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POVZETEK

Uvod: Dvotirno zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov, klopidogrelom ali
prasugrelom v kombinaciji z acetilsalicilno kislino (ASK), je pri prepreevanju vecine
koronarnih bolezni bolj u¢inkovito kot zdravljenje samo z ASK. Kljub tej vrsti zdravljenja
ima dolofen delez bolnikov ponovne ishemi¢ne dogodke, kar je lahko posledica
neodzivnosti na ASK, klopidogrel ali prasugrel.

Namen: Dolociti referenéne vrednosti za delovanje trombocitov z metodo opti¢ne
agregometrije in zapiralnega Casa in ugotoviti delez bolnikov s koronarno boleznijo, ki so
neodzivni na zdravljenje z ASK in dvotirno zdravljenje z ASK in klopidogrelom oziroma
prasugrelom.

Hipoteze: Neodzivnost na ASK bomo dolo¢ili pri najve¢ 60 % bolnikov. Neodzivnost na
dvotirno zdravljenje z ASK in klopidogrelom/prasugrelom pri¢akujemo pri manj kot 30 %
bolnikih. Ujemanje metod opticne agregometrije in merjenja zapiralnega Casa pri
opredeljevanju neodzivnosti na ASK, klopidogrel in prasugrel bo zmerno (koeficient kapa
vedji od 0,2).

Preiskovanci in metode: V raziskavo smo vkljucili 111 preiskovancev, ki smo jim
izmerili $tevilo trombocitov, agregacijo trombocitov z metodo opti¢ne agregometrije z
agonisti: kolagen (11 in 5,5 mg/L), ADP (11 in 5,5 pmol/L) ter arahidonsko kislino (1,6
mmol/L), zapiralni ¢as z merilnimi celicami s kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI),
kolagenom in ADP (KOL/ADP) in P2Y.

Rezultati: Pri merjenju agregacije trombocitov z opti¢no agregometrijo S kolagenom in
ADP je bil odstotek neodzivnih bolnikov na ASK 23-97 %, pri dvotirnem zdravljenju z
ASK in klopidogrelom 8-80 % ter ASK in prasugrelom 0-50 %, z arahidonsko Kislino je
bilo 0-6 % neodzivnih bolnikov. Merjeno z vsemi tremi merilnimi celicami je bilo med
bolniki z ASK neodzivnih 34-86 %. Pri bolnikih, ki so jemali ASK in klopidogrel, je bilo
neodzivnih 22-53 %, pri bolnikih z ASK in prasugrelom pa 10-30 %. Z izra¢unom
koeficienta kapa smo ugotovili slabo ujemanje metod opti¢ne agregometrije in zapiralnega
casa (koeficient kapa je znasal od —0,251 do 0,439), kar bi lahko bila posledica dolo¢anja
razli¢nih lastnosti trombocitov z razli¢nima metodama.

Zakljucek: Ugotovili smo, da je delez neodzivnih bolnikov odvisen od uporabljene
metode in koncentracije agonista. Ne glede na izbrano metodo pa je bil delez neodzivnih

bolnikov manjsi pri tistih na dvotirnem zdravljenju v primerjavi z bolniki na enotirnem



zdravljenju in pri bolnikih na prasugrelu v primerjavi z bolniki na klopidogrelu. Ujemanje
metod za merjenje agregacije trombocitov z metodo =zapiralnega Casa in opti¢ne

agregometrije je bilo vec¢inoma slabo (koeficient kapa manjsi od 0,2).



ABSTRACT

Background: Dual antiplatelet therapy with clopidogrel or prasugrel and acetyl salicylic
acid (ASK), is more effective than therapy with ASK alone in prevention of the majority of
cardiovascular diseases. Despite the antiplatelet therapy, many patients continue to
experience ischemic events, possibly as a consequence of unresponsiveness to ASK,
clopidogrel or prasugrel.

Aim: To determine reference ranges for platelet function for the methods of optical
aggregometry and closure time. To identify proportion of patients with cardiovascular
disease, who are resistant to therapy with ASK and dual therapy with ASK and
clopidogrel/prasugrel.

Hypothesis: The resistance to ASK therapy will be established in utmost of 60 % of
patients. The resistance to dual therapy with ASK and clopidogrel/prasugrel is expected in
less than 30 % of patients. Methods of optical aggregometry and closure time will be in
moderate agreement in establishing ASK, clopidogrel and prasugrel resistance (kappa
coefficient higher than 0,2).

Patients and methods: We included 111 subjects in whom we measured platelet count,
platelet aggregation with optical aggregometry with the following agonists: collagen (11
and 5,5 ng/mL), ADP (11 and 5,5 pmol/L) and arachidonic acid (1,6 mmol/L) and closure
time with test cartridges with collagen and epinephrine (KOL/EPI), collagen and ADP
(KOL/ADP) and P2Y.

Results: By measuring platelet aggregation with optical aggregometry with collagen and
ADP there were 23-97 % resistant patients on ASK, in dual therapy with ASK and
clopidogrel 8-80 % and with ASK and prasugrel 0-50 %. With arachidonic acid there
were 0-6 % resistant patients. Measuring closure times with all three test cartridges there
were 34-86 % resistant patients on ASK. Among patients on ASK and clopidogrel there
were 22-53 % resistant, among patients on ASK and prasugrel there were 10-30 %
resistant patients. Calculating kappa coefficients we mostly determined poor agreement
between the methods of optical aggregometry and closure time (kappa coefficient was
from —-0,251 to 0,439), possibly as a consequence of assessing different platelet properties
with different methods.

Conclusions: We found that the proportion of resistant patients depended on the laboratory

method and agonist concentration utilized. Regardless of the method used there was a



smaller proportion of resistant patients on dual antiplatelet therapy compared to patients on
monotherapy and smaller proportion of resistant patients on prasugrel compared to patients
on clopidogrel. Agreement between the methods of closure time and optical aggregometry

for measuring platelet aggregation was mostly poor (kappa coefficient less than 0,2).
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SEZNAM UPORABLJENIH OKRAJSAV

ACE — angiotenzin konvertaza

ADP — adenozin difosfat

AGR - agregacija trombocitov

ARAH — arahidonska kislina

ASK — acetilsalicilna kislina

ATP — adenozintrifosfat

COX-1 - ciklooksigenaza-1

CRP — reaktivni protein C

CY — citokrom

CYS —cistein

EGF — epidermalni rastni faktor

GF — rastni faktor

GP — glikoprotein

HDL — lipoprotein z visoko gostoto

KOL - kolagen

KOL/EPI — merilna celica s kolagenom in epinefrinom pri merjenju zapiralnega ¢asa
KOL/ADP — merilna celica s kolagenom in ADP pri merjenju zapiralnega ¢asa
LDL - lipoprotein z nizko gostoto

MAP-kinaza — z mitogenom aktivirana protein kinaza

PAI-1 — zaviralec aktivatorja plazminogena-1

PAF — faktor, ki aktivira trombocite

PDGF — trombocitni rastni faktor

PFA-100" - analizator trombocitnega delovanja

PF4 — trombocitni faktor 4 (PF4)

PG — prostaglandin

PGEL — prostaglandin E1

POCT - testiranje ob bolniku

PPP — plazma, revna s trombociti

PRP — plazma, bogata s trombociti

P2Y — merilna celica za merjenje antagonistov receptorjev P2Y 1, pri merjenju zapiralnega

casa



P2Y 1, — receptor na povrsini trombocitov
TGF-B — transformirajo¢i rastni faktor 3

TS — tromboksan sintetaza

TxA; — tromboksan A;

VASP — vasodilator-stimuliranega fosfoproteina
vWTf — von Willebrandov faktor

ZC — zapiralni Cas



1. UVOD

O koronarnih boleznih govorimo, kadar je zaradi zozitve koronarnih arterij oskrba srca s
krvjo nezadostna. Poglavitni povzrocitelj koronarnih bolezni je ateroskleroza. Bolezen se
pri¢ne ze v otro$tvu in dolgo ¢asa ne povzro¢a nikakr$nih tezav. Obicajno poteka v dveh
fazah. Za kroni¢no fazo je znacilna pocasna rast ateroskleroti¢nih leh. Pri akutni fazi pa
pride do razpokanja Zilne stene, nastanka krvnih strdkov na razpokah in delne ali popolne
zapore koronarne arterije. Za koronarne bolezni je znacilna ishemija sréne miSice, ki je
posledica obolelih koronarnih arterij zaradi preto¢nih tezav. Patogenetsko dogajanje se
odraza v znacilni kliniéni sliki: V kroni¢ni fazi ateroskleroze je znacilna stabilna angina
pektoris, za akutne epizode pa simptomi akutnega koronarnega sindroma, vkljucujo¢
nestabilno angino pektoris, akutni miokardni infarkt ali nenadno sréno odpoved. Prognoza
nezdravljenih koronarnih bolezni, predvsem akutnega koronarnega sindroma, je pogosto

slaba, z nedavnimi novostmi v zdravljenju pa se je bistveno izboljsala.

1.1. EPIDEMIOLOGIJA KORONARNE BOLEZNI

Koronarna bolezen je najpogostejsi vzrok obolevanja in umrljivosti v razvitih dezelah
sveta. Ponavadi oboleva populacija srednjih let, moSki okrog 55. leta starosti, Zenske pa
priblizno 10 let kasneje. DeleZ starejsih ljudi je vsako leto vecji in pri teh se ugotavlja tudi
porast dejavnikov tveganja za razvoj ateroskleroti¢nih bolezni, zato $tevilo bolnikov vsako
leto naras¢a. Moski v mlajSih in srednjih letih obolevajo za koronarno boleznijo vsaj

dvakrat pogosteje v primerjavi z zenskami, v starosti pa je ta razlika manjsa (1).

1.2. ETIOPATOGENEZA KORONARNE BOLEZNI

Koronarna ateroskleroza je sistemska, kompleksna in multifaktorialna bolezen. Pojavlja se
ze zelo zgodaj, Ze v prvih desetih letih starosti, njene znacilne spremembe so
ateroskleroti¢ne lehe. Lehe se vecajo zelo pocasi. Socasno se kompenzatorno preoblikuje
Zilna stena, kar ima za posledico, da leha sorazmerno pozno ovira regionalni krvni obtok in

zato se klini¢ni simptomi pojavijo ponavadi Sele v zrelem zivljenju. PoSkodba Zilnega



endotelija je eden izmed najzgodnejsSih ateroskleroti¢énih dogodkov, ki v prvi fazi prizadane
notranjo plast arterijske stene — intimo.

Ateroskleroza je degenerativna bolezen, za katero je znaCilno kopicenje lipidov in
nekroti¢nega materiala v arterijski steni. V ateroskleroticnem procesu v dolocenih obdobjih
prevladuje vnetje s proliferacijo gladkih miSi¢nih celic in vezivnega tkiva ter tvorba
kolagena in proteoglikanov. Proces proliferacije spremlja kopicenje makrofagov in
limfocitov T. Ateroskleroza je tako opredeljena kot vnetni odgovor na poSkodbo zilne
stene. Ugotovili so, da so celice, ki so zastopane pri vnetju, verjetno odgovorne za nastanek
ateroskleroti¢ne lehe in za njen kasnejsi razvoj. Do takSnega sklepanja so prisli na osnovi
opazovanj, da se monociti pri prehodu v endotelij spremenijo v makrofage in kasneje v
penaste celice, ki so podlaga za nastanck maS$cobnih leh. 1z makrofagov se izlocajo
biolosko aktivne snovi, kot so kemotakti¢ni in rastni dejavniki, levkotrieni, interlevkini in
peroksidni anion. Predpostavko o vpletenosti vnetja podpirajo tudi skupki vnetnih celic,
pretezno limfocitov, v adventiciji bolezensko spremenjenih arterij. Na vpletenost
imunskega mehanizma v aterogenezo kaze poleg celic, ki so nosilke imunskega celicnega
odgovora, tudi kopi¢enje imunoglobulinov (predvsem IgG) v ateroskleroti¢no spremenjeni
Zilni steni. Pri bolnikih z akutnim srénim infarktom so ugotovili, da je koncentracija
reaktivnega proteina C (CRP) zvisana, tako ima CRP pomembno napovedno vrednost za
razvoj ali ponovni pojav ishemije sréne miSice. PoviSane vrednosti CRP naj bi bile
posledica vecje vnetne aktivnosti v ateroskleroti¢nih lehah. Rezultati raziskav kazejo, da je
zascitni ucinek acetilsalicilne kisline (ASK), kot protivnetne zdravilne ucinkovine, pred
srénomisicnim infarktom tesno povezan z znizevanjem ravni CRP v plazmi. Preprecevanje
kardiovaskularnih bolezni z ASK naj bi torej pretezno temeljilo na protivnetnem delovanju
Q).

Zaradi poSkodbe zilnega endotelija se poveca prepustnost notranjih plasti Zilne stene in
zato se v intimi kopic¢i LDL holesterol (lipoproteini nizke relativne gostote), kar izzove
degenerativne in vnetne reakcije. LDL holesterol se pri prehodu skozi endotelij oksidira,
kar onemogoci prehod LDL holesterola iz zilne stene nazaj v zilno svetlino. Oksidacija
LDL holesterola predstavlja enega izmed glavnih procesov aterogeneze. Makrofagi se pri
osebah s hiperholesterolemijo zaradi povisanega dotoka lipidov pretvorijo v penaste celice,
ki se na dolocenih mestih kopi¢ijo in so osnova za nastanek mascobnih leh. Z

napredovanjem procesa ateroskleroze se iz mascobnih leh razvijejo ateroskleroti¢ne lehe,



ki pomenijo zaris¢e nastanka krvnih strdkov (trombov) in s tem trombemboli¢nih zapletov

(1).

1.3. TROMBOCITI IN NJIHOVA VLOGA V HEMOSTAZI

Hemostaza je kompleksen proces, pri katerem sodelujejo beljakovine v krvi (faktorji in
zaviralci koagulacije in fibrinolize) in zilni steni (tkivni faktor, tkivni aktivator
plazminogena), med trombociti v krvi in Zilno steno (endotelijske celice, celice gladkega
subendotelija. Trombociti so brezjedrni delci megakariocitov. Njihova Zzivljenjska doba v
krvnem obtoku znasa 7 do 10 dni.

Adhezija trombocitov: Pri poskodbi zile je adhezija trombocitov prvi odgovor na

poskodbo. Trombociti se nalepijo na zilno steno s pomocjo glikoproteinov GP Ib/IX, Ki
delujejo kot receptorji za vezavne beljakovine (VWT, fibrinogen, fibronektin, vitronektin)
na poskodovani Zilni steni. Pri adheziji trombocitov na subendotelij pride do aktivacije
trombocitov. Na receptorje na povrSini trombocitov se vezejo agonisti, ki aktivirajo
trombocite, to so ADP, adrenalin, kolagen, trombin, tromboksan A, (TxA;) in posebni
faktor, ki aktivira trombocite (PAF). Trombociti pri aktivaciji spremenijo svojo obliko iz
diskoidne v kroglasto s panozicami, pride do prerazporeditve organelov v sredino
trombocitov in spro§¢anja snovi iz zrnc (sekrecije). Iz zrnc a se sprostijo B-tromboglobulin,
trombocitni faktor 4 (PF4), faktor V (FV), fibrinogen, vWF, trombospondin, fibronektin,
vitronektin, zaviralec aktivatorja plazminogena-1 (PAI-1) in rastni faktorji (PDGF, EGF,
TGF-P). Iz gostih zrnc se sprostijo ADP, ATP, Ca*" in serotonin. Lizosomi vsebujejo kisle
hidrolaze.

Kljuéni dogodek pri aktivaciji trombocitov je mobilizacija in pove€anje znotrajcelicnega
Ca?*. Znotrajtrombocitni Ca®* pospesi delovanje protein kinaze C, aktivira fosfolipazo A,
pomemben je pri aktiviranju celicnega ogrodja in pri sekreciji.

Adhezija trombocitov na kolagen in vezava agonistov (npr. trombina) na receptor povzroci
hidrolizo membranskih fosfolipidov in sintezo eikozanoidov, ki so oksigenirani derivati
arahidonske kisline. Sinteza eikozanoidov se zacne s spros¢anjem arahidonske kisline iz
membranskih fosfolipidov (fosfoinozitola in fosfatidilholina), kar katalizirata fosfolipaza C

in fosfolipaza A,. Ciklooksigenaza (COX) pretvarja arahidonsko kislino v prostaglandin



G, (PGGy) in H, (PGHy), te pa tromboksan sintetaza (TS) pretvarja v TxA,. V povratni
zvezi lahko TxA; aktivira fosfolipazo C (2).

Agregacija trombocitov: S sekrecijo iz trombocitov se sprostijo agonisti (ADP), ki

povzrocijo aktivacijo trombocitov v okolici. Trombociti se zlepijo med seboj (agregirajo).
Najpomembnejsi dogodek pri agregaciji je vezava adhezijskih beljakovin (fibrinogena in
drugih, kot so VWEF, fibronektin, vitronektin) na glikoproteinske receptorje GPIIb/Illa.
Fibrinogen lahko zaradi svoje posebne molekulske strukture (dvojne molekule) poveze dva
trombocita med seboj (2).

Agregacija, sekrecija in retrakcija strdka so odvisne od prenosa signalov. Agonisti
transdukcije signala so ADP, trombin, adrenalin, tromboksan A;, PAF, pa tudi kolagen in
druge adhezijske beljakovine. Najmo¢nejSa agonista sta trombin in TxA,. Pri prenaSanju
signala sodelujejo proteini G, fosfolipaza C, fosfolipaza A, in izoencimi proteinkinaze C.
Transdukcija signala povzroci centralizacijo zrne, nastajanje psevdopodijev in sodeluje pri
preoblikovanju receptorjev GPIIb/Illa za fibrinogen (slika 1). Strdki se nato retrahirajo in

iztisnejo serum, s ¢imer se strdek ¢vrsti. Mehanizem kréenja strdka je analogen kréenju

miSice (2).
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Slika 1: Shema adhezije in agregacije trombocitov (2)

Na sliki so predstavljene poglavitne komponente, ki sodelujejo pri adheziji in agregaciji
trombocitov.

