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Sthrn: Ciel’prdce: Liecba kyselinou acetylsalicylovou (ASA) a klopidogrelom (KLP) je spojena s vysokym stupfiom variability v lieCebnej od-
povedi a niektori pacienti st na lie¢bu rezistentni. Ciefom nasej ttidie bolo postidenie individualnej odpovede na protidostickov lie¢bu
u pacientov s vysokym rizikom kardiovaskuldrnych prihod lie¢enych ASA (n = 131), KLP (n = 51) alebo ASA + KLP (n = 34). Materidl a me-
tddy: VySetrenia sa u nich uskutoc¢nili svetelnou transmisnou agregometriou a u vybranych pacientov pri lie¢cbe KLP aj VASP fosforyldciou.
Vyisledky: Dobri odpoved na lie¢bu ASA s inhibiciou agregécie krvnych dosticiek po indukcii kyselinou arachidonovou < 20 % dosiahlo
75 % pacientov, parcidlnu odpoved s 20-40% inhibiciou 12,9 % pacientov a nedostatoént odpoved s > 40% inhibiciou 12,1 % pacientov.
Dobrt odpoved na lie¢bu KLP s inhibiciou agregacie krvnych dosticiek po indukcii 20 pmol/l ADP < 60 % dosiahlo 66,1 % pacientov,
parcidlnu odpoved' s 60-70% inhibiciou 13,9 % pacientov a nedostatoént odpoved > 70 % malo 20 % pacientov. U pacientov liecenych
KLP + ADP indukovand agregacia krvnych dosticiek korelovala s VASP fosforylaciou. Zistilo sa, Ze 50 % pacientov pri liecbe KLP a 44,4 %
pri liecbe ASA dosiahlo primerant odpoved na lie¢bu aZ zlepsenim kompliancie. U 80 % pacientov, ktori opakovane neodpovedali na
lie¢bu KLP v davke 75 mg denne, doslo po zvy3eni ddvky na 150 mg denne k dosiahnutiu poZadovanej odpovede na lie¢bu. Zvy3enie davky
ASA nad 100 mg denne neviedlo u nasich pacientov k zlep3eniu odpovede na lie¢bu. U tych pacientov, ktori nevykazovali dostato¢nti od-
poved na lie¢bu nizkou ddvkou ASA (< 100 mg denne), vSak zvy3enie davky na 100 mg denne viedlo k efektivnemu ovplyvneniu agregacne;
odpovede. Zdver: Laboratérne monitorovanie individudlnej odpovede umozriuje optimalizovat protidostickovu liecbu. Mozno pritom
selektovat pacientov, ktori by mohli profitovat z iného typu protidostickovej liecby, akymi st napr. prasugrel a tikagrelor.
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Is antiplatelet therapy always effective?

Summary: Objective: Acetylsalicylic acid (ASA) and clopidogrel (KLP) therapy is associated with the high degree of variability in response
to the drug and some patients are drug-resistant. The aim of our study was to evaluate the individual response to antiplatelet therapy in
patients at high risk of cardiovascular events treated with ASA (n = 131), KLP (n = 51) or ASA + KLP (n = 34). Subjects and methods: Investiga-
tions were performed in them by light transmission aggregometry and in selected patients by VASP fosforylation. Results: Good response
to ASA treatment with arachidonic acid-induced platelet aggregation inhibition < 20% reached 75.0% of patients, partial response with
20-40% inhibition 12.9% of patients and poor response with > 40 % inhibition 12.1 % of patients. Good response to KLP treatment
with 20 pmol/l ADP-induced platelet aggregation inhibition < 60% reached 66.1% of patients, partial response with 60-70% inhibition
13.9% of patients and poor response > 70% in 20% of patients. In patients treated by KLP + ADP induced platelet aggregation corre-
lated with VASP fosforylation. We found, that 50% of KLP-treated and 44.4% of ASA-treated patients obtained the adequate response
to therapy by compliance improvement. In 80% of patients, which did not respond to KLP therapy in daily dose of 75 mg, the adequate
response after the increase to daily dose of 150 mg was observed. The increase of ASA daily dose above 100 mg did not improve in our
patients their response to therapy. However, in those patients without a good response to low-dose ASA (< 100 mg daily) the increase to
daily dose of 100 mg effectively influenced the aggregatory response. Conclusion: Laboratory monitoring of individual response allows the
optimalization of the antiplatelet therapy. The patients who could profit from other type of antiplatelet therapy, such as prasugrel and
ticagrelor, can be selected by this method.
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Uvod

Protidosti¢kova lie¢ba patri k osved-
¢enym postupom v sekundarnej pre-
vencii aterotrombotickych ocho-
renf, najmd pri koronarnej chorobe
srdca, na prevenciu recidiv ischemic-
kych mozgovych prihod artériového
poévodu, ako aj pri ochoreniach peri-
férnych artérii. Hoci sa v tejto oblasti
zaznamenali vyznamné pokroky, kyse-
lina acetylsalicylova (ASA) zostdva do-
dnes lie¢bou ,zlatého Standardu® [1].
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Riziko zvy$eného krvacania a recidiv
artériovej/korondrnej trombdzy vie-
dol k vyvoju nov3ej generacie inhibfto-
rov krvnych dosticiek, ktorych ciefom
st enzymy (fosfodiesterdza, cykloo-
xygendza), receptory (purinergické,
prostaglandinové, pre tromboxan)
a glykoproteiny (integrin allbf3 cize
GPlibllla, GPVI, vWF, GPIb) [1-3].
Patria k nim predovietkym tienopyri-
diny (starsi tiklopidin, novsi klopidog-
rel), ktoré inhibujd agregaciu krvnych

