. Néktefi pacienti
jsou ale schopni tvorby TxA, nezavislé na trombocytarni
produkci. Pfi¢ina muze tkvét v aktivaci monocytomak-
rofadgového systému nebo endotelidlnich bunék a jejich
inducibilni COX-2, na kterou ASA nema vliv [16]. U ku-
raka je zvysena aktivita COX-2 jednou z pficin vysokého
kardiovaskuldrniho rizika [17], moznd pravé v dUsledku
selhani [é¢by kyselinou acetylsalicylovou.

Na druhé strané je znamy jev tzv. smokers paradox, kdy
koureni tabaku zvysuje inhibici desti¢cek navozenou clopi-
dogrelem. Zvyseny obrat trombocytd v disledku stresové
reakce organismu (operacni zatéz, chronické zanétlivé
procesy) zvysi populaci ,neinhibovanych” COX-1, coz tak-
téz prispiva k ,selhdni 1é¢by”, protoze biologicky polocas
ASA je pouhych 20 minut [18]. Data z Framinghamské
studie prokazuji, ze za jednou tfetinou variability odpo-
védi na ASA stoji genetické faktory [19]. Podkladem mo-
difikované odpovédi na ASA muze byt jednonukleotidovy
polymorfismus gentl pro COX-1, COX-2, pfipadné raznych
trombocytarnich glykoproteinovych receptort [20].

V pfipadé narusené absorpce ¢i zvySeného metabo-
lismu ASA mUze dojit ke snizeni biologické dostupnosti
Ié¢iva a nedostate¢nému ucinku Ié¢by. Davody snizené
biologické dostupnosti mohou byt ale daleko prozaictéjsi,
a to nedostate¢nd compliance, na kterou je tfeba myslet
obzvlasté u geriatrickych pacientu. V populaci pacientt po
akutnim infarktu myokardu neuzivalo kyselinu acetylsali-
cylovou alarmujicich 40 % testovanych [21]. V neposledni
fadé je treba vzit v potaz kompetici na Urovni receptoru
COX-1 pfi konkomitantnim uzivdni ASA s nesteroidnimi
antiflogistiky. Pro ibuprofen a naproxen existuji data po-
tvrzujici snizeni icinnosti ASA pomoci méreni tromboxanu
B, v moci a parametrd funk¢nich testl trombocyta [22,23].

Mame tedy indicie, Ze z mnoha riznych dvodd muze
dojit k selhani Iécby kyselinou acetylsalicylovou. Velkou
otadzkou ale je, jakym zpusobem standardné a validné
tuto ,rezistenci” otestovat. Prevalence laboratorni rezi-
stence k ASA se pohybuje od 5 do 40 % a nejvice zavisi
na pouzitém testu [24]. Jako slibny test se ukazal moco-
vy 11-dehydrotromboxan B, (TxB,), ktery byl odebiran
u kanadskych ucastnikda studie HOPE [25]. Vyhodnoco-
val se vztah rizika kardiovaskularni ischemické prihody
v zavislosti na hodnoté TxB, v moci. Z vysledkl plyne, Ze
rezistence k ASA je spiSe hodnota kontinualni nez kate-
goricka. Lze ji davat do souvislosti s nizkymi mocovymi
hodnotami TxB,, ale jednak vztah neni absolutni pro
moznou interferenci s rendlni insuficienci a jednak chybi
zfejmd hrani¢ni hodnota. Pfesto se TxB, pouziva spole¢né
se svételnou agregometrii jako zlaty standard, se kterym
jsou srovnavany ostatni funk¢ni testy trombocyta.