Okrajsave: ADP — adenozindifosfat, Fbg — fibrinogen, GPIb/IX — glikoproteinski receptor Ib/IX,
GPIIb/111a — glikoproteinski receptor 11b/111a, PAF — faktor, ki aktivira trombocite)



1.4. PREPRECEVANJE IN ZDRAVLJENJE KORONARNE BOLEZNI

Preprecevanje koronarne bolezni je usmerjeno v odpravljanje dejavnikov tveganja (kajenje,
prehrana z veliko nasi¢enimi mascobami in holesterolom, telesna neaktivnost, zviSan krvni
tlak, sladkorna bolezen, podedovana nagnjenost k zgodnji aterosklerozi, pogostost bolezni
naraS€a s starostjo, stres). V zadnjih letih se je v nekaterih razvitih zahodnoevropskih
drzavah umrljivost za koronarno sréno boleznijo znizala za 30 %, v manj razvitih pa Se
vedno narasca (1). V razvitih drzavah se je umrljivost verjetno znizala zaradi vsestranske
in ulinkovitejSe primarne preventive (privzgoja nacel zdravega nacina Zivljenja,
zdravljenje poviSanega krvnega tlaka in holesterola tudi z zdravili). Zdravljenje
ateroskleroze pa je v glavnem namenjeno odpravljanju posledic napredovalega
ateroskleroti¢nega procesa, je kompleksno in mora biti individualno. Vsebuje ukrepe, s
katerimi se skuSa bolniku omiliti njegove tezave, zaustaviti napredovanje koronarne

ateroskleroze in izbolj$ati Zivljenjsko prognozo.

1.4.1. Revaskularizacijski posegi

Perkutana koronarna revaskularizacija je standardna, nekirur§ka metoda agresivnega
zdravljenja obstruktivne koronarne ateroskleroze. Pri posegu se preko vodilnega
koronarnega katetra in Zzice postavi balonski kateter na mesto obstruktivne lezije,
ateroskleroti¢na leha se raztrga in tako se poveca Zilna svetlina. Zdravljen zilni segment
povecini stabiliziramo z Zilno opornico, stentom. Kirur§ka koronarna revaskularizacija je
standardna metoda zdravljenja obstruktivne koronarne ateroskleroze. KirurSka metoda v
nasprotju s perkutano premosti obstruktivne koronarne lezije, pri ¢emer uporabi venske ali
arterijske presadke. Izbira nacina koronarne revaskularizacije je odvisna od narave
koronarne ateroskleroze, delovanja levega prekata in pridruzenih bolezni. Pogosto pa je pri

istem bolniku potrebno opraviti oba nacina revaskularizacije (1).

1.4.2. Zdravljenje z zdravili, ki ne delujejo proti trombocitom

Z zdravili ne lajSamo ali prepreCujemo le epizod miokardne ishemije, temvec¢ skuSamo

zaustaviti tudi napredovanje ateroskleroze in prepreciti njene usodne zaplete (sréni infarkt,



smrt). Za zdravljenje se uporabljajo predvsem nitrati, blokatorji receptorjev beta in
kalcijevi antagonisti. Pri zaviranju napredovanja ateroskleroze pa imajo dokazano
ucinkovitost statini in zaviralci angiotenzin konvertaze (ACE).

Nitrati (nitroglicerin, izosorbid-dinitrat in njihovi metaboliti) u¢inkujejo na sistemske in
koronarne zile, tako da povzro¢ijo vasodilatacijo in znizajo diastoli¢no obremenitev srca. Z
znizanjem diastoli¢nega tlaka in volumna srca zmanjSajo napetost prekatne stene, na
arterijah povzrocajo razsiritev in s tem zmerno znizanje sistolicnega tlaka. Koronarni

pretok se poveca. Blokatorji receptorjev beta kompetitivnho zavirajo kateholaminsko

spodbujanje adrenergi¢nih receptorjev beta in zmanjsajo potrebo po kisiku v sréni misici.

Kalcijevi antagonisti zavirajo vstop kalcija v celice miokarda in gladkih mi$i¢nih Zil:

znizajo krvni tlak (nifedipin, amlodipin), upocasnijo sréno frekvenco (verapamil,
diltiazem). Statini znizajo celokupni plazemski holesterol, delez LDL holesterola, nekoliko
manj trigliceride in ugodno vplivajo na nivo HDL holesterola. Zaviralci ACE (angiotenzin-
konvertaza) znizujejo krvni pritisk. Z zaviranjem angiotenzin pretvarjajoega encima
prepreéijo pretvorbo angiotenzina | v aktivno obliko angiotenzin Il, uporabljajo se za

zdravljenje vseh oblik koronarne bolezni (ramipril, kaptopril) (1).

1.4.3. Zaviralci agregacije trombocitov

Pri koronarnih srénih boleznih se uporabljajo zdravila, ki zavirajo razline procese v
trombocitih. Protitrombocitna zdravila so po ATC-klasifikaciji zaviralci agregacije
trombocitov brez heparina (3). V nadaljnjem besedilu protitrombocitna zdravila
poimenujemo zaviralci agregacije trombocitov.

Zaviralci agregacije trombocitov preprecujejo medsebojno zlepljanje trombocitov in
njihovo prilepljanje na okvarjeno notranjo zilno povrsino. Obstajajo tri vrste zaviralcev
agregacije trombocitov z dokazano klini¢no uéinkovitostjo: 1. inhibitorji ciklooksigenaze-
1, npr. ASK (aspirin®, Bayer), 2. inhibitorji trombocitnega receptorja za ADP: komponente
tienopiridinov, npr. prasugrel (effient®, Eli Lilly), klopidogrel (plavix®, Sanofi Pharma),
tiklopidin, tikagrelor, in 3. antagonisti glikoproteinskega receptorja Ilb/Illa (npr.
abciximab, tirofiban, eptifibatide). Antagonisti GPIIb/llla so postali pomemben razred

zaviralcev agregacije trombocitov, ki se uporabljajo za preprecevanje tromboz pri bolnikih
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po perkutani koronarni intervenciji ali z akutnim koronarnim sindromom (4). Na sliki 2 je

prikazano delovanje ASK, klopidogrela in prasugrela na agregacijo trombocitov.
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Slika 2: Delovanje ASK, klopidogrela in prasugrela na agregacijo trombocitov

Na sliki je prikaz delovanja ASK, klopidogrela in prasugrela na agregacijo trombocitov. ASK z
ireverzibilno acetilacijo COX-1 inhibira sintezo TxA,. Klopidogrel in prasugrel ireverzibilno
zavirata receptor ADP na trombocitih P2Y .

Podrobneje opisujemo zdravila, ki smo jih preucevali v tej raziskavi:

ASK: Antitromboti¢ni ucinek ASK je v inhibiciji agregacije trombocitov, ker zavira
nastanek TxA, v trombocitih. Mehanizem inhibiranja tvorbe TxA, je povezan z
ireverzibilno inhibicijo encima ciklooksigenaze-1 (COX-1), v katerem ASK acetilira
aminokislino serin 530 (5, 6). Trombociti ne morejo tvoriti nove COX-1, zato ne
proizvajajo TxA,. Samo novonastali trombociti lahko proizvajajo TxA,. Dnevno se
zamenja priblizno 10 % trombocitov, hemostaza pa se lahko normalizira, ko nastane 20 %
novih trombocitov (5). ASK je ucinkovito zdravilo za zdravljenje in preprecevanje
koronarnih bolezni. Predpisan odmerek ASK za prepreCevanje agregacije trombocitov
zna$a 100 mg dnevno. Ze en odmerek 160 mg ASK popolnoma inhibira sintezo TxA, (8).
Klini¢ne Studije kazejo na u€inkovitost ASK v primarnem in sekundarnem preprec¢evanju
infarkta miokarda, kapi in kardiovaskularne smrti. Pri visokorizi¢nih bolnikih se opaza

priblizno 25 % zniZzanje kardiovaskularnih dogodkov (7).



Klopidogrel: Tienopiridini, med katere sodi klopidogrel, delujejo na aktivacijo trombocitov
preko receptorjev za ADP, tako da se ireverzibilno vezejo na enega od dveh ADP
receptorjev, in sicer na receptor P2Y1, (8). Klopidogrel ucinkovito inhibira trombocitno
agregacijo, inducirano z ADP, na metabolizem arahidonske kisline pa nima neposrednega
vpliva. V jetrih se metabolizira po dveh poteh; prva je hidroliza v neaktiven derivat
karboksilne kisline (85 % cirkulirajo¢ih metabolitov), druga pa je mediirana S citokromom
P450 (CYP450), v najve¢ji meri z izoencimi CYP2C19, CYP3A4, CYP3AS, pri ¢emer se
klopidogrel oksidira v 2-oksi-klopidogrel in metabolizira v aktivni tiol metabolit (9).
Aktivni metabolit klopidogrela selektivno in ireverzibilno inhibira receptor P2Y, s tvorbo
kovalentne disulfidne vezi med reaktivno tiolno skupino in dvema cisteinskima ostankoma
(cys 17 in cys 270), ki sta prisotna v ekstraceli¢ni domeni receptorja P2Y,. Tako je vezava
ADP na receptor P2Y;; permanentno inhibirana (10) Klopidogrel zniza tvorbo
trombocitno-levkocitnih agregatov, nivo CRP, p-selektina ter hitrost nastanka trombina
(11-15). Receptor P2Y 1, je vezan na G-protein (Gi), ki inhibira adenilil ciklazo in aktivira
MAP-kinazo (z mitogenom aktivirana protein kinaza). S tem se na nacin pozitivne
povratne zanke zagotavlja nadaljnja trombocitna aktivacija (16). Zaradi konverzije v
aktivno obliko relativno pozno ucinkuje, inhibicija agregacije trombocitov je odvisna od
genetskih variant CYP450, predvsem CYP2C19. Ustrezno odmerjanje klopidogrela pri
bolnikih z nefunkcionalnim genotipom CYP2C19 v klini¢nih raziskavah $e ni bilo
ugotovljeno (17). V Kklini¢nih raziskavah so ugotovili, da ima klopidogrel ve&ji
protitromboti¢ni uéinek kot ASK pri bolnikih z aterosklerozo in je v primerjavi z ASK
nekoliko uspesnej§i v  prepreCevanju klinicnih  zapletov  (18). Preudevali so
interindividualno variabilnost odziva trombocitov na klopidogrel (19) in ugotovili, da 5-10
% bolnikov, kljub zdravljenju s klopidogrelom (8, 20-22), dozivi akutno ali subakutno
trombozo po koronarni vstavitvi stenta. Zdravljenje s klopidogrelom ima v primerjavi z
zdravljenjem z ASK relativno tveganje za klini¢ne zaplete (infarkt miokarda, smrt) nizje za
8,4 % (23).

Prasugrel: Prasugrel z zaviranjem vezave ADP na tiopiridinski receptor P2Y 1, na povrSini
trombocitov prepre¢i njihovo agregacijo. Je antiagregacijsko zdravilo druge generacije,
kjer so optimirali njegove farmakokineti¢ne lastnosti, zato ima manj stranskih ucinkov.
Kot ostali tienopiridini je tudi prasugrel prozdravilo, ki je in vitro neaktivno in se v jetrih s
pomocjo CYP450 pretvori v aktiven metabolit, najve¢ z CYP3A4 in CYP2B6, manj z
CYP2C9 in CYP2C19 (24). Na farmakokinetiko aktivnega metabolita prasugrela ali



inhibicijo agregacije trombocitov genetske variante CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A5 nimajo pomembnega vpliva (24). Preklini¢ne Studije kazejo, da je bolj u¢inkovit
pri inhibiciji ex vivo trombocitne agregacije in tvorbi strdka in vivo kot klopidogrel.
Aktivna metabolita prasugrela in klopidogrela imata podoben nivo trombocitne inhibicije
in vitro, koncentracija aktivnega metabolita in vivo pa je razli¢na (odmerek prasugrela je
60 mg na zacetku, Ki se nato nadaljuje z 10 mg dnevno, zacetni odmerek klopidogrela je
300 mg, nato 75 mg dnevno). Pri prasugrelu je inhibicija trombocitne agregacije hitrejsa,
vedja in bolj konzistentna, vendar pa zmerno povecuje tveganje za krvavitve (25).

Dvotirno zdravljenje: Aktivacija trombocitov poteka po razliénih mehanizmih, kar vodi

posledi¢no do tromboze. Strategija zdravljenja, usmerjena samo k enemu mehanizmu, ne
bo preprecila vseh ostalih dogodkov, ki vodijo do tromboze (26). Dvotirno zdravljenje,
klopidogrel ali prasugrel v kombinaciji z ASK, je pri prepreCevanju vecine sré¢nozilnih
bolezni bolj u¢inkovito kot zdravljenje samo z ASK. Raziskava CAPRIE (Clopidogrel vs.
Aspirin in Patients at Risk of Ischemic Events, Klopidogrel vs. Aspirin) pri bolnikih s
tveganjem za ishemi¢ne dogodke je pokazala pomembne prednosti zdravljenja s
klopidogrelom pri bolnikih v primerjavi z zdravljenjem samo z ASK (18). Ker klopidogrel
in ASK inhibirata agregacijo trombocitov preko razlicnih mehanizmov, omogoca dvotirno
zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov komplementarno in dodatno prednost v
primerjavi z zdravljenjem z enim samim zdravilom. Dvotirno zdravljenje s klopidogrelom
in ASK se jemlje kot »zlati standard« za znizanje trombocitne aktivacije in agregacije pri
bolnikih z akutnim koronarnim sindromom in bolnikih z vstavljenim stentom (27-29),
vendar pa ima dvotirno zdravljenje za posledico vecje tveganje za krvavitve (30). Pri
visokorizi¢nih bolnikih s koronarno boleznijo so prednosti dvotirnega (ali celo trotirnega)
zdravljenja z zaviralci agregacije trombocitov lahko veje od zelo visoke rizi¢nosti za

omejeno ¢asovno obdobje (31).

1.4.4. Neodzivnost na zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov

O neodzivnosti na zdravilo govorimo takrat, ko zdravilo ne doseze svojega farmakoloskega
ucinka bodisi zaradi zmanjSane bioloske razpolozljivosti, inaktivacije zdravila ali
negativnih interakcij z drugimi snovmi ali pa zaradi sprememb tarcne substance, na katero

zdravilo ucinkuje (32). Govorimo o dveh vrstah neodzivnosti na zdravljenje z zaviralci



agregacije trombocitov. Klini¢na neodzivnost je opisana kot nezmoznost zdravila, da
prepreci ishemi¢ne kardiovaskularne dogodke. Pri laboratorijski neodzivnosti gre za to, da
laboratorijske metode ne pokazejo vpliva zdravil. Postavlja se vprasanje, ali lahko
laboratorijske metode, s katerimi dolo¢amo odziv trombocitov na zaviralce agregacije
trombocitov, napovejo klinicno neodzivnost in ali ima laboratorijska neodzivnost za
posledico tudi klini¢no neodzivnost. Ni povsem jasno, kako je laboratorijska neodzivnost
povezana s klinicno neodzivnostjo.

Stevilne $tudije nakazujejo, da je dolo¢en del populacije neodziven na zdravljenje z
zaviralci agregacije trombocitov in ima vecjo incidenco aterotromboti¢nih zapletov, npr.
infarkt miokarda, ishemi¢na kap. Nezmoznost ASK ali tienopiridinov, da zmanj$ajo
agregacijo trombocitov, se smatra kot neodzivnost na ASK in tienopiridine (33). ASK
preprecuje do 25 % vseh koronarnih zapletov (34). Vzrokov za ostalih 75 % zapletov je
ve¢, med njimi tudi neodzivnost na ASK. Dvotirno zdravljenje, ASK v kombinaciji s
klopidogrelom ali prasugrelom, je pri prepreCevanju veine srénozilnih bolezni bolj
ucinkovito kot zdravljenje samo z ASK. Kljub tej vrsti zdravljenja ima dolo¢en delez
bolnikov srénozilno bolezen (35), kar je lahko posledica neodzivnosti na tienopiridine.

Neodzivnost na ASK: Ceprav ASK zmanj3uje tveganje za ponovitev srénozilnih dogodkov

za priblizno 25 %, ima 10 do 20 % bolnikov kljub primernemu zdravljenju ponovno
trombozo (7). Neodzivnost na ASK se nanasa na nezmoznost ASK, da inhibira od COX-1
odvisno tvorbo TxA; in posledi¢no od TxA, odvisnega delovanja trombocitov.

Potencialni vzroki neodzivnosti na ASK so $tevilni in raznovrstni: 1. znizana bioloSka
razpolozljivost ASK; 2. interferenca z drugimi zdravili; 3. povecana tvorba trombocitov, na
katere ASK ne vpliva in so sposobni tvorbe TxA;,; 4. tvorba TxA, z izoobliko COX-2,
neobcutljivo na ASK v novonastalih trombocitih ali drugih celicah; 5. genetski
polimorfizmi v trombocitnih receptorjih in encimih; 6. zacasna neodzivnost inducirana
zaradi intervencij koronarne revaskularizacije — operacije ali angioplastike; 7. drugi
faktorji: kajenje; 8. pospeseno delovanje trombocitov v zvezi s hiperholesterolemijo, ki
trombocitno membrano tako spremeni, da zmanjSa dovzetnost proteinov za acetilacijo; 9.
hiperkoagulabilna stanja po sr¢ni kapi ali ob nestabilni angini pektoris; 10. povisan nivo
noradrenalina — fizi¢na vadba, psihi¢ni stres; 11. povecana obcutljivost na ADP in kolagen;
12. povecano sproscanje trombocitov iz kostnega mozga zaradi stresa, oksidativni stres
(36, 32).
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Neodzivnost na ASK merimo z razli¢nimi metodami, z agregometrijo in zapiralnim ¢asom,
direktna metoda pa je detekcija rezidualne aktivnosti ciklooksigenaze (COX-1). Raziskave
kazejo, da ni konsekventnosti v merjenju odzivnosti na ASK s POCT-metodami pri
bolnikih, ki prejemajo razlicne odmerke ASK. Incidenca za neodzivnost na ASK je zelo
odvisna od metode in je redka, kadar se dolo¢a z metodami, ki direktno indicirajo aktivnost
COX-1 (37, 38). Merjenje koncentracije TxA; bi lahko natan¢no dolocilo potencialno
prave na ASK neodzivne bolnike in delno razlozilo neskladnosti med razli¢nimi
preiskavami delovanja trombocitov.

Neodzivnost na ASK je lahko povezana tudi s spremljajo¢o neodzivnostjo na klopidogrel
(39, 40). Taki bolniki kazejo visoko reaktivnost trombocitov na kolagen, dodatno k
stimulaciji z ADP in arahidonsko kislino (39, 41). Studije kaZejo na fenotip z visoko
reaktivnostjo trombocitov, ki bi lahko bil povezan s povecanim tveganjem za ishemicne
dogodke.

Neodzivnost na tienopiridine se nanaSa na nezmoznost inhibiranja trombocitnega

receptorja P2Y1, in posledi¢no od receptorja P2Y;, odvisnega delovanja trombocitov.
Detekcija neodzivnosti na klopidogrel v glavnem bazira na Studijah z metodo opti¢ne
agregometrije z ADP kot agonistom (21, 42, 43, 39, 44-59). Uporabljajo pa se tudi metode
pretocne citometrije z merjenjem ekspresije receptorjev, odvisno od aktivacije po
stimulaciji z ADP, POCT-metode, fosforilacija VASP (21, 42, 55, 60, 61).

