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1. Uvod

Aspirin (kyselina acetylsalicylova) se v 1écbé pouZiva
téméf 120 let', ale mechanismus téinku byl objeven mno-
hem pozd&ji, az po 80 letech jeho pouzivani v 16¢b&’. Ky-
selina acetylsalicylova patii do Siroké skupiny nesteroid-
nich antirevmatik. Dnes se nejcastéji pouziva jako antia-
gregans v prevenci kardiovaskularnich ptfihod. Antia-
gregacni u€inek aspirinu se vysvétluje trvalou inaktivaci
kritického proteinu krevnich desti¢ek — prostaglandin G/H
synthasy 1 (béZn€ nazyvané cyklooxygenasa-1, COX1).
K inaktivaci COX1 dochazi v disledku acetylace hydroxy-
lové skupiny serinového rezidua v misté Ser529 u lidi,
v experimentu u ovei Ser530 (cit.®). Nizké davky aspirinu
maji za nasledek dlouhodobou supresi produkce tromboxa-
nu A, (TXA,) a jim zprosttedkované aktivace a agregace
desticek. TXA, je dulezity prostaglandinovy metabolit,
ktery  vznikd  zarachidonové kyseliny (uvolnéné
z membranovych fosfolipidl desticek) za pisobeni COXI1.
TXA,; je velmi nestabilni (biologicky polocas 20 az 30 s)
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a jeho méfeni v praxi je obtizné. Je rychle hydrolyzovan na
biologicky inaktivni formu, tromboxan B, (TXB,), ktery je
mnohem stabilnéj$i. TXB, se dale metabolizuje v jatrech na
stabilni 11-dehydrotromboxan B, (11-dehydro--TXB,) a 2,3-
dinor-tromboxanu B, (2,3-dinor-TXB,). Oba jsou vyluco-
vany moci (obr. 1).

Pouzivané laboratorni metody stanoveni tromboxant
muzeme rozdélit do tii skupin:
bioeseje,
radioimunoeseje,
chromatografické metody spojené s hmotnostni spek-
trometrif.
V klinické praxi se nejvice rozsifily metody enzymo-
vé imunoanalyzy (EIA), které jsou pomérné jednoduché
a umoznuji vySetfeni i velkych souborti vzorkd. Trombo-
xany se nejcastéji vySetiuji v krevnim séru nebo plazmé
a v moci, ale mohou se vySetfovat i v ostatnich télesnych
tekutinach.

2. Rozpor mezi méirenymi a skute¢nymi
hodnotami tromboxant

Krevni desticky jsou vysoce reaktivni a v moment¢,
kdy se ocitnou ex vivo, se rychle aktivuji a rapidné zvysi
produkci TXA,, ktera daleko prevySuje aktudlni produkci
v organismu. Obdobi odbéru vzorku a jeho nasledné zpra-
covani je kliové pro vysledné hodnoty méfenych trombo-
xant. Uvadi se, ze aktivace uz 0,1 % trombocytt vede ke
zvyseni TXB, v plazm& na 200-400 pg m™, pii¢emZ ba-
zalni koncentrace TXB, se pohybuje pod 2 pg m™ (cit.*).
Proto méfeni koncentraci TXB, v plazmé jako index tvor-
by tromboxanu v cirkulaci pokladaji néktefi autofi za ne-
vhodné®. TXB, se dile metabolizuje hlavng v jatrech. Po-
zornost vyzkumniki se proto soustfedila na méteni dalSich
metabolitt, a to 2,3-dinor-TXB, a 11-dehydro-TXB,.
Predpokladalo se, Ze se tim vyfesi problém s ex vivo akti-
vaci desti¢ek. Oba metabolity je mozné stanovit v plazmeé
ivmo¢i. V klinické praxi se rozSifilo zejména méfeni
11-dehydro-TXB, v moci, mén¢ v plazmé a v séru. Mole-
kula 11-dehydro-TXB, je velmi stabilni, ma relativné
dlouhy biologicky polocas (45 min) a moci se vylucuje ve
veétsim mnoZzstvi neZ ostatni metabolity. Jeho monitorovani
se poklada za metodu volby pro sledovani rovnovazného
stavu tromboxanu in vivo, s koncentracemi v plazmé ko-
lem 1-2 pg m™ (cit.®). Ani tento parametr viak neni speci-
ficky pro tromboxan produkovany trombocyty. Uvadi se,
ze az 30% 11-dehydro-TXB, vmoc¢i pochazi
z mimodestickovych zdrojii (monocyty/makrofagy, endo-
telidlni bunky cév atd.). Tato mimodestickova produkce
11-dehydro-TXB, se zvysuje s intenzitou zanétu’. Na dru-
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Obr. 1. Schématické znazornéni vzniku jednotlivych prostaglandini z membranovych fosfolipidi; COX-1 — cyklooxygenasa-1,
COX-2 — cyklooxygenasa-2, 5-LOX — 5-lipoxygenasa, TXA, — tromboxan A2, PGE, — prostaglandin E; PGD, — prostaglandin D,,