dosti¢iek indukovanu adenozin-difos-
fatom (ADP). Inou moznostou je du-
dlna protidostickovd lie¢ba, napr.
kombindcia ASA + klopidogrel, ktord
je v stdasnosti zdkladom liecby a se-
kundarnej prevencie pri akitnych ko-
rondrnych syndrémoch a/alebo per-
kutdnnej korondrnej intervencii (PKI)
a naslednej implantacii stentu. Nevy-
hodou doteraz dostupnych inhibitorov
agregdcie krvnych dosticiek je ich va-
riabilnost v odpovedi na lie¢bu [1,4].
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Nedostato¢na odpoved na protido-
Stickovu lie¢bu je vyznamnym kardio-
vaskuldrnym (KV) rizikovym faktorom
recidiv ischemickych prihod [4,5].
Individudlnu odpoved na liecbu ASA
pravdepodobne podmieriujd > 3 gény,
ktoré zatial nie st uplne prebadané.
Prevalencia rezistencie sa udava pri
lie¢cbe ASA (na zdklade stanovenia
hladiny tromboxanu TXB2 v sére) asi
1-5 %. Vysoka reaktivita krvnych dos-
ti¢iek pri protidosti¢kovej liecbe (HPR)
sa pri pouziti ASA vyskytla v jednej zo
¢tadif po PKI a2 v 19,2 % [6]. Dote-
raz nie st k dispozicii idaje o klinickej
Gcinnosti lie¢by ASA ,3itej na mieru®
podfa vysledkov funkénych testov krv-
nych dosti¢iek. Vyskyt HPR alebo re-
zistencie na lie¢bu klopidogrelom
je asi u 20-30 % pacientov. Jedinci,
ktori st nositelmi variantu alely génu
CYP2C19 (priblizne 26 % belochov)
tvoria len mélo aktivneho metabolitu,

ktory je zodpovedny za inhibi¢ny Gci-
nok klopidogrelu na agregéciu krvnych
dosticiek [7-9].

Zatial neexistuje konsenzus o op-
timdlnej metéde stanovujicej reak-
tivitu krvnych dosti¢iek pri protidos-
tickovej liecbe. Za referenénti metddu
sa povazuje stdle svetelnd transmisna
agregometria (LTA). Pri liecbe ASA sa
pouZiva ako induktor agregécie ky-
selina arachidonova (ale je citlivost
aj na ADP), pri lie¢be tienopyridinmi
je induktorom ADP. Pri porovnavanf{
4 metdd pri liecbe ASA, t.j. LTA s po-
uzitim kyseliny arachidonovej ako in-
duktora, VerifyNow® Aspirin Assay,
IMPACT-R po stimuldcii kyselinou ara-
chidonovou a PFA-100 v plnej krvi pri
vysokom $mykovom napétf viedli k na-
jlepsej diskrimindcii rizikovych pacien-
tov prvé 2 metéddy [4]. Zial, chybaju
ddaje o TXB, v sére, povazovanom za
naj$pecifickejsie stanovenie aktivity
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COX-1 v krvnych dosti¢kdch ako od-
poved na ASA. Pri liecbe tienopyri-
dinmi (tiklopidin, klopidogrel, prasu-
grel) alebo tikagrelorom mozno okrem
LTA posudzovat HPR aj pomocou tzv.
svasodilator stimulated phosphopro-
tein“ (VASP) fosforyldcie [4]. Ide o me-
tédu prietokovej cytometrie z plnej
krvi, ktora Specificky hodnotf funkciu,
resp. stuperi blokady receptora P2Y,,
pre ADP. Meria tG¢inok ADP na ade-
nyleykldzu podla stupria fosforylacie
intraceluldrneho proteinu VASP. V za-
vislosti od pomeru fosforylovany/de-
fosforylovany VASP sa pacienti klasifi-
kujd ako ,,dobri respondenti“ s nizkym
rizikom a ako HPR s vysokym rizikom
post-PKI recidivy KV trombotickych
prihod. Dalou metédou je analyza
v systéme VerifyNow® P2Y  (Accumet-
rics Inc., San Diego, CA), trombelasto-
grafia, pouzitie IMPACT analyzatora,
stanovenie expresie P-selektinu na po-

Tab. 1. Charakteristika stibborov a pouzitd lie¢ba.
Ukazovatel Kontrolnd skupina ~ ASA primdrna ASA sekundirna
prevencia prevencia
pocet 225 61 70
artériova hypertenzia 89 (39,6 %) 50 (82,0 %) 48 (68,6 %)
KCHS 0 0 49 (70,0 %)
* CABG 4 (8,2 %)
*IM 9 (18,4 %)
* stenty 3 (6,1 %)
PAO 0 0 4(5,7 %)
* stenty 1(25%)
TIA 0 0 6 (8,6 %)
LIM 0 0 14 (20 %)
lie¢ba ACEI 43 (19,1 %) 16 (26,2 %) 29 (41,4 %)
ARB 15 (6,7 %) 14 (23 %) 14 (20 %)
BB 44 (19,6 %) 26 (42,6 %) 38 (54,3 %)
ccB 42 (18,7 %) 23 (37,7 %) 12 (17,1 %)
D 32 (14,2 %) 22 (36 %) 19 (27,1 %)
centrdlne AH 5(2,2%) 6 (9,8 %) 7 (10 %)
aliskiren 0 1(1,6 %) 2(2,9%)
statiny 21 (9,3 %) 22 (36 %) 27 (38,6 %)
fibraty 5(2,2%) 6 (9,8 %) 6 (8,6 %)
PAD 7 (3,1 %) 9 (14,8 %) 11 (15,7 %)
inzulin 0 2 (3,3 %) 0
nitraty 0 0 11 (15,7 %)
iné antiarytmikd 0 0 5(7,1%)
ASA - kyselina acetylsalicylova, KLP - klopidogrel, KCHS - koronarna choroba srdca, CABG - aortokorondrny bypass, IM - infarkt
myokardu, PAO - ochorenie periférnych artérif, TIA - tranzitérny ischemicky atak, LIM - loZiskovd mozgova ischémia, ACEI - inhibi-
tory enzymu konvertujiceho angiotenzin, ARB - blokdtory receptora pre angiotenzin Il, BB - beta-blokatory, CCB - blokatory kalcio-
vého kandla, D - diuretikd, AH - antihypertenziva, PAD - perordlne antidiabetika

KLP ASA + KLP

51 34
41 (80,4 %) 28 (82,4 %)
25 (49,0 %) 25 (73,5 %)

0 0
12 (48 %) 13 (52 %)
4(16 %) 13 (52 %)
11 (21,6 %) 9 (26,5 %)
2 (18,2 %) 8 (88,9 %)
13 (25,5 %) 2 (5,9 %)
11 (21,6 %) 6 (17,7 %)
25 (49,0 %) 27 (79,4 %)
16 (31,4 %) 5(14,7 %)

22 (43,1 %)
20 (39,2 %)
12(23,5 %)

23 (67,7 %)
14 (41,2 %)
16 (47,1 %)

2(3,9%) 4 (11,8 %)
0 0
28 (54,9 %) 27 (79,4 %)
4 (7,8 %) 4 (11,8 %)
4(7,8 %) 9 (26,5 %)
3 (5,9 %) 1(2,9%)
5(9,8%) 4 (11,8 %)
5(9,8%) 3 (8,8 %)

Vnitt Lék 2012; 58(12): 904-914

905




Je protidostickova lie¢ba vzdy ucinna?

tisticky nevyznamné rozdiely.