Potencialni vzroki za neodzivnost na zdravljenje s klopidogrelom so: 1. interindividualne
razlike v metabolizmu prozdravila Kklopidogrel v njegov aktivni metabolit (genetske
variante CYP450); 2. interference z drugimi zdravili; 3. veéja bioloSka variabilnost
trombocitnega odgovora na ADP lahko povzro¢i ve¢jo interindividualno variabilnost
odgovora na ADP pri merjenju agregacije trombocitov med jemanjem klopidogrela (21,
62) in 4. nezadostna biorazpolozljivost klopidogrela, ki lahko izhaja iz individualnih razlik
v intestinalni absorbciji zdravila (63). Precej $tudij je Ze obravnavalo neodzivnost na
klopidogrel, medtem ko neodzivnost na prasugrel Se ni raziskana. Prasugrel je ireverzibilni
inhibitor receptorja P2Y1, in je prozdravilo tako kot klopidogrel, ki potrebuje metabolno
aktivacijo. Zdravljenje s prasugrelom ima za posledico povecano tveganje za krvavitve, Ki
so znacilne pri vseh njegovih odmerkih (64). Farmakodinamski profil prasugrela je boljsi
kot pri klopidogrelu in je povezan z nizjo incidenco neodzivnosti (65). ASK in

tienopiridini povecujejo tveganje za krvavitve.
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1.5. MERJENJE DELOVANJA TROMBOCITOV

1.5.1. Metode za merjenje delovanja trombocitov

Merjenje delovanja trombocitov se uporablja za dolo¢anje ucinka zdravljenja z zaviralci
agregacije trombocitov v klini¢ne in raziskovalne namene. Razvoj novih, enostavnejsih
metod kaze posledi¢no porast preiskav za doloCanje delovanja trombocitov izven
specializiranih laboratorijev za hemostazo in raziskovalnih laboratorijev.

Delovanje trombocitov lahko merimo s S$tevilnimi in vitro metodami, pri Kkaterih se
dolocajo razli¢ni parametri trombocitne aktivacije, sekrecije, adhezije in agregacije.
Metode za merjenje delovanja trombocitov so: ¢as krvavitve, opti¢na agregometrija z
merjenjem prepustnosti svetlobe, impedancna agregometrija, pretocna citometrija,
merjenje TxB, v serumu in metabolitov TxB, v urinu (11-dehidro-TxB,), analizator
trombocitnega delovanja in merjenje agregacije trombocitov s pomocjo delcev, prekritih s
fibrinogenom. Obstajajo tudi druge metode, npr. agregacija v polni Kkrvi,
tromboelastografija, merjenje adhezije in agregacije pri visokih striznih silah in druge (66),
ki se prav tako uporabljajo za dolo¢evanje inhibicije trombocitov z zaviralci agregacije
trombocitov, vendar njihova uporaba ni razsirjena in je zaradi pomanjkanja izkusenj
omejena (67).

Vse preiskave, razen Stevila trombocitov, merijo delovanje trombocitov. Te preiskave
vkljucujejo zive celice, pri katerih ugotavljamo ekspresijo receptorjev, adhezijo, agregacijo
in sproi¢anje snovi iz zrnc. Cas krvavitve je globalna preiskava za ugotavljanje moten;
primarne hemostaze. Je in vivo metoda (68), ki nam poda oceno Stevila in delovanja
trombocitov ter delovanja Zilne stene. Merimo ¢as, ki je potreben, da preneha krvavitev iz
vbodnine v usesni mecici ali iz vreznine na podlakti. Opti¢na agregometrija se uporablja za
merjenje agregacije trombocitov v plazmi, bogati s trombociti. Klasi¢ni agregometri merijo
prepustnost za svetlobo. Lumiagregometer meri, poleg agregacije trombocitov, tudi
sprosanje ATP iz trombocitnih zrnc. Poznan je tip agregometra, ki hkrati meri
citoplazemski ionizirani kalcij in agregacijo trombocitov. Impedancna agregometrija je
konceptualno podobna opti¢ni agregometriji, za razliko uporablja polno kri; agregacija
trombocitov po dodatku agonista se meri s spremembo v elektricni impedanci med dvema
elektrodama (69). Pri metodi preto¢ne citometrije trombocite inkubiramo s protitelesi, ki so

usmerjena proti GPIb/IX in GPIIb/1lla, na katere je vezan fluorokrom. Z imunometodo se
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doloc¢ajo vsi topni faktorji, ki se spros$¢ajo iz trombocita. Serumski TxB, je stabilen
metabolit TXA; in odraza celotno kapaciteto trombocitov, da sintetizirajo TxA, ter je zato
najbolj specificna preiskava za merjenje farmakoloskih ué¢inkov ASK (6). Metabolit TxB;
11-dehidro-TxB; v urinu prav tako odraZza obseg inhibicije tvorbe TxA,, mediirane z ASK
(70). Eden od trombocitnih analizatorjev uporablja kivete/elektrode za enkratno uporabo z
razli¢nimi agonisti za diagnosticiranje in spremljanje zdravljenja z zaviralci agregacije
trombocitov (66). Trombocitni agregometer je enostaven, avtomatski analizator, ki zaradi
odgovora na trombocitne agoniste meri aglutinacijo delcev, prevlecenih s fibrinogenom
(71). Pri metodi trombelastografije (TEG) se meri prispevek trombocitne agregacije,
inducirane z arahidonsko kislino in ADP, glede na celotno natezno trdnost trombocitno-
fibrinskega strdka (42).

V pricujocem delu smo za oceno delovanja trombocitov in merjenje ucinka zaviralcev
agregacije trombocitov uporabili naslednji preiskavi, in sicer: opticno agregometrijo z
merjenjem prepustnosti svetlobe in merjenje zapiralnega casa z analizatorjem
trombocitnega delovanja PFA-100".

Agregometrija z merjenjem prepustnosti svetlobe velja po Bornu za »zlati standard« za
merjenje delovanja trombocitov (34) in za in vitro metodo, ki se pogosto uporablja (72).
Pri analiziranju se dolo¢a porast prepustnosti svetlobe, potem ko stimulirajo¢a substanca
(agonist) povzroci aktivacijo trombocitov. Agregacija poteka ob prisotnosti Ca®*, ki ga je
dovolj v citratni krvi ali plazmi. Meritev se vr$i v plazmi, bogati s trombociti (PRP), in
plazmi, revni z njimi (PPP). Plazmi se dodajo razli¢ni agonisti za aktivacijo trombocitov
(kolagen, ADP, epinefrin, arahidonska kislina), ki povzro¢ijo njihovo agregacijo.
Agregacijo in aglutinacijo trombocitov merimo s turbidimetrijo, saj posami¢ni trombociti
bolj razprsijo svetlobo kot trombocitni agregati. Zato ima agregacija trombocitov za
posledico zmanjSano absorbcijo svetlobe. Vecina agregometrov meri svetlobno prepustnost
in ne absorbcije. Analizator meri svetlobo, ki preseva skozi plazmo. Veéja je agregacija
trombocitov v plazmi (manj je delcev v plazmi), vecja je prepustnost svetlobe. Spremembo
svetlobne prepustnosti v casovni enoti po dodatku agonista zabeleZi analizator kot
agregacijsko krivuljo.

Merjenje zapiralnega Casa je preiskava, pri kateri v merilni celici potekata adhezija in
agregacija trombocitov iz vzorca polne krvi. Ta preiskava nadome$¢a merjenje Casa
krvavitve in vitro. Merilna celica je sestavljena iz zbiralnika za vzorec, kapilare in biolosko

aktivne membrane z odprtino premera 150 um na sredini. Merilne celice se razlikujejo po
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membranah oziroma po aktivatorju agregacije, s katerim je prevle¢ena membrana. Le-ta je
pri merilni celici KOL/EPI prevlecena s kolagenom in epinefrinom, pri merilni celici
KOL/ADP s kolagenom in ADP in pri merilni celici P2Y z ADP, prostaglandinom E1 in
ioniziranim kalcijem. Merilna celica KOL/EPI je primerna za detekcijo motenj delovanja
trombocitov, inducirano z intrinzinimi motnjami trombocitov, von Willebrandovo
boleznijo ali inhibirajo¢imi faktorji proti trombocitom. Merilna celica KOL/ADP se
uporablja ob povisanem ZC, dolo¢enim z merilno celico KOL/EPI, da se odkrije morebiten
vpliv ASK. Merilna celica P2Y odkrije motnje delovanja trombocitov, povzroene z
blokado trombocitnega P2Y;, receptorja. VVzorec polne krvi v merilni celici potuje pod
standardnimi pogoji (ob konstantnem tlaku) po tanki kapilari do membrane, ki je
prevlecena s trombocitnimi agonisti. Zaradi stika krvi z agonisti (kolagenom, epinefrinom,
ADP, prostaglandin E1 (PGE1)) pride do adhezije in agregacije trombocitov. Na odprtini
se pri¢ne tvoriti trombocitni strdek, ki postopoma zapre odprtino. Ko se slednja popolnoma
zapre, se tok krvi prekine, kar analizator zazna kot zapiralni ¢as v sekundah. Z merjenjem
zapiralnega Casa se zelo priblizamo fizioloskim okoli§¢inam v organizmu. Metoda simulira
poskodovano Zilo, kjer nastaja strdek pri pretoku krvi ob mocnih striznih silah, upostevane
so interakcije med trombociti in drugimi celicami v krvi, ker se pri merjenju uporablja
polna kri. Slabost metode je v tem, da na meritev vplivajo stevilo trombocitov, vrednost

hematokrita in koncentracija VWT (73).

1.5.2. Tezave pri dolo¢anju delovanja trombocitov z laboratorijskimi metodami

Osnovna tezava merjenja delovanja trombocitov ali z zdravili povezane inhibicije je, da
nobena posamezna metoda ne zajame celotne kompleksnosti biologije in delovanja
trombocitov (26, 43). Slaba stran vseh metod za merjenje delovanja trombocitov je tudi ta,
da niso standardizirane. Na in vitro metode imajo znaten vpliv predanalitski dejavniki:
nacin odvzema krvi, antikoagulantna sredstva, shranjevanje vzorcev in temperatura
vzorcev. Trombociti so zelo obcutljivi na te dejavnike, zato je preiskave potrebno izvesti
kmalu po odvzemu krvi, kar oteZzuje meritve pri teh metodah za oceno delovanja
trombocitov. Ponovljivost in primerljivost metod je sorazmerno slaba. V nadaljnjem
besedilu opisujemo dejavnike, ki pomembno vplivajo na rezultate merjenja agregacije

trombocitov z opti¢no agregometrijo in rezultate merjenja zapiralnega Casa.
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Cas do analize vzorca: Trombociti so zelo ob&utljivi na shranjevanje in hlajenje vzorca.
Odgovor trombocitov je na te dejavnike zelo hiter. Priporocilo je, da opti¢no agregometrijo
izvedemo najvec 2 do 3 ure po odvzemu krvi (74, 75).

Vrsta antikoagulanta: Za ve€ino preiskav agregacije trombocitov in zapiralnega Casa se

uporablja plazma, ki je antikoagulirana z natrijevim citratom in ima malo trombocitov. Kot
antikoagulant se uporablja 3-natrijev citrat v dihidratni obliki. Natrijev citrat se uporablja v
koncentraciji 0,129 mol/L (3,8 %) ali 0,105 mol/L (3,2 %). Ker natrijev citrat ne vstopa v
eritrocite in ostane v plazmi, spremembe v hematokritu ali v polnjenju epruvete vplivajo na
kon¢no koncentracijo kalcija in na ta nacin na rezultate preiskav agregacije trombocitov.
Razmerje med krvjo in antikoagulantnim sredstvom je 9 : 1. Ekspresija p-selektina na
povrsini trombocita se pove€a v prisotnosti natrijevega citrata kot antikoagulanta napram
drugim antikoagulantom (76). Vrednosti zapiralnega Casa so prav tako odvisne od
koncentracije natrijevega citrata.

Izbira agonista: Za dolocanje delovanja trombocitov z metodo agregometrije ima glavni

pomen izbira in koncentracija agonista, pri zapiralnem Casu pa izbira merilne celice, ki
vsebuje doloéene agoniste. Kadar dolo¢amo trombocitni odgovor na ASK, se je potrebno
primarno osredoto¢iti na inhibicijo COX-1; tako je arahidonska kislina najprimernejsi
agonist. Ce agonist stimulira ve¢ na¢inov aktivacije trombocitov, je lahko odgovor ASK
zmanj$an v primerjavi z metodami, ki uporabljajo arahidonsko kislino. Pri klopidogrelu je
smiselno meriti odgovor, induciran z ADP. Ta reagira z najmanj dvema receptorjema na
povrsini trombocita, P2Y1, in P2Y3, tako z dolo¢anjem delovanja trombocitov dolo¢amo
kombiniran bioloski vpliv ADP na oba receptorja. Dolocanje vpliva klopidogrela na P2Y 1,
je najbolj to¢no dolo¢eno z merjenjem fosforilacije vasodilator-stimuliranega fosfoproteina
(VASP) (77).

Vpliv_§tevila trombocitov: Stevilo trombocitov v PRP naj bi vplivalo na agregacijo

trombocitov in vitro. Na zacetku se je v raziskavah trombocitne agregacije priporocalo
prilagajanje Stevila trombocitov pri opticni agregometriji v PRP-plazmi z avtologno
plazmo, revno s PPP. Nedavne Studije pa so pokazale, da lahko prilagajanje Stevila
trombocitov v PRP pred agregacijo povzroCi neustrezno inhibicijo in tako vpliva na
meritve konéne trombocitne agregacije (33). Stevilo trombocitov prav tako vpliva na
zapiralni &as. Studije kazejo, da nizko Stevilo trombocitov (pod 50 * 10%/L) pomembno

podaljsuje zapiralni ¢as (78).
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Glede na uporabo antiagregacijskih zdravilnih ucinkovin za prepreCevanje vecine
koronarnih bolezni je spremljanje uspesnosti zdravljenja nujno potrebno. Dolocen delez
bolnikov ima kljub zdravljenju z zaviralci agregacije trombocitov ponovne ishemicne
dogodke, kar je lahko posledica neodzivnosti na ASK, klopidogrel ali prasugrel. Rezultati
naSe raziskave bi lahko predstavljali osnovo za vecjo klini¢no raziskavo, v kateri bi
ugotavljali povezavo med neodzivnostjo na ASK, klopidogrel in prasugrel, merjeno z

metodo opticne agregometrije in zapiralnim ¢asom, ter klini¢nimi dogodki.

Namen raziskave je bil:

1. dolociti referencne vrednosti za delovanje trombocitov z metodo opti¢ne
agregometrije z razliénimi koncentracijami kolagena, ADP in arahidonske kisline;

2. doloc¢iti referenéne vrednosti za delovanje trombocitov z metodo merjenja
zapiralnega ¢asa z uporabo merilnih celic s kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI),
kolagenom in ADP (KOL/ADP) in P2Y;

3. ugotoviti delez bolnikov s koronarno boleznijo, ki se zdravijo z zaviralci agregacije
trombocitov (ASK ter kombinacijo ASK s klopidogrelom in prasugrelom) in so
neodzivni na to zdravljenje;

4. ugotoviti, kako se ujemata metodi opti¢ne agregometrije in zapiralnega Casa glede
prepoznavanja oseb, ki so neodzivne na zdravljenje z zaviralci agregacije

trombocitov.

Z nalogo smo nameravali preveriti naslednje hipoteze:

1. Neodzivnost na ASK bomo ugotovili pri najve¢ 60 % bolnikov, ki prejemajo ASK.
Pri skupinah bolnikov z dvotirnim zdravljenjem (ASK in klopidogrel ter ASK in
prasugrel) bo Stevilo neodzivnih bolnikov pomembno manjSe. Neodzivnost na dvotirno
zdravljenje z ASK in klopidogrelom ter ASK in prasugrelom bomo ugotovili pri manj
kot 30 % bolnikih.

2. Ujemanje metod opti¢ne agregometrije in meritev zapiralnega ¢asa pri opredeljevanju
neodzivnosti na ASK, ASK/klopidogrel in ASK/prasugrel bo zmerno (koeficient kapa
vecji od 0,2).
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3. PREISKOVANCI, MATERIALI IN METODE

Magistrsko nalogo smo izvajali v skladu z dolocili Kodeksa medicinske etike in
deontologije in Konvencije o varovanju ¢lovekovih pravic in dostojanstva. Komisija
Republike Slovenije za medicinsko etiko je dala soglasje za izvajanje raziskave dne 11. 12.
2007.

3.1. PREISKOVANCI

V raziskavo smo vkljucili 111 oseb, ki smo jih glede bolezni ter nacinov zdravljenja
razvrstili v 4 skupine. Vse preiskovance smo v pisni obliki seznanili z namenom raziskave
in njihovo vlogo v njej. Preiskovanci so na podlagi prostovoljne pisne privolitve

prostovoljno sodelovali v raziskavi.

Kontrolna skupina

V to skupino smo vklju€ili 30 navidezno zdravih prostovoljcev. Vklju€ili smo 10 moskih

in 20 zensk, starih od 28 do 74 let.

Bolniki s stabilno koronarno boleznijo (skupina: ASK)

V to skupino smo vkljucili 35 bolnikov s stabilno koronarno boleznijo, ki so preboleli
akutni sréni infarkt in so prejemali ASK (aspirin, 100 mg/dan). Pred vkljuéitvijo v
raziskavo je bilo trajanje zdravljenja neprekinjeno najmanj 14 dni. V raziskavo smo
vkljucili 26 moskih in 9 Zensk, ki so bili stari od 36 do 81 let.

Bolniki po perkutanem koronarnem posequ (skupina: ASK + klopidogrel)

V to skupino smo vkljucili 36 bolnikov po perkutanem koronarnem posegu, ki so
obiskovali kardiolo§ko ambulanto v Splosni bolni$nici Slovenj Gradec. Ti bolniki so
prejemali dvotirno zdravljenje: ASK (aspirin, 100 mg dnevno) in klopidogrel (plavix, 75
mg dnevno) za prepreCevanje tromboze na mestu zilne opornice. Trajanje zdravljenja je
bilo neprekinjeno najmanj 14 dni. Med bolniki je bilo 29 moskih in 7 Zensk, ki so bili stari

od 34 do 87 let.
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Bolniki po perkutanem koronarnem posequ (skupina: ASK + prasugrel)

V to skupino smo vkljucili 10 bolnikov po perkutanem koronarnem posegu, Ki so
obiskovali KkardioloSko ambulanto v Splosni bolnis$nici Slovenj Gradec. Ti bolniki so
prejemali dvotirno zdravljenje: acetilsalicilno kislino (aspirin, 100 mg dnevno) in prasugrel
(effient, 10 mg dnevno) za prepreCevanje stent tromboze. Trajanje zdravljenja je bilo
neprekinjeno najmanj 14 dni. V raziskavo smo vkljucili 8 moskih in 2 Zenski, razpon

starosti bolnikov je bil od 41 do 71 let.