Clopidogrelova rezistence

V prevenci aterotrombdzy se clopidogrel ukdzal jako
uc¢inny v mnoha studiich a jde o v praxi plné zavedeny
Iék. Presto dle dostupnych dat existuje variabilita v od-
povédi na clopidogrel, ktera je stejné jako u ASA nejspi-
$e multifaktoridlni. Prevalence neadekvatni odpovédi na
clopidogrel se pohybuje v rozmezi 5-40 % [26]. V pfipa-
dé clopidogrelu hraje ale genetickd determinace selhani
lécby daleko vétsi ulohu nez u ASA. Clopidogrel je totiz
prodrug a dvoukrokova metabolizace na aktivni latku
je zavisla na polymorfismu genu jaterniho cytochromu
P450. U nositel( varianty CYP2C19*2 bylo prokdzano az
Sestkrat vyssi riziko aterotrombotického uzavéru stentu
a vyskyt v populaci se odhaduje na 30 % [27]. Pozitivni
predikéni hodnota polymorfismu CYP2C19 se ztratou
funkce pro nezadouci kardiovaskularni pfihody (trombo-
za stentu atd.) je v8ak nizka, cca 12-20 % [28]. Ve studii
ELEVATE-TIMI 56 bylo prokazano, Ze ztrojnasobeni davky
clopidogrelu na 225 mg vedlo u heterozygott CYP2C19*2
ke srovnatelné drovni blokady jako u pacientd bez této
mutace. Homozygoti pro CYP2C19*2 nedosahli dosta-
tecné blokady trombocytt ani po 300 mg clopidogrelu
[29]. V ponékud kontroverzni metaanalyze na 42 016
pacientech nebylo potvrzeno vétsi riziko kardiovaskular-
nich pfihod u nositeld CYP2C19*2, do studie ale nebyli
zahrnuti pouze homozygoti [30]. Bylo by ale nemistnym
zjednodusenim tvrdit, Ze genetické polymorfismy jsou je-
dinym ddvodem zvysené rezidudlni aktivity trombocytd
a nasledného selhani/rezistence k 1é¢bé. Jako u kterého-
koliv jiného léku mUze u nékterych pacientd dojit k horsi
absorpci clopidogrelu. Pfipadné muze dojit k Iékové in-
terakci na cytochromu P450 CYP3A4 ve smyslu indukce
nékterymi léky. U nejcastéji uvadénych statinG a bloka-
tord protonové pumpy vsak v klinickych studiich nebyl
prokdzan vyssi vyskyt kardiovaskularnich ischemickych
pfihod [31-33]. Ackoliv v jedné studii byl prokazan po
podani omeprazolu pokles inhibi¢niho efektu clopido-
grelu na P2Y,, pomoci VASP (vasodilator-stimulated phos-
phoprotein), olekavany vyssi vyskyt kardiovaskularncich
cilovych ukazateld nebyl pozorovan [34]. Naproti tomu
existuji skupiny pacientd s akutnimi koronarnimi syndro-
my, ktefi maji zvySenou pocatecni reaktivitu trombocytud
(,ndchylnost k agregaci”), coz je spojeno s nepfiznivymi
kardiovaskularnimi pfihodami (periproceduralni infarkt
myokardu, trombédza stentu) [35]. Jde pfevazné o pacien-
ty s diabetes mellitus, obezitou ¢i vyjadienym metabolic-
kym syndromem.

Rezistence k blokatoram lla/llla?

Pravem by mél byt otaznik u vSech zminénych rezisten-
ci, jelikoz termin nesplriuje patofyziologické podklady
rezistence, a navic evokuje spiSe kategorialni nez konti-
nudlni charakter jevu; smysl vSak postradd nejvice u in-
hibitord llb/llla. Zde bychom totiz méli mluvit o drovni
blokady/rezidudIni reaktivité trombocytd v zdvislosti na
davce, eventudlné délce infuze v pripadé parenteralni-
ho pripravku. Vysledky prvnich studii s témito pripravky
byly spise zklamanim z neocekdvané $patnych vysledkd.
Ve svétle pozdéjsich poznatkl o parcidlnim agonismu na
cilovém receptoru, mirné prozanétlivé aktivaci a uzsim
terapeutickém okné se zdavodnily prvotni neuspéchy [4].
V pozdéjsich studiich, které zohlednily uzsi terapeutické
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okno léciva, byla prokdzana bezpecnost podavani a uzi-
tek u vysoce rizikovych pacientd v ramci PCl, obzvlasté
s trombdzou nativnich tepen ¢i stentt [36]. Zatim neexi-
stuje dostatek dat k oznaceni ,selhani |éCby” i rezistence
k 1é¢bé blokatorl glykoproteinu llb/llla. Byl ale prokazan
vétsi antiagregacni efekt po vysoké davce tirofibanu ve
srovnani se standardni davkou abciximabu [37]. Selektivni
tzv. downstream podani inhibitora GP lIb/llla po satura¢ni
davce 600 mg clopidogrelu se ukazalo jako ucinna strate-
gie v minimalizaci kardiovaskularnich rizik u troponin-po-
zitivnich akutnich koronarnich syndrom [38]. Navic blo-
katory GP llb/llla prokdzaly vysokou efektivitu v redukci
periprocedurdlnich a dlouhodobych ischemickych pfihod
u pacientd s HPR [39,40]. Priciny interindividualni variabi-
lity v odpovédi na GP lIb/llla zatim nelze ur¢it tak snadno
jako v pripadé ASA/clopidogrelu pro nedostatek studii
zabyvajicich se touto problematikou. Navic je v klinickych
podminkach slozité testovat ucinek blokatort Gp Ilb/llla
pfi souc¢asném poddavani ostatnich protidestickovych Iéka.