Tab. 2. Vysledky vySetreni u jedincov bez protidostickovej lie¢by (s 2 stupfiami odhadovaného 10-ro¢ného rizika fatél-
nych kardiovaskuldrnych prihod - podla SCORE [8]).

Skupina n Vek (roky)  PLT (x G/I) ADP ARA KOL ADR RIS
20 pmol/I 0,5 mg/I| 10 pmol/l 300 pmol/l 1,0 pmol/I

(%) (%) (%) (%) (%)

SCORE<5% 94 34 261,9 + 84,2 83,3 86,3 84,8 83,9 89,8
(28-48,5) (77,4-86,8) (83,1-88,8) (80,8-87,7) (78,3-87,1) (86,7-93,5)

SCORE=25% 131 56,1+14,6 255 83,7 85,7 83,7 82,9 90,3

(210-294)  (79,5-87,3) (82,9-89,2) (79,7-87,7) (79,6-86,4)  (87-94)
P Spolu 225 < 0,001 NS NS NS NS NS NS

PLT - pocet trombocytov, ADP - agregacia krvnych dosti¢iek po indukcii adenozin-difosfatom, ARA - po indukcii kyselinou arachido-
novou, KOL - po indukcii kolagénom, ADR - po indukcii adrenalinom, RIS - po indukcii ristocetinom
Udévaju sa vysledky porovnani medzi skupinami s 2 stupfiami - niz8im a vy38im kardiovaskuldrnym rizikom podfa SCORE. NS - 3ta-

vrchu krvnych dostic¢iek pomocou prie-
tokovej cytometrie a iné [4].

Ciefom nasej prospektivnej, obser-
vacénej Stidie bolo porovnanie agre-
gability krvnych dosti¢iek vysetrenej
pomocou LTA (s pouzitim 5 indukto-
rov) u pacientov s vysokym rizikom KV
prihod lie¢enych ASA, klopidogrelom
alebo ASA + klopidogrelom v ramci
primarnej alebo sekunddrnej preven-
cie s pacientmi bez protidostic¢kovej
lie¢by. Na zdklade tychto laboratér-
nych vySetreni sa posudzovala indivi-
dudlna odpoved na protidostickovu
lie¢bu. U pacientov lie¢enych klopido-
grelom, ktori nevykdzali primerand in-
hibiciu agregdcie krvnych dostic¢iek, sa

HPR stanovovala aj pomocou VASP
fosforyldcie, s postidenim vzdjomnej
koreldcie oboch vysetreni. Hlavnym
cielom bola optimalizicia protidosti¢-
kovej liecby podfa individudlnej odpo-
vede pacientov vykazovanej v labora-
térnych testoch.

Material a metédy

Agregdciu krvnych dostic¢iek sme vy3e-
trili v kontrolnej skupine u 225 jedin-
cov bez symptomatického KV ocho-
renia a bez protidosti¢kovej liecby:
94 jedincov s nizsim KV rizikom
(< 5 % podla SCORE, priemer 3 %)
vo veku 34 (28-48,5) rokov a 131 je-
dincov s vy$8im KV rizikom (= 5 %

podfa SCORE, priemer 8 %) vo veku
56,1 + 14,6 rokov. Ich body mass
index (BMI) bol 23 (20,5-25,1)
a28(25-30) kg/m?, svyskytom fajc¢enia
0 (0-0), hladina cholesterolu 4,5 + 0,5
a 4,7 + 0,5 mmol/l, LDL-cholesterolu
3,4+0,5a3,5+0,6 mmol/l, HDL-cho-
lesterolu 1,8 £ 0,3 a 1,7 = 0,4 mmol/I
a hladina triacylglycerolov 1,4 + 0,4
a 1,6 + 0,4 mmol/l. Ich dalie charak-
teristiky a lie¢bu uvadza tab. 1.
Odpoved na protidostickovi lie¢bu
sme vySetrili u 216 pacientov s 2 10%
10-roénym rizikom fatdlnej KV pri-
hody alebo so zndmym KV ochore-
nim. Odhad rizika sme uskuto¢nili
podfa SCORE [10], t.j. podfa regiénu

Tab. 3. Vysledky v kontrolnej skupine jedincov bez protidosti¢kovej lie¢by a v stibore pacientov s protidosti¢kovou
liecbou - kyselinou acetylsalicylovou (ASA), klopidogrelom (KLP) a s kombinovanou liecbou (ASA + KLP).
Skupina n Vek (roky) PLT (x G/I) ADP 20 ARA 0,5 KOL 10 ADR 300 RIS 1,0
pmol/1 (%) mg/l (%) pmol/l1(%) pmol/l (%) pmol/l(%)
bez protidosticko- 225 52,0 255 83,70 86,0 84,4 83,3 90,2
vej liecby (34-61)  (210-304,5) (79,4-87,2) (82,9-89,1) (80,2-87,7) (79,3-86,9) (87-93,8)
ASA 131 61,9 + 12,1 246 78,8 151 55,0 56,1 +15,8 78,2
primarna 61 p < 0,001 (217-312)  (72,3-84,3) (8,2-25,5) (31,9-72,7) p<0,0001 (66,7-87,9)
prevencia NS p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001
sekunddrna 70
prevencia
KLP sekundarna 51 658+11 2548+ 63 523 81,1 74,6 78,3 86,3
prevencia p < 0,001 NS (24,8-72,3) (73,2-84)p (63,8-81,2) (65,4-83)p (82,1-89)
p < 0,001 < 0,001 p < 0,001 < 0,001 p < 0,001
ASA + KLP 34 61,5 250,5 55,7 £20 18,9 40,9+22,3 55,6+10,9 76,1
sekundarna (53-75,5)p (212-310,5) p<0,001 (14,9-31,6) p<0,001 p<0,001 (65,9-84,3)
prevencia < 0,001 NS p < 0,001 p < 0,001
PLT - pocet trombocytov, ADP - agregdcia krvnych dosticiek po indukcii adenozin-difosfatom, ARA - po indukcii kyselinou arachido-
novou, KOL - po indukcii kolagénom, ADR - po indukcii adrenalinom, RIS - po indukcii ristocetinom
Udévaju sa vysledky porovnani medzi kontrolnou skupinou a v skupindch pacientov s protidosti¢kovou lie¢bou. NS - Statisticky ne-
vyznamné rozdiely.
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Graf 1. Agregacia krvnych dosticiek po réznych induktoroch v kontrolnej sku-

pine bez protidosti¢kovej liecby.