3.2. MATERIALI IN METODE

3.2.1. Odvzem Krvi

Preiskovancem smo odvzeli kri iz komol¢ne vene nadlakti med 8. in 12. uro zjutraj.
Preiskovanci so bili tes¢i oziroma so pojedli lahek zajtrk najkasneje eno uro pred
odvzemom. Pred njim so sede poc¢ivali 20 minut. Pri odvzemu krvi smo uporabili iglo 21G.
Za agregacijo trombocitov smo odvzeli 10 mL krvi v vakuumsko epruveto z dodatkom
antikoagulanta (0,105 M natrijev citrat, vacutainer, Beckton Dickinson). Prve 3—4 mL krvi
smo zaradi mozne vsebnosti tkivnega tromboplastina zavrgli ali uporabili za druge analize
(zapiralni ¢as). Razmerje med krvjo in antikoagulantnim sredstvom je bilo 9 : 1. Kri smo
odvzeli z najmanjS$im moZnim zaZzemom nadlakti ali brez njega in to tik pred zacetkom
preizkusa.

4,5 mL krvi za merjenje zapiralnega Casa smo odvzeli v vakuumske epruvete z dodatkom
0,105 M natrijevega citrata istega proizvajalca.

Za dolocitev stevila trombocitov in hematokrita smo odvzeli kri v vakuumsko epruveto z
antikoagulantnim sredstvom K3-EDTA (vacutainer, Beckton Dickinson).

Do analize smo vzorce hranili pri sobni temperaturi. Vse preiskave smo opravili najkasneje

v dveh urah po odvzemu Krvi.
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3.2.2. Doloditev Stevila trombocitov

Analizo Stevila trombocitov v trombocitni plazmi PRP in plazmi brez trombocitov PPP
smo izvedli na hematoloskem analizatorju ADVIA 2120i proizvajalca Siemens (Marburg,
Nemcija).

3.2.3. Merjenje agregacije trombocitov z opticno agregometrijo

Priprava vzorcev

S krvjo je bilo potrebno ravnati previdno, pocasi pipetirati, da nismo poskodovali
membrane trombocitov in da nismo sprozili spontane agregacije. Vse epruvete in pipete, ki
smo jih uporabljali, so bile plasticne (polipropilenske) ali steklene silikonizirane, ker se
lahko trombociti lepijo na stene steklenih epruvet. Kri smo hranili pri sobni temperaturi,
ker se pri nizki lahko sprozi spontana agregacija. Pred centrifugiranjem je kri stala 15
minut pri sobni temperaturi. 1z vsakega vzorca krvi smo pripravili PRP in PPP.

PRP smo pripravili tako, da smo kri centrifugirali pri 200 g 10 minut pri sobni temperaturi
in brez zavore. Supernatant je bila PRP. Previdno smo odpipetirali priblizno 2 mL PRP (po
1 mL iz vsake epruvete) v plasticno posodico. Na hematoloSkem Stevcu smo dolocili
Stevilo trombocitov in ga zabelezili. Stevila trombocitov v PRP nismo prilagajali z
avtologno PPP. Mo¢no hemoliziranih in lipemi¢nih vzorcev nismo analizirali.

PPP smo pripravili tako, da smo ostanek krvi pri pripravi PRP centrifugirali pri 1500 g 15
minut pri sobni temperaturi. Supernatant je bila PPP, ki smo jo s plasticno kapalko
previdno odpipetirali v plasticno posodico. Na hematoloSkem Stevcu smo dolo¢ili Stevilo
trombocitov. Stevilo trombocitov v PPP ni smelo presegati 20 x 10° trombocitov/L. Ce je

bilo trombocitov ve¢, smo plazmo ponovno centrifugirali.

Reagenti
Za merjenje agregacije trombocitov smo uporabili naslednje reagente:

1. kolagen (DiaColgen, DiaMed, kataloska §t. 308261, lot 30720.22.11): 110 mg/L
govejega liofiliziranega kolagena. Kon¢na delovna koncentracija je bila 11 mg/L.
Kolagen smo raztopili z 1 mL destilirane vode in rahlo premesali. Reagent je bil

obstojen v hladilniku 1 teden. Koncentracijo 5,5 mg/L smo pripravili z red¢enjem
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osnovnega reagenta z destilirano vodo v razmerju 1 : 1 (300 uL osnovnega reagenta in
300 pL destilirane vode).

2. adenozin difosfat (ADP, DiaAdin, DiaMed, kataloska st. 308161, lot 30710.11.12):
vsebino steklenicke smo raztopili z 1 mL destilirane vode (110 pumol/L). Kon¢na
delovna koncentracija je bila 11 pmol/L. Raztopljen reagent ADP je bil 1 teden
obstojen v hladilniku. Koncentracijo 5,5 umol/L smo pripravili z red¢enjem osnovnega
reagenta z destilirano vodo v razmerju 1 : 1 (300 uL osnovnega reagenta in 300 pL
destilirane vode).

3. arahidonska kislina (DiaChidon, DiaMed, kataloSka §t. 308461, lot 30740.15.11): 1,6
mmol/L liofilizirane arahidonske kisline (AK). Vsebino steklenicke smo raztopili z 1
mL destilirane vode. Raztopljen reagent je bil 1 teden obstojen v hladilniku. Delovna
koncentracija je bila 1,6 mmol/L.

4. spiralna teko¢ina (Washing solution, Siemens, kataloska stevilka OWZC 39, lot
538762A): vsebuje klorovodikovo kislino in triton X-100. Vrednost pH < 2.0.
Raztopina je bila pripravljena za uporabo. Zaprta steklenicka je bila uporabna do
datuma, oznacenega na steklenicki pri temperaturi 2-25 °C. Odprta steklenicka je bila

stabilna 5 dni pri temperaturi 15-25 °C.

Dodani volumen agonista ni smel presegati 10 % celokupnega volumna. Po nasem

protokolu je analizator BCT odpipetiral 135 pL plazme in 15 pL agonista.

Princip merjenja

Agregacijo trombocitov smo sprozili z razlicnimi agonisti: kolagenom (kon¢na
koncentracija 11 mg/L in 5,5 mg/L), ADP (kon¢na koncentracija 11 umol/L in 5,5 pmol/L)
ter arahidonsko kislino (kon¢na koncentracija 1,6 mmol/L). Stopnjo agregacije smo
dolocili z merjenjem prepustnosti svetlobe skozi vzorec plazme. Prepustnost svetlobe je
teoreti¢no najvecja v PPP, tako da smo za standardizacijo postopka uporabili PPP istega
preiskovanca. Iz meritev v PRP in PPP smo izracunali odstotek prepustnosti svetlobe.

Neodzivnost na zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov smo definirali kot agregacijo
trombocitov z dolo¢enim agonistom, ki ni bila zniZana, temvec je bila znotraj referen¢nih

vrednosti, ki smo jih dolo¢ili pri kontrolni skupini.
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Potek dela

Po centrifugiranju in pred analiziranjem je PRP stala pri sobni temperaturi 15 minut.
Preiskave nismo Kkalibrirali. Za kontrolo kvalitete smo uporabili plazmo zdravega
preiskovanca. Reagente smo vstavili na ustrezna mesta v analizator BCT: RO Wash
solution, C1 ADP 11 umol/L, C2 ADP 5,5 umol/L, C3 kolagen 11 mg/L, C4 kolagen 5,5
mg/L, C5 NaCl, C6 arahidonska kislina 1,6 mmol/L, C7 NaCl. Izbrali smo ustrezni
reagentni profil.

Vsak preiskovanec je imel 2 vzorca: PRP in PPP. VVzorce smo nalozili na ustrezna mesta v
analizatorju. Za vzorec PPP smo izbrali preiskavo agregacija PPP, za vzorec PRP pa
agregacija PRP. Analizo smo priceli tako, da smo zaprli pokrov analizatorja. Meritev 1.
vzorca je potekala 38 minut, ¢e smo nalozili ve¢ vzorcev hkrati, pa temu ustrezno vec
minut.

Analizator BCT je v merilni kiveti meSal PRP s hitrostjo 1000 obratov/minuto. Po
priporocilu se signal od¢itava 1 minuto pred dodatkom agonista (stabilen zapis, oscilacije).
Analizator BCT tega ni omogocal, zato smo merili od dodatka agonista 10 minut. Meritev

smo izvedli v roku 2 ur po odvzemu Krvi.

Izrac¢un rezultatov

Za izracun smo uporabili vrednosti opti¢ne gostote (OG) na zacetku in koncu merjenja v

PRP in opti¢no gostoto PPP. Rezultat smo izracunali kot odstotek agregacije po enacbi:

% agregacije = O%CS;S O%C[;)lsp x 100

OGs — opti¢na gostota plazme takoj po dodatku agonista (S-start)
OGk — opti¢na gostota plazme po 10 minutah (K-konc¢na)

OGppp — opticna gostota plazme PPP

Po koncani agregaciji smo pregledali agregacijsko krivuljo (slika 3).
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Slika 3: Primer agregacijske krivulje z agonistom ADP, 11 umol/L pri preiskovancu iz
kontrolne skupine

3.2.4. Merjenje zapiralnega ¢asa

Priprava vzorca

Vzorec za analizo zapiralnega Casa je bila polna venska kri z antikoagulantom Na-citrat
(3,2 % 0z. 0,105 M). Vzorci so bili pri sobni temperaturi stabilni 4 ure. Po odvzemu smo
kri dobro premesali z antikoagulantom, tako da smo jo z dlanjo 3- do 4-krat rahlo obrnili.

Hemoliziranih vzorcev nismo analizirali.

Reagenti
Zapiralni ¢as smo izmerili v merilnih celicah: kolagen/epinefrin (KOL/EPI), kolagen/ADP

(KOL/ADP) in P2Y na analizatorju trombocitnega delovanja PFA-100® proizvajalca
Siemens (Marburg/Lahn, Nemcija).
Za merjenje zapiralnega ¢asa smo potrebovali naslednje reagente:

1. merilna celica s kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI, PFA-100® Collagen-
Epinephrine Test Cartridges, Siemens, kataloska st. B4170-20, lot 5595509): ima
membrano prevleceno s kolagenom (2 ug Tip I kolagen konja) in epinefrinom (10
pug epinefrin bitartrat). Pred uporabo smo merilno celico segreli na sobno
temperaturo, kar je trajalo priblizno 15 minut. Stabilnost merilnih celic v zaprti

vrecki v hladilniku je bila do datuma, oznacenega na embalazi. Ko je bila vrecka
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odprta, so bile merilne celice stabilne 3 mesece na 2 do 8 °C. Pri sobni temperaturi
so bile merilne celice stabilne 4 ure (v vrecki ali ne).

2. merilna celica s kolagenom in ADP (KOL/ADP, PFA-100 Collagen-ADP Test
Cartidges, Siemens, kataloSka §t. B4170-21, lot 5596284): ima membrano
prevleceno s kolagenom (2 ug Tip I kolagen konja) in ADP (50 pg). Pred uporabo
smo merilno celico ogreli na sobno temperaturo, kar je trajalo priblizno 15 minut.
Stabilnost merilnih celic v zaprti vrecki v hladilniku je bila do datuma, oznac¢enega
na embalazi. Ko je bila vrecka odprta, so bile merilne celice stabilne 3 mesece na 2
do 8 °C. Pri sobni temperaturi so bile merilne celice stabilne 4 ure (v vrecki ali ne).

3. merilna celica P2Y (INNOVANCE PFA P2Y Test Cartidges, Siemens, kataloska
§t. B4170-22, lot 5464009): ima membrano prevleceno z ADP (20 pg),
prostaglandinom E1 (PGE]1, 5 ng) in ioniziranim kalcijem (125 pg), v obliki 431
ug kalcijev diklorid dihidrat CaCl, x 2H,0. Pred uporabo smo merilno celico ogreli
na sobno temperaturo, kar je trajalo priblizno 15 minut. Stabilnost merilnih celic v
zaprti vrecki v hladilniku je bila do datuma, oznacenega na embalazi. Ko je bila
vrecka odprta, so bile merilne celice stabilne 3 mesece. Po odstranitvi zascitne
folije so bile merilne celice pri sobni temperaturi stabilne 12 ur.

4. spiralna tekoCina (Trigger Solution, Siemens, kataloska §t. B4170-50, lot
5299031): stabilna pri sobni temperaturi do datuma, oznacenega na embalazi. Po
odprtju steklenicke je bila stabilna 60 dni. Teko€ino je bilo potrebno zavreci, Ce je
bila motna ali je vsebovala kakr$nekoli delce. Spiralna teko€ina se je pri merjenju
dodala na zacetku analize na membrano, da je raztopila ADP, kalcij in PGEL, s

katerimi je bila membrana prevlecena.

Princip merjenja

Polna kri se iz zbiralnika v merilni celici aspirira skozi kapilaro in odprtino v membrani. V
analizatorju se ob stalnem pritisku potiska skozi ozko kapilaro proti odprtini, ki je
prevlecena s kolagenom. Hemodinamske razmere v kapilari oponasajo razmere v arteriolli,
odprtina pa oponaSa poSkodbo Zile. Zaradi stika s trombocitnimi agonisti, s katerimi je
prevlecena membrana, pride do adhezije in agregacije trombocitov. Na odprtini zacne
nastajati strdek, ki postopoma zapre odprtino. Ko se odprtina popolnoma zapre, se tok krvi

prekine, analizator to zazna kot zapiralni ¢as v sekundah. Meritev se prekine, ¢e strdek ne
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nastane v 300 sekundah, ¢e je pretok moten zaradi zracnih mehurckov ali trombocitnih

agregatov in zaradi premajhnega volumna polne krvi.

Neodzivnost na zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov smo definirali kot zapiralni
¢as, merjen z doloeno merilno celico, ki ni bil podaljSan, temve¢ znotraj referencnih

vrednosti, ki smo jih dolo¢ili pri kontrolni skupini.

Potek dela

Merjenje zapiralnega asa smo izvedli na analizatorju delovanja trombocitov PFA-100°.
Na njem smo pred pricetkom dela izvedli spiranje in samotestiranje (self test). Merilni
celici smo odstranili zas¢itno folijo. V njeno odprtino smo odpipetirali 800 pL polne
citratne krvi, ki smo jo pred tem rahlo premesali. Kri smo pipetirali pocasi po notranji steni
odprtine, da smo preprecili nastanek zra¢nih mehurckov. Merilno celico smo vstavili na
polozaj A za inkubacijo. Polozaj B mora biti prazen. S pritiskom na tipko Run smo priceli
z meritvijo. Meritev je potekala do 300 sekund.

Preiskave nismo Kalibrirali. Za kontrolo kakovosti smo analizirali kri zdravega

preiskovanca.

Rezultati
Rezultate zapiralnega ¢asa smo podajali v sekundah. Maksimalni zapiralni ¢as je 300 s.
Vrednosti, ve¢je od 300 s, pomenijo, da v tem ¢asu ni prislo do zaprtja odprtine. Te

vrednosti smo za statisti¢no analizo arbitrarno dolo¢ili kot 300 s.

3.2.5. Statisti¢ni izrac¢uni

Za statisti¢no analizo rezultatov smo uporabili statisticni program Statistica 6.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, ZDA). Normalnost porazdelitve spremenljivk smo testirali s Kolmogorov-
Smirnovim testom. Vrednosti spremenljivk, ki so se razporejale normalno, smo prikazali z
aritmeticno sredino in standardnim odklonom, vrednosti spremenljivk, ki se niso

razporejale normalno, pa z mediano in razponom med prvim in tretjim kvartilom.
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Za preizkusanje razlik med skupinami smo za spremenljivke, ki so se razporejale
normalno, uporabili analizo variance (ANOVA). Ce je bila F-vrednost (razmerje med
variancami) pomembno visoka (p < 0,05), smo razlike med posameznimi skupinami
preskusali s Schefferjevim testom. Za spremenljivke, ki se niso razporejale normalno, pa
smo uporabili Kruskal-Wallisonov test. Pri preizkusanju razlik smo imeli vrednost p < 0,05

za statisti¢no znac¢ilno.

Razlike v Stevilu neodzivnih bolnikov smo testirali s Hi-kvadrat testom. Pri preizkuSanju

domnev smo imeli vrednost p < 0,05 za statisti¢no znacilno.

Ujemanje med metodami smo izracunali s koeficientom kapa. V primeru, ko je bil le-ta
manjsi od 0,2, smo menili, da gre za slabo ujemanje, pri koeficientu kapa 0,21-0,40 za
zmerno, pri koeficientu kapa 0,41-0,60 za precej$nje, pri koeficientu kapa 0,61-0,80 za

dobro in pri koeficientu kapa 0,81-1,00 za zelo dobro ujemanje (79).
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4. REZULTATI

41. DOLOCITEV REFERENCNIH VREDNOSTI ZA DELOVANJE
TROMBOCITOV Z METODO OPTICNE AGREGOMETRIJE IN
ZAPIRALNEGA CASA PRI KONTROLNI SKUPINI

V prvi fazi smo dolocili referencne vrednosti za delovanje trombocitov z metodo opti¢ne
agregometrije in zapiralnega casa kot razpon med 5. in 95. percentilom pri kontrolni
skupini. V tabeli 1 so prikazane aritmeti¢ne sredine s standardnimi odkloni in razpon med
5. in 95. percentilom. Te vrednosti smo uporabili, ko smo ugotavljali (ne)odzivnost
bolnikov na zaviralce agregacije trombocitov.

Agregacijo trombocitov smo pri metodi opti¢ne agregometrije izzvali s kolagenom (KOL),
adenozin difosfatom (ADP) in arahidonsko kislino (ARAH), zapiralne ¢ase pa smo merili
v merilni celici s kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI), kolagenom in ADP (KOL/ADP)

ter v celici za merjenje antagonistov receptorjev P2Y (P2Y).
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Tabela 1: Referencne vrednosti agregacije trombocitov z metodo opti¢ne agregometrije in
zapiralnega Casa pri kontrolni skupini

Prikazane so aritmeti¢ne sredine s standardnimi odkloni in razpon med 5. in 95.

percentilom.
N X+ SD Referenc¢na vrednost
(5-95 %)
Trombociti (x 10°/L) 30 343 + 93 182-479
Agregacija (%)
KOL (11 mg/L) 30 86 +5 76-93
KOL (5,5 mg/L) 26 77 +18 66-90
ADP (11 pumol/L) 30 77+ 15 45-92
ADP (5,5 umol/L) 28 62 +27 15-91
ARAH (1,6 mmol/L) 28 84+6 76-92
Zapiralni ¢as (s)
KOL/EPI 30 110 £23 88-151
KOL/ADP 30 84+ 12 70-109
P2Y 30 66+ 11 50-88

4.2. AGREGACIJA TROMBOCITOV Z METODO OPTICNE AGREGOMETRIJE
PRI SKUPINAH BOLNIKOV Z ZAVIRALCI AGREGACIJE TROMBOCITOV

Agregacijo trombocitov smo analizirali z metodo opti¢ne agregometrije pri kontrolni
skupini in bolnikih na zdravljenju z zaviralci agregacije trombocitov (ASK, ASK in
klopidogrelom ter ASK in prasugrelom). Agregacijo trombocitov smo izzvali s kolagenom
(KOL), adenozin difosfatom (ADP) in arahidonsko kislino (ARAH). Odstotek agregacije
trombocitov smo izracunali iz vrednosti opticne gostote (OG) na zacetku in koncu merjenja
v PRP in opti¢no gostoto PPP. Stevilo trombocitov smo doloéili na hematoloskem
analizatorju.