Funkéni vysetreni trombocyti

Hlavnim cilem funkcniho vySetfeni trombocytl je zjistit
uroven odpovédi na antiagregacni 1écbu u pacientl |é-
cenych pro rtzné formy ischemické choroby srdecni, ale
i cévni mozkové prihody. V primarni prevenci by méla vy-
znam selekce rizikovych pacientl s hrozici prvni epizodou
aterotrombdzy, v sekundarni prevenci pak zmenseni rizi-
ka uzdavéru stentu pripadnou Upravou lécby dle vysledkU
rezidudlni reaktivity trombocytl. Funkéni vysetreni lze ar-
bitrarné rozdélit na laboratorni a tzv. POCT (point-of-ca-
re test), jejichz spektrum se v posledni dobé velmi rychle
rozsifuje (tabulka 1).

Zlatym standardem ve vysetfovani funkce trombocy-
ta je klasicka optickd agregometrie (light transmittance
aggregometry — LTA), ¢astecné i proto, Ze $lo o historicky
prvni metodu. Jde o plné laboratorni metodu, naro¢nou
jak instrumentalné, tak casové. Princip metody spociva
v méreni svételné transmitance vzorku plazmy bohaté
na trombocyty. Transmitance se zvySuje vlivem postup-
né agregace trombocytl, kterd byla zptisobena pfidanim
agonisty — induktoru agregace. Agregometr zaznamena-
vd zmény signdlu jako agregacni kfivku, kterd ma mozny
rozsah od 0 % (odpovidd plazmé bohaté na trombocyty)
do 100 % (maximalni agregace, odpovida plazmé chudé
na trombocyty). Prabéh agregace trombocytt se zazna-
menava po deset minut, hodnoti se maximalni a pozdni
agregace. Agregometrie vysetfuje integrovanou odpovéd
desticek na ADP cestou receptor( P2Y, a P2Y,,. Opticka
agregometrie je etablovanou metodou k hodnoceni vyso-
ké rezidudlni aktivity trombocytl. ZvySend trombocytar-
ni reaktivita je hodnocena jako 46% maximalni 5 pmol/I
ADP-indukované agregace. Vysledky zvysené reaktivity
trombocytd relativné dobre koreluji s procentem ische-
mickych prihod ve skupiné pacientl selektované pomoci
LTA [41]. Dle podaného agonisty je moZno otestovat re-
aktivitu na ASA, clopidogrel i antagonisty GP llb/Illa. Sen-
zitivita a specificita selekce rizikového pacienta pomoci
LTA se pohybuje kolem 60 % pro obé polozky. Vyznamna
je negativni prediktivni hodnota dosahujici 94 % [38].
ce trombocytl patfi také flowcytometrické vysetreni fos-
foproteinu stimulovaného vasodilataci (VASP). Jde o in-
tracelularni protein, jehoz fosforylovany podil vypovida
o urovni inhibice desti¢ek cestou receptoru P2Y,,. Testuje

Tabulka 1 - Srovnani pro a proti metod funkéniho vysetreni trombocytt

Typ metody

Vyhody

Optickd agregometrie Zlaty standard

Nevyhody

Laboratorni naro¢nost

VASP

PFA-100

VerifyNOW

Plateletworks

Impact-R
Multielektrodova agregometrie
Impedancni agregometrie

Tromboelastografie (platelet mapping)