ADP - adenozin-difosfit, ARA - kyselina arachidonovd, COL - kolagén, EPI - adre-
nalin, RIPA - ristocetin. Uvedené st medidny, minimalne a maximalne hodnoty.

Eurépy s vysokym rizikom (Sloven-
sko), pohlavia, veku, systolického
tlaku krvi, hladiny cholesterolu a faj-
¢enia. 18lo teda o pacientov s vysokym
KV rizikom lie¢enych ASA v rdmci pri-
mdrnej prevencie (61 pacientov) alebo
so zndmym KV ochorenim (celkovo
155 pacientov) lie¢enych ASA (70 pa-

cientov), klopidogrelom (51 pacien-
tov) alebo ASA + klopidogrel (34 pa-
cientov) v ramci sekunddarnej prevencie.
Tito pacienti mali hladinu cholesterolu
5,8 + 1,3 mmol/l, LDL-cholesterolu
4,3 + 0,6 mmol/l, HDL-cholesterolu
1,6 £

lov 1,5 = 0,4 mmol/l. Pacienti liecent

0,2 mmol/l a triacylglycero-
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Graf 2. Agregdcia krvnych dosti¢iek po réznych induktoroch u pacientov liece-

nych kyselinou acetylsalicylovou.

AA - kyselina acetylsalicylovd, ADP - adenozin-difosfat, ARA - kyselina arachi-
donovd, COL - kolagén, EPI - adrenalin, RIPA - ristocetin. Uvedené st mediany,

minimalne a maximélne hodnoty.
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ASA boli vo veku 61,9 + 12,1 rokov, ich
BMI bol 28 (24,5-31,1) kg/m?, s vysky-
tom fajcenia 0 (0-0), lie¢eni klopidog-
relom vo veku 65,8 + 11 rokov, s BMI
26 (24-31) kg/m? a s vyskytom fajce-
nia 0 (0-0), lieceni ASA + klopidog-
relom vo veku 61,5 (53-75,5) rokov,
s BMI 28,5 + 4,3 kg/m?, s vyskytom faj-
¢enia 0 (0-10). Liecbu ASA (v dédvke
30-300 mg denne) malo celkovo
165 pacientov, a to v dennej ddvke
100 mg 89,9 %, 150-300 mg 5,9 %
a 30-50 mg 4,2 % pacientov. Liecbu
klopidogrelom v denne davke 75 mg
uzivalo celkove 85 pacientov. Dalgie
charakteristiky pacientov a ich lie¢bu
uvadza tab. 1. Na sledovanie odpovede
na protidosti¢kovu liecbu sme poutZili
metédu klasickej LTA a vo vybranych
pripadoch VASP fosforylaciu. Od-
bery krvi sa uskuto¢nili rano nala¢no
(8:00-9:30 hod), po poslednom uziti
lieku 12-24 hod pred odberom krvi.
Krv na vySetrenie agregdcie krvnych
dosticiek a VASP fosforylacie sme odo-
berali hladkym vpichom do skiimaviek
systému Vacuette® 5 ml 9NC Coagula-
tion sodium citrate 3,2 % a na vySet-
renie poctu krvnych dosticiek do sku-
maviek Vacuette® 3 ml K3E K3EDTA
Bio-One,
ster, Rakusko) s pouzitim ihly Va-
cuette® 21Gx1 1/2 (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Rakusko). Vzorky boli

(Greiner Kremsmiin-

vySetrené bezprostredne, t.j. najneskor
do 2 hod po odbere krvi. Skiimavky
sa centrifugovali 10 min pri 100 g
a vo forme supernatantu sa odpipe-
tovala plazma bohatd na krvné dos-
ticky (PRP). Dal3ou centrifugdciou se-
dimentu pri 2 500 g poc¢as 10 min sa
ziskala plazma chudobnd na dosti¢ky
(PPP). Vysetrenia sa uskutoc¢nili tur-
bidimetrickou metédou na koagulo-
metri BCT (Dade Behring, Nemecko)
s kandlom pre agregometriu. PRP sa
upravovala pomocou PPP s ciefom
dosiahnut pocet krvnych dosticiek
200-250 x 10%/1. V tejto vzorke sme
potom merali maximalnu agregdciu
krvnych dosticiek (%) oproti plazme
chudobnej na dostic¢ky, ktora sluzila
ako ,,pozadie”. Na stimuldciu agrega-
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cie krvnych dostic¢iek sme pouzili 5 in-
duktorov v tychto koncentracidch:
kyselina arachidonovd 0,5 mg/ml, ade-
nozin-difosfat (ADP) 20 pmol/l, kola-
gén 10 pmol/l, adrenalin 300 pmol/I,
ristocetin 1,0 pmol/l. Na kontrolu in-
duktorov sme poutZili zmes plazmy zis-
kanej od 6 darcov krvi, spracovane;
rovnako ako pri priprave vy3etrovanej
vzorky. Za rozliSovacie ,cut-off“ hod-
noty pre HPR sme povaZovali pri liecbe
ASA > 20% agregaciu krvnych dosticiek
po indukcii kyselinou arachidonovou
0,5 mg/l [11] a pri liecbe klopidogre-
lom > 59% agregaciu krvnych dosticiek
po indukcii 20 pmol/I ADP [12]. Kom-
plianciu k liecbe sme posudzovali cie-
lenou anamnézou pri kontrolnom vy-
Setreni. U pacientov, ktori pri lie¢be
klopidogrelom vykazovali hodnoty po-
ukazujiice na HPR, sme po déraznom
pouceni o potrebe pravidelnosti lie¢by
(v snahe minimalizovat non-komplian-
ciu) vySetrenie reaktivity krvnych do-
Sticiek opakovali a popri LTA sme ju
posudzovali aj pomocou VASP fosfory-
ldcie (16 pacientov). Vysledky sa hod-
notili ako index reaktivity krvnych do-
Sticiek (PRI) podfa navodu vyrobcu:
> 50 % sveddi pre HPR, < 50 % pre po-
zitivnu Gcinnost tienopyridinov typu
klopidogrelu. U 45 pacientov lie-
¢enych ASA, klopidogrelom alebo
ASA + klopidogrel, ktori pri 1. vySetreni
nedostatoéne odpovedali na lie¢bu,
sme vySetrenia agregdcie krvnych dos-
ti¢iek opakovali (celkove 102 vySetreni)
a analyzovali sme dosiahnuté vysledky.