PGIL, — prostaglandin I, (prostacyklin), PGF,, — prostaglandin F,

hé stran¢ za vyhody této metody je mozno oznacit fakt, ze
k vySetieni postatuje i malé mnozstvi vzorku mode (1 cm ™)
namisto obvyklych 8-10 cm ™. Kromé toho dobra stabilita
11-dehydro-TXB, byla potvrzena i ve vzorcich skladova-
nych pii teploté 25 °C po dobu 6 dni (cit.”).

3. Zlaty standard méteni u¢inku aspirinu

Pro laboratorni hodnoceni antiagrega¢niho uc¢inku
aspirinu se za zlaty standard poklada vysetfeni sérovych
koncentraci TXB, a také Evropskd lékova agentura
(European Medicine Agency, EMA) poklada sérové kon-
centrace TXB, za jediny validni marker pro hodnoceni
G&inku riznych piipravki s obsahem aspirinu’. Vysetieni
sérovych koncentraci TXB, probih4 ve vzorku celé krve
bez pouziti antikoagulancii a po hodinové inkubaci vzorku
pfi teploté 37 °C. Nevyhodou stanoveni tohoto markeru je
zna¢na variabilita vysledkt, kterd je zplsobena zejména
nejednotnymi postupy pfi zpracovani vzorku. Nameétené
hodnoty v klinickych studiich se Casto 1isi az desetinasob-
né (cit.'™'"). P¥i doporu¢ovaném postupu s inkubaci vzorku
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jsou jiz dobfe meéfitelné i sérové koncentrace jeho stabil-
n&jsiho metabolitu 11-dehydro-TXB,. Ten se nejcastéji
vydetiuje v mo¢i'’. I toto vyetieni je zatizeno zna¢nou
chybou, jak jsme uvedli vySe. Sérové koncentrace
11-dehydro-TXB, jsou dobfe méfitelné u inkubovanych
vzorkl pacientti bez 1é¢by. Po podani malych davek aspiri-
nu (nejéastéji definovanych jako davka 81-325 mg den )
dochézi k mohutné supresi tromboxanu (95-99 %) a supri-
mované hodnoty se mohou dostat pod detekéni limit pou-
zitého EIA setu. Koncentrace 11-dehydro-TXB, v séru,
zejména po inkubaci vzorku, jsou mnohem vy$s§i nez
v plazms (tab. I) (cit.>"*%). Za nejkritit&jsi dobu pfi zpra-
covani vzorku pokladaji néktefi autofi dobu od odbéru po
zahéjeni inkubace®.

4. Nedostate¢na suprese tromboxant a zvySené
kardiovaskularni riziko

NedostateCna suprese tromboxanu ma za nasledek
Cast€jsi vyskyt kardiovaskularnich ptihod vcetné mozko-
vych. Ve studii Eikelbooma a spol.** bylo prokazano, Ze
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Tabulka I
Koncentrace 11-dehydrotromboxanu B, v krevnim séru a plazmé v zavislosti na pouzité vysetfovaci metodé a dob¢ inkuba-
ce vzorku
Autor Sérum/ Metoda Doba inkubace Koncentrace
plazma stanoveni * [h] 11-dehydro TXB, [pg m™]
Catella® sérum GC-NICI-MS 1 5000
Reinke'? sérum EIA 0,54 800-1300 (0,5 h) az
24 000-48 000 (4 h)
Takasaki'* plazma EIA bez 4,0+0,3
Xu" sérum EIA neudand 181 +35
Kawano'® sérum RIA bez 2400 + 500
Satoh'” plazma RIA bez 1,8+ 0,9
Achuthan'® plazma EIA bez 98-967
Sadilkova'’ plazma EIA 1 489 + 13
Sadilkova®™ sérum EIA 1 2300
Katoh*! plazma RIA bez 173+6
Obase? plazma RIA bez 115,8 £ 266