Dobra korelace s klinickymi pfihodami

Maly objem vzorku z plIné krve
Moznost stanoveni GP llb/llla a mnoho jinych
(CD4O0L, selektin)

POCT, semiautomatickd metoda
Jednoducha

POCT, semiautomaticka metoda jednoducha,
rychla

POCT
Rychlé vyhodnoceni
PInd krev

POCT
PIna krev bez dalsi pfipravy vzorku

Rychlé hodnoceni
PIna krev

PIna krev, relativné dobfre koreluje
s trombotickymi pfihodami

Poskytuje komplexni informaci o viskoelastickych

vlastnostech krve

Céstecna zavislost na hodnotiteli

Nutnost zkuseného personalu

Zavislost na hodnoté von Willebrandova
faktoru
Horsi reproducibilita

Zavislost na hematokritu

Nedostatek dat o provazanosti
s klinickymi epizodami

Nedostatek dat o provazanosti
s klinickymi epizodami, nizka dostupnost

Nutnost pfipravy reagencii + manualni
pipetovani

Casové naro¢nd pfiprava vzorku

Nedostatek studii

POCT - point-of-care test; VASP - fosfoprotein stimulovany vasodilataci (vasodilator-stimulated phosphoprotein).
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tedy predevsim rezidudlni aktivitu desticek po podani
clopidogrelu. Index reaktivity desticek (platelet reactivity
index — PRI) > 50 % vyjadfuje u VASP zvysenou trombocy-
tarni reaktivitu [42]. Studie pfipadd a kontrol prokazaly
u 60 % pacientl se subakutni in-stent trombdzou nedo-
statecnou inhibici receptoru P2Y,, zjisténou pomoci VASP
[42,43]. Obé metody, jak LTA, tak VASP, prokazaly relativ-
né dobrou korelaci ischemickych/trombotickych epizod se
zvy$enou rezidudlni trombocytarni reaktivitou (HPR), je-
jich vyznamné omezeni predstavuje narocnost zpracovani
a vyhodnoceni vzorku. Vyhodou LTA a VASP je naopak
vyznamnd negativni prediktivni hodnota. Pravé z ddvo-
du laboratorni naro¢nosti starsich metod a potreby rych-
Ié znalosti vysledkl se v posledni dobé objevilo na trhu
mnoho pfristrojl, které testuji funkce trombocytd jednak
z pIné krve a jednak pfimo na klinickych pracovistich, tj.
POCT. Vzhledem k narustajicimu poctu téchto metod je
nutné znat princip vysetfeni a faktory ovlivAujici testy,
abychom vysledky mohli spravné interpretovat.

Platelet function analyser (PFA-100) testuje jako jeden
z mala komplexné proces primarni hemostazy, ktera je
kriticky zavisla na funkci trombocytu. Vysetfeni se prova-
di z pIné citratové krve, ktera je nasdvana za vysoké smy-
kové rychlosti (5 000-6 000 s ) pfes kapilaru potazenou
induktory agregace trombocytt (lisi se u jednotlivych mo-
duld). Jako vysledek stanoveni se uddva tzv. closure time
— uzaviraci ¢as (CT), coz je doba do uzavieni membrany
trombem. V ptipadé responderl na ASA by mél presa-
hovat 180 sekund [44], pro clopidogrel 106 sekund [45].
V ramci vySetfeni se uplatriuje Uroveri aktivace trombocy-
t0, ale také smykové napéti, které je intenzivnéjsi pfi vys-
$ich hodnotach von Willebrandova faktoru; hlavni vyhoda
testu se tak stava nékdy jeho hlavni nevyhodou. V nasem
souboru 25 pacientl vysetfenych pomoci PFA-100 byli 2
pacienti s in-stent trombdézou, ktefi vykazovali zvySenou
rezidudIni reaktivitu trombocytud pfi Ié¢bé ASA, jeden do-
konce dualni rezidualni zvySenou reaktivitu (Ié¢eny ASA
+ clopidogrelem). V obou pfipadech byla navysena dav-
ka lékd, kterd nasledné vedla alespon k laboratornimu
Jresponderstvi”, klinicky jsou oba pacienti po Sesti mési-
cich bez reinfarktu/rekoronarografie. Ve velkém soubo-
ru se ale nepodarilo prokazat schopnost PFA-100, resp.
PFA-200 selektovat na zdkladé neprodlouzeni uzaviraciho
Casu pacienty s vyssim rizikem nepfiznivych kardiovasku-
larnich prihod [41]. Optimalni laboratorni odpovéd' tedy
nemusi byt nutné zndmkou dobrého klinického vysledku.
Vétsina odborniku se shoduje, Ze se PFA-100 pfilis nehodi
k monitoraci urovné inhibice trombocytd pro mnoho fak-
torl ovliviujicich vysetfeni (pocet trombocytl, hemato-
krit, hodnota fibrinogenu a von Willebrandova faktoru).

