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POLYMORFIZMY KREVNIiCH DESTICEK
A MOiNOST! MONITORACE UCGINKU
PROTIDESTICKOVE LECBY
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Cilem nasi studie bylo zjistit prevalenci desti¢kovych polymorfizm, které jsou spojovany s ,,aspirinovou rezistenci“ ¢i s variabilitou od-
povédi na Ié¢bu clopidogrelem v ¢eské populaci.

Metody: Ke zjisténi frekvence polymorfizmi GP llla (HPA-1; rs5918), P2Y,, (H1/H2 haplotyp; rs2046934) and COX-1 (-842A/G; rs10306114)
bylo provedeno anonymni testovani DNA od 1450 darcti krve pomoci PCR na analyzatoru Light Cycler 480 (ROCHE).

Vysledky: Byly zjistény tyto frekvence: GP llla (HPA-1) - 27,40 % heterozygotd, 3,66 % homozygoti a 68,94 % wild type homozygotl, P2Y12
(H1/H2 haplotyp) - 25,92 % heterozygott, 2,63 % homozygoti a 71,46 % wild type homozygotli a COX-1 (-842A/G) - 12,00 % heterozygot,
0,41% homozygotu a 87,59 % wild type homozygotu v testované skupiné. Tyto frekvence jsou tedy v souladu s odhadovanou 10-40%
variabilitou uéinku protidestickové Ié¢by.

Dale je uveden pfehled o vyznamu laboratornich vySetfeni pro rutinni monitorovani protidestickoveé 1écby.

Klicova slova: rezistence na lécbu, polymorfizmy desticek, frekvence, funkce desticek, laboratorni testy.

PLATELET POLYMORPHISMS AND FEASIBILITY OF MONITORING OF ANTIPLATELETS THERAPY RESULTS

The aim of study was to assess the frequencies of platelet polymorphisms which are connected with ,,aspirin resistance” or/and variability
of clopidogrel response in Czech population.

The anonymous testing of 1,450 blood donors DNA by PCR using Light Cycler 480 (ROCHE) were used in finding of GP llla (HPA-1; rs5918),
P2Y, (H1/H2 haplotype; rs2046934) and COX-1 (-842A/G; rs10306114) polymorphisms frequencies.

Results. The frequencies of GP llla (HPA1) were: 27.40% heterozygotes, 3.66 % homozygotes and 68.94 % wild type homozygotes, frequencies
of P2Y12 (H1/H2 haplotype) were 25.92 % heterozygotes, 2.63 % homozygotes and 71.46 % wild type homozygotes and frequencies of COX-1

(-842A/G) were 12.00% heterozygotes, 0.41% homozygotes and 87.59 % wild type homozygotes in tested group of healthy persons.
In conclusion, the frequencies are in accordance with estimated 10-40 % variability of antiplatelets drug response.

The paper also reviews the impact of laboratory assays for routine monitoring of antiplatelet therapy.

Key words: resistance to therapy, platelets polymorphisms, frequencies, platelet function, laboratory tests.
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Uvod

Stabilni angina pectoris i akutni koronarni syndromy jsou spojeny se zvySe-
nou aktivitou krevnich destiCek, které jsou také hlavnim aktérem trombogenézy
v misté ruptury sklerotického platu®. To je hlavni ddvod k tomu, Ze se k profylaxi
a 1é¢bé téchto chorobnych stavil pouZivaji protidestickové 1éky. Jejich davka,
nacasovani podani, nebo pouziti i¢innéjsi formy, ¢i jejich dvoj-, nebo i trojkom-
binace a délka 1é¢by jsou pak podle stavajicich doporuéeni stale obménovany
podle vysledki pravé dokonéenych klinickych studii®®. Respektuji se jiz také
vedlej$i ucinky této léCby, zejména krvaceni, které mohou nepfiznivé ovlivnit
prognézu onemocnéni®),