Statistické hodnotenie

Vysledky st udavané vacsinou ako me-
didn a 25-75% percentily, v pripade su-
borov s normélnym rozdelenim ako
priemer = Standardnd odchylka (SD).
Testovanie normality sa uskuto¢nilo
pomocou D’Agostinovho a Pearso-
novho testu. Na porovnanie rozdie-
lov hodnét v jednotlivych stiboroch sa
pouzil neparametricky Mann-Whitney
U test. Postidenie koreldcie medzi 2 la-
boratérnymi metédami sa uskutoénilo
pomocou linedrnej regresie. Za Statis-
ticky vyznamné sa povazovali hodnoty
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Graf 3. Agregacia krvnych dosticiek po réznych induktoroch u pacientov liece-

nych klopidogrelom.

KLP - klopidogrel, ADP - adenozin-difosfat, ARA - kyselina arachidonova,
COL - kolagén, EPI - adrenalin, RIPA - ristocetin. Uvedené st medidny, mini-

malne a maximalne hodnoty.

P < 0,05. V3etky analyzy sa uskutoénili
pomocou poditacového programu Gra-
phPad Prism 5.04 (San Diego, USA).

Vysledky
V kontrolnej skupine bez protidostickovej

fvy .

liecby sa u jedincov s niz8im KV rizikom

(SCORE < 5 %) v porovnani s jedincami
s vy88im rizikom (SCORE 2 5 %) zistil $ta-
tisticky vyznamne nizi vek (P < 0,001),
nizsi BMI (P < 0,001), ale bez vyznam-
nych rozdielov v hladine lipidov, vo vy-
skyte fajcenia, v pocte krvnych dosticiek
avich agregacii po poutiti 5 induktorov.
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Graf 4. Agregacia krvnych dosti¢iek po réznych induktoroch u pacientov liece-
nych kyselinou acetylsalicylovou a klopidogrelom.

AA - kyselina acetylsalicylova, KLP - klopidogrel, ADP - adenozin-difosfat,
ARA - kyselina arachidonova, COL - kolagén, EPI - adrenalin, RIPA - ristocetin.
Uvedené st medidny, minimdlne a maximalne hodnoty.
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Graf 5. Vplyv protidostickovej lie¢by na agregaciu krvnych dosticiek po indukcii

kyselinou arachidonovou.

K - kontrolnd skupina bez lie¢by, ASA - lie¢ba kyselinou acetylsalicylovou, KLP -
lie¢ba klopidogrelom, ASA + KLP - duélna protidostickovd liecba.

Oproti kontrolnej skupine sa vietky
skupiny pacientov lie¢enych protido-
Stickovou lie¢bou vyznacovali vy3$sim
vekom (P < 0,001), vy$3ou hladinou
cholesterolu (P < 0,05) a LDL-chole-
sterolu (P < 0,05), pricom so stlpaj-
dcim KV rizikom stapal aj pocet pa-

cientov liecenych statinom (tab. 1),
a skupina lie¢enych ASA a ASA + klopi-
dogrel aj vy$sim BMI (P < 0,001). Ne-
zistili sa rozdiely vo vyskyte faj¢enia.
Ani v jednej zo skupin sa nezistili 3ta-
tisticky vyznamné rozdiely v pocte krv-
nych dosticiek.

90 %

50 % —

0% —
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K/KLP

adenozindifosfat

K/ASA + KLP

W liecba M bez liecby

Graf 6. Vplyv protidostickovej lie¢by na agregaciu krvnych dosticiek po indukcii

adenozin-difosfatom.

K - kontrolnd skupina bez lie¢by, ASA - lie¢ba kyselinou acetylsalicylovou, KLP -
lie¢ba klopidogrelom, ASA + KLP - duélna protidostickovd liec¢ba.

Vniti Lék 2012; 58(12): 904-914

Je protidostickova lie¢ba vzdy ucinna?

Vysledky agregdcie krvnych dosticiek
v kontrolnej skupine (podskupina s niz-
$im a vy38im KV rizikom) st uvedené
v tab. 2. Nezistili sa pritom Statisticky
vyznamné rozdiely v agregécii krvnych
dosticiek po jednotlivych induktoroch
medzi oboma podskupinami.

Vysledky agregédcie krvnych dosti-
¢iek po jednotlivych induktoroch u pa-
cientov s jednotlivymi druhmi proti-
dostic¢kovej lie¢by a ich porovnanie
s kontrolnou skupinou jedincov bez
protidostickovej lie¢by uvddza tab. 3.
Oproti kontrolnej skupine (graf 1)
viedli vietky druhy protidosti¢ko-
vej lie¢by (ASA - graf 2, klopidogrel -
graf 3, ASA + klopidogrel - graf 4)
k Statisticky vyznamnému poklesu
agregécie krvnych dosti¢iek po viet-
kych 5 induktoroch (P < 0,001). Po-
rovnanie vysledkov agregécie krvnych
dosti¢iek po jednotlivych induktoroch
medzi kontrolnou skupinou bez proti-
dostickovej lie¢by a skupinami s proti-
dostickovou liecbou ASA, klopidogre-
lom a ASA + klopidogrel mozno vidiet
na graf 5-9.