V tabeli 2 so prikazani starost preiskovancev, Stevilo trombocitov in vrednosti agregacije
trombocitov pri kontrolni skupini ter pri bolnikih na zaviralcih agregacije trombocitov.
Bolniki, ki so dobivali ASK in klopidogrel, so bili pomembno starejsi od navidezno
zdravih v kontrolni skupini in od ostalih bolnikov (ANOVA: F = 10,62; p < 0,001). Stevilo
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trombocitov v krvi pa je bilo med skupinami primerljivo (ANOVA: F = 2,67; p = 0,051) in
med njimi ni bilo statisticno pomembnih razlik. Razlike med skupinami v agregaciji

trombocitov z metodo opti¢ne agregometrije opisujemo pri posameznih slikah 4-8.

Tabela 2: Analiza agregacije trombocitov z metodo opti¢ne agregometrije
Starost, Stevilo trombocitov ter vrednosti agregacije trombocitov z metodo opti¢ne
agregometrije (aritmeti¢na sredina + standardni odklon) v kontrolni skupini in pri bolnikih

z zaviralci agregacije trombocitov.

Kontrolna ASK ASK + ASK +
skupina klopidogrel prasugrel
N 30 35 36 10
starost (leta) 54+13 63+12* 70+£11%** 56+11
Trombociti (x 10%L) 343493 341£100 330472 365451
Agregacija (%)
KOL (11 mg/L) 86+ 5 77+15% 76+12% 724+11%
KOL (5,5 mg/L) 77 +18 47422 40+£20%* 2942(%%*
ADP (11 umol/L) 77+ 15 61+14* A1E20%%##  16E12% %+
ADP (5,5 umol/L) 62 +27 47+£16 30£18**# 12+£10%*##
ARAH (1,6 mmol/L) 84+ 6 114+17%* 16+19%* 10+£14%%*

Scheffejev test: * p < 0,05 in ** p < 0,001 v primerjavi s kontrolno skupino; # p < 0,05 in ## p <
0,001 v primerjavi s skupino z ASK; ++ p < 0,001 v primerjavi s skupino z ASK in klopidogrelom.

Vrednosti agregacije trombocitov z metodo opti¢ne agregometrije pri kontrolni skupini ter
pri bolnikih na zaviralcih agregacije trombocitov so prikazane v slikah 4-8.

Na sliki 4 so prikazane vrednosti agregacije trombocitov, izzvane z 11 mg/L kolagena, pri
vseh §tirih skupinah preiskovancev. Agregacijo trombocitov smo dolo¢ili z metodo opti¢ne
agregometrije. Odstotek agregacije trombocitov smo izracunali iz vrednosti opti¢ne gostote
(OG) na zacetku in koncu merjenja v PRP in opticno gostoto PPP. Z ANOVA-0 smo
ugotovili, da so se skupine pomembno razlikovale med seboj (F = 5,40; p = 0,002). Pri
vseh treh skupinah bolnikov je bila agregacija trombocitov, izzvana z 11 mg/L kolagena,
pomembno nizja kot pri kontrolni skupini (vsi p < 0,05, oznaka *), med skupinami

bolnikov pa ni bilo pomembnih razlik.
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Slika 4: Agregacija trombocitov, izzvana z 11 mg/L kolagena

Na sliki je prikazana agregacija trombocitov (%), izzvana z 11 mg/L kolagena, pri kontrolni
skupini in skupinah ASK, ASK + klopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so aritmeti¢ne sredine
(majhen kvadrat), aritmeti¢ne sredine + standardne napake aritmeti¢ne sredine (velik kvadrat) in
aritmeti¢ne sredine + standardni odkloni (érta).

Scheffejev test: * p < 0,05 v primerjavi s kontrolno skupino.

Na sliki 5 so prikazane vrednosti agregacije trombocitov, izzvane s 5,5 mg/L kolagena, pri
vseh §tirih skupinah preiskovancev. Agregacijo trombocitov smo dolo€ili z metodo opti¢ne
agregometrije. Odstotek agregacije trombocitov smo izracunali iz vrednosti opti¢ne gostote
(OG) na zacetku in koncu merjenja v PRP in opti¢no gostoto PPP. Z ANOVA-0 smo
ugotovili, da so se skupine pomembno razlikovale med seboj (F = 10,00; p < 0,001). Pri
vseh treh skupinah bolnikov je bila agregacija trombocitov, izzvana s 5,5 mg/L kolagena,
pomembno nizja kot pri kontrolni skupini (p < 0,05 pri skupini na ASK (oznaka *), p <
0,001 pri skupini na ASK in klopidogrelom in skupini na ASK in prasugrelom (oznaka

**)), med skupinami bolnikov pa ni bilo pomembnih razlik.

29



110

100

90

80

70 —_

60 e

AGR KOL 5,5 mg/L, %
*
>(.

” [ 5] T
)
“0 [0 ]
30 o
20 L
10 1
0 o AS
AS£SE
Kontrolna ASK ASK+ ASK+ L aszs

0 : T AS+SD
skupina klopidogrel prasugrel

SKUPINA

Slika 5: Agregacija trombocitov, izzvana s 5,5 mg/L kolagena

Na sliki je prikazana agregacija trombocitov (%), izzvana s 5,5 mg/L kolagena, pri kontrolni skupini
in skupinah ASK, ASK + klopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so aritmeti¢ne sredine (majhen
kvadrat), aritmeticne sredine (AS) * standardne napake aritmeti¢ne sredine (SE, velik kvadrat) in
aritmeti¢ne sredine * standardni odkloni (SD, ¢rta).

Scheffejev test: * p < 0,05 pri skupini na ASK v primerjavi s kontrolno skupino,

** p < 0,001 pri skupini na ASK in klopidogrelu ter skupini na ASK in prasugrelu v primerjavi s

kontrolno skupino.

Na sliki 6 so prikazane vrednosti agregacije trombocitov, izzvane z 11 umol/L ADP, pri
vseh §tirih skupinah preiskovancev. Agregacijo trombocitov smo dolocili z metodo opticne
agregometrije. Odstotek agregacije trombocitov smo izracunali iz vrednosti opticne gostote
(OG) na zacetku in koncu merjenja v PRP in opticno gostoto PPP. Z ANOVA-0 smo
ugotovili, da so se skupine pomembno razlikovale med seboj (F = 48,74; p < 0,001). Pri
vseh treh skupinah bolnikov je bila agregacija trombocitov, izzvana z 11 umol/L ADP,
pomembno nizja kot pri kontrolni skupini. Skupina bolnikov na ASK je imela v primerjavi
s kontrolno skupino p < 0,05 (oznaka *). Obe skupini bolnikov na dvotirnem zdravljenju
pa sta imeli v primerjavi s kontrolno skupino p < 0,001 (oznaka **). Zelo nizko agregacijo
trombocitov smo izmerili pri obeh skupinah bolnikov na dvotirnem zdravljenju. Bolniki z

ASK in klopidogrelom in bolniki z ASK in prasugrelom so imeli pomembno nizjo

30



agregacijo trombocitov v primerjavi z bolniki, ki so bili zdravljeni samo z ASK (oba p <
0,001, oznaka ##). Slednja skupina na dvotirnem zdravljenju se je pomembno razlikovala

tudi od skupine z ASK in klopidogrelom (p < 0,001, oznaka ++).
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Slika 6: Agregacija trombocitov, izzvana z 11 umol/L ADP

Na sliki je prikazana agregacija trombocitov (%), izzvana z 11 umol/L ADP, pri kontrolni skupini
in skupinah ASK, ASK + klopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so aritmeti¢ne sredine (AS,
majhen kvadrat), aritmeti¢ne sredine + standardne napake aritmeti¢ne sredine (SE, velik kvadrat) in
aritmeti¢ne sredine + standardni odkloni (SD, ¢rta).

Scheffejev test: * p < 0,05 v primerjavi s kontrolno skupino. ** p < 0,001 v primerjavi s kontrolno
skupino, ## p < 0,001 v primerjavi s skupino na ASK, ++ p < 0,001 v primerjavi s skupino na ASK
in klopidogrelu.

Podobne rezultate kot pri agregaciji trombocitov, izzvani z 11 umol/L ADP, smo ugotovili
pri agregaciji trombocitov, izzvani s 5,5 umol/L ADP, ¢eprav razlike med skupinama niso
bile tako izrazite (slika 7). Agregacijo trombocitov smo dolo¢ili z metodo opti¢ne
agregometrije. Odstotek agregacije trombocitov smo izracunali iz vrednosti opticne gostote
(OG) na zacetku in koncu merjenja v PRP in opti¢no gostoto PPP. Vse §tiri skupine so se
pomembno razlikovale med seboj (ANOVA, F = 18,29; p < 0,001), vendar pa med

kontrolno skupino in bolniki z ASK ni bilo pomembne razlike. Bolniki na dvotirnem
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zdravljenju so se pomembno razlikovali od kontrolne skupine (p < 0,001, oznaka **).
Bolniki na dvotirnem zdravljenju pa so se razlikovali od bolnikov na ASK po pomembno
nizji agregaciji trombocitov (p < 0,05 pri skupini na ASK in klopidogrelu (oznaka #), p <
0,001 pri skupini na ASK in prasugrelu (oznaka ##)).
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Slika 7: Agregacija trombocitov, izzvana s 5,5 umol/L ADP
Na sliki je prikazana agregacija trombocitov (%), izzvana s 5,5 umol/L ADP, pri kontrolni skupini
in skupinah ASK, ASK + Kklopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so aritmeti¢ne sredine (majhen
kvadrat), aritmeticne sredine * standardne napake aritmeti¢ne sredine (velik kvadrat) in aritmeti¢ne
sredine + standardni odkloni (érta), standardni odkloni (SD, ¢rta).
Scheffejev test: kontrolna skupina se pomembno razlikuje od skupine: ASK + klopidogrel in
skupine: ASK + prasugrel, ** p < 0,001. Skupini: ASK + klopidogrel in ASK + prasugrel se
pomembno razlikujeta od skupine ASK, # p < 0,05, ## p < 0,001.

Na sliki 8 so prikazane vrednosti agregacije trombocitov, izzvane z 1,6 mmol/L
arahidonske kisline, pri vseh stirih skupinah preiskovancev. Agregacijo trombocitov smo
dolocili z metodo opti¢ne agregometrije. Odstotek agregacije trombocitov smo izracunali
iz vrednosti opti¢ne gostote (OG) na zacetku in koncu merjenja v PRP in opti¢no gostoto
PPP. Ugotovili smo pomembne razlike med skupinami (ANOVA, F = 86,86; p < 0,001).
Pri vseh treh skupinah bolnikov je bila agregacija trombocitov, izzvana z 1,6 mmol/L
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arahidonsko kislino, pomembno nizja kot pri kontrolni skupini (vsi p < 0,001, oznaka **),
med skupinami bolnikov pa ni bilo pomembnih razlik.
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Slika 8: Agregacija trombocitov, izzvana z 1,6 mmol/L arahidonsko Kislino

Na sliki je prikazana agregacija trombocitov (%), izzvana z 1,6 mmol/L arahidonsko kislino, pri
kontrolni skupini in skupinah ASK, ASK + klopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so aritmeti¢ne
sredine (AS, majhen kvadrat), aritmeti¢ne sredine + standardne napake aritmeti¢ne sredine (SE,
velik kvadrat) in aritmeti¢ne sredine + standardni odkloni (SD, Crta).

Scheffejev test: kontrolna skupina se pomembno razlikuje od skupine ASK, skupine ASK +

klopidogrel in skupine ASK + prasugrel. ** p < 0,001 v primerjavi s kontrolno skupino.

4.3. ZAPIRALNI CASI PRI SKUPINAH BOLNIKOV Z ZAVIRALCI
AGREGACIJE TROMBOCITOV

Analizirali smo agregacijo trombocitov z metodo merjenja zapiralnega casa pri kontrolni
skupini in bolnikih na zdravljenju z zaviralci agregacije trombocitov (ASK, ASK in
klopidogrelom ter ASK in prasugrelom). Zapiralne ¢ase smo izmerili v merilni celici s
kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI), kolagenom in ADP (KOL/ADP) ter v celici za
merjenje antagonistov receptorjev P2Y (P2Y). Rezultate zapiralnega ¢asa smo podali v

sekundah.
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V tabeli 3 in na slikah 9-11 so prikazane vrednosti zapiralnega casa pri kontrolni skupini

ter pri bolnikih na zdravljenju z zaviralci agregacije trombocitov.

Tabela 3: Vrednosti zapiralnih ¢asov

V tabeli so prikazane vrednosti zapiralnih ¢asov (mediana in razpon med 1. in 3.
kvartilom) pri kontrolni skupini in pri bolnikih z zaviralci agregacije trombocitov: skupine
ASK, ASK + klopidogrel in ASK + prasugrel.

Kontrolna ASK ASK + ASK +
skupina klopidogrel prasugrel
N 30 35 36 10
KOL/EPI 100 191** 300** 300**
(95-124) (127-300) (158-300) (141-300)
KOL/ADP 83 90 106** 128**
(73-90) (80-111) (91-136) (112-300)
P2Y 65 67 97**# 300**##
(58-72) (60-81) (71-300) (145-300)

Kruskal-Wallisov test: * p < 0,05; ** p < 0,001 v primerjavi s kontrolno skupino; # p < 0,05; ## p <
0,001 v primerjavi s skupino z ASK.

Slika 9 prikazuje rezultate zapiralnih ¢asov z merilno celico KOL/EPI pri kontrolni skupini
in bolnikih. Agregacijo trombocitov smo dolocili z metodo merjenja zapiralnega Casa.
Zapiralne ¢ase smo izmerili v merilni celici s kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI).
Rezultat zapiralnega ¢asa smo podali v sekundah. Vse tri skupine bolnikov so imele
pomembno daljSe zapiralne Case kot kontrolna skupina (vse p < 0,001, oznaka **), med

skupinami bolnikov pa ni bilo pomembnih razlik.
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Slika 9: Zapiralni ¢as z merilno celico KOL/EPI

Slika prikazuje zapiralni ¢as (s) z merilno celico KOL/EPI pri kontrolni skupini in skupinah ASK,
ASK + klopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so mediane vrednosti (majhen kvadrat), razpon
med 1. in 3. kvartilom (velik kvadrat) ter razpon med najnizjo in najvisjo vrednostjo (rta).
Razlike med skupinami smo izracunali s pomocjo Kruskal-Wallisovega testa za neodvisne
spremenljivke. Kontrolna skupina se pomembno razlikuje od skupine ASK, skupine ASK

+ klopidogrel in skupine ASK + prasugrel. ** p < 0,001.

Zapiralni ¢asi z merilno celico KOL/ADP so prikazani na sliki 10. Agregacijo trombocitov
smo dolocili z metodo merjenja zapiralnega Casa. Zapiralne ¢ase smo izmerili v merilni
celici s kolagenom in ADP (KOL/ADP). Rezultat zapiralnega ¢asa smo podali v sekundah.
Skupina bolnikov na zdravljenju z ASK se ni pomembno razlikovala od kontrolne skupine
(p = 0,15), skupini bolnikov na dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom ter ASK in

prasugrelom pa sta imeli pomembno daljSe zapiralne ¢ase (obe p < 0,001, oznaka **).

35



320

300 —_ —_

280
260
240
220
200
180

ZC KOL/ADP, s

160

140

o
120

| H— il

60

O Mediana
40 0] 25%-75%
kontrolna ASK ASK+ ASK+ T Min-Max

skupina klopidogrel prasugrel
SKUPINA

Slika 10: Zapiralni ¢as z merilno celico KOL/ADP

Slika prikazuje zapiralni ¢as (s) z merilno celico KOL/ADP pri kontrolni skupini in skupinah ASK,
ASK + klopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so mediane sredine (majhen kvadrat), razpon med
1. in 3. kvartilom (velik kvadrat) ter razpon med najnizjo in najvisjo vrednostjo (Crta).

Razlike med skupinami smo izracunali s pomoc¢jo Kruskal-Wallisovega testa za neodvisne
spremenljivke: kontrolna skupina se pomembno razlikuje od skupine ASK + klopidogrel in skupine

ASK + prasugrel (** p < 0,001).

Zapiralni Casi z merilnimi celicami P2Y so prikazani na sliki 11. Agregacijo trombocitov
smo doloc¢ili z metodo merjenja zapiralnega Casa. Zapiralne Case smo izmerili v merilni
celici za merjenje antagonistov receptorjev P2Y (P2Y). Rezultat zapiralnega Casa smo
podali v sekundah.

Skupina bolnikov na ASK se ni pomembno razlikovala od kontrolne skupine (p = 1,00),
skupini bolnikov na dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom ter ASK in
prasugrelom pa sta imeli pomembno daljSe zapiralne ¢ase od kontrolne skupine (obe p <
0,001, oznaka **). Ti dve skupini bolnikov sta se tudi pomembno razlikovali od skupine
bolnikov, ki je bila zdravljena samo z ASK (p < 0,05 za dvotirno zdravljenje z ASK in
klopidogrelom (oznaka #) ter p < 0,001 za dvotirno zdravljenje z ASK in prasugrelom
(oznaka ##)).
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Slika 11: Zapiralni ¢as z merilno celico P2Y

Na sliki je prikazan zapiralni ¢as (S) z merilno celico P2Y pri kontrolni skupini in skupinah ASK,
ASK + klopidogrel, ASK + prasugrel. Prikazane so mediane sredine (majhen kvadrat), razpon med
1. in 3. kvartilom (velik kvadrat) ter razpon med najnizjo in najvisjo vrednostjo (Crta).

Razlike med skupinami smo izracunali s pomocjo Kruskal-Wallisovega testa za neodvisne
spremenljivke: ** p < 0,001 v primerjavi s kontrolno skupino, # p < 0,05 v primerjavi s skupino
ASK, ## p < 0,001 v primerjavi s skupino ASK.