Mnohocetna impedancni agregometrie (multiple
electrode aggregometry — MEA, Multiplate). Alternati-
vou k LTA je impedanc¢ni agregometrie, ktera umozriuje
vysetfovat agregaci z pIlné krve. Mezi dvéma platinovy-
mi destickami, které jsou umistény v kyveté se vzorkem,
prochdzi elektricky proud. Ten zpUsobi pokryti elektrod
trombocyty. Po pfidani agonisty trombocyty, leukocyty
i erytrocyty adheruji na elektrody s trombocyty, a tim
snizuji probihajici elektricky proud. Zména signalu je za-
znamendvana jako agregacdni kfivka, z niz se pak hodnoti
parametr AUC (plocha pod kfivkou). AUC kvantitativné
odrdzi aktivitu trombocyta. K vySetfovani ucinnosti lécby

kyselinou acetylsalicylovou se pouziva ASPItest (induktor
agregace — kyselina arachidonova), pfi sledovani Iécby an-
tagonisty trombocytarnich receptort ADP Ize pouzit ADP
test (induktor agregace — ADP), pfipadné ADPtest HS (in-
duktory agregace — ADP, prostaglandin E1 - PGE1). Nejde
ale plné o metodu POCT, jelikoz je nutné v pribéhu vyset-
feni pipetovat. Mnohocetnd impedan¢ni agregometrie je
schopna identifikovat pacienty s rezidualni trombocytar-
ni reaktivitou s rizikem ndsledné trombdzy stentu az se
100% senzitivitou a 86% specificitou [46]. Optimalni hra-
ni¢ni hodnota pfi vySetfeni MEA > 416 AU/min selektuje
pacienty s rizikem 30denni trombdzy stentu s 84% specifi-
citou a 70% senzitivitou [47]. Navic byla prokazana dobra
korelace mezi vysledky MEA a zlatym standardem (LTA)
[48], a dokonce vyssi selektivita pro trombdézu stentu pfi
vySetfenim MEA nez VASP [46].

VerifyNOW predstavuje pIné metodu POCT zaloZzenou
na turbidimetrickém stanoveni agregace indukované
agonistou (epinefrin, ADP). Vzorek pIné citratové krve
je spojen s diagnostikem, které obsahuje mikropartikule
potazené lidskym fibrinogenem. Aktivaci agregace dojde
ke vzniku shlukd a zvyseni transparence vzorku. Pomoci
poméru mnozstvi agregovanych desticek pred agregaci
indukovanou agonistou a po ni byl vytvoren jak pro ASA,
tak clopidogrel systém indexovanych jednotek. V pfipa-
dé ASA se vysoka rezidudlni reaktivita predpoklada pfri
ARU > 550 [49], u thienopyridinG je pfedpoklad vysoké
rezidudlni reaktivity pfi PRU > 236 [41]. V dosud nejvétsi
praci byla pomoci VerifyNOW prokazana 63% specificita
a 60% senzitivita pro predikci aterotrombotické pfihody,
negativni prediktivni hodnota byla 94 % [41].

Nejméné zkoumanou metodou je systém Plate-
letworks, jehoz zakladnim principem je méfeni poctu
trombocytl pfed poddnim agonisty agregace a po jeho
podani; pfimy pocet je nasledné preveden na procen-
ta. Specificita k predikci aterotrombotické prihody cini-
la 58 %, sensitivita 63 %, negativni prediktivni hodnota
94 % [41]. Jako nejslibnéjsi metody k méreni reziduani
L~on-treatment” reaktivity trombocytd se zdaji byt v se-
stupném poradi Multiplate, VerifyNOW.