Dobru odpoved na lie¢bu ASA s in-
hibiciou agregacie krvnych dosticiek
po indukcii kyselinou arachidonovou
<20 % dosiahlo 75,0 % pacientov, par-
cidlnu odpoved s 20-40% inhibiciou
12,9 % pacientov a nedostato¢ni od-
poved s > 40% inhibiciou 12,1 % pa-
cientov (graf 10). Dobriu odpoved
na lie¢bu klopidogrelom s inhibiciou
agregdcie krvnych dosticiek po induk-
cii 20 pmol/l ADP < 60 % dosiahlo
66,1 % pacientov, parcidlnu odpoved
s 60-70% inhibiciou 13,9 % pacientov
a nedostato¢nt odpoved > 70 % malo
20 % pacientov (graf 11). U pacien-
tov lie¢enych klopidogrelom sme zistili
Statisticky vyznamnu pozitivnu koreld-
ciu medzi ADP-indukovanou agrega-
ciou krvnych dosti¢iek a VASP fosfo-
ryldciou (P < 0,05, graf 12). Analyzou
opakovanych vysetreni u 24 pacientov,
ktorf pri 1. vy3etren( nevykazovali pri
liecbe klopidogrelom primerant inhi-
biciu ADP-indukovanej agregacie krv-
nych dosticiek, sa zistilo, Ze u 12 z nich
(50 %) doslo po zlepseni kompliancie
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k dosiahnutiu primeranej odpovede
na protidosti¢kovu lie¢bu. U 4 z 5 pa-
cientov, ktori opakovane neodpove-
dali na lie¢bu klopidogrelom v dédvke
75 mg denne (posudzované vySetrenim
ADP-indukovane;
nych dostic¢iek aj VASP fosforylaciou),

agregdcie krv-

doslo po zvySeni davky klopidogrelu
na 150 mg denne k dosiahnutiu poZa-
dovanej odpovede na lie¢bu. Pri opa-
kovanom vysetreni agregacie krvnych
dosticiek po indukcii kyselinou ara-
chidonovou u 18 pacientov, ktorf pri
lie¢be ASA v davke 100 mg denne ne-
dosiahli primerand odpoved, sa zis-
tilo, Ze po zlepseni kompliancie sa u 8
z nich (44,4 %) dosiahla primerand in-
hibicia agregdcie krvnych dosticiek.
Dalsich 10 z tychto pacientov (55,6 %)
nedosiahlo G¢innd inhibiciu agregacie
krvnych dosti¢iek ani po zvySeni davky
ASA nad 100 mg denne. Naopak,
u dal3ich 3 pacientov, ktori pri nizkej
davke ASA (< 100 mg denne) nevyka-
zovali primeranu agregac¢nu odpoved,
viedlo zvysenie jej davky na 100 mg
denne k primeranej agregac¢nej odpo-
vedi na lie¢bu. Nedostatoénii odpo-
ved’ na dudlnu protidosti¢kovu lie¢bu
(ASA + klopidogrel) mali z celého
nasho siboru 2 pacienti.

Diskusia

Protidostickova liecba ASA, ale najma
klopidogrelom méze byt spojend s vyso-
kou interindividualnou variabilitou v od-
povedi na liecbu. V niekolkych Studiach
sa u pacientov lie¢enych klopidogre-
lom zistilo, Ze vyznamna ¢ast (asi 1/3)
vykazuje suboptimalnu inhibiciu funk-
cie krvnych dosticiek [4,13]. Na tejto va-
riabilite sa podielaju genetické a envi-
ronmentalne faktory, ktoré ovplyvriuju
absorpciu a/alebo rozsah metabolizmu
klopidogrelu na jeho aktivny metabolit.
Hlavné faktory ovplyviiujice farmako-
dynamickd odpoved na klopidogrel st
uvedené v tab. 4 [13]. Protidosti¢kova
liecba preto nemusi byt vzdy ucinna.
Na vyriedenie tohto problému sa na-
vrhla lie¢ba ,3itd na mieru“ - podla vy-
sledkov laboratérnych testov funkcie
krvnych dosti¢iek, pouzivanych na mo-
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Graf 7. Vplyv protidostickovej lie¢by na agregéciu krvnych dosticiek po indukcii
kolagénom.

K - kontrolnd skupina bez lie¢by, ASA - lie¢ba kyselinou acetylsalicylovou, KLP -
lie¢ba klopidogrelom, ASA + KLP - dudlna protidostickova lie¢ba.

nitorovanie individudlnej farmakody- V nasej prdci v porovnani s kontrol-

namickej odpovede na liek, ¢o méZze  nou skupinou viedli vietky druhy pro-

mat vyznamny klinicky dopad [13]. Su-
¢asny trend uniformnej protidosticko-
vej liecby, ktord ,sedi kazdému“, vedie
Coraz viac k individualizacii liecby, aby
sa optimalizoval jej tcinok.

tidostickovej liecby (ASA , klopidogrel,
ASA + klopidogrel) k vyznamnému po-
klesu agregécie krvnych dosticiek po
vSetkych 5 induktoroch. Dobri odpo-
ved na liecbu ASA s inhibiciou agregd-
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adrenalin

M liecba M bez liecby

K/KLP
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Graf 8. Vplyv protidostickovej lie¢by na agregéciu krvnych dosticiek po indukcii

adrenalinom.

K - kontrolnd skupina bez lie¢by, ASA - lie¢ba kyselinou acetylsalicylovou, KLP -
lie¢ba klopidogrelom, ASA + KLP - dudlna protidosti¢kova lie¢ba.
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Graf 9. Vplyv protidostickovej lie¢by na agregaciu krvnych dosticiek po indukcii

ristocetinom.

K - kontrolnd skupina bez lie¢by, ASA - lie¢ba kyselinou acetylsalicylovou, KLP -
lie¢ba klopidogrelom, ASA + KLP - duélna protidosti¢kovd lie¢ba.

cie krvnych dosticiek po indukcii kyse-
linou arachidonovou < 20 % dosiahlo
75,0 % pacientov a na lie¢cbu klopi-
dogrelom s inhibiciou agregacie krv-
nych dostic¢iek po indukcii 20 pmol/I
ADP < 60 % dosiahlo 66,1 % pacientov.
Tieto vysledky st v stilade s inymi tda-
jmi z literatdry. U pacientov liecenych
klopidogrelom sa zistila vyznamnd po-
zitivna koreldcia medzi ADP-induko-
vanou agregdciou krvnych dosticiek

a VASP fosforyldciou. Analyzou opa-
kovanych vySetreni u pacientov s HPR
sa zistilo, Zze 50 % pacientov pri liecbe
klopidogrelom a 44,4 % pri lie¢cbe ASA
dosiahlo primerant odpoved na lie¢bu
zlepsenim kompliancie. U 80 % pa-
cientov, ktori opakovane neodpove-
dali na lie¢bu klopidogrelom v dévke
75 mg denne, doslo po zvySeni davky
na 150 mg denne k dosiahnutiu poZa-
dovanej odpovede na lie¢bu. ZvySenie

kyselina acetylsalicylova

M dobra odpoved

B semirespondenti

nonrespondenti

klopidogrel

M dobra odpoved
B semirespondenti

nonrespondenti

Graf 10. Odpoved na protidosti¢kovu
lie¢bu kyselinou acetylsalicylovou.
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Graf 11. Odpoved na protidosti¢kovu
lie¢bu klopidogrelom.