4.4. NEODZIVNOST NA ZAVIRALCE AGREGACIJE TROMBOCITOV

Doloc¢ili smo delez bolnikov s koronarno boleznijo, ki se zdravijo s zaviralci agregacije
trombocitov (ASK ter kombinacijo ASK s klopidogrelom in prasugrelom) in so neodzivni
na to zdravljenje. Razlike v Stevilu neodzivnih bolnikov smo testirali s Hi-kvadrat testom.
Agregacijo trombocitov smo pri metodi opti¢ne agregometrije izzvali s kolagenom (KOL),
adenozin difosfatom (ADP) in arahidonsko kislino (ARAH), zapiralne ¢ase pa smo merili
v merilni celici s kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI), kolagenom in ADP (KOL/ADP)

ter v celici za merjenje antagonistov receptorjev P2Y (P2Y).

Pri bolnikih, ki so prejemali zaviralce agregacije trombocitov, smo pricakovali, da se bo

agregacija trombocitov, izzvana z razli¢nimi agonisti, zmanjsala. Ce je agregacija
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trombocitov pri dolocenem bolniku ostala v mejah referenénih vrednosti, smo to opredelili
kot neodzivnost na zaviralce agregacije trombocitov. Analogno temu smo pri zapiralnih
Casih pri¢akovali, da se bodo le-ti pri bolnikih z zaviralci agregacije trombocitov
podaljsali. Ce so ti ¢asi ostali pri dolo¢enem bolniku v mejah referenénih vrednosti, Smo
menili, da je bolnik neodziven na zaviralce agregacije trombocitov. V tabeli 4 sta
prikazana Stevilo in odstotek bolnikov, ki so bili neodzivni. Pri merjenju agregacije
trombocitov s kolagenom in ADP je bil odstotek neodzivnih bolnikov na ASK sorazmerno
visok (23-97 %). Neodzivnih bolnikov je bilo manj pri dvotirnem zdravljenju z ASK in
klopidogrelom (8-80%) ter ASK in prasugrelom (0-50%). Skoraj vsi bolniki pa so bili
odzivni na zaviralce agregacije trombocitov, merjeno z metodo opti¢ne agregometrije z

arahidonsko kislino (0-6% neodzivnih bolnikov).

Podobne rezultate smo dobili z merjenjem zapiralnega Casa. Merjeno z vsemi tremi
merilnimi celicami je bilo med bolniki z ASK najve¢ neodzivnih bolnikov (34-86%). Pri
bolnikih, ki so jemali ASK in klopidogrel, je bilo neodzivnih 22-53%, pri bolnikih z ASK

in prasugrelom pa samo 10-30% (tabela 4).
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Tabela 4: Stevilo in odstotek neodzivnih bolnikov
Stevilo (N) in odstotek (%) neodzivnih bolnikov na zaviralce agregacije trombocitov:
ASK, dvotirno zdravljenje ASK/klopidogrel ter ASK/prasugrel.

ASK ASK + ASK +
klopidogrel prasugrel
N=35 N =36 N =10
N % N % N %
Agregacija (%)
KOL (11 mg/L) 25 71 23 64 5 50
KOL (5,5 mg/L) 8 23 3 8 0 0
ADP (11 pmol/L) 31 88 15 41 0 0
ADP (5,5 umol/L) 34 97 29 80 3 30
ARAH (1,6 mmol/L) 0 0 2 6 0 0
Zapiralni ¢as (s)
KOL/EPI 12 34 8 22 3 30
KOL/ADP 23 66 19 53 2 20
P2Y 30 86 17 47 1 10

V raziskavi smo pri bolnikih na dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom dolo¢ili z
metodo opti¢ne agregometrije v povpreéju neodzivnost pri 40 % bolnikov (6-80 %,
odvisno od vrste in koncentracije agonista), z merjenjem zapiralnega ¢asa smo dolo€ili v
povprecju neodzivnost pri 41 % bolnikov (22-53 %, odvisno od vrste merilne celice). Pri
bolnikih na dvotirnem zdravljenju z ASK in prasugrelom smo z metodo opti¢ne
agregometrije dolocili povpre¢no neodzivnost pri 16 % bolnikov (0-50 %, odvisno od
vrste in koncentracije agonista), z metodo merjenja zapiralnega ¢asa smo opredelili v
povpreéju neodzivnost pri 20 % bolnikov (10-30 %, odvisno od vrste merilne celice)
(tabela 4).
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4.5. UJIEMANJE METOD

Analizirali smo ujemanje metod opticne agregometrije in zapiralnega casa glede
prepoznavanja oseb, ki so neodzivne na zaviralce agregacije trombocitov. Ujemanje metod
smo izraCunali s pomocjo koeficienta kapa v posameznih skupinah. Izracunani koeficienti
kapa so prikazani v tabelah 5-7.

Pri vseh treh skupinah bolnikov smo dolo¢ili slabo do precej$nje ujemanje metod. V
skupini bolnikov na zdravljenju z ASK smo dolo¢ili zmerno ujemanje med metodama
merjenja zapiralnega ¢asa z merilno celico P2Y in agregacijo trombocitov z agonisti:
kolagen 11 mg/L (koeficient kapa: 0,259), ADP 11 pmol/L (koeficient kapa: 0,364) in
ADP 5,5 umol/L (koeficient kapa: 0,300) (tabela 5). V skupini zdravljeni z ASK in
klopidogrelom smo ugotovili zmerno ujemanje med metodo merjenja zapiralnega Casa z
merilno celico KOL/ADP in agregacijo trombocitov z agonistom ADP 11 pmol/L
(koeficient kapa: 0,339). Ujemanje metod merjenja zapiralnega ¢asa z merilno celico P2Y
in agregacijo trombocitov z agonistom ADP 11 pmol/L je bilo precejs$nje (koeficient kapa:
0,439), z agonistom ADP 5,5 umol/L (koeficient kapa: 0,220) pa zmerno (tabela 6). V
skupini, zdravljeni z ASK in prasugrelom, smo ugotovili zmerno ujemanje med metodama
merjenja zapiralnega Casa z merilno celico KOL/ADP in agregacijo trombocitov s
kolagenom 11 mg/L (koeficient kapa: 0,400) in z ADP 5,5 umol/L (koeficient kapa:
0,211). PrecejSnje ujemanje smo dolocili med metodama merjenja zapiralnega Casa z
merilno celico P2Y in agregacijo trombocitov z ADP 5,5 pmol/L (koeficient kapa: 0,412)
(tabela 7).

V tabeli 5 je prikazano ujemanje metod (koeficienti kapa) v skupini, zdravljeni z ASK.
Opti¢no agregometrijo smo merili z razli¢nimi agonisti (kolagen: KOL, adenozin difosfat:
ADP, arahidonska kislina: ARAH), zapiralni ¢as pa v merilni celici s kolagenom in
epinefrinom (KOL/EPI), kolagenom in ADP (KOL/ADP) ter v celici za merjenje
antagonistov receptorjev P2Y (P2Y). Ujemanje metod smo izra¢unali s pomocjo
koeficienta kapa. V skupini bolnikov na zdravljenju z ASK je bilo ujemanje med
metodama slabo do zmerno. Koeficient kapa je znasal od —0,058 do 0,364. Zmerno

ujemanje smo doloc¢ili med metodama merjenja zapiralnega €asa z merilno celico P2Y in

40



agregacijo trombocitov z agonisti: kolagen 11 mg/L (koeficient kapa: 0,259), ADP 11
umol/L (koeficient kapa: 0,364) in ADP 5,5 pmol/L (koeficient kapa: 0,300).

Tabela 5: Ujemanje metod opti¢ne agregometrije in zapiralnega ¢asa v skupini ASK

Prikazano je ujemanje metod (koeficient kapa) opti¢ne agregometrije (AGR) in zapiralnega

gasa (ZC) v skupini, zdravljeni z ASK.

AGR KOL (11 | AGRKOL | AGRADP | AGRADP | AGR ARAH
mg/L) (5,5mg/L) | (11 umol/L) | (5,5 umol/L) | (1,6 mmol/L)
(95 % 12)
(95 % 12) (95 % 12) (95 % 1Z) (95 % 1Z)
zC 0,046 0,035 0,126 0,030 0
KOL/EPI (0-0,336) (0-0,427) (0-0,392) (0-0,277) (0-0,459)
(s)
zC -0,045 -0,029 -0,017 -0,055 0
KOL/ADP (-0,422— (-0,325- (-0,429— (-0,539- (0-0,255)
(s) 0,332) 0,266) 0,396) 0,429)
ZC P2Y 0,259 0,074 0,364 0,300 -0,058
(s) (0-0,676) (0-0,295) (0-0,880) (0-0,946) (-0,218-
0,101)

IZ — interval zaupanja.
Koeficient kapa, manjsi od 0,2, smo vzeli za slabo, koeficient kapa 0,21-0,40 za zmerno, koeficient
kapa 0,41-0,60 za precej$nje, koeficient kapa 0,61-0,80 za dobro in koeficient kapa 0,81-1,00 za

zelo dobro ujemanje.

V tabeli 6 je prikazano ujemanje metod (koeficienti kapa) v skupini, zdravljeni z ASK in
klopidogrelom. Opti¢no agregometrijo smo merili z razlicnimi agonisti (kolagen: KOL,
adenozin difosfat: ADP, arahidonska kislina: ARAH), zapiralni ¢as pa v merilni celici s
kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI), kolagenom in ADP (KOL/ADP) ter v celici za
merjenje antagonistov receptorjev P2Y (P2Y). Ujemanje metod smo izracunali s pomocjo
koeficienta kapa. Izracunali smo slabo do precej$nje ujemanje med metodama zapiralnega
Casa in agregacijo trombocitov, koeficient kapa je znasal od —0,251 do 0,439. Zmerno

ujemanje smo dolocili med metodo merjenja zapiralnega €asa z merilno celico KOL/ADP
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in agregacijo trombocitov z agonistom ADP 11 pmol/L (koeficient kapa: 0,339). Ujemanje
metod merjenja zapiralnega Casa z merilno celico P2Y in agregacijo trombocitov z
agonistom ADP 11 umol/L je bilo precejs$nje (koeficient kapa: 0,439), z agonistom ADP
5,5 umol/L (koeficient kapa: 0,220) pa zmerno.

Tabela 6: Ujemanje metod opti¢ne agregometrije in zapiralnega ¢asa v skupini ASK in
klopidogrel

V tabeli je prikazano ujemanje metod (koeficient kapa) opti¢ne agregometrije (AGR) in

zapiralnega ¢asa (ZC) v skupini, zdravljeni z ASK in klopidogrelom.

AGRKOL | AGRKOL | AGRADP | AGRADP | AGR ARAH
(11 mg/L) (5,5mg/L) | (11 umol/L) | (5,5 pmol/L) | (1,6 mmol/L)
(95%1Z) | (95 % 12) (95 % 12) (95 % 12) (95 % 12)
ZC KOL/EPI 0,060 0 0,118 0,083 0,100
(s) (0-0,351) | (0-0,493) (0-0,459) (0-0,336) (0-0,609)
zC 0,097 0,111 0,339 0,195 0,044
KOL/ADP (0-0,427) | (0-0,436) (0,034 (0-0,525) (0-0,356)
(s) 0,645)
ZC P2Y (s) —0,032 -0,251 0,439 0,220 -0,055
(-0,333- (-0660— (0,144 (0-0,521) (-0,420-
0,270) 0,158) 0,735) 0,309)

IZ — interval zaupanja.
Koeficient kapa, manjsi od 0,2, smo vzeli za slabo, koeficient kapa 0,21-0,40 za zmerno, koeficient
kapa 0,41-0,60 za precej$nje, koeficient kapa 0,61-0,80 za dobro in koeficient kapa 0,81-1,00 za

zelo dobro ujemanje.

V tabeli 7 je prikazano ujemanje metod (koeficienti kapa) v skupini, zdravljeni z ASK in
prasugrelom. Opti¢no agregometrijo smo merili z razliénimi agonisti (kolagen: KOL,
adenozin difosfat: ADP, arahidonska kislina: ARAH), zapiralni ¢as pa v merilni celici s
kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI), kolagenom in ADP (KOL/ADP) ter v celici za
merjenje antagonistov receptorjev P2Y (P2Y). Ujemanje metod smo izracunali s pomocjo
koeficienta kapa. Ugotovili smo slabo do precej$nje ujemanje med metodama zapiralnega

Casa in agregacijo trombocitov z vsemi tremi agonisti v razli¢nih koncentracijah; koeficient
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kapa je znaSal med —0,154 do 0,412. Zmerno ujemanje smo dolo¢ili med metodama
merjenja zapiralnega Casa z merilno celico KOL/ADP in agregacijo trombocitov s
kolagenom 11 mg/L (koeficient kapa: 0,400) in z ADP 5,5 umol/L (koeficient kapa:
0,211). Precejsnje ujemanje smo ugotovili med metodama merjenja zapiralnega Casa z

merilno celico P2Y in agregacijo trombocitov z ADP 5,5 umol/L (koeficient kapa: 0,412).

Tabela 7: Ujemanje metod opti¢ne agregometrije in zapiralnega ¢asa v skupini ASK in
prasugrel

Ujemanje metod (koeficient kapa) opti¢ne agregometrije (AGR) in zapiralnega ¢asa (ZC) v
skupini, zdravljeni z ASK in prasugrelom.

AGRKOL | AGRKOL | AGRADP | AGRADP | AGR ARAH
(11 mg/L) (5,5mg/L) | (11 pmol/L) | (5,5 umol/L) | (1,6 mmol/L)
(95%12) | (95% 12) (95 % 1Z) (95 % 12) (95 % 12)

ZC KOL/EPI 0,200 -0,154 -0,154 0,048 0

(s) (0-0,807) (-1,246— (—1,246— (0-0,771) (0-0,947)

0,939) 0,939)

zC 0,400 0 0 0,211 0

KOL/ADP (0-0,968) (0-1) (0-1) (0-0,958) (0-1)

(s)

ZC P2Y (s) 0,200 0 0 0,412 0
(0-0,807) (0-1) (0-1) (0-1) (0-1)

IZ — interval zaupanja

Koeficient kapa, manjsi od 0,2, smo vzeli za slabo, koeficient kapa 0,21-0,40 za zmerno, koeficient

kapa 0,41-0,60 za precej$nje, koeficient kapa 0,61-0,80 za dobro in koeficient kapa 0,81-1,00 za

zelo dobro ujemanje.
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5. RAZPRAVA

S pricujoco raziskavo smo pri kontrolni skupini najprej dolo€ili referencne vrednosti za
metodi opticne agregometrije inN merjenja zapiralnega Casa, da bi ugotovili, kako je
delovanje trombocitov zavrto pri bolnikih s koronarno beloznijo, ki so prejemali zaviralce
agregacije trombocitov. Namen naloge je bil ugotoviti, koliko bolnikov bo neodzivnih na
ta zdravila in v koliksni meri se metodi merjenja delovanja trombocitov ujemata pri
ugotavljanju neodzivnosti na zaviralce agregacije trombocitov. Dolocili smo delez
neodzivnih bolnikov s koronarno boleznijo na zdravljenje s zaviralci agregacije
trombocitov (ASK ter kombinacija ASK s klopidogrelom in prasugrelom) (tabela 4).
Razlike v Stevilu neodzivnih bolnikov smo testirali s Hi-kvadrat testom. Agregacijo
trombocitov smo pri metodi opti¢ne agregometrije izzvali s kolagenom (KOL), adenozin
difosfatom (ADP) in arahidonsko kislino (ARAH), zapiralne ¢ase pa smo merili v merilni
celici s kolagenom in epinefrinom (KOL/EPI), kolagenom in ADP (KOL/ADP) ter v celici
za merjenje antagonistov receptorjev P2Y (P2Y). Ugotovili smo, da je bil delez neodzivnih
bolnikov odvisen od uporabljene metode in koncentracije agonista (tabela 4). Pri bolnikih,
ki so prejemali ASK, je to zdravilo povzrocilo znizanje agregacije z ADP in arahidonsko
kislino, ne pa s kolagenom (tabela 2). Dvotirno zdravljenje z ASK in klopidogrelom
oziroma prasugrelom je povzroéilo znizanje agregacije z uporabo vseh treh agonistov
(ADP, kolagen in arahidonska kislina) (tabela 2). Pri merjenju zapiralnega casa je ASK
podaljSala zapiralni ¢as, izmerjen v merilni celici kolagen/epinefrin, ne pa v merilnih
celicah kolagen/ADP in P2Y (tabela 3). Dvotirno zdravljenje z ASK in klopidogrelom
oziroma prasugrelom pa je podaljsalo zapiralne ¢ase v vseh treh merilnih celicah (tabela 3).
Ujemanje med obema uporabljenima metodama je bilo slabo, v najboljSem primeru
zmerno, in sicer odvisno od vrste zaviralcev agregacije trombocitov, ki so jih prejemali

bolniki, in od metode merjenja delovanja trombocitov (tabele 5-7).

Metodologija agregometrije z merjenjem prepustnosti svetlobe se pogosto uporablja tako v
klini¢nih kot tudi raziskovalnih laboratorijih (80). Zahteva relativno veliko koli¢ino krvi,
potrebna je takojSnja analiza vzorca, rezultat je zelo odvisen od priprave vzorca, od
analiti¢nega postopka, metoda je dolgotrajna in draga (visok strosek za agregometer), ne

uposteva vloge eritrocitov in vpliva striznih sil, Ki pa in vivo pomembno vplivata na
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agregacijo trombocitov (81). Slabost metode agregacije trombocitov je v tem, da poteka v
nefizioloskih pogojih, ker meri samo delovanje trombocitov in ne njihove interakcije z
drugimi krvnimi celicami. Poteka v mirujo¢i plazmi, kar ne ustreza razmeram v telesu, kjer
se kri pretaka. Na rezultat agregacije trombocitov vplivajo tudi hitrost meSanja vzorca,
opti¢na geometrija in kalibracija agregometra. Rezultati med razli¢nimi laboratoriji so
slabo primerljivi zaradi uporabe razli¢nih analizatorjev, priprave vzorcev, antikoagulantnih
sredstev, vrste in koncentracije agonistov, ki sprozijo agregacijo (74). To so razlogi, da je
standardizacija metode nujno potrebna. Ker metoda ni standardizirana, mora vsak
laboratorij dolociti svoje lastne referencne vrednosti. Zato smo v prvi fazi nase raziskave
ugotovili te vrednosti pri kontrolni skupini in razpon med 5. in 95. percentilom teh
vrednosti vzeli kot referen¢ne vrednosti (tabela 1). NaSe referen¢ne vrednosti, prikazane v
tabeli 1, smo primerjali z objavljenimi. V podobni raziskavi so dolo¢ili normalne vrednosti
za agregacijo trombocitov s kolagenom 11mg/L 69 do 97 % (36), mi pa 76 do 93 % (tabela
1). Referen¢ne vrednosti za agregacijo trombocitov z ADP 11 pmol/L so dolocili 69 do 93
% (36), v nasi raziskavi pa smo dolo¢ili nizje vrednosti, in sicer 45 do 92 % (tabela 1).
Referen¢ne vrednosti za agregacijo trombocitov z arahidonsko kislino 1,6 mmol/L 79 do
99 % (36), z naso raziskavo pa nekoliko nizje, tj. 76 do 92 % (tabela 1).