Tak, jako je tfeba pfi poddni protidesti¢kovych Iéki pocitat s krvacenim, tak
se na druhé strané mnozi zpravy o tom, ze ne ve vSech pfipadech je tato 1é¢ba
ucinna, zejména pokud se jednd o Ucinek acetylsalicylové kyseliny (dale ASA),
nebo clopidogrelu. Neni tedy pochyb o tom, Zze odpovéd nemocného na tuto
|éEbu mize byt individualné velmi rozdilnd, coz mize vést az k jejimu selhani,
které byva také oznaCovéano jako rezistence na lé¢bu aspirinem™®, popfipadé
clopidogrelem®® ", Variabilita u¢inku protidestickové 1é¢by se v priméru vysky-
tuje u 10-40% takto IéCenych osob. Dochdzi k tomu vétSinou v Gvodu IéCby,

neodpovidavost na 1é¢bu ASA nebo clopidogrelem vSak byla v nékterych pfi-
padech zjisténa i po nékolikamésicni terapii. Vi se také, ze béhem 5 let dochazi
k rekurenci cévni pfihody i u pacientl Ié&enych po celou dobu ASA("2 13,

V mnoha pfipadech se za tim mlze skryvat non compliance, jak z ddvodd
nesnasenlivosti Iéku (iritace zaludeéni sliznice pfi IéCbé ASA aj.), tak pfi zane-
dbéni pravidelné Iécby samotnym pacientem. Vliv na snizeni t¢inku ASA nebo
clopidogrelu mdze mit i soub&zna 1écba nékterymi léky nebo porucha jejich
vstfebavani v zazivacim traktu z organickych pficin. Soudi se také, Ze indivi-
duélni odpovéd na pouzity protidestickovy Iék mlze byt zplsobena i genetic-
kymi mutacemi, projevuijici se zvySenou aktivitou destickovych receptord nebo
enzymatického systému trombocytd, ¢i polymorfizmem gend cytochromu P 450
v jatrech, potiebného pfi pfeméné clopidogrelu na jeho aktivni metabolit-'",
Prehled kandidatnich polymorfizmd spojovanych s niz§im efektem protidesticko-
vé |éCby je spolu s dalimi faktory uveden v tabulkdch 1 a 2. V mnohych pfipa-
dech byly jiz nalezené genetické varianty spojeny nejen s laboratornim prikazem
nedostatecné inhibice agregace desti¢ek po ADP (laboratorni, neboli chemicka
rezistence na 1é¢bu), ale také pfi provedenych asociacnich studiich s vy$$im
vyskytem aterotrombotickych komplikaci a horsim priibéhem onemocnéni(e-2),
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Tabulka 1. Mozné pficiny variability odpovédi na Iécbu ASA

Noncompliance
Porucha rezorbce v GIT
Interakce s ibuprofenem

Klinické faktory

Nedostatecna schopnost suprese COX-1
Zvyseni exprese COX-2 mRNA

TF a ADP uvolnéné z erytrocytl
ZvySeni adrenalinu

Generace 8-iso-prostanl

COX-1

Receptor GP llla

Receptor pro kolagen GP VI
Receptor pro VWF GP la

Bunécné faktory

Geneticky polymorfizmus

Tabulka 2. Mozné pfi¢iny variability odpovédi na Iécbu clopidogrelem

Noncompliance

Poddavkovani

Porucha rezorbce v GIT

Lékovd interakce s CYP3A4

AK sy

Diabetes mellitus/inzulinova rezistence
Obezita

ZvySeny obrat destiek

Redukce metabolické aktivity CYP3A4
Zvy3eni nabidky ADP

ZvySena aktivita receptoru P2Y,,

ZvySena aktivita receptoru P2Y,

Zvys$ena aktivita jinych receptord pro kolagen,
epinefrin, TXA2, trombin
CYP3A4,CYP3A5,CYP2C19

Receptor GP la

Receptor P2Y,,
Receptor GP llla

Klinické faktory

Bunécné faktory

Geneticky polymorfizmus

Odpoveéd na otazku, v jaké Sifi m(iZzeme oCekdvat variabilitu U¢inku protides-
tikovych 1ékd, poskytuje také zjisténi frekvence variantnich polymorfizmd gend
destickovych receptori nebo klicovych destickovych enzym( v nasi populaci.
Cilem této studie bylo tedy ziskat Gidaje o frekvenci vybranych polymorfizm0 spo-
jovanych se zvySenou aktivitou, respektive agregabilitou destiCek a rezistenci
na lécbu ASA nebo clopidogrelem v &eské populaci. Analyzovano bylo zastou-
peni téchto genetickych variant: polymorfizmus genu pro ADP receptor krevnich
desticek P2Y,, (i 744 T > C)®", polymorfizmus genu receptoru pro fibrinogen GP
llla (HPA1)223 g mutace genu enzymu COX-1 (-842 A > G)@ %),

Metody

Studie byla provedena v anonymnich vzorcich krve od ndhodné vybranych
1450 zdravych osob kavkazské rasy, darcl krve, které zbyly po vySetfeni povinnych
laboratornich testl provadénych pfed odbérem krve pro transfuzni ucely. Studie

Tabulka 3. Pouzité primery, proby a podminky pfi PCR a analyza kfivky tani
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byla provedena v rdmci programu feSeni Vyzkumného zdméru MZO 00064 165
(VFN 2005), schvaleného etickou komisi 1. I€karské fakulty a VFN v Praze.