Je protidostickova lie¢ba vzdy ucinna?

davky ASA nad 100 mg denne neviedlo
u nasich pacientov k zlepseniu odpo-
vede na lie¢bu. U tych pacientov, ktorf
nevykazovali dostatoénd odpoved na
liecbu nizkou davkou ASA (< 100 mg
denne), v3ak viedlo zvy3enie ddvky na
100 mg denne k efektivnemu ovplyvne-
niu agregacnej odpovede. Laboratérne
monitorovanie umoznilo optimalizo-
vat protidosti¢kovu lie¢bu podfa in-
dividudlnej odpovede. MoZno pritom
selektovat pacientov, ktori by mohli
profitovat aj z iného typu liecby.

Optimalnu inhibiciu reaktivity krv-
nych dosti¢iek mozno pri HPR do-
siahnut zvySenim davky klopidog-
relu [4,14]. Alternativou je prechod
na novsiu protidosti¢kovu liecbu. Do-
stupné moznosti protidosti¢kovej
lie¢by st zhrnuté v tab. 5[1,4,13]. Vyvi-
nula sa ,tretia generacia“ tienopyridi-
novych a nontienopyridinovych anta-
gonistov receptora P2Y,,. Tieto noviie
lieky (ako je prasugrel a tikagrelor)
acinnejSie a rychlejsie inhibuju agre-
gaciu krvnych dosticiek, nie sii spojené
s genetickou interferenciou a odpoved
na ne sa dd lepsie predvidat.

Na postdenie inhibicie funkcie krv-
nych dostic¢iek pri protidostickove;
liecbe a v niektorych pripadoch aj na
predpovedanie rizika zdvaznych KV
prihod sa pouZivajui rézne in vitro me-
tédy [3,4,13]. V nasej stidii sme na
posudenie odpovede na protidostic-
kovu lie¢bu pouzili konvenénu LTA,
ktort sme vo vybranych pripadoch
doplnili VASP fosforylaciou. Predtym
nez by sa malo odporucat zavedenie
lie¢by individualizovanej podla labo-
ratérnych testov do klinickej praxe,
je potrebné za tymto lGcelom identi-
fikovat a Standardizovat laboratérny
test vhodny na klinické pouZzitie. To
zZnamena:

1. identifikdciu najsenzitivnejsieho
a najdpecifickejSieho laboratérneho
testu na odhalenie tych pacientov,
ktori vykazuji abnormélnu odpo-
ved na liek;

2. identifikaciu tzv. cut-off hodnét pre
riziko trombézy aj riziko krvadcania
(,terapeutické okno), ktoré by boli
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univerzdlne akceptovatelné vset-
kymi laboratériami;

3. $tandardizédciu predanalytickych aj
analytickych podmienok laboratér-
neho testu;

4. identifikdciu Gcinnej, bezpecne;j
a ekonomicky vyhodnej lie¢by u pa-
cientov, ktorych hodnoty vybocuju
z ,terapeutického okna“.

Viaceré studie ukézali, ze funkcia krv-
nych dosticiek u pacientov liecenych
klopidogrelom je dost nestabilny uka-
zovatel. Mnohi pacienti pocas lie¢by
prechddzajd v réznych obdobiach od
zadiatku lie¢by z kategérie ,nedosta-
to¢ne odpovedajucich“ (,,poor respon-
ders“) medzi ,dobre odpovedajicich
(,good responders®) [13]. T4to va-
riabilita vo vysledkoch funkcii krvnych
dosti¢iek poukazuje na potrebu opa-
kovaného testovania pocas sledovania
pacientov. Zatial nie st jasné informd-
cie o tom, ktory z funkénych testov po-
skytuje najlepsiu predikciu klinickych
prihod. V jednej z neddvnych prac sa
ukdzalo, Ze stanovenie reaktivity krv-
nych dostic¢iek za 30 dni od zaciatku
lie¢by dokdze najlepsie predpovedat is-
chemické aj krvacavé prihody [15]. Vy-
sledky pravdepodobne moze ovplyv-
nit aj ¢asovy interval medzi odberom
krvi na vySetrenie a uzitim poslednej
davky klopidogrelu, najma u pacientov
s korondrnou chorobou srdca, u kto-
rych zvyseny obrat krvnych dosticiek
urychluje vstup novovytvorenych, nein-
hibovanych krvnych dosticiek do krv-
ného obehu. Vysledky by mohol vy-
znamne ovplyvnit aj ¢as odberu vzorky
krvi, kedZe funkcie krvnych dosticiek sa
riadia cirkadidnnym rytmom, s vrcho-
lom aktivity v rannych hodinach [16].

Nedavny konsenzus pracovnej sku-
piny poskytol tzv. cut-off hodnoty HPR
pre vadsinu bezne pouZzivanych funke-
nych testov krvnych dosticiek, vratane
LTA a VASP fosforylacie [5]. Doterajsie
$tidie poukazujd na to, Ze pri sledo-
vani vztahu reaktivity krvnych dosticiek
k vyskytu recidiv ischemickych prihod
mozno cut-off hodnoty pre HPR po-
uZivat aj prenesene [17]. V nasej praci
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Graf 12. Koreldcia medzi agregéciou krvnych dosti¢iek po adenozin-difosfate
a VASP fosforylaciou pri liecbe klopidogrelom.