Individualizace lécby pomoci funkcnich

vySetreni trombocytu

Logickym dUsledkem zjisténi zvysené rezidualni reakti-
vity trombocytl pomoci funkcnich vysetieni by méla byt
Uprava lécby. Obzvlasté jde-li o metodu, kterd prokaza-
la schopnost predikce aterotrombotickych pfrihod, nebo
shodne-li se vice metod na pritomnosti HPR. Na nasem
pracovisti probihd nyni studie zaloZzena na funk¢nim
vysetieni trombocytll pomoci LTA, PFA-100/200, Verify-
NOW a Multiplate (REACT-MI, viz ClinicalTrials.gov, cislo:
NCT01381185). V pripadé shody dvou metod funkéniho
vySetfeni na HPR je |é¢ba upravena navysenim ASA, clopi-
dogrelu ¢i obojiho; timto postupem je zajistén vybér jen
nejrizikovéjsich pacientd. Zatim nejvétsi dosud provede-
nd studie GRAVITAS, kterd zkoumala upravovani davky
clopidogrelu (75 mg vs. 150 mg) na Sest mésicl u pacientu
s HPR zjisténou pomoci VerifyNOW, neprokéazala vyhody
tohoto postupu [50]. Ve studii byl ale velmi nizky vyskyt
primarniho morbi-mortalitniho cilového ukazatele, coz
mUze byt vysvétlenim neutrdlniho vysledku. Zajimavym
pocinem je studie ASCET, jejimz cilem bylo prokdazat su-
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Rezistence k antiagregacni 1é¢bé

Tabulka 2 - Studie zabyvajici se Gpravou lécby na zakladé funkcniho vysetreni trombocytd

Studie Cil Vhodni Pocet
pacienti pacientt

GRAVITAS Uprava lé¢by na zakladé Elektivni PCl, n=2214
funkéniho vysetieni AKS, DES
agregace

DANTE Uprava lé¢by na zékladé NAP/NSTEMI/  n = 442*
funkéniho vysetreni PCl
agregace

ASCET Zameéna ASA za clopidogrel ICHS n=1001
pfi rezistenci k ASA

TOPAS-1 Zamezeni in-stent trombdzy Predchozi n = 450*
pomoci fizené inhibice PCl + stent
trombocytu

TRIGGER PCl  Alternativni lécba Elektivni PCl  n =432
prasugrelem u neadekvatni
odpovédi na clopidogrel

ARCTIC Uprava dévek ASA PCl + DES n=2500*
a clopidogrelu pfi
neadekvatni odpovédi na
lécbu

3T/2R Ptidani tirofibanu ke Elektivni PCl  n =263

standardni |écbé ASA +
clopidogrel

Lécebna strategie
trombocytt

Dévka 75 vs. 150 mg VerifyNOW

clopidogrelu po

6 mésicu

Dévka 75 vs. 150 mg VerifyNOW

clopidogrelu po

6 mésicd

160 mg ASA vs.
75 mg clopidogrel

600 mg clopidogrelu VerifyNOW
vstupné, poté VASP
6 mésict 75 mg

60/10 mg prasugrelu VerifyNOW
vs. 600/75 mg
clopidogrelu

PFA-100

Navyseni ASA +
clopidogrel dle
reaktivity +
(ne)pokracovani

s clopidogrelem po
12 mésicich

VerifyNOW

Tirofiban bolus
25 pg/kg/3 min, poté
0,1525 pg/kg/14-24 h

VerifyNOW

Metoda vysetieni Primarni cilovy

ukazatel

emésicni KV umrti,
nefatalni infarkt ¢i
trombdza stentu

6- a 12mésicni
KV Umrti,
nefatélni infarkt,
revaskularizace
(CABG/PCI)

Dvouleta NAP/IM,
CMP ¢i amrti
6mésicni in-stent
trombodza

KV umrti, nefatalni
IM

12mésicni kompozitni
cilovy ukazatel: umrti,
IM, CMP, trombdza
stentu, urgentni
revaskularizace

Periproceduralni
elevace KSE,
30denni umrti,
IM, urgentni
revaskularizace

AKS - akutni koronarni syndrom; ASA - kyselina acetylsalicylovd; CABG - aortokoronarni bypass; CMP — cévni mozkové prfihoda; DES - stent
vylucujici 1éCivo (drug-eluting stent); KSE - kardioselektivni enzymy; KV — kardiovaskuldrni; NAP — nestabilni angina pectoris; PCl — perkutanni
koronarni intervence; NSTEMI - infarkt myokardu bez elevaci useku ST.