Genotypizace

Genomova DNA byla extrahovana z leukocytl periferni krve a izolovana
pomoci MagNA Pure LC nucleic acid extraction systému (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) se soupravou MagNA Pure DNA Isolation Kit | (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) podle navodu vyrobce.

V ziskanych vzorcich DNA byly vySetfeny tyto polymorfizmy: haplotyp H1/H2
genu destickového receptoru pro ADP P2Y,, (P2RY12) urCeny stanovenim po-
lymorfizmu i-T744C SNP (rs2046934). Déle byl vySetfen polymorfizmus HPA-1
(rs5918) genu pro glycoprotein (GP) llla (ITGB3) a polymorfizmus — 842 A/G
(rs10306114) v genu pro cyclooxygenazu (COX) — 1 (PTGS1). Polymorfismy byly
stanoveny pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) nasledované analyzou
kfivky tani se specifickymi fluorescenéné znaéenymi hybridizaénimi sondami
uzitim procesu FRET (fluorescence resonance energy transfer). Vysetfeni po-
lymorfizmd byla provedena na pfistroji LightCycler 480 instrument™ s pouZzitim
kitd LightCycler 480 Genotyping Master® (vSe Roche Diagnostics, Mannheim,
SRN) podle instrukci vyrobce. Toto zafizeni umoziiuje provést 96 PCR reakci
najednou. Sekvenéné specifické primery a fluorescenéné znacené sondy byly
navrzeny ve spolupraci s firmou TIB MOLBIOL (Berlin, SRN), kde byly téZ na za-
kazku pfipraveny. Sekvence pouzitych primer( a sond je uvedena v tabulce 3.

Statistické metody

Data byla zpracovéna v statistickém programu Windows Excel 2007, frek-
vence zastoupeni heterozygotl, homozygotl a bézného (wild) genotypu byly
vypocditany statistickym programem SAS.

Vysledky
Frekvence zastoupeni jednotlivych polymorfizmii ve sledovaném souboru
1450 zdravych osob — darcl krve jsou uvedeny v tabulce 4.

Diskuze

Zjisténé udaje o frekvenci variantnich polymorfizmi spojenych s vyssi reak-
tivitou destiCek a rezistenci na lé¢bu ASA nebo clopidogrelem v nasi populaci
napovidaji, ze moznou individualni odpovéd na lé¢bu témito protidesti¢kovymi
Iéky je tfeba brat vazné i u pacientti v CR a koresponduie také s literarnimi Gidaji
0 10-40% procentuelnim zastoupenim neodpovidavosti na Iécbu ASA nebo
clopidogrelem u nemocnych s aterosklerotickou koronarni nemoci, které byly
uvedeny v Uvodu. VySetfovat polymorfizmy gen( spojenych s timto defektem
u kazdého nemocného pred zahdjenim 1é¢by protidestickovymi Iéky a ménit
podle toho pouzité 1éky vSak zatim v praxi nelze. Tato metoda zatim z(stava

Gen SNP SNP ID

Oligonukleotidy

PCR-T*(°C)  melt.-T* (°C)

P2RY12

ITGB3

PTGS1

annealingova teplota primerd; *teplota ochlazeni pfi analyze kfivky tani; FI - fluorescein; ph — phosphate; LCRed640 — LightCycler Red 640

i-T744C

HPA-1

-A842G

rs2046934

rs5918

rs10306114

5-ATTTATCTAAATATCTTTTACACgAA
5-AAATAAAATATAgGTTATTACCACA
5-AAAAGATTACAAACGTCATTTCAA--FI

5-LCRed640-TTCCCAAGATGTAGATGCCATATAGCA--ph

5“TGCTCCAATGTACGGGGTAAAC
5-CTggggCACAGTTATCCTTCAg

5-gACTTCTCTTTgggCTCCTGTCT TACAgg--FI

5-LCRed640-CCTgCCTCCgggCTCAC--ph

5-CCTTCCATAACTGAGAACCT
5-TTTCTAGCCCTCAGTATTCTCAT

5-CAATgAgggAATGCACACAAATCTCCTgg--Fl

5-LCRed640-gCAgTgCCCAgCATgTAg--ph

54

55

55

40

50

50

216 Interv Akut Kardiol 2008; 7(6): 215-218  Kvasnicka J. Polymorfizmy krevnich desticek a moznosti monitorace ucinku protidestickové lécby