VASP - vasodilator-stimulated phosphoprotein.

sme preto pri hodnotenf tG¢innosti pro-
tidostickovej lie¢by vychadzali z tychto
publikovanych ddajov. Hoci ide o vy-
znamny krok dopredu v stratégii per-
sonalizovanej protidostic¢kovej liecby
u pacientov s vysokym KV rizikom, ne-
mus{ byt vzdy Gplna zhoda pri stano-
ven{ HPR pomocou réznych funkénych
testov hodnotiacich odlisné aspekty
biolégie krvnych dosticiek. Zistilo sa,
Ze frekvencia HPR posudzovand podfa
konsenzom definovanych cut-off hod-
noét je najvyssia pri VASP fosforyldacii
> 50 % (47,5 %) v porovnani s 5 pmol/I

ADP-indukovanou agregéciou krvnych
dosticiek > 46 % (37,3 %), pricom je
medzi oboma metédami stredne tesna
korelacia [17].

Americkd Food and Drug Adminis-
tration (FDA) v marci roku 2010 upo-
zornila v pripade klopidogrelu na to,
Ze priaznivy Gcinok tohto lieku sa ne-
musi v plnej miere prejavit u tych pa-
cientov, ktori ho pre svoje genetické
danosti dostatoéne nemetabolizuju.
Napriek tomu v3ak nepoukdzala na to,
ako dalej manazovat tychto pacientov.
Neskér sa k tomuto problému vyjad-

dogrel [11].
Non-kompliancia
P-glykoprotein)
kalciového kandla)
Pokrodily vek

Vysoky body mass index
Diabetes mellitus

Fajcenie (zvy3end odpoved)

nozin difosfat

Tab. 4. Hlavné faktory ovplyvriujdce farmakodynamickd odpoved na klopi-

Znizend absorpcia (napr. u nositefov TT3435 mutdcie ABCB1, kédujtcej

Mutdacie CYP2C19 (a inych CYP izoforiem) so stratou alebo nadobudnutim funkcie
Interakcia s inymi liekmi (inhibitory proténovej pumpy, lipofilné statiny, blokdtory

Rendlna insuficiencia pri diabetes mellitus
Pre-existujlica variabilita v odpovedi krvnych dosticiek na ADP
Zvy3eny obrat krvnych dosticiek (teoreticky)

ABCB1 - ATP-viazuci kazetovy ¢len subfamilie B 1, CYP - cytochrém P450, ADP - ade-
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Tab. 5. Sti¢asnost a buddcnost protidostickovej lie¢by [2].
Nézov lieku Mechanizmus Géinku Sposob pouzitia Délezité vlastnosti Rezistencia na
lie¢bu
kyselina acetylsalicylovd  ireverzibilnd inhibicia peros dlhotrvajuci tcinok 0-5%
COX-1 (tvorby TXA,)
tiklopidin, tienopyridin 1. ireverzibilnd inhibicia peros toxicita (tiklopidin > klopidogrel) ?
generdcie P2Y,, receptora pre ADP
klopidogrel, tienopyridin ~ detto per os prodrug, biotransformacia v peceni, 30 %
2. generdcie pomaly nastup dcinku, dlhotrvajuci
ucéinok
prasugrel, tienopyridin detto per os prodrug, menej zdvisly na biotrans- nie
3. generdcie formdcii v peceni, Gcinnejsi ako
klopidogrel
tikagrelor reverzibilnd, priama inhi- peros priame pdsobenie, nevyzaduje bio- nie
bicia P2Y, receptora pre transformdciu v peceni, rychly nastup
ADP, non-tienopyridin Gcinku, kratko pdsobiaci, reverzibilny
acinok, vysokd ticinnost
kangrelor detto intravendzne detto nie
SCH 035348 inhibicia PAR-1 receptora per os vo vyvoji, predpokladanad vysokd nepredpoklada
pre trombin acinnost sa

rili americké kardiologické autority vo
forme konsenzu, podla ktorého je po-
trebné stanovit tlohu genetického tes-
tovania a jeho dopadu na klinické roz-
hodovanie. Ako efektivne by sa mohli
ukazat daldie mozné stratégie persona-
lizovanej liecby, napr. sériové testova-
nie, jeho kombindcia s vySetrenim ge-
notypu, ale aj pouzitie novych P2Y
inhibftorov namiesto vysokej davky
klopidogrelu u pacientov vykazujtcich
nizku odpoved na lie¢bu [13]. PouZzitie
novych P2Y  antagonistov typu prasu-
grelu alebo tikagreloru namiesto klo-
pidogrelu by mohlo znaéne znizit pro-
blém hyporesponzivnosti. Tieto lieky
Gcinne inhibujd funkcie krvnych dosti-
Ciek u velkej vacsiny pacientov, hoci aj
pri nich sa pozoroval urdity stuperi va-
riability v odpovedi na lie¢bu [13]. Na
druhej strane vsak prasugrel a tikagre-
lor méZu zvySovat riziko krvdcania. Vy-
skyt krvacavych komplikécii je pritom
viac vo vztahu k stupriu inhibicie funk-
cie krvnych dostic¢iek nez k typu pouzi-
tého lieku.

Napokon, individualizovany pristup
v protidosti¢kovej lie¢be je potrebné
zvalidovat v randomizovanych klinic-
kych stididch. Pokial nebudu k dispo-
zicii vysledky velkych klinickych $tadii
s personalizovanou protidosti¢kovou
lie¢bou, nemozno odporucat stano-

vovanie funkénych testov krvnych do-
sti¢iek na rutinné pouZitie v starost-
livosti o pacientov s KV ochoreniami.
Z vysledkov jednej z nich (3tddia GRA-
VITAS) sa zatial nedajd vyvodzovat
jednoznaéné zavery [18]. V sudcas-
nosti prebiehaju viaceré klinické stidie
s liecbou klopidogrelom individualizo-
vanou podla laboratérneho monitoro-
vania a ich vysledky sa o¢akavaju v bliz-
kej budicnosti [5,13].

Zaver

Ziverom mozno konstatovat, Ze labo-
ratérne monitorovanie individudlne;
odpovede umoziuje zefektivnit proti-
dosti¢kovi lie¢bu. Mozno pritom se-
lektovat pacientov, ktori by mohli pro-
fitovat z iného typu protidostickovej
lie¢by, napr. novsimi generdciami lie-
kov, akymi su prasugrel alebo tikag-
relor. V snahe optimalizovat stcasnu
protidostickovu lie¢bu poskytla nasa
stidia prvé vysledky v domdcich
podmienkach.
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