V vec raziskavah so primerjali razli¢ne izvedbe opti¢ne agregometrije. Testirali so vpliv
stabilizacije PRP tako, da so merili agregacijo takoj po odvzemu krvi napram ¢asovnemu
zamiku 30-45 minut po odvzemu krvi (74). 30-minutna stabilizacija PRP ni imela
pomembnega vpliva na maksimalno agregacijo, inducirano z ADP, arahidonsko kislino in
kolagenom (82). Priporocilo je, da se merjenje agregacije trombocitov izvede znotraj 2—-3
ur po odvzemu krvi (74, 75). Vprasanje je tudi, ali se Stevilo trombocitov v PRP prilagaja
ali ne na 230-270 x 10%L, (26, 74), ker naj bi bila agregacija in vitro odvisna od §tevila
trombocitov v PRP. Raziskava na zdravih preiskovancih je pokazala, da ni pomembnih
razlik pri neprilagojenem §tevilu trombocitov v PRP (290-640 x 10°%/L v primerjavi s
prilagojenim, ¢e so agregacijo inducirali z arahidonsko kislino, ADP in kolagenom (82). Ti
rezultati se ujemajo tudi s predhodnimi Studijami (74, 33, 83). Prilagoditev PRP glede na
Stevilo trombocitov ne daje bistvenih prednosti, je casovno zamudna in nepotrebna (83).
PRP z neprilagojenim Stevilom trombocitov pomeni tudi manj manipulacije s trombociti in
zato bolje odraza in vivo situacijo. V nasi raziskavi $tevila trombocitov v PRP-plazmi

nismo prilagajali.
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V nasprotju z opti¢no agregometrijo SO meritve zapiralnega Casa standardizirane, ker vsi
uporabljamo enake merilne celice istega proizvajalca. Zapiralni ¢as je Cas, v katerem
trombociti iz vzorca, ki teCe skozi ozko kapilaro merilne celice, zaprejo odprtino v
membrani merilne celice, ki je prevleCena s trombocitnimi agonisti dolo¢ene koncentracije.
Referen¢ne vrednosti zapiralnega casa je doloc¢il proizvajalec merilnih celic.
ProizvajalCeve referencne vrednosti zapiralnega ¢asa z merilno celico KOL/EPI znasajo 82
do 150 sekund, z merilno celico KOL/ADP 62 do 100 sekund in z merilno celico P2Y
manj kot 106 sekund (84, 85). Kljub temu da je metoda standardizirana in uporabljamo
enake merilne celice, nismo dolo¢ili popolnoma enakih referen¢nih vrednosti. V nasi
raziskavi smo dolo¢ili referenéne vrednosti (razpon med 5. in 95. percentilom) zapiralnega
¢asa z merilno celico KOL/EPI nekoliko vi§je v primerjavi s proizvajal¢evimi (88 do 151
sekund) (tabela 1). Tudi referenéne vrednosti zapiralnega ¢asa z merilno celico KOL/ADP
smo doloc¢ili malo vi§je v primerjavi s proizvajal¢evimi (70 do 109 sekund) (tabela 1).
Referencne vrednosti zapiralnega ¢asa z merilno celico P2Y pa smo dolo¢ili nekoliko nizje
v primerjavi s proizvajal¢evimi (50 do 88 sekund) (tabela 1). Podobne rezultate kot nasa
raziskava je pokazala raziskava, v kateri so preucevali variabilnost preiskav delovanja
trombocitov, kjer so doloc¢ili normalne vrednosti za metodo zapiralnega ¢asa z merilno
celico KOL/EPI 71 do 163 sekund, kar je nekoliko §ir§e obmocje v primerjavi z naSo
raziskavo (36). Z merilno celico KOL/ADP so dolocili normalne vrednosti 60 do 124
sekund, spodnjo mejo nizje, zgornjo mejo pa visje kot v nasi raziskavi (36). V raziskavi, ki
je preucevala uporabnost spremljanja antagonistov receptorja ADP, so dolo¢ili normalne
vrednosti za metodo zapiralnega Casa z merilno celico P2Y 44 do 96 sekund, kar je

nekoliko visje kot v nasi raziskavi (86).

Kot smo pricakovali, je bila agregacija trombocitov, merjena z opti¢no agregometrijo,
pomembno nizja pri vseh treh skupinah bolnikov z zaviralci agregacije trombocitov ne
glede na to, kateri agonist agregacije smo uporabili (tabela 2). Pomembno niZja od
agregacije trombocitov pri bolnikih z ASK je bila agregacija trombocitov pri bolnikih na
dvotirnem zdravljenju, ¢e smo agregacijo izzvali z ADP (tabela 2). Klopidogrel in
prasugrel sta antagonista — ireverzibilna inhibitorja trombocitnih receptorjev za ADP — zato

je bil ta rezultat tudi pricakovan.
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Podobno kot pri metodi opti¢ne agregometrije so bili zapiralni ¢asi bolnikov na zaviralcih
agregacije trombocitov pomembno daljsi kot pri kontrolni skupini, a le ¢e smo uporabili
merilno celico KOL/EPI (tabela 3). Nasi rezultati so pri¢akovani, saj merilni celici
KOL/ADP in P2Y nista obc¢utljivi na ucinke ASK. Pri merjenju zapiralnih ¢asov s
slednjima merilnima celicama pa smo ugotovili pomembno daljse ¢ase pri obeh skupinah
bolnikov na dvotirnem zdravljenju (tabela 3). Nase meritve potrjujejo tudi podatki
proizvajalca merilnih celic za zapiralni Cas ter raziskava pri 70 zdravih prostovoljcih, kjer
so dokazali, da se Ze pri enkratnem zauzitju ASK zapiralni Cas, izmerjen z merilno celico
KOLJ/EPI, statisticno znacilno podaljSa, zapiralni c¢as, izmerjen z merilno celico
KOL/ADP, pa se ne spremeni (72).

V raziskavi so preucevali znizanje trombocitne aktivacije pri bolnikih z arterijsko
aterosklerozo na zdravljenju z zaviralci agregacije trombocitov (ASK, klopidogrel,
dvotirno zdravljenje z ASK in klopidogrelom) z metodo merjenja zapiralnega Casa (23).
Zapiralni ¢as z merilno celico KOL/EPI je bil pri bolnikih na zdravljenju samo z ASK in
dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom podaljSan v primerjavi z zdravljenjem
samo s klopidogrelom. Zapiralni ¢as z merilno celico KOL/ADP je bil podaljSan pri
bolnikih na dvotirnem zdravljenju v primerjavi z bolniki, ki so bili na zdravljenju samo z
ASK (p = 0,0009) ali klopidogrelom (p = 0,0074) (23). V raziskavi pri 35 bolnikih s
stabilno koronarno boleznijo, ki so bili na dvotirnem zdravljenju s klopidogrelom in ASK,

so ugotovili, da je merilna celica P2Y obcutljiva na inhibicijo receptorja P2Y 1, (87).

Z naSo raziskavo smo ugotavljali delez bolnikov s koronarno boleznijo, ki se zdravijo z
zaviralci agregacije trombocitov in so bili neodzivni na zdravljenje (tabela 4). Za
opredelitev neodzivnosti na zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov smo uporabili
lastne referencne vrednosti (tabela 1). Pri bolnikih, ki so prejemali zaviralce agregacije
trombocitov, smo pri¢akovali, da se bo agregacija trombocitov, izzvana z razli¢nimi
agonisti, zmanjsala. Kadar je bila agregacija trombocitov pri dolo¢enem bolniku v mejah
referencnih vrednosti (tabela 1), smo bolnika obravnavali kot neodzivnega na zaviralce
agregacije trombocitov. Ker metoda opti¢ne agregometrije ni standardizirana in rezultati iz
razli¢nih laboratorijev niso primerljivi, bi bilo nesmiselno dolo€iti univerzalno mejno
vrednost trombocitne agregacije za opredelitev neodzivnosti na zdravljenje z zaviralci
agregacije trombocitov (8). Pri metodi opti¢ne agregometrije je glede na vrsto in

koncentracijo agonista odziv agregacije le delno in variabilno moduliran preko TxA;, ki se
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sintetizira iz arahidonske kisline ali ADP, ki se sprosti iz trombocitnih granul. Pri uporabi
dveh specifi¢nih trombocitnih agonistov, arahidonske kisline za spremljanje zdravljenja z
ASK in ADP za spremljanje zdravljenja s tienopiridini, lahko rezultati s to metodo

precenijo incidenco neodzivnosti na zaviralce agregacije trombocitov (8).

Analogno rezultatom opti¢ne agregometrije smo tudi pri zapiralnih ¢asih pri¢akovali, da se
bo ¢as pri bolnikih na zdravljenju z zaviralci agregacije trombocitov podaljsal. Kadar je bil
zapiralni Cas pri dolo¢enem bolniku v mejah referen¢nih vrednosti, smo opredelili, da je

bolnik neodziven na zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov.

Neodzivnost na ASK

Pri merjenju agregacije trombocitov smo dolo¢ili sorazmerno visok odstotek neodzivnih
bolnikov (0-97 %) (tabela 4). Skoraj vsi bolniki pa so bili odzivni na zdravljenje z
zaviralci agregacije trombocitov, merjeno z agregacijo trombocitov z arahidonsko kislino
(0-6 % neodzivnih bolnikov) (tabela 4). Ker je bilo pri tem agonistu zelo malo neodzivnih
bolnikov, smo iz tega lahko sklepali, da je agregacija, izzvana z arahidonsko Kislino,
najbolj obcutljiva na u¢inke ASK. V nasi raziskavi smo dolocili z merjenjem zapiralnega
Casa z vsemi tremi merilnimi celicami med bolniki na ASK 34-86% neodzivnih bolnikov
(tabela 4).

Z rezultati te raziskave smo potrdili naso hipotezo, da bomo pri bolnikih na zdravljenju z
ASK ugotovili najve¢ 60 % neodzivnih bolnikov. V povpre¢ju smo dolocili 56 %
neodzivnih bolnikov z metodo agregometrije (23-97 %, odvisno od vrste in koncentracije
agonista), kar se sklada z naSimi pri¢akovanji, in 62 % z metodo merjenja zapiralnega Casa
(34-86 %, odvisno od vrste merilne celice), kar nekoliko odstopa od nasih pricakovanj
(tabela 4).

Podobne rezultate kot naSa raziskava je pokazala raziskava, v kateri so preucCevali
variabilnost preiskav delovanja trombocitov. Ugotovili so, da ASK pomembno zniza
agregacijo trombocitov, izzvano z ADP in arahidonsko kislino, in pomembno podaljsa
zapiralni ¢as v KOL/EPI merilni celici, nima pa pomembnega vpliva na trombocitno
agregacijo, inducirano s kolagenom, in zapiralni ¢as v merilni celici KOL/ADP (92).
Agregacija trombocitov, inducirana z arahidonsko kislino, je najbolj ob¢utljiva preiskava
za merjenje vpliva ASK na trombocitno delovanje (92). Vpliv ASK na trombocitno

agregacijo, inducirano z ADP, in zapiralni ¢as z merilno celico KOL/EPI je manj izrazit in
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bolj variabilen. Pri dolo¢anju neodzivnosti na ASK v S$tudiji med trombocitno
agregometrijo in zapiralnim ¢asom ni bilo skladnosti (88). Z raziskavo pri 108 bolnikih s
koronarno boleznijo, ki so bili na zdravljenju z ASK, so preucevali inhibicijo agregacije z
arahidonsko Kkislino in ugotovili neodzivnost pri polovici bolnikov (89). V podobni
raziskavi so pri 113 bolnikih s koronarno boleznijo ugotovili 32 % neodzivnih bolnikov na
zdravljenje z ASK (90). Ugotovili so tudi, da je verjetnost neodzivnosti visja pri bolnikih s
koronarno boleznijo, poviSanimi vrednostmi celokupnega holesterola glede na LDL
holesterol, pri zdravljenju s statini in pri kadilcih (90).

Primerna koncentracija agonista je ena izmed pomembnih spremenljivk, ki vplivajo na
rezultate trombocitne agregacije (74), predvsem v kontekstu neodzivnosti na ASK. Visja
koncentracija agonista je tako mocen sprozilec trombocitne agregacije, da zakrije u¢inek
zaviralcev agregacije trombocitnih zdravil (8). Kolagen naj bi bil manj specificen za
doloc¢anje odgovora na ASK, ker z njim inducirana aktivacija trombocitov ni odvisna samo
od sinteze TxA,, ampak tudi od trombocitne reaktivnosti na kolagen in trombocitne
dovzetnosti na izlo¢en ADP (8, 91).

Primerjava razli¢nih laboratorijskih metod za opredelitev neodzivnosti na ASK (opti¢na
agregometrija z arahidonsko Kislino, merjenje zapiralnega Casa, merjenje agregacije
trombocitov s pomocjo delcev, prekritih s fibrinogenom, dolo¢anje serumskega TXB,,
dolocanje 11-dehidrotromboksan Bj) v objavljenih Studijah ponavadi kaze zelo slabo
ujemanje ali pa korelacije sploh ni (91-95), kar kaZe na to, da so metode obcutljive na
razli¢ne parametre delovanja in zaviranja trombocitov. Incidenca neodzivnosti na ASK
variira od 5,5 do 61 % v 11 $tudijah (96), kjer so uporabili nespecificne metode
trombocitne aktivacije/agregacije za spremljanje uc¢inka ASK. Nasprotno pa je znasala
incidenca neodzivnosti na ASK od 1 do 1,7 % v raziskavah, kjer so dolocali koncentracijo
TxB, (91, 93, 97), in manj kot 1 % v Studijah, kjer so uporabili z arahidonsko kislino
inducirano trombocitno agregacijo (98, 99). Za razliko pa studije, kjer so s specificnimi
metodami dolocali farmakoloski ucinek tienopiridinov, kaZejo Siroko variabilnost
odgovora na ta zdravila s pomembnim delezem bolnikov, ki so slabo odzivni (15-30 %)
(19, 21).

Incidenca prave neodzivnosti na ASK je pri bolnikih je zelo nizka, verjetno manj kot 1 %
(32, 100), ¢e se uporabljajo specificne metode, kot sta agregometrija, stimulirana z
arahidonsko kislino, ali merjenje TxB, v serumu. Po drugi strani pa nespecificne metode,

npr. agregometrija, stimulirana s kolagenom in ADP, ter merjenje zapiralnega ¢asa in
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dolocanje metabolita tromboksana v urinu, kazejo veliko vec¢jo frekvenco neodzivnosti na
ASK, 20-30 % ali tudi do 65 % (32, 101).

Dokazano je, da so v rezultatih, pridobljenih z metodo agregometrije in z merjenjem
zapiralnih Casov, pomembne razlike in imajo velik vpliv na dolocanje neodzivnosti na
ASK (88). Primerjava opti¢ne agregometrije z merjenjem agregacije trombocitov s
pomocjo delcev, prekritih s fibrinogenom, in merjenjem zapiralnega Casa je pokazala, da je
skladnost preiskav slaba in le nekaj bolnikov je bilo neodzivnih z vsemi tremi metodami
(92). V metaanalizi so ugotovili, da imajo bolniki z dokazano laboratorijsko neodzivnostjo
na ASK posledi¢no vecje tveganje tudi za klinicno neodzivnost na ASK, ker kaZejo
pomembno visje tveganje za ponovne kardiovaskularne dogodke v primerjavi z bolniki, ki
so laboratorijsko obcutljivi na ASK (101).

Neodzivnost na dvotirno zdravljenje

Z merjenjem agregacije trombocitov smo doloc¢ili manj neodzivnih bolnikov kot pri
bolnikih na ASK (tabela 4). Neodzivnih na dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom
je bilo 6-80 % bolnikov ter pri zdravljenju z ASK in prasugrelom 0-50 % bolnikov (tabela
4). Pri bolnikih na zdravljenju z ASK in klopidogrelom je bilo z merjenjem zapiralnega
¢asa neodzivnih 22-53% bolnikov, pri bolnikih na zdravljenju z ASK in prasugrelom pa
10-30%, kar je manj kot pri zdravljenju z ASK (tabela 4).

Pri bolnikih na dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom ali prasugrelom smo
pric¢akovali neodzivnost pri manj kot 30 % bolnikov — to hipotezo smo z metodo opticne
agregometrije in metodo merjenja zapiralnega ¢asa potrdili pri bolnikih na zdravljenju z
ASK in prasugrelom.