ORIGINAL ARTICLES

ORIGINALNi PRACE

Obrazek 1. Mechanizmus variability iniku clopidogrelu in vivo (adaptovano podle P. A. Grubela a U. S. Tandry (Thrombosis Research 2007; 120: 311-321)

600mg Uvodni davka

Clopidogrel Intestinalni Esterasy v GIT _ _ .
Bisulfat - Absorpce 85% > Inaktivni metabolit
/ v o15%
P-glykoprotein CYP3A4 Interakce s I€ky, napf. lipopfilni statiny,

(MDR1 3435T genotyp)'

CYP3A5

Jaterni
cytochrom P450

IVS10 + 12G > a polymorfizmus

<— Geneticky polymorfizmus

CYP2C19 -<———— Geneticky polymorfizmus

CYP1A2

¢ Konverze

<— koufeni

Aktivni metabolit

P2Y,, Receptor

Inhibice agregace desticek

uréena jen pro védecké ucely. V budoucnu vSak po zavedeni rychlé a laciné
chipové DNA analyzy budeme moci uvazovat o individualizované medikaci
i v tomto sméru®).

Jak se tedy Ize dnes pfesvédCit o tom, zda je pouzity protidestickovy 1€k
u nemocného Ucinny i ne? Zatim, opét jen v laboratornich podminkach, je moz-
né vySetfovat agregaci desticek v citratové plazmé pacienta vyvolanou agonis-
ty —trombinem, tromboxanem, ADP, ristocetinem, adrenalinem nebo kolagenem.
Pro ucely odpovédi na léCbu se hodnoti, zda pfidani ADP vyvolalo v pfipadé
dosazené dysfunkce snizeni agregace desticek, ¢i ne. Specifictéj$i metodou,
kterd nyni pronika do nasich laboratofi, je impendacni metoda, kterd jiz mize
zachytit pfesnéji i ucinek clopodogrelu. Vzorek pIné citratové krve je zde nabran
do specidlnich odbérovek. Z pIné krve Ize také orientacné a pomérné rychle
(v fadu nékolika minut po obdrzeni vzorku krve do laboratofe) zjistit neodpovida-

Tabulka 4. Zastoupeni jednotlivych polymorfizmii ve sledovaném souboru

zdravych osob - oblast Praha a stiedni Cechy

Polymorfizmus

P2Y,, (H1/H2 haplotyp) Pocet %

n= 1447

HET 375 25,92%
HOM 38 2,63%
neg 1034 71,46 %
GPllla (HPA1) Pocet %

n= 1449

HET 397 27,40%
HOM 53 3,66 %
neg 999 68,94 %
COX-1 (-842A/G) Pocet %

n= 1450

HET 174 12,00%
HOM 6 0,41%
neg 1270 87,59%

vost na lé¢bu ASA pomoci pfistroje PFA-100. V tabulce 5 uvadime pfehled do-
stupnych laboratornich metod a zpUsob jejich provedeni a hodnoceni vysledki
s uvedenim doporu¢ovanych meznich hodnot pro stanoveni ,rezistence” na lé¢-
bu. Jsou to vSak stale metody ex vivo, které piné neodpovidaji skute¢nému
déji in vivo, kde na desticky mimo uvedenych 1kl pUsobi cela fada vliv(, které
ovlivni jejich reaktivitu — smykové napéti, tkafovy faktor (TF), ADP uvolnény
z narusenych cév a erytrocytl, prostacyklin a NO uvolnéné z endotelu, aktivita
endotelového enzymu ADP&zy, uvolnény trombin, kolagen, aktivita ITIM destic-
kového receptoru PECAM-1, kterd je protipdlem integrinového receptoru GPllla,
cirkulujici mikropartikule s TF a P-selektinem a jiné vlivy®.