*GC - plynova chromatografie, NICI — chemicka ionizace negativnich iontl, MS — hmotnostni spektrometrie, EIA — enzy-

mova imunoanalyza, RIA — radioimunoanalyza

pacienti s hodnotami tromboxanu v hornich kvartilech
méli 2krat Castéji srdecni infarkt a 3,5nasobné vyssi umrt-
nost v porovnani se skupinou pacientll s nizkymi hodnota-
mi 11-dehydro-TXB, v moci (dolni kvartily). Od té doby
bylo provedeno velké mnozstvi klinickych studii, které
potvrdily zvySené kardiovaskularni riziko u pacientl
s nedostate¢né suprimovanymi hodnotami tromboxantl.
Pficiny nedostatecné suprese tromboxanu aspirinem
jsou ruzné. Za nejcastéjsi se poklada non-compliance
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feni uzivani aspirinu jsme v tomto Casopise popsali jiz
drive™.

I pti ovéfeni compliance (adherence k 1é¢be) u nekte-
rych pacientl neni dosazeno dostate¢né suprese tromboxa-
nu (t. 95 % a vice). Nejcasteji k tomu dochazi u pacientli
s diabetes mellitus, u obéznich nemocnych, u pacientil
s hyperlipidemii, se zanétem apod. Vysledek mohou ovliv-
fiovat i uzivané léky*®, obvykle ne viak vyrazng.

Také pocet trombocytd muze mit vliv na hodnoty
tromboxan, ale v bézné populaci s poctem trombocytti ve
fyziologickém rozmezi (150-10°-400-10° dm™) jsou roz-
dily nevyznamné. Poclet trombocytd miZze mit vyznam
u nékterych onemocnéni, napf. u myeloproliferativnich
chorob, kde se pocet desticek mize zvySovat nékolikana-
sobné. V téchto ptipadech se zvySuje davka aspirinu i frek-
vence jeho podavani 2krat denné (zvySeny obrat desticek).

Neuspésna suprese tromboxanu vedla u nékterych
pacientt k vytvoteni koncepce tzv. aspirinové rezistence?’.
Situaci méla zlepSit a tzv. rezidudlni tromboxan méla po-
tlacit rlizna opatieni, napf. zvyseni davky aspirinu, jeho
podavani 2krat za den misto jedenkrat, nepouZzivani aspiri-
novych pfipravki s pomalym uvoliiovanim kyseliny ace-
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tylsalicylové (kvili zhor§enému vstfebavani — zejména
u diabetiki1) apod. (cit.**").

5. Mimodestickovy tromboxan

Podle nejnovéjsich poznatkti se nedostatecna suprese
tromboxanu vysvétluje produkcei tzv. mimodestickového
tromboxanu, jak jsme se zminovali jiz diive. Tento trom-
boxan vznikd v monocytech/makrofézich a endotelidlnich
bunkach via COX2. K potlaceni tvorby tohoto tromboxanu
malé davky aspirinu nestaci. K acetylaci COX2 je potieba
vyssich davek kyseliny acetylsalicylové — 1200 mg a vice.
Novgjsi prace ukazaly, Ze i desticky obsahuji malé mnoz-
stvi COX2 (cit.>®). Pfesto u malych davek aspirinu acetyla-
ce COX2 nepievysuje 5 %, zatimco u COX1 dosahuje vice
nez 70 % (cit.’"). Kromé toho, malé davky aspirinu mohou
ovliviiovat produkci tromboxanu i nepfimo. Zlepsuji funk-
ci endotelu a tim omezuji moznost produkce mimodestic-
kového tromboxanu™. Také tento tromboxan, ktery dosa-
huje 30 % celkové produkce tromboxanu a jehoz podil se
u zanétl vcetné aterosklerdzy zvysuje, je pro pacienta pro-
gnosticky nepiiznivy*>=*. Jenom piipomeneme, e rutinni
EIA metody stanovuji celkovy tromboxan vznikly cestou
COX1 a COX2.

6. Pfimé metody priikazu acetylace COX1
Zejména v kardiologickém vyzkumu se v poslednich

letech hojné vyuzivaji rizné proteomické laboratorni tech-
niky®, v&etné metody absolutni kvantifikace (AQUA)
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proteintl. Patfi mezi nové, tzv. pfimé metody, které maji
schopnost prokazat pfimo acetylovanou a neacetylovanou
COX1 (cit.”* 7). Mezi ptimé metody patii i metoda vypra-
covana madarskymi autory, a to stanoveni pomoci Wes-
tern blotu (imunoblotu)®®. Tyto piimé metody jsou vysoce
sofistikované, narocné na cas i vybaveni a nejsou zatim
vhodné pro rutinni pouZiti pfi vySetfeni velkého poctu
pacientd. Ziskané vysledky jsou vSak mnohem piesnéjsi
a slouzi jako referencni pro jiné metody.

7. Zavér

Nedostate¢né suprimované hodnoty tromboxanti
predstavuji pro pacienta zvySené kardiovaskularni riziko.
V klinické praxi se nejcastéji pouzivaji EIA metody vySet-
feni tromboxand, které jsou vSak zatizené znacnou variabi-
litou vysledkt, zejména v souvislosti s nejednotnym postu-
pem pii zpracovani vzorki. Perspektivni jsou nové, tzv.
pfimé metody méfeni G¢inku aspirinu, pro které nastava
nyni obdobi dalsiho vyvoje, ktery povede ke zlepSeni
a zjednoduSeni tak, aby bylo moZné je vyuZzivat rutinné
v klinické praxi. V roce 1979 E. Granstrom™ kon¢ila sviij
¢lanek o problematice méfeni prostaglandinli a tromboxa-
nl vétou, ze doba, kdy zjednoho vzorku budeme moci
zjistit, zda organismus produkuje nadbytek nebo nedosta-
tek sledované latky, je jest¢ v nedohlednu. Po témét
40 letech to uz (vice ¢i mén¢€) dokdzeme a autofi jsou pie-
svédcCeni, ze zavedeni tzv. pfimych metod do rutinni praxe
zdaleka nepotrva dalSich 40 let.

Seznam zkratek

AQUA metoda absolutni kvantifikace
proteint

COX1 cyklooxygenasa-1

COX2 cyklooxygenasa-2

EIA enzymova imunoanalyza

EMA European Medicine Agency

NICI chemicka ionizace negativnich iontd

PGE, prostaglandin E,

PGD, prostaglandin D,

PGl, prostaglandin I, (prostacyklin)

PGF, prostaglandin F,

RIA radioimunoanalyza

TXA, tromboxan A,

TXB, tromboxan B,

11-dehydro-TXB,
2,3-dinor-TXB,
5-LOX

11-dehydrotromboxan B,
2,3-dinor-tromboxanu B,
5-lipooxygenasa
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T. Addmek®, Z. Paluch®, and S. Alusike
(“ Department of Internal medicine, Thomayer Hospital,
Prague, ® Department of Pharmacology, Charles Universi-
ty in Prague, Second Faculty of Medicine, Prague,
¢ Postgraduate Medical School, Chair of Internal Medi-
cine, Prague): Difficulties of Thromboxane Production
Measurement in Clinical Practice

The efficacy of antiplatelet therapy with aspirin is
assessed by the degree of suppression of thromboxane A,
or its metabolites. The techniques used most widely in
current clinical practice are enzyme immunoassays. How-
ever, their results vary considerably depending, in particu-
lar, on the technique of sample processing. The authors
describe the most often assessed thromboxane A, metabo-
lites and the determination of their blood plasma, serum
and urine levels. They also discuss the pros and cons of
assessing individual thromboxane A, metabolites and pos-
sible causes of inadequate aspirin-induced thromboxane
suppression. The authors also mention novel, so called
direct techniques allowing for a direct evidence of cy-
clooxygenase-1 acetylation, which are becoming reference
ones for other techniques.

Keywords: aspirin, cyclooxygenase, thromboxane B,,
11-dehydrothromboxane B,, thromboxane A,