* predpokladany pocet zafazenych pacientl

perioritu zdmény clopidogrelu za ASA u pacientl se sta-
bilni ischemickou chorobou srde¢ni a zvysenou rezidualni
trombocytarni reaktivitou zjisténou pomoci PFA-100 pfi
monoterapii ASA. Pfredbézné vysledky neprokazaly méné
kardiovaskularnich pfihod u pacientd randomizovanych
k monoterapii clopidogrelem, na definitivni analyzu si
jesté budeme muset pockat.

Studie TRIGGER-PCl byla predbézné ukoncena pro
predpokladany nedostatecny vyskyt primarniho cilové-
ho ukazatele vyplyvajici z interim analyzy (viz tabulku 2).
Tato studie testovala efektivitu, bezpecnost a Uroven pro-
tidestickové blokady prasugrelu ve srovnani s clopidogre-
lem u pacientt s HPR. Nebyla prokazana klinicka pouzitel-
nost tohoto postupu, prevdzné pro nedostatecny vyskyt
primarniho cilového ukazatele, nicméné prasugrel proka-
zal vyssi uroveri protidestickové blokady [51]. Co ndm vy-
sledky dosavadnich studii fikaji? Zavéry vesmés vyznivaji
skepticky, v neprospéch terapie fizené vysledky funk¢nich
vysetfeni trombocytu. Je tfeba si ale uvédomit, Ze ve vét-
siné studii hodnotime pouze rezidualni riziko u jinak vel-
mi dobre |écenych pacientd, a vyskyt kardiovaskularnich
pfihod tak bude nizky. Smér dalsiho vyvoje ukazou nad-
chazejici studie (viz tabulku 2) a jejich metaanalyzy. Je-li
dostupna néktera z metod funkcniho vysetfeni agregace
trombocytd na pracovisti, je zatim, s ohledem na obec-

nou neshodu a absenci oficidlnich doporuceni, ke zvazeni
vysetieni nejrizikovéjsich pacienty; tj. pacientl s in-stent
trombdzou, pacientd se stenty uvolnujicimi Iécivo (drug-
-eluting stent — DES, obzvlasté stenty prvni generace)
a diabetikd s ¢etnymi ischemickymi komplikacemi. Oficil-
ni doporuceni American College of Cardiology/American
Heart Association (ACC/AHA) pro PCl hodnoti vhodnost
funk¢niho vysetreni trombocytl jako tfidu llb, u pacientu
s vysokym rizikem nepftiznivého klinického vysledku [52].
Doporuceni Evropské kardiologické spolecnosti povazuji
funkéni vysetieni trombocytt za vhodné, pouze zméni-li
to postup u daného pacienta [53].

Zjistime-li u téchto pacientd HPR pro ASA samotnou
¢i ASA/clopidogrel, mdme zatim ponékud omezené moz-
nosti. Jednou z moZnosti je navyseni davek a kontrolni
vysetieni v pfipadé ASA po nékolika hodinach, v pfipa-
dé clopidogrelu az po ustaleni davky za 3-5 dna. DalSi
moznosti je v CR jiz registrovany a na trh brzy vstupuji-
ci prasugrel (Effient). V klicové studii TRITON-TIMI 38 se
prokdzal jako efektivnéjsi ve snizeni ischemickych prihod
nez clopidogrel, ale nemél vliv na kardiovaskularni ¢i cel-
kovou Umrtnost, a navic zvysil riziko fatdlniho krvaceni
[54]. Mensi studie RESPOND prokazala alespor labora-
torni uc¢innost zmény clopidogrelu za ticagrelor u pacien-
ta s HPR [55], coz naznacuje do budoucna slibné reseni.
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Zatim neexistuje dostatek dat ke zméné clopidogrelu za
prasugrel ¢i ticagrelor pouze na zdkladé HPR. Vyhodou
ticagreloru oproti konkurenci (clopidogrel, prasugrel)
je, Ze nejde o prodrug. Ze studie PLATO nicméné plyne
signifikantni snizeni ischemickych vaskularnich piihod pfi
srovnani ticagreloru s clopidogrelem s mirnym zvysenim
krvacivych komplikaci [58]. Dalsi moZnosti fizeni protides-
tickové lécby je genetické testovani. Dle studie dr. Megy
ELEVATE TIMI 56 je racionalni substituce clopidogrelu
prasugrelem ¢i ticagrelorem jen v pfipadé homozygotni
mutace CYP2C19*2 [29]. Ve vétsiné studii bylo funkéni
vySetfeni trombocytl provedeno ¢asné pred PCl. Ackoliv
je znamo, Ze periproceduralni vysetfeni trombocytd ma
jednoznac¢né nizsi vypovédni hodnotu nez vysetfeni ve
vétsim odstupu od PCI [59].