Presnéjsi vySetfeni ucinnosti protidestickové IéCby clopidogrelem pak Ize
provést s pomérné naroénym laboratornim vySetfenim fosforylace VASP (vaso-
dilatator-stimulated phosphoprotein) proteinu vdzaného v trombocytech na vlak-
na aktinu®. To v8ak zase vyzaduje nakladnou aparaturu pritokové cytometrie.
Princip tkvi ve stanoveni fosforylovaného VASP (VASP-P) s fluoresceinem zna-
¢enou monoklondlni protilatkou vici VASP-P v oblasti Ser 239 (VASP-16C2).
K této fosforylaci dochdzi po kaskadé nitrotrombocytarnich pochod(i vyvolanych
stykem desticky s vazodilatatorem - prostaglandinem E1 (prostacyklinem).
Koncentrace VASP-P pak v desti¢ce klesa po inhibici adenyl cyklazy a snize-
ni cAMP vyvolané ADP. VySetfeni probihd ve vzorcich krve pacienta lé¢eného
clopidogrelem, ke kterym je v prvém kroku pfidan prostacyklin a poté v druhém
kroku ADP. Pokud tedy byl pfi Ié¢bé clopidogrelem blokovan destickovy recep-
tor pro ADP P2Y12, k poklesu koncentrace zvySeného VASP-P po pfidani ADP
nedochazi a vysledné zna¢eni monoklonalni protilatkou proti VASP-P je tedy
v téchto desti¢kéch pozitivni.

Je jiz prokézano, ze vysledky stanoveni ucinnosti clopidogrelu pomoci
VASP-P testu korelovaly s vysi ischemickych zmén vyvolanych nedostatecnou
Gcinnosti protidestickové I1é¢by u nemocnych po provedené PCI®, V takovém pfi-
padé by tedy bylo vhodné podat misto clopidogrelu novy inhibitor ADP receptoru
prasugrel, ktery ma vyssi G¢innost?. Je vSak tfeba podotknout, Ze ani toto naro¢-
né vySetfeni rezistence na IéEbu clopidogrelem neni stoprocentné specifické, po-
dobny nélez mizeme ocekavat v pipadé dysfunkce endotelu se snizenim syntézy
NO, prostacyklinu, nebo pfi hypercholesterolemii, ¢ hyperglykemiio.
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Tabulka 5. Mezni hodnoty laboratornich vySetfeni pro stanoveni rezistence na protidestickovou lécbu

metoda
Transmisni agregometrie Impedanéni agregometrie PFA-100
agregace po AA 2 20% - zlaty standard .
. ASA agregace po ADP (10mM) > 70% v CT CEPI < 1935
(S impedance po AA23Q
5 agregace po ADP (10mM) > 70% + po AA 220%
)
@ -7
Clopidogrel neni dostatecné citliva impedance po ADP s PGE1 > 0Q or P,FAPZY \
(nova cartridge)

Jak z uvedeného vyplyva, v klinice jsou zatim moznosti monitorovat protidestic-
kovou Iébu znaéné omezené a pro denni praxi se zatim nehodi. V doporuéeni ECS
o protidestickové 1é¢bé vypracované skupinou expertl pod vedenim prof. C. Pat-
rono®, ale i v nejnovéjsich doporuéenich 8. ACCP konference z roku 20082 za-
tim tedy neni rutinni vySetfovani destickové funkce pro praxi doporucovano.

Ukazuje se vSak, Ze nékteré nové testy by tuto situaci mohly zménit. Jedna
se zejména o systém VerifyNow?®, ktery poskytuje orientacni informaci o tom, zda
je ulééeného pacienta s ASA, nebo clopidogrelem desti¢kova reaktivita potlatena,
¢ine. V USA byl jiz tento POCT (point-of-care test) schvélen ke klinickému pouziti
a v soucasnosti s nim probihaji validaéni testy u nemocnych po prodélané akutni
koronarni pfihod&®. Zde se tedy rysuji moznosti, jak se v indikovanych pfipadech
presvédCit o uinku protidestickové Iécby bez zdlouhavého a pfistrojové narotného
laboratorniho vySetfeni funkce trombocytl. Hrozba ¢asné nebo pozdni trombézy
zavedeného stentu (zejména lékového) pak v pfipadé kladnych vysledkd klinickych
studii zcela jisté pfevazi namitky proti nakladnosti tohoto POCT vySetfeni.
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