Nasprotno ASK pa Studije s specifiénimi metodami za merjenje farmakoloSkega vpliva
tienopiridinov (metoda fosforilacije VASP) kazejo SirSo variabilnost odzivnosti na ta
zdravila, s pomembnim delezem bolnikov, ki so zelo slabo odzivni (15-30%) (32).
Interindividualne razlike v metabolizmu tienopiridinov do njihovih aktivnih metabolitov je
najverjetnej$i mehanizem za interindividualno variabilnost v trombocitni inhibiciji (32).
Delez neodzivnih bolnikov tudi variira glede na uporabo razli¢énih metod za doloCanje
delovanja trombocitov in definicij neodzivnosti. Pri raziskavah, kjer so uporabili metodo
agregacije, inducirane z ADP, in mejno vrednost pri 10 % inhibiciji, so ugotovili 5-44%
neodzivnih bolnikov (26). Pri tem je zelo pomembno odmerjanje zdravila in ¢as po

odmerjanju. Ob neodzivnosti se priporoca povecevanje odmerka klopidogrela, kljub
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pomanjkanju kliniéne dokumentacije (26, 102). Stevilne Studije porodajo o veliki
variabilnosti v odzivih na zdravljenje s klopidogrelom in delezu neodzivnosti 5 do 44%
(21, 22, 39, 44-54). Razlike v prevalenci neodzivnosti med Studijami so lahko posledica
razlik v odmerjanju zdravila, ¢asu odmerjanja, razlik v definiciji (merjenje relativne
spremembe v agregaciji napram absolutni spremembi, merjenje maksimalne napram
kon¢ni agregaciji), laboratorijski metodi ali nezadostnega ¢asa pred odvzemom krvi za
zaznavanje maksimalnega efekta. Med potencialnimi vzroki za neodzivnost na zdravljenje
s klopidogrelom so interindividualne razlike v metabolizmu prozdravila klopidogrel v
njegov aktivni metabolit. Inhibicija z ADP inducirano trombocitno agregacijo dobro
korelira z metabolno aktivnostjo hepati¢nega citokroma P450, ki aktivira prozdravilo v
njegov aktivni metabolit (103). Variante citokroma P450 so povezane z znizano
odzivnostjo trombocitov na klopidogrel in so tako mozen genetski razlog za variabilnost
odziva na klopidogrel (104, 105). Vzrok neodzivnosti so lahko tudi interference z drugimi
zdravili, npr. benzodiazepin in selektivni serotonin inhibitorji interferirajo z
biorazpolozljivostjo klopidogrela (106). Ostaja pa Se vpraSanje interference atorvastatina in
drugih statinov, ki se metabolizirajo s hepati¢nim citokromom P450 in zato lahko
interferirajo s tvorbo aktivnega metabolita tienopiridinov, kar pa je Se kontroverzno
(klopidogrel in atorvastatin sta substrata izoencima citokroma CYP3A4) (8, 107). Bioloska
variabilnost trombocitnega odgovora na ADP je lahko vzrok visoki interindividualni
variabilnosti agregacije trombocitov, izzvane z ADP, pri bolnikih s klopidogrelom (21,
62). Nezadostna bioloska razpolozljivost klopidogrela lahko izhaja iz individualnih razlik v
intestinalni absorbciji zdravila (63), ki se regulira s P-glikoproteinom, transportno
beljakovino v crevesju. Pomembne razlike v indeksu telesne mase pri dobro in slabo
odzivnih bolnikih kaZejo na to, da standardni odmerek klopidogrela (75 mg dnevno) ne
zadoS¢a pri bolnikih z vejo telesno tezo (106). Aktivni metabolit klopidogrela
ireverzibilno inhibira P2Y, receptor s tvorbo kovalentne disulfidne vezi, kar je lahko
dokaz postzdravljenja P2Y1, pri neodzivnih bolnikih. Neodzivnost na prasugrel $e ni
raziskana v zadostni meri.

V raziskavah so preucevali tudi povezavo med reaktivnostjo trombocitov na ADP, Ki je
pokazatelj za neodzivnost na klopidogrel, in ishemi¢nimi dogodki pri bolnikih s perkutano
koronarno intervencijo. Delovanje trombocitov so dolocali s pomocjo opticne

agregometrije in ugotovili povezave med inhibicijo trombocitov z neodzivnostjo na
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klopidogrel, postterapevtsko reaktivnostjo trombocitov, trombozo stenta in ponovnimi
ishemi¢nimi dogodki (39, 48, 59).

V raziskavi so pri pomembnem Stevilu bolnikov ugotovili neodzivnost hkrati na ASK in
klopidogrel, neodzivnost na klopidogrel so ugotovili pri 47 % bolnikov, ki so bili
neodzivnivni na ASK (108). Pri bolnikih s trombozo je bila dolo¢ena neodzivnost na ASK
in klopidogrel celo visja, nad 50 % (109).

Ujemanije metod

Z nalogo smo Zzeleli ugotoviti ujemanje metod opti¢ne agregometrije in zapiralnega Casa
glede prepoznavanja oseb, ki so neodzivne na zaviralce agregacije trombocitov. Ujemanje
metod smo izracunali s koeficientom kapa, in sicer med obema metodama z uporabo vseh
agonistov in merilnih celic KOL/EPI, KOL/ADP in P2Y v posameznih skupinah bolnikov
(tabela 5-7). Predvidevali smo, da bo ujemanje metod opti¢ne agregometrije in merjenja
zapiralnega Casa pri opredeljevanju neodzivnosti na zdravljenje z ASK ter z
ASK/klopidogrelom in ASK/prasugrelom zmerno (koeficient kapa vecji od 0,2). Ugotovili
pa smo vecinoma slabo ujemanje, kar je bilo nizje od pricakovanega.

V skupini bolnikov na zdravljenju z ASK je bilo ujemanje med metodama opti¢ne
agregometrije in merjenja zapiralnega ¢asa slabo do zmerno (tabela 5). Koeficienti kapa
kazejo nikakr§no oziroma slabo ujemanje obeh metod. Izjema je le merjenje agregacije
trombocitov s kolagenom (11 mg/L) in ADP (11 umol/L in 5,5 umol/L) ter zapiralnim
¢asom z merilno celico P2Y, kjer je bilo ujemanje zmerno (koeficient kapa okrog 0,3)
(tabela 5).

V skupini bolnikov na dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom smo izracunali slabo
do precejs$nje ujemanje med metodama opti¢ne agregometrije in merjenja zapiralnega ¢asa
(tabela 6) Koeficienti kapa kazejo slabo ujemanje obeh metod. Izjemi sta merjenje
agregacije trombocitov z ADP (11 pumol/L) ter zapiralnim casom z merilno celico
KOL/ADRP, kjer je bilo ujemanje zmerno (koeficient kapa: 0,339), in z merilno celico P2Y,
kjer je bilo ujemanje precejsnje (koeficient kapa: 0,439). Ujemanje je bilo zmerno med
metodo agregacije trombocitov z ADP (5,5 pmol/L) in zapiralnim ¢asom z merilno celico
P2Y (koeficient kapa 0,220) (tabela 6).

V skupini bolnikov na dvotirnem zdravljenju z ASK in prasugrelom smo ugotovili slabo
do precejSnje ujemanje med metodama opticne agregometrije in merjenja zapiralnega Casa

(tabela 7). Koeficienti kazejo slabo ujemanje obeh metod. Izjemi sta merjenje agregacije
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trombocitov s kolagenom (11 mg/L) ter zapiralnim ¢asom z merilno celico KOL/ADP, kjer
je bilo ujemanje zmerno (koeficient kapa: 0,400), in merjenje agregacije trombocitov z
ADP (5,5 umol/L) ter zapiralnim ¢asom z merilno celico P2Y, kjer je bilo ujemanje
precejsnje (koeficient kapa: 0,412), ter zapiralnim ¢asom z merilno celico KOL/ADP, kjer
je bilo ujemanje zmerno (koeficient kapa: 0,211) (tabela 7).

Nasi rezultati kazejo bistveno slabse ujemanje pri metodi merjenja zapiralnega asa, kot ga
navaja proizvajalec merilnih celic KOL/EPI in KOL/ADP — 90 % (84). V raziskavi, Kjer so
primerjali metode za dolocanje delovanja trombocitov za preucevanje prevalence
neodzivnosti na ASK pri bolnikih s stabilno koronarno boleznijo, so ugotovili slabo do
zmerno ujemanje med metodami opti¢ne agregometrije z agonistoma arahidonska kislina
(1,6 mmol/L) in ADP v razli¢cnih koncentracijah (5, 10 in 20 pmol/L) ter merjenja
zapiralnega ¢asa z merilno celico KOL/EPI (110). Zmerno ujemanje so doloc¢ili med
metodama opti¢ne agregometrije z agonistoma arahidonska kislina (1,6 mmol/L) in ADP
(5 umol/L), koeficient kapa 0,250 (114). V raziskavi so ugotovili, da med metodami ni bilo
korelacije, korelacijski koeficient je znasal od —0,120 do 0,101 (110).

Podobno kot nasa raziskava je ujemanje metod optiéne agregometrije in merjenja
zapiralnega Casa obravnavala tudi raziskava, v kateri so preucevali variabilnost metod za
merjenje delovanja trombocitov (88). Ugotovili so, da pri opredeljevanju neodzivnosti na
ASK ni bilo ujemanja med opti¢no agregometrijo z agonistoma arahidonsko kislino in
ADP (koeficient kapa 0,0; 95 % 1Z —0,3 do 0,3) in merjenjem zapiralnega ¢asa z merilno
celico KOL/EPI (koeficient kapa 0,0; 95 % 1Z —0,4 do 0,4) (88). Ugotovili so, da obstaja
med metodama opti¢ne agregometrije in merjenjem zapiralnega ¢asa pomembna razlika,
kar ima velik vpliv pri opredeljevanju neodzivnosti na ASK (88). Vecina raziskav, ki so
primerjale metodi opti¢ne agregometrije in merjenja zapiralnega Casa, je dolocila slabo
korelacijo med metodama, neodvisno od agonista, in z metodo merjenja zapiralnega Casa
ugotovila visji delez neodzivnosti na ASK (92, 95, 111). Pri koronarni bolezni so znane
povisane vrednosti vWf, ki lahko vplivajo na meritve zapiralnega Casa, kar ima za
posledico lazno povisane vrednosti prevalence neodzivnosti na ASK pri bolnikih s
koronarno boleznijo (112), v nasi raziskavi vW{ nismo dolocali, zato tega ne moremo
trditi. Pri bolnikih s stabilno koronarno boleznijo, kjer so dolocali inhibicijo delovanja
trombocitov s klopidogrelom, so prav tako ugotovili slabo korelacijo med metodama
optine agregometrije z agonistom ADP (5 pmol/L in 20 pmol/L) in merjenjem

zapiralnega ¢asa z merilno celico KOL/ADP (korelacijski koeficient manjsi od 0,2) (113).
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Potencialni vzrok za slabo ujemanje metod za merjenje ucinka zaviralcev agregacije
trombocitov z metodo opti¢ne agregometrije in merjenja zapiralnega casa bi lahko pripisali
razli¢nim principom merjenja delovanja trombocitov pri obeh metodah. Pri metodi opti¢ne
agregometrije merimo delovanje trombocitov brez prisotnosti drugih krvnih celic, in sicer
staticno v kiveti spektrofotometra, pri metodi merjenja zapiralnega Casa pa lahko
trombociti reagirajo z drugimi krvnimi celicami. Strdek, ki nastane v membrani merilne
celice, je sestavljen pretezno iz trombocitov, vWT in fibrinogena (114). Trombociti so
poleg tega izpostavljeni striznim silam, ki nastanejo ob pretoku krvi skozi kapilaro merilne

celice.

Merjenje delovanja trombocitov in trombocitni odgovor na zdravljenje z zaviralci
agregacije trombocitov je zelo kompleksno in odvisno od Stevilnih metodoloskih
dejavnikov. Korelacija laboratorijskih rezultatov s klini¢nimi izidi je tezavna, prav tako
tudi uporaba rezultatov za usmerjanje izbire zdravljenja.

Nobena posamezna metoda ne more zaobseci vseh aspektov biologije trombocitov. Izbira
antikoagulanta pri odvzemu krvi in agonista pri metodi vpliva na rezultate. Metode
doloc¢anja in definicije za normalen/patoloski odgovor na zdravljenje z zaviralci agregacije
trombocitov morajo biti pazljivo izbrane, da odrazajo ucinkovitost receptorjev in
specificnost reakcij. Raziskave, ki poskuSajo korelirati merjenje trombocitnega delovanja
ter vpliv zdravil na zmanjsanje delovanja trombocitov s klini¢no sliko, so osredotocene na
signalne poti receptorjev ali trombocitne reakcije (aktivacija ali agregacija). Ceprav
Stevilne S$tudije podpirajo povezavo med laboratorijsko in kliniéno neodzivnostjo, ni
nobena definitivna. V objavljenih klini¢nih raziskavah Se niso raziskali, ¢e zdravljenje, ki
ga prilagajamo glede na laboratorijske rezultate neodzivnosti na ASK in klopidogrel, vodi
do izboljsanja klini¢nega poteka bolezni. Delovna skupina Mednarodnega zdruzenja za
trombozo in hemostazo je priporocila, da naj bo klinino pomembna definicija
neodzivnosti osnovana na podatkih v povezavi z laboratorijskimi metodami (115). Skupina
je poudarila, da pravilen pristop k neodzivnosti na zdravljenje z zaviralci agregacije
trombocitov ni raziskan, v dosedanjih klini¢nih raziskavah Se niso ugotovili klinicnega
pomena spreminjanja zdravljenja samo na osnovi neodzivnosti, dolocene z laboratorijskimi
metodami. Pri klini¢nih raziskavah neodzivnosti na zdravljenje z zaviralci agregacije
trombocitov sta pomembna dva vidika: 1. katera enostavna, cenovno ugodna in hitra

metoda ali kombinacija metod za ugotavljanje delovanja trombocitov najbolje napove
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uspesnost zdravljenja z zaviralci agregacije trombocitov pri posameznih bolnikih ter
specifi¢no indikacijo za zdravljenje in 2. uspesnost zdravljenja, ¢e se zdravljenje z zaviralci
agregacije trombocitov prilagodi glede na laboratorijske rezultate. V klini¢nih raziskavah
je potrebno pri bolnikih z znano neodzivnostjo ugotoviti potencialne prednosti prilagajanja
odmerka zdravila ali suplementarnega zdravljenja z zaviralci agregacije trombocitov z

razli¢nimi farmakodinamskimi profili.

Kljub temu da $e ni dokon¢nega dogovora, kako naj bodo obravnavani neodzivni bolniki
na zdravljenje z zaviralci agregacije trombocitov, pa v nekaterih klini¢nih raziskavah
poroc¢ajo o povezavi med laboratorijsko neodzivnostjo in ponovnimi ishemi¢nimi dogodki.
Z metodo opti¢ne agregometrije so v raziskavi ugotovili povezavo med neodzivnostjo na
ASK pri bolnikih s stabilno koronarno boleznijo in ponovnim infarktom miokarda ali sr¢no
odpovedjo (111, 116). Ugotovili so 5,2 % neodzivnih bolnikov na ASK, 24 % neodzivnih
in 10 % odzivnih bolnikov je imelo koronarni zaplet. V nekaj studijah porocajo o povezavi
med neodzivnostjo na ASK, doloc¢eno z metodo merjenja zapiralnega ¢asa, in pove¢animi
koronarnimi zapleti pri bolnikih na zdravljenju z ASK (117, 118). Osnovna tezava V
objavljenih raziskavah v zvezi z dolo¢anjem neodzivnosti na ASK je premalo opravljenih
meritev delovanja trombocitov, ker je dolo¢anje neodzivnosti na ASK odvisno glede na ¢as
in koli¢ino odmerjanja ASK (37, 119).

Vecina objavljenih raziskav pri merjenju delovanja trombocitov ne uposteva interakcij med
trombociti in fibrinom, kinetike nastanka trombina, merjenja ¢vrstosti strdka in drugih
dejavnikov, ki lahko imajo pomembno vlogo pri napovedi ishemi¢nih dogodkov. Metode,
ki merijo koagulacijo in interakcije trombocitov, predstavljajo boljSi napovedni dejavnik

kot izolirane meritve delovanja trombocitov (67).

Klini¢ne raziskave potrjujejo, da je klini¢ni pomen zaviralcev agregacije trombocitov zelo
odvisen od razmerja med zeljenim antitromboti¢nim ucinkom in tveganjem za krvavitve.
Dolgotrajno zdravljenje z nizkim odmerkom ASK namre¢ predstavlja pomembno tveganje

za krvavitve, predvsem iz gastrointestinalnega trakta (120).

Precej obetavne so raziskave, ki preucujejo povezave med genetskimi polimorfizmi

receptorjev na povrsini trombocitov in polimorfizmi signalnih proteinov s tveganjem za
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aterotromboti¢ne dogodke. Farmakogenomika trombocitov je pricela povezovati podatke o
genetiki z interindividualnimi razlikami v odzivnosti na zdravljenje z zaviralci agregacije
trombocitov, z neodzivnostjo na zdravljenje z ASK se lahko poveZze ve¢ genetskih
polimorfizmov ali pojasni variabilnost odziva na zdravljenje s klopidogrelom in drugimi
zaviralci agregacije trombocitov (121). Zaenkrat Se ni enotnega pristopa k nacinu

zdravljenja in preprecevanja srénozilnih bolezni.
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6. ZAKLJUCEK

Pri bolnikih, ki prejemajo ASK, smo ugotovili znizanje hitrosti agregacije z agonistom
ADP in arahidonsko kislino, ne pa pri kolagenu. Zdravljenje z ASK in
klopidogrelom/prasugrelom je povzrocilo zniZzanje odstotka agregacije pri vseh treh
agonistih. ASK je podaljsala zapiralni ¢as, izmerjen v merilni celici kolagen/epinefrin, ne
pa Vv kolagen/ADP in P2Y12 merilnih celicah. Zdravljenje z ASK in
klopidogrelom/prasugrelom je podaljsalo zapiralni ¢as pri vseh treh merilnih celicah. V
raziskavi smo ugotovili slabo do precejSnje ujemanje metod optiCne agregometrije in
meritev zapiralnega ¢asa pri opredeljevanju neodzivnosti na ASK/klopidogrel in
ASK/prasugrel. Najvecje ujemanje (precejSnje) smo ugotovili v skupini bolnikov na
dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom pri merjenju agregacije trombocitov z ADP
(11 umol/L) ter zapiralnim ¢asom z merilno celico P2Y, (koeficient kapa: 0,439).

Z rezultati raziskave smo delno potrdili prvo hipotezo, da bomo ugotovili neodzivnost na
ASK pri najve¢ 60 % bolnikov. Slednje je veljalo za metodo agregometrije, ne pa za
metodo merjenja zapiralnega Casa. Pri bolnikih na dvotirnem zdravljenju z ASK in
klopidogrelom/prasugrelom smo pricakovali neodzivnost pri manj kot 30 % bolnikov. To
hipotezo smo potrdili v skupini bolnikov na dvotirnem zdravljenju z ASK in prasugrelom,
ne pa pri bolnikih na dvotirnem zdravljenju z ASK in klopidogrelom. Hipoteze o dobrem
ujemanju primerjanih metod nismo potrdili, saj smo ugotovili ve¢inoma slabo ujemanje.
Ugotovili smo, da je deleZ neodzivnih bolnikov odvisen od uporabljene metode in
koncentracije agonista. Ne glede na izbrano metodo pa je bil delez neodzivnih bolnikov
manj$i pri tistih na dvotirnem zdravljenju v primerjavi z bolniki na enotirnem zdravljenju
in pri bolnikih na prasugrelu v primerjavi z bolniki na klopidogrelu. Sklepamo, da je
dvotirno zdravljenje bolj ucinkovito od enotirnega, prav tako zdravljenje z
ASK/prasugrelom v primerjavi z ASK/klopidogrelom.

Primerjava metod za spremljanje neodzivnosti na zdravljenje z zaviralci agregacije
trombocitov odraza slabo ujemanje, kar kaze na to, da metodi na drugacen na¢in merita
ucinke zdravljenja z zaviralci agregacije trombocitov in sta obcutljivi na razli¢ne parametre
trombocitnega delovanja. Rezultati nase raziskave bi lahko predstavljali osnovo za klini¢no

raziskavo, v Kkateri bi ugotavljali povezavo med neodzivnostjo na ASK, klopidogrel in
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prasugrel, merjeno z metodo opti¢ne agregometrije in zapiralnim ¢asom, in klini¢nimi
dogodki.
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