Funk¢ni vysetifeni trombocytl je nyni predmétem in-
tenzivniho vyzkumu, dostupna data viak nejsou dosta-
tecné presvédciva k zavedeni metod do rutinni kardiolo-
gické praxe. K Upravé lécby u pacientl by tedy nemélo
vést samotné vysetreni a zjisténi HPR, ale predevsim kli-
nické epizody a rizikovost pacientd, jak bylo uvedeno
vyse.

Zavér

Funkéni vysetfeni trombocyttd je co do kvality laborator-
nich metod etablované, spojeni s klinickymi pfihodami
¢i uprava lécby na zakladé HPR jsou ale naproti tomu
v plenkach.

Je tfeba si uvédomit nékolik zakladnich véci:

1. Pojmy aspirinova/clopidogrelova rezistence jsou sice
uderné, ale do svych slovnikd bychom méli zavést po-
jem vysokd rezidualni reaktivita trombocytd, ktery
Iépe odpovidd spojitému spektru odpovédi na antiag-
regans.

2. Mame k dispozici Sirokou paletu metod, ale je nutné
védét, co presné testuji, abychom odfiltrovali rdzné in-
terference pri stanoveni a vysledky spravné interpreto-
vali.

3. Metody funkéniho vy3etfeni ndam demonstruji , labora-
torni” vysokou rezidudlni reaktivitu, nas ale musi zaji-
mat hlavné korelace s klinickymi aterotrombotickymi
pfihodami.

4. Funk¢ni vysetfeni trombocytd se zamétuje na primarni
hemostazu, je ale tfeba brat v Uvahu i ostatni spolu-
Cinitele aterotrombdzy jako klasické rizikové faktory
(diabetes mellitus, rendlni insuficience, koufeni atd.
[60]) a procedurdlni rizika PCl (délka/primér stentu,
bifurkacni stent, pocet a charakter stenéz atd.).

Z nasich pozadavkl na funkéni vysetfeni trombocytl vy-

plyva, Ze potfebujeme metodu, ktera bude:

1. mit jasné prokazany vztah abnormality testu (nejlépe
hrani¢ni hodnotu) k riziku ischemické kardiovaskularni
pfihody/komplikace;

. standardizovdna mezi laboratoremi;

. aplikovatelnd v fizené protidestickové 1é¢bé;

. cenoveé dostupna (,cost/benefit”);

. lehce proveditelna (POCT);

. reproducibilni.

oulh WN

V nékterych ohledech zatim spise jde o ,sci-fi”, ale jiz nyni
jsou na trhu metody, které mnohé pozadavky splriuji. Dle
dostupnych dat je Zhavym kandidatem VerifyNOW a po
doplnéni vice studii i Multiplate.

Vysetfeni trombocytd v kardiologii zatim neni rutinni.
V hodnoceni je tfeba opatrnosti a znalosti limitaci jed-
notlivych metod. Véfime, Ze po zhodnoceni dat z inter-
vencnich studii zabyvajicich se zménami 1écby na zékladé
funkéniho vysetfeni trombocytl se tyto metody stanou
klinicky relevantnim pomocnikem v rozhodovéni o upra-
vé lécby u pacientd se zvySenou rezidudlni reaktivitou
trombocyt0.
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