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Úvod

Stabilní angina pectoris i akutní koronární syndromy jsou spojeny se zvýše-
nou aktivitou krevních destiček, které jsou také hlavním aktérem trombogenézy 
v místě ruptury sklerotického plátu(1). To je hlavní důvod k tomu, že se k profylaxi 
a léčbě těchto chorobných stavů používají protidestičkové léky. Jejich dávka, 
načasování podání, nebo použití účinnější formy, či jejich dvoj-, nebo i trojkom-
binace a délka léčby jsou pak podle stávajících doporučení stále obměňovány 
podle výsledků právě dokončených klinických studií(2–5). Respektují se již také 
vedlejší účinky této léčby, zejména krvácení, které mohou nepříznivě ovlivnit 
prognózu onemocnění(6).

Tak, jako je třeba při podání protidestičkových léků počítat s krvácením, tak 
se na druhé straně množí zprávy o tom, že ne ve všech případech je tato léčba 
účinná, zejména pokud se jedná o účinek acetylsalicylové kyseliny (dále ASA), 
nebo clopidogrelu. Není tedy pochyb o tom, že odpověď nemocného na tuto 
léčbu může být individuálně velmi rozdílná, což může vést až k jejímu selhání, 
které bývá také označováno jako rezistence na léčbu aspirinem(7–9), popřípadě 
clopidogrelem(10, 11). Variabilita účinku protidestičkové léčby se v průměru vysky-
tuje u 10–40 % takto léčených osob. Dochází k tomu většinou v úvodu léčby, 

neodpovídavost na léčbu ASA nebo clopidogrelem však byla v některých pří-
padech zjištěna i po několikaměsíční terapii. Ví se také, že během 5 let dochází 
k rekurenci cévní příhody i u pacientů léčených po celou dobu ASA(12, 13).

V mnoha případech se za tím může skrývat non compliance, jak z důvodů 
nesnášenlivosti léku (iritace žaludeční sliznice při léčbě ASA aj.), tak při zane-
dbání pravidelné léčby samotným pacientem. Vliv na snížení účinku ASA nebo 
clopidogrelu může mít i souběžná léčba některými léky nebo porucha jejich 
vstřebávání v zažívacím traktu z organických příčin. Soudí se také, že indivi-
duální odpověď na použitý protidestičkový lék může být způsobena i genetic-
kými mutacemi, projevující se zvýšenou aktivitou destičkových receptorů nebo 
enzymatického systému trombocytů, či polymorfizmem genů cytochromu P 450 
v játrech, potřebného při přeměně clopidogrelu na jeho aktivní metabolit(14–17). 
Přehled kandidátních polymorfizmů spojovaných s nižším efektem protidestičko-
vé léčby je spolu s dalšími faktory uveden v tabulkách 1 a 2. V mnohých přípa-
dech byly již nalezené genetické varianty spojeny nejen s laboratorním průkazem 
nedostatečné inhibice agregace destiček po ADP (laboratorní, neboli chemická 
rezistence na léčbu), ale také při provedených asociačních studiích s vyšším 
výskytem aterotrombotických komplikací a horším průběhem onemocnění(18–20).
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Cílem naší studie bylo zjistit prevalenci destičkových polymorfizmů, které jsou spojovány s „aspirinovou rezistencí“ či s variabilitou od-
povědi na léčbu clopidogrelem v české populaci.
Metody: Ke zjištění frekvence polymorfizmů GP IIIa (HPA-1; rs5918), P2Y12 (H1/H2 haplotyp; rs2046934) and COX-1 (-842A/G; rs10306114) 
bylo provedeno anonymní testování DNA od 1 450 dárců krve pomocí PCR na analyzátoru Light Cycler 480 (ROCHE).
Výsledky: Byly zjištěny tyto frekvence: GP IIIa (HPA-1) – 27,40 % heterozygotů, 3,66 % homozygotů a 68,94 % wild type homozygotů, P2Y12 
(H1/H2 haplotyp) – 25,92 % heterozygotů, 2,63 % homozygotů a 71,46 % wild type homozygotů a COX-1 (-842A/G) – 12,00 % heterozygotů, 
0,41 % homozygotů a 87,59 % wild type homozygotů v testované skupině. Tyto frekvence jsou tedy v souladu s odhadovanou 10–40 % 
variabilitou účinku protidestičkové léčby.
Dále je uveden přehled o významu laboratorních vyšetření pro rutinní monitorování protidestičkové léčby.
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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 IIIa (HPA-1; rs5918), 
P2Y12 (H1/H2 haplotype; rs2046934) and COX-1 (-842A/G; rs10306114) polymorphisms frequencies.
Results. The frequencies of GP IIIa (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.
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Odpověď na otázku, v jaké šíři můžeme očekávat variabilitu účinku protides-
tičkových léků, poskytuje také zjištění frekvence variantních polymorfizmů genů 
destičkových receptorů nebo klíčových destičkových enzymů v naší populaci. 
Cílem této studie bylo tedy získat údaje o frekvenci vybraných polymorfizmů spo-
jovaných se zvýšenou aktivitou, respektive agregabilitou destiček a rezistencí 
na léčbu ASA nebo clopidogrelem v české populaci. Analyzováno bylo zastou-
pení těchto genetických variant: polymorfizmus genu pro ADP receptor krevních 
destiček P2Y12 (i 744 T > C)(21), polymorfizmus genu receptoru pro fibrinogen GP 
IIIa (HPA1)(22,23) a mutace genu enzymu COX-1 (-842 A > G)(24, 25).

Metody

Studie byla provedena v anonymních vzorcích krve od náhodně vybraných 
1 450 zdravých osob kavkazské rasy, dárců krve, které zbyly po vyšetření povinných 
laboratorních testů prováděných před odběrem krve pro transfuzní účely. Studie 

byla provedena v rámci programu řešení Výzkumného záměru MZO 00064 165 
(VFN 2005), schváleného etickou komisí 1. lékařské fakulty a VFN v Praze.

Genotypizace

Genomová DNA byla extrahována z leukocytů periferní krve a izolována 
pomocí MagNA Pure LC nucleic acid extraction systému (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany) se soupravou MagNA Pure DNA Isolation Kit I (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany) podle návodu výrobce.

V získaných vzorcích DNA byly vyšetřeny tyto polymorfizmy: haplotyp H1/H2 
genu destičkového receptoru pro ADP P2Y12  (P2RY12) určený stanovením po-
lymorfizmu i-T744C SNP (rs2046934). Dále byl vyšetřen polymorfizmus HPA-1 
(rs5918) genu pro glycoprotein (GP) IIIa (ITGB3) a polymorfizmus – 842 A/G 
(rs10306114) v genu pro cyclooxygenazu (COX) – 1 (PTGS1). Polymorfismy byly 
stanoveny pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) následované analýzou 
křivky tání se specifickými fluorescenčně značenými hybridizačními sondami 
užitím procesu FRET (fluorescence resonance energy transfer). Vyšetření po-
lymorfizmů byla provedena na přístroji LightCycler 480 instrument™ s použitím 
kitů LightCycler 480 Genotyping Master® (vše Roche Diagnostics, Mannheim, 
SRN) podle instrukcí výrobce. Toto zařízení umožňuje provést 96 PCR reakcí 
najednou. Sekvenčně specifické primery a fluorescenčně značené sondy byly 
navrženy ve spolupráci s firmou TIB MOLBIOL (Berlin, SRN), kde byly též na za-
kázku připraveny. Sekvence použitých primerů a sond je uvedena v tabulce 3.

Statistické metody

Data byla zpracována v statistickém programu Windows Excel 2007, frek-
vence zastoupení heterozygotů, homozygotů a běžného (wild) genotypu byly 
vypočítány statistickým programem SAS.

Výsledky

Frekvence zastoupení jednotlivých polymorfizmů ve sledovaném souboru 
1 450 zdravých osob – dárců krve jsou uvedeny v tabulce 4.

Diskuze

Zjištěné údaje o frekvenci variantních polymorfizmů spojených s vyšší reak-
tivitou destiček a rezistencí na léčbu ASA nebo clopidogrelem v naší populaci 
napovídají, že možnou individuální odpověď na léčbu těmito protidestičkovými 
léky je třeba brát vážně i u pacientů v ČR a koresponduje také s literárními údaji 
o 10–40 % procentuelním zastoupením neodpovídavosti na léčbu ASA nebo 
clopidogrelem u nemocných s aterosklerotickou koronární nemocí, které byly 
uvedeny v úvodu. Vyšetřovat polymorfizmy genů spojených s tímto defektem 
u každého nemocného před zahájením léčby protidestičkovými léky a měnit 
podle toho použité léky však zatím v praxi nelze. Tato metoda zatím zůstává 

Tabulka 1. Možné příčiny variability odpovědi na léčbu ASA

Klinické faktory
Noncompliance
Porucha rezorbce v GIT
Interakce s ibuprofenem

Buněčné faktory

Nedostatečná schopnost suprese COX-1
Zvýšení exprese COX-2 mRNA
TF a ADP uvolněné z erytrocytů
Zvýšení adrenalinu
Generace 8-iso-prostanů

Genetický polymorfizmus

COX-1
Receptor GP IIIa
Receptor pro kolagen GP VI
Receptor pro vWF GP Ia

Tabulka 2. Možné příčiny variability odpovědi na léčbu clopidogrelem

Klinické faktory

Noncompliance
Poddávkování
Porucha rezorbce v GIT
Léková interakce s CYP3A4
AK sy
Diabetes mellitus/inzulinová rezistence
Obezita

Buněčné faktory

Zvýšený obrat destiček
Redukce metabolické aktivity CYP3A4
Zvýšení nabídky ADP
Zvýšená aktivita receptoru P2Y12

Zvýšená aktivita receptoru P2Y1

Zvýšená aktivita jiných receptorů pro kolagen, 
epinefrin, TXA2, trombin

Genetický polymorfizmus

CYP3A4,CYP3A5,CYP2C19
Receptor GP Ia
Receptor P2Y12

Receptor GP IIIa

Tabulka 3. Použité primery, proby a podmínky při PCR a analýza křivky tání

Gen SNP SNP ID Oligonukleotidy PCR-Ta (°C) melt.-Tb (°C)

P2RY12 i-T744C rs2046934 5‘-ATTTATCTAAATATCTTTTACACgAA
5‘-AAATAAAATATAggTTATTACCACA
5‘-AAAAgATTACAAACgTCATTTCAA--Fl
5‘-LCRed640-TTCCCAAgATgTAgATgCCATATAgCA--ph

54 40

ITGB3 HPA-1 rs5918 5‘-TGCTCCAATGTACGGGGTAAAC
5‘-CTggggCACAgTTATCCTTCAg
5‘-gACTTCTCTTTgggCTCCTgTCTTACAgg--Fl
5‘-LCRed640-CCTgCCTCCgggCTCAC--ph

55 50

PTGS1 -A842G rs10306114 5‘-CCTTCCgATAACTgAgAACCT
5‘-TTTCTAgCCCTCAgTATTCTCAT
5‘-CAATgAgggAATgCACACAAATCTCCTgg--Fl
5‘-LCRed640-gCAgTgCCCAgCATgTAg--ph

55 50

aannealingová teplota primerů; bteplota ochlazení při analýze křivky tání; Fl – fluorescein; ph – phosphate; LCRed640 – LightCycler Red 640
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určena jen pro vědecké účely. V budoucnu však po zavedení rychlé a laciné 
chipové DNA analýzy budeme moci uvažovat o individualizované medikaci 
i v tomto směru(26).

Jak se tedy lze dnes přesvědčit o tom, zda je použitý protidestičkový lék 
u nemocného účinný či ne ? Zatím, opět jen v laboratorních podmínkách, je mož-
né vyšetřovat agregaci destiček v citrátové plazmě pacienta vyvolanou agonis-
ty – trombinem, tromboxanem, ADP, ristocetinem, adrenalinem nebo kolagenem. 
Pro účely odpovědi na léčbu se hodnotí, zda přidání ADP vyvolalo v případě 
dosažené dysfunkce snížení agregace destiček, či ne. Specifičtější metodou, 
která nyní proniká do našich laboratoří, je impendační metoda, která již může 
zachytit přesněji i účinek clopodogrelu. Vzorek plné citrátové krve je zde nabrán 
do speciálních odběrovek. Z plné krve lze také orientačně a poměrně rychle 
(v řádu několika minut po obdržení vzorku krve do laboratoře) zjistit neodpovída-

vost na léčbu ASA pomocí přístroje PFA-100. V tabulce 5 uvádíme přehled do-
stupných laboratorních metod a způsob jejich provedení a hodnocení výsledků 
s uvedením doporučovaných mezních hodnot pro stanovení „rezistence“ na léč-
bu. Jsou to však stále metody ex vivo, které plně neodpovídají skutečnému 
ději in vivo, kde na destičky mimo uvedených léků působí celá řada vlivů, které 
ovlivní jejich reaktivitu – smykové napětí, tkáňový faktor (TF), ADP uvolněný 
z narušených cév a erytrocytů, prostacyklin a NO uvolněné z endotelu, aktivita 
endotelového enzymu ADPázy, uvolněný trombín, kolagen, aktivita ITIM destič-
kového receptoru PECAM-1, která je protipólem integrinového receptoru GPIIIa, 
cirkulující mikropartikule s TF a P-selektinem a jiné vlivy(1).

Přesnější vyšetření účinnosti protidestičkové léčby clopidogrelem pak lze 
provést s poměrně náročným laboratorním vyšetřením fosforylace VASP (vaso-
dilatator-stimulated phosphoprotein) proteinu vázaného v trombocytech na vlák-
na aktinu(27). To však zase vyžaduje nákladnou aparaturu průtokové cytometrie. 
Princip tkví ve stanovení fosforylovaného VASP (VASP-P) s fluoresceinem zna-
čenou monoklonální protilátkou vůči VASP-P v oblasti Ser 239 (VASP-16C2). 
K této fosforylaci dochází po kaskádě nitrotrombocytárních pochodů vyvolaných 
stykem destičky s vazodilatátorem – prostaglandinem E1 (prostacyklinem). 
Koncentrace VASP-P pak v destičce klesá po inhibici adenyl cyklázy a sníže-
ní cAMP vyvolané ADP. Vyšetření probíhá ve vzorcích krve pacienta léčeného 
clopidogrelem, ke kterým je v prvém kroku přidán prostacyklin a poté v druhém 
kroku ADP. Pokud tedy byl při léčbě clopidogrelem blokován destičkový recep-
tor pro ADP P2Y12, k poklesu koncentrace zvýšeného VASP-P po přidání ADP 
nedochází a výsledné značení monoklonální protilátkou proti VASP-P je tedy 
v těchto destičkách pozitivní.

Je již prokázáno, že výsledky stanovení účinnosti clopidogrelu pomocí 
VASP-P testu korelovaly s výší ischemických změn vyvolaných nedostatečnou 
účinností protidestičkové léčby u nemocných po provedené PCI(28). V takovém pří-
padě by tedy bylo vhodné podat místo clopidogrelu nový inhibitor ADP receptoru 
prasugrel, který má vyšší účinnost(29). Je však třeba podotknout, že ani toto nároč-
né vyšetření rezistence na léčbu clopidogrelem není stoprocentně specifické, po-
dobný nález můžeme očekávat v případě dysfunkce endotelu se snížením syntézy 
NO, prostacyklinu, nebo při hypercholesterolemii, či hyperglykemii(30).

Tabulka 4. Zastoupení jednotlivých polymorfizmů ve sledovaném souboru 
zdravých osob – oblast Praha a střední Čechy

Polymorfizmus

P2Y12 (H1/H2 haplotyp) Počet %

n = 1 447

HET 375 25,92 %

HOM 38 2,63 %

neg 1 034 71,46 %

GPIIIa (HPA1) Počet %

n = 1 449

HET 397 27,40 %

HOM 53 3,66 %

neg 999 68,94 %

COX-1 (-842A/G) Počet %

n = 1 450

HET 174 12,00 %

HOM 6 0,41 %

neg 1 270 87,59 %

Obrázek 1. Mechanizmus variability úniku clopidogrelu in vivo (adaptováno podle P. A. Grubela a U. S. Tandry (Thrombosis Research 2007; 120: 311–321)
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Jak z uvedeného vyplývá, v klinice jsou zatím možnosti monitorovat protides tič-
ko vou léčbu značně omezené a pro denní praxi se zatím nehodí. V doporu če ní ECS 
o protidestičkové léčbě vypracované skupinou expertů pod vedením prof. C. Pat-
rono(31), ale i v nejnovějších doporučeních 8. ACCP konference z roku 2008(32) za-
tím tedy není rutinní vyšetřování destičkové funkce pro praxi doporučováno.

Ukazuje se však, že některé nové testy by tuto situaci mohly změnit. Jedná 
se zejména o systém VerifyNow®, který poskytuje orientační informaci o tom, zda 
je u léčeného pacienta s ASA, nebo clopidogrelem destičková reaktivita potlačena, 
či ne. V USA byl již tento POCT (point-of-care test) schválen ke klinickému použití 
a v současnosti s ním probíhají validační testy u nemocných po prodělané akutní 
koronární příhodě(33). Zde se tedy rýsují možnosti, jak se v indikovaných případech 
přesvědčit o účinku protidestičkové léčby bez zdlouhavého a přístrojově náročného 
laboratorního vyšetření funkce trombocytů. Hrozba časné nebo pozdní trombózy 
zavedeného stentu (zejména lékového) pak v případě kladných výsledků klinických 
studií zcela jistě převáží námitky proti nákladnosti tohoto POCT vyšetření.

Zatím však v běžné praxi nezbývá nic jiného, než stále provádět jen nese-
lektivní opatření zabraňující selhání efektu podané protidestičkové léčby. To je 
volit vyšší úvodní dávku clopidogrelu 600 mg, možná i ASA. Konečná odpověď 
na správnost tohoto postupu je očekávána od výsledků studie CURRENT-
OASIS 7(34). Při STEMI se ukazuje vhodné podat iv. bolus inhibitoru GPIIbIIIa ti-
rofibanu spolu s ASA, clopidogrelem a heparinem již v přednemocniční fázi(35). 
Další možností je použití účinnějších léků inhibujících receptor P2Y12, jako jsou 
perorální prasugrel, ne-thienopyridiny AZD 6140, nebo i. v. gangrelor. V blízké bu-
doucnosti bude možné podat i úplně nové protidestičkové léky, využívající jiných 
způsobů inhibice trombocytů, jako je inhibitor destičkového receptoru pro trom-
bin PAR-1 (SCH 530348), nebo inhibitor receptoru pro tromboxan A2 (S-1886)(12). 
Kouření, které paradoxně po aktivaci jaterního cytochromu P 450 CYP1A2 zvyšu-
je tvorbu účinného metabolitu clopidogrelu(36), to však určitě nebude.

Podpořeno VZ MZO VFN 2005.

Tabulka 5. Mezní hodnoty laboratorních vyšetření pro stanovení rezistence na protidestičkovou léčbu

metoda

Transmisní agregometrie Impedanční agregometrie PFA-100

lé
či

vo

ASA
agregace po AA ≥ 20 % – zlatý standard

agregace po ADP (10 mM) ≥ 70 %
agregace po ADP (10 mM) ≥ 70 % + po AA ≥ 20 %

impedance po AA ≥ 0 Ω
impedance po AA ≥ 3 Ω CT CEPI < 193 s

Clopidogrel není dostatečně citlivá impedance po ADP s PGE1 ≥ 0 Ω CT PFAP2Y – ?
(nová cartridge)
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