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SEOWA KLUCZOWE
opornos¢ na aspiryne, opornos¢ na kwas acetylosalicylowy, wysoka reaktywnosc

ptytek krwi w frakcie leczenia, 8-epiprostaglandyna Faq, 11-dehydrofromboksan Bo,

agregacja ptytek krwi, PFA-100, udar mdzgu

OPIS STOSOWANYCH SKROTOW

8-epiPgFaa - 8-epiprostaglandyna Faq

11-dehydroTxB2 - 11-dehydrotromboksan B2 (w tabelach 11-dTxB2)

ADP - adenozynodifosforan (ang. adenosine diphosphate)

ASA - kwas acetylosalicylowy (ang. acetylsalicylic acid)

COX - cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

COX-1 - cyklooksygenaza 1

COX-2 - cyklooksygenaza 2

LTA - agregometria optyczna (ang. light tfransmission aggregometry)

MDA - malonylodialdehyd

PFA - analizator czynnosci ptytek krwi  (ang. platelet function
analyzer)

PgH2 - prostaglandyna H2

TXA2 - fromboksan Az

TxB2 - fromboksan B2
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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wstep
Badania ostatnich lat wskazujg, ze czestqg przyczyng nieskutecznosci wtdrnej

profilaktyki udaru niedokrwiennego mobzgu jest tzw. opornoS¢ na kwas
acetylosalicylowy (ASA). Wystepuje ona u okoto 25% chorych, otrzymujgcych ASA w
dawce dobowej 75-150 mg. Powodem opornosci na ASA moze byc¢, obok wielu
innych czynnikbw, nieenzymatyczne powstawanie izoprostanéw aktywujgcych ptytki

krwi.

Cele

Postanowiono okresli¢ czestosci wystepowania opornosci na ASA we wtasnym
materiale chorych po niedokrwiennym udarze mozgu, oceni¢ przydatnosci
wybranych badan laboratoryjnych w rozpoznawaniu opornosci na ASA i poszukiwac

zwigzku pomiedzy opornoscig na ASA a stezeniem izoprostanu.

Materiat

Do badania zakwalifikowano 44 chorych, u ktérych co najmniej 1 miesigc wczesniej
wystgpit niedokrwienny udar mézgu. Wszyscy chorzy otrzymywali przez przynajmniej
1 miesigc przed badaniem ASA w dawce 75-150 mg/dobe. Grupe kontrolng dla
oznaczenia  stezen 11-dehydrotromboksanu B2 (11-dehydroTxB2) i 8-
epiprostaglandyny Fz, (8-epiPgFz,) w osoczu stanowito 9 oséb, kidre nie przebyty

zawatu mozgu i w okresie badania nie przyjmowaty zadnych lekow.

Metody

Czynnosc¢ ptytek krwi badano pomiarami agregacji indukowanej ADP w stezeniu 3,5
gmol/l i 5 umol/l, kolagenem (2 ug/ml), kwasem arachidonowym (0,6 mmol/l) oraz
pomiarami czasu zamkniecia otworu testowego na ptytce pokrytej kolagenem i
epinefryng (adrenalinq) w  analizatorze PFA-1008, Ponadto  metodqg
immunoenzymatyczng mierzono stezenia osoczowe 11-dehydroTxB2 metabolitu
tromboksanu Az2) i 8-epiPgF, postugujgc sie zestawami EIA Kit firmy Cayman
Chemicals z USA. Potwierdzeniem stosowania ASA  byto  obnizenie

wewnatrzptytkowego stezenia malonylodialdehydu (MDA).
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W obecnej pracy opornos¢ na ASA stwierdzano w przypadku zachowanej agregacii
ptytek pod wptywem ADP >60%, pod wptywem kolagenu >70% i pod wptywem
kwasu arachidonowego >20% oraz skroconego ponizej 165 s czasu zamkniecia w
analizatorze PFA-100®, a takze pozostajgcego w granicach normy stezenia 11-
dehydroTxBo..

Wyniki

Srednie stezenie 11-dehydroTxB2 w grupie pacjentéw przyjmujgcych ASA byto nizsze
niz w grupie kontrolnej i wynosito ono odpowiednio 2,1 pg/ml (ASA) i 3,0 pg/ml (bez
ASA). Roznica byta istotna statystycznie (p=0,041).

Srednie stezenie 8-epiPgFa W grupie pacjentdow byto wyzsze niz w grupie kontrolnej
zdrowych ochotnikdw i wynosito ono odpowiednio 68,9 pg/mL (pacjenci), 29,9

pg/mil (zdrowi ochotnicy). Réznica byta istotna statystycznie (p=0,027).

Czesto$¢ opornosci na ASA u chorych po niedokrwiennym udarze mdzgu
Aagregometria optyczna
ADP 3,5 ADP 5,0 Kwas PFA-100e | ' 1-dehydro
Kolagen . TxB2
umol/I pmol/I arachidonowy
45% 52% 20% 7% 52% 43%

Stwierdzono statystycznie istotng ujemnq korelacje pomiedzy czasem zamkniecia w
analizatorze PFA-100® a stezeniem 11-dehydroTxB2 (r= -0,31; p=0,039) oraz stezeniem
8-epiPgFaa (r=-0,36; p=0,019).

Starszy wiek badanych zwigzany byt z krétszym czasem zamkniecia otworu przez
skrzep w analizatorze PFA-100® oraz starszy wiek badanych zwigzany byt ze
zwiekszonym stezeniem 11-dehydroTxBo.

U badanych, ktérzy mieli stwierdzong hiperlipidemie wyniki agregometrii z uzyciem
ADP w stezeniach kohcowych 3,5 umol/l oraz 50 umol/l byty istotnie statystycznie

wyzsze (odpowiednio p=0,010i p=0,004).

Whnioski

1. Opornos¢ na kwas acetylosalicylowy wystepuje u 7-52% chorych po udarze
niedokrwiennym modzgu w zalezno$ci od rodzaju zastosowanej metody
badawcze. Najsilniejsza korelacja istnieje pomiedzy  oznaczonym
immunoenzymatycznie stezeniem 11-dehydrofromboksanu B2 w 0soczu a czasem
zamkniecia w analizatorze PFA-1009,

2. U pacjentéw po wudarze niedokrwiennym mobzgu leczonych kwasem

acetylosalicylowym przemiana kwasu arachidonowego zachodzgca z udziatem
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cyklooksygenazy ulega obnizeniu. Zaleznos¢ stezenia 11-dehydrofromboksanu B2
W 0sOCzU i czasu zamkniecia w analizatorze PFA-100® od wieku badanych moze
ponadto Swiadczy¢ o tendencji do zwiekszone] aktywaciji ptytek krwi u osdb
starszych w tej grupie chorych.

3. U pacjentdéw po udarze niedokrwiennym mozgu stosujgcych w prewenciji wtdrnej
kwas acetylosalicylowy hiperlipidemia powoduje zwiekszenie agregacji ptytek
krwi pod wptywem ADP.

4. Nieenzymatyczne tworzenie izoprostandw (8-epiprostaglandyny Fza) w wyniku
dziatania wolnych rodnikéw jest zwiekszone u pacjentéw po udarze
niedokrwiennym maozgu. Proces ten moze przyczyniac sie do opornosci na kwas
acetylosalicylowy (obserwowanej w badaniach analizatoremm PFA-100%), co

mogtoby stanowi¢ podstawe nowych implikacii terapeutycznych.



Stezenie izoprostanu (8-epiprostaglandyny F,) w 0soczu a oporno$¢ na aspiryne u chorych po ...

STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

ISOPROSTANE (8-EPI PROSTAGLANDIN F2q) PLASMA CONCENTRATION
AND ASPIRIN RESISTANCE IN PATIENTS AFTER ISCHEMIC STROKE

Infroduction

Studies published in recent years show that ineffectiveness of ischemic stroke
secondary prevention often is caused by phenomenon called aspirin resistance.
Aspirin resistance is revealed in about 25% patients on acetylsalicylic acid (aspirin)
treatment (75-150 mg daily). Besides other mechanisms, an oxidant stress along with
nonenzymatic biosynthesis of isoprostanes stimulating the platelet activation has

been suggested as a cause of aspirin resistance.

Aims

The aims of this study were estimation of aspirin resistance incidence among survivors
of ischemic stroke, evaluation of usefulness of some platelet function tests in aspirin
resistance exploration and searching for relationship between isoprostane

concentration and aspirin resistance.

Material

44 patients at least a month after acute onset of ischaemic stroke were included into
the study. All of them were receiving 75-150 mg aspirin daily at least for a month. The
control group for plasma 11-dehydrothromboxane B2 measurements consisted of 9

healthy volunteers who did not take any medicines prior to blood sampling.

Methods

The platelet function was investigated by platelet aggregation induced by either
ADP (3.5 and 5.0 umol/L), collagen (2 ug/mL) or arachidonic acid (0.6 mmol/L) and
measurement of closure time on the collagen and epinephrine cartridge in PFA-1009
analyzer. Thromboxane A2 metabolite — 11-dehydrothromboxane B2 (11-dehydroTxB2)
and isoprostane — 8-epiprostaglandin Faa (8-epiPgF2a) plasma concentration were
determined using immunoenzymatic method (EIA Kits from Cayman Chemicals). The
aspirin ingestion was controlled by diminished intraplatelet concentration of

malonyldialdehyde.
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In this study aspirin resistance has been determined by the following criteria: the
intensity of platelet aggregation induced by ADP >60%, collagen >70%, AA >20%,

PFA-100® closure time <165 s and 11-dehydroTxB2 concentration within normal range.

Results

Mean concentration of 11-dehydroTxB2 in the group of patients taking aspirin was
lower than in the control group, respectively 2,1 pg/ml (taking aspirin) i 3,0 pg/ml (not
taking aspirin). This difference was statistically significant.

Mean concentration of 8-epiPgFz, in the group of patients was higher than in the
control group of healthy volunteers, respectively 68,9 pg/mL (patients), 29.9 pg/ml

(healthy volunteers). This difference was statistically significant.

The frequency of aspirin resistance in patients after ischemic stroke
Light transmission aggregometry (LTA)
ADP 3,5 ADP50 | o . | Amchidonic | PFA-100° ] ]‘dTiEydro
pmol/L pmol/L 9 acid 2
45% 52% 20% 7% 52% 43%

Statistically significant inverse correlations have been found between the plasma
concentration of 11-dehydroTxB2 and PFA-100® closure time (r= -0,31; p= 0,039) as
well as between plasma concentration of 8-epiPgF2a and PFA-100® closure time  (r= -
0.36; p=0,019).

Older age of patients was associated with shorter closure time in PFA-1002 method
and also older age of patients was associated with higher concentration of 11-
dehydroTxBo.

Patients with hyperlipidemia had statistically higher aggregation with ADP in
concentration 3,5 umol/l and 5,0 umol/I (respectively p=0,010 i p=0,004).

Conclusions

1. Different laboratory tests reveal resistance to aspirin in 7-52% of patients after
ischemic stroke. The most significant correlation is observed between 11-
dehydrothromboxane B> plasma concenftration measured with
immunoenzymatic assay and closure time in PFA-100® method.

2. Patients after ischemic stroke taking aspirin present decreased activity of
cyclooxygenase metabolising arachidonic acid. The relationship of age and 11-
dehydrothromboxane B2 plasma concentration and closure time in PFA-100©

method suggests that platelet activation is increased in this group of patients.
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3. Hyperlipidemia in patients after ischemic stroke taking aspirin causes increased
platelet aggregation induced by ADP.

4. A nonenzymatic production of isoprostane (8-epiprostaglandin Fa) caused by
free radicals is increased in patients after ischemic stroke. This process may
contribute to aspirin resistance (notficed in PFA-100® method) and gives chances

for new therapeutic opportunities.



Stezenie izoprostanu (8-epiprostaglandyny F,) w 0soczu a oporno$¢ na aspiryne u chorych po ...

1.

WSTEP

Choroby uktadu krgzenia sq wspodtczesnie najczestszg przyczyng zgondw w
krajach rozwinietych. Sg one réwniez jedng z gtdwnych przyczyn chorobowosci,
inwalidztwa, niezdolnosci do pracy i samodzielnej egzystencji. Do narzgdéw
uszkadzanych przez te choroby nalezy miedzy innymi modzgowie. Wobec
powyzszego naczyniowe choroby modbzgowia stanowig powazny problem
spoteczny. Najczestszg jednostkg chorobowq sposrdd naczyniowych chordb

mozgowia jest niedokrwienny udar mézgu (zawat mozgu).

Do zawatu modzgu dochodzi gtdwnie w mechanizmie zakrzepu lub zatoru.
Zaréwno w jednym jak i drugim mechanizmie istotng role odgrywajq ptytki krwi.
Sposobem  zapobiegania wystgpieniu  zawatu mdozgu jest  hamowanie
fizjologicznej czynnosci ptytek krwi. Lekiem najczesciej stosowanym w tym celu
jest aspiryna (kwas acetylosalicylowy, ang. acetylsalicylic acid, ASA). Jest to lek
znany od wielu lat, bardzo dobrze przebadany i tani. Z tych wzgleddw jest bardzo
szeroko stosowany m.in. we wtdrnej profilaktyce zawatu mdzgu. Ma on duze

zZnaczenie we wspotczesnej medycynie.

Jednakze u czesci chorych leczonych ASA, dochodzi do kolejnych zawatéw
mozgu. Co wiecej, u czesci chorych leczonych ASA badania laboratoryjne
pokazujg, iz oczekiwane, znaczne zahamowanie czynnosci ptytek krwi nie
wystepuje. Stwierdzane jest tylko niewielkie zahamowanie czynnosci ptytek krwi.
Zjawisko to nazywane jest opornoscig na aspiryne (opornoscig na ASA).
Wystepowanie opornosci na ASA jest niepokojgce. Tym bardziej, iz rutynowo nie
bada sie odpowiedzi ptytek krwi na podawany pacjentom lek. W ostatnich
latach opublikowano wiele doniesienh na temat opornosci na ASA. Jednakze
dotychczasowe ich wyniki nie pozwolity ustali¢ jednoznacznie jej przyczyn i

mechanizmow.

Jedng z wysuwanych hipotez ttumaczgcych zjawisko opornosci na ASA jest
agonistyczne  oddziatywanie  izoprostandw, powstajgcych na  drodze
nieenzymatycznych przemian, na receptory dla tromboksanu Az (TxAz2) na
powierzchni ptytek krwi. Wowczas pomimo zahamowania powstawania TxAz,

pobudzany jest szlak aktywowania ptytek krwi zalezny od receptora dla TxAo.
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Skutkuje to pozostawaniem ptytki krwi w stanie gotowosci do tworzenia zakrzepu
pomimo przyjmowania leku. W niniejszej pracy postanowiono zweryfikowac te

hipoteze.

1.1. Udar niedokrwienny (zawat) mézgu
Wedtug definicji WHO z 1980 roku udar mdzgu to nagte wystgpienie
ogniskowych lub uogdlnionych zaburzeh czynnosci mozgu, trwajgcych diuzej
niz 24 godziny (o ile wczesniej nie doprowadzg do zgonu) i spowodowanych
wytgcznie przyczynami naczyniowymi, zwigzanymi z mézgowym przeptywem

krwi.

W obrebie tej definicji nie miesci sie przemijajgcy napad niedokrwienia
mozgu (ang. transient ischemic attack — TIA), w ktérym objawy ustepujg
przed uptywem 24 godzin. Aktualnie traktuje sie zawat mdzgu i przemijajgce
niedokrwienie mdozgu jako spektrum objawdw klinicznych jednej jednostki

chorobowej (1j. naczyniopochodnego uszkodzenia mdzgu).

Jezeli przed uptywem 3 tygodni objawy udaru mézgu ustgpig to mdowi sie o
udarze odwracalnym, jezeli nie ustgpig to mamy do czynienia z udarem

dokonanym.

Ze wzgledu na mechanizm udar mdzgu dzielimy na niedokrwienny — zawat
mozgu (ok. 84%), krwotoczny (ok. 15%) — krwotok srodmdzgowy i krwotok
podpajeczyndwkowy oraz zylny (ok. 1%) — w zakrzepicy zatok zylnych
mobzgowia. Poza powyzszymi stosuje sie rowniez klasyfikacje TOAST (wedtug
etiologii) i klasyfikacje Oxfordshire Community Stroke Project (wedtug

umiejscowienia ogniska udarowego i zwigzanych z nim objawdw klinicznych).

W Polsce czestos¢ zapadania na pierwszy w zyciu zawatu mdzgu szacuje sie
na 111/100 000 na rok.

Pod wzgledem patogenetycznym zawaty mobzgu  wynikajg z

niedostatecznego w stosunku do pofrzeb zmniejszenia przeptywu w tetnicy
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mozgowej. Przyczyng moze byC¢ zakrzep (skrzeplina), ktéry powstat na
przyktad w lewym przedsionku serca w trakcie migotania przedsionkéw
i przemiescit sie do tetnicy mézgowia. Na materiale zatorowym gromadzq sie
ptytki krwi formujgc czop ptytkowy i nasilajgc zaburzenie przeptywu. Innym
patomechanizmem zawatu modzgu jest pekniecie blaszki miazdzycowej i
wytworzenie sie w tym miejscu czopu ptytkowego zamykajgcego czesciowo

lub catkowicie swiatto tetnicy mdzgowe;.

1.2. Ptytki krwi
Ptytki krwi odgrywajg dwie gtéwne funkcje w hemostazie: tworzg czop
ptytkowy (hemostaza pierwotna) i uczestniczg w krzepnieciu krwi (hemostaza
wtdérna). Wyrdznia sie nastepujgce czynnosci ptytek krwi podczas tworzenia

czopu ptytkowego: adhezja, aktywacja i agregacja.

Rycina 1. Ptytka krwi pomiedzy erytrocytem ileukocytem.

Ptytki krwi poprzez swoje receptory tgczg sie (adhezja) z odstonietymi (na
skutek uszkodzenia naczynia) biatkami tkanki tgcznej, gtéwnie kolagenem. To
potgczenie z kolagenem, jak rowniez dziatanie agonistow receptorow
btonowych [adenozynodifosforan (ADP), trombina, tromboksan Az (TxAz),

epinefryna (adrenalina), czynnik aktywujgcy ptytki (PAF) i inne], powoduje
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aktywacje ptytek krwi. Trombina i inni agonisci powodujqg fosforylacje miozyny
i aktywacje fosfolipazy A2. Fosfolipaza Az uwalnia kwas arachidonowy z
fosfolipidow btonowych. Kwas arachidonowy jest przeksztatcany przez
cyklooksygenaze 1 (COX-1) w prostaglandyne G2, a ta z kolei w
prostaglandyne H2 (PgH2). Nastepnie syntaza TxA: przeksztatca PgH: w
fromboksan Az (TxAz). Dziata on na ptytki na zasadzie autokrynnej (jest on
produkowany przez ptytki i wydzielany na zewngtrz komarki) nasilajgc ich

adhezje, aktywacje i agregacije.

Rycina 2. Szlak przemian kwasu arachidonowego.

kwas arachidonowy
COOH
cyklooksygenaza 1
cyklooksygenaza 2
o} COOH
[0}
@ O0H PGG,
0 COOH
0
syntaza prostacyklin —— OH PGH,
Hooe ¥ P YAy i syntaza tromboksanu
0 @I izomerazy
§ i } ©
CH OH PGHL Q g Ho COOH
L COOH COOH COOH 0
hydroiiza (o)
HO OH PGE, HO OH PGF, o OH PGD. OH - TXAg
O COOH PGDH PGDH hydroliza
HO
0 HO QO
OH OH gégto- COCOH COOH o CooH
L 1 Ho
oksydacja HO o HO 0 ) OH TXB,
A" recukeja A" redlukcia G i
[o) COOH x~L‘I<Syf.£uc-:u {'-..--Hy.(‘.}—g:n OH l‘ groyonas
HO »oksydacja oroksydacja COOH OH
HO
COOH COOH o0 . 3 sy
OH OH OH 0OH HO
HO L2 HO E 11-dehydro-TXB. QH
2.3-dinor-B-keta-PGF,,, O  PGEM O PGEM 2,3-dinor-TXB,

Zaktywowane ptytki krwi tgczqg sie ze sobqg oraz z fiborynogenem i czynnikiem
von Willebranda poprzez receptory — dlikoproteine (GP) llb/llla. Jedna
czgsteczka fibrynogenu moze tgczy¢ sie z dwiema sgsiednimi ptytkami.
Efektem jest powstanie czopu ptytkowego, ktdry nastepnie w przebiegu
hemostazy wtdrnej jest stabilizowany i umacniany przez fibryne.

SzZlak przemian kwasu arachidonowego zwienczony wytworzeniem
tfromboksanu A2 stuzy wzmocnieniu sygnatu  wewngtrzkomorkowego

prowadzgcego do aktywacji GP lib/llla - receptora dla fibrynogenu czyli
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1.3.

biatka kluczowego dla oddziatywan miedzy ptytkami krwi. Tromboksan A2

oprocz pobudzania ptytek krwi powoduje rowniez skurcz tetnic (1).

Kwas acetylosalicylowy
Kwas acetylosalicylowy (ang. acetylsalicylic acid — ASA) jest niesteroidowym
lekiem przeciwzapalnym o dziataniu przeciwbolowym, przeciwgorgczkowym,

przeciwzapalnym i przeciwzakrzepowym.

Rycina 3. Wzér chemiczny kwasu acetylosalicylowego.

H‘“‘xc/ﬁ

D P
@/ T °
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Wchtanianie po podaniu doustnym jest szybkie i catkowite, zachodzi w
zotqgdku ijelicie cienkim na drodze biernej dyfuzji. Tabletki powlekane sg
przystosowane do wchtaniania w jelicie cienkim, aby uniemozliwic

bezposrednie uszkadzajgce dziatanie leku na btone §luzowq zotgdka.

Kwas acetylosalicylowy charakteryzuje sie duzg zdolnosciqg penetracji do
tkanek i ptyndw ustrojowych, w tym takze do ptynu mdzgowo-rdzeniowego,
do ptynu stawowego, do mleka i przez tozysko. Wigze sie z biatkami w 70-90%,

w stopniu zaleznym od stezenia w surowicy.

Kwas acetylosalicylowy metabolizowany jest na drodze hydrolizy
katalizowanej przez esterazy do kwasu salicylowego, w 50-80% w
mechanizmie pierwszego przejscia przez wqgtrobe. Proces dalszej

hydroksylacji w watrobie, nerkach oraz w aktywowanych granulocytach
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1.4.

obojetnochtonnych prowadzi do powstania nieaktywnych metabolitow.

Gtéwng drogqg eliminaciji metabolitéw jest wydalanie przez nerki.

Przeciwzakrzepowo (antyagregacyjnie) stosuje sie 75-150 mg kwasu
acetylosalicylowego na dobe, przeciwgorgczkowo i przeciwbdélowo do 2 500

mg na dobe a przeciwzapalnie do 5 000 mg na dobe.

Rola kwasu acetylosalicylowego w leczeniv zawalu mézgu i jego wtérnej
profilaktyce

Cyklooksygenaza 1 (konstytutywna) jest enzymem, ktéry w warunkach
fiziologicznych odpowiada za produkcje prostaglandyn o dziataniu
ochronnym. Cyklooksygenaza 2 (indukowalna), syntetyzowana pod
wptywem reakcji zapalnej, przyczynia sie do powstawania nadmiaru
prostaglandyn i podtrzymywania procesu zapalnego. W ptytkach krwi

znajduje sie COX-1, nie jest tam obecna COX-2.

Kwas acetylosalicylowy jest substancjg, ktéra poprzez nieodwracalng
acetylacje seryny (w pozycji 529 w COX-1i 516 w COX-2) hamuje aktywno$c¢
cykloosygenazy (COX). Acetylacja seryny tworzy przeszkode przestrzenng
uniemozliwiajgcg dotarcie  kwasu  arachidonowego do  centrum
katalitycznego COX-1. W przypadku COX-2 acetylacja seryny prowadzi do
zmiany czynnosci enzymu, ktory nie wytwarza PgH2. ASA ma zdecydowanie
wieksze (3,12 razy wieksze) powinowactwo do COX-1 niz do COX-2.
Poniewaz ptytki krwi nie posiadajg jgdra komdrkowego, nie sg w stanie
zsyntetyzowac nowej COX-1. Wiec do kohca zycia danej ptytki krwi jej COX-1
pozostaje nieaktywna i ptytka nie jest w stanie zsyntetyzowac TxA2 bedgcego
jednym z najwazniejszym jej aktywatordw. ASA blokuje dziatanie COX rowniez
w Ssrédbtonku, ktéry wytwarza prostacykline (Pglz) dziatajgcq przeciwstawnie
do fromboksanu A2. Jednakze ze wzgledu zdolnos¢ komorek srédbtonka do
statej produkcji biatek (dzieki posiadaniu jgdra komdrkowego) dziatanie to

jest nieistotne klinicznie.



Stezenie izoprostanu (8-epiprostaglandyny F,) w 0soczu a oporno$¢ na aspiryne u chorych po ...

1.5.

L powyzszych wzgledow kwas acetylosalicylowy jest jednym z
najwazniejszych lekdw w leczeniu ostrej fazy zawatu mozgu jok i w

zapobieganiu kolejnym zawatom mozgu (wtdrna profilaktykal).

Skuteczno$¢ dziatania leku dowiedziono w licznych badaniach. Ich
metaanalizy (2) (3) wykazaty, iz u osdb majgcych wysokie ryzyko wystgpienia
epizodu naczyniowego, stosowanie ASA powoduje zmniejszenie liczby
zawatdw mobzgu niezakonczonych zgonem o 25% oraz zmniejszenie liczby
zgondw pochodzenia naczyniowego (miedzy innymi w przebiegu zawatu
mozgu) o 17%. Stosowanie terapii przeciwptytkowej przez 3 tygodnie podczas
(ostrej fazy) zawatu mobzgu zmniejsza liczbe zgondw z powododw
naczyniowych o 5 na 1000 przypadkdw. Natomiast przyjmowanie ASA przez
chorych przez 2 lata po zawale modzgu lub przemijajgcym niedokrwieniu
mozgu zmniejszyto wystepowanie epizodow naczyniowych o 36 na 1000
leczonych. Przedstawione korzysci przewazaty nad ryzykiem krwawienia
pozaczaszkowego. W innej metaanalizie u chorych ze stabilng chorobg
uktadu sercowo-naczyniowego wyniki byty podobne (4).

Tran i Anand w swojej metaanalizie podsumowujq, iz stosowanie ASA (w
poréwnaniu do placebo lub do grupy kontrolnej) przez 29 miesiecy umozliwia
redukcje o 22% tgcznie przypadkdw zawatu mozgu, zwatu serca i Smierci z

przyczyn naczyniowo-sercowych (5).

Opornos¢ na aspiryne

Pomimo udowodnionej statystycznie duzej skutecznosci ASA, czes¢ chorych
doznaje kolejnych niedokrwiennych epizoddw naczyniowych podczas
stosowania wtornej profilaktyki za pomocg ASA. U tych chorych dochodzi do

kolejnego zawatu mdézgu.

Problem ten sktonit do przeprowadzenie badan nad oceng hamowania
czynnosci  ptytek krwi przez lek. U czesci chorych w badaniach
laboratoryjnych stwierdza sie brak (oczekiwanego) zmniejszenia aktywnosci
ptytek krwi. Problem ten zostat nazwany ,opornoscig na aspiryne”

(,,opornoscig na kwas acetylosalicylowy”, ,,opornoscig na ASA”). Zjawisko to
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nie jest precyzyjnie zdefiniowane (6). Ostatnio preferuje sie uzywanie terminu
wwysoka reaktywno$¢ ptytek krwi w trakcie leczenia” (high on-treatment
platelet reactivity”) zamiast terminu ,,opornos¢ na aspiryne/ASA”. W niniejszej
pracy konsekwentnie stosowano termin ,,oporno$¢ na ASA" ze wzgledu na

zatwierdzony tytut rozprawy doktorskie;.

Czestos¢ wystepowania opornosci na ASA zalezy od dawki (7) i uzytej
metody laboratoryjnej. W badaniach gdzie mierzono stezenie tfromboksanu,
czyli produktu cyklooksygenazy, ktérg hamuje lek, u 1,8% chorych
stwierdzono brak zahamowania jego wytwarzania (8). Natomiast w
badaniach czynnosciowych podgrupa z niedostatecznym zahamowaniem
czynnosci ptytek krwi jest znacznie wieksza i wynosi 27-34% (9) (10).
Kontynuowane sq badania nad testami najlepiej identyfikujgcymi opornose

na aspiryne (11).

W przesztosci, obok laboratoryjnej opornosci na ASA rozpoznawanej na
podstawie badan laboratoryjnych, wystepowato pojecie Kklinicznej
opornosci na ASA" okreslajgce sytuacje, kiedy podczas leczenia ASA
dochodzito do incydentu niedokrwiennego. Obecnie zaleca sie
niestosowanie okreslenia ,kliniczna opornos¢ na ASA” poniewaz w sposob
mato  precyzyjny i zbyt szeroki wigze wystgpienie incydentéw

niedokrwiennych z brakiem odpowiedzi na leki przeciwptytkowe (12).

W licznych pracach sg podnoszone potencjalne przyczyny opornosci na ASA
(13). Sq to:
l. Zmniejszona biodostepnosc
- nieprzestrzeganie zalecen przez pacjentéow
- zbyt mata dawka leku
-rownolegte  przyjmowanie  okre$lonych niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych blokujgcych cyklooksygenaze odwracalnie i
uniemozliwiajgcych dostep ASA do COX
II. Wzmozona czynno$¢ ptytek krwi
- hipercholesterolemia, przewaznie z towarzyszgcqg wzmozong

produkcjg frombiny



Stezenie izoprostanu (8-epiprostaglandyny F,) w 0soczu a oporno$¢ na aspiryne u chorych po ...

- stany nadkrzepliwosci po zawale serca lub niestabilnej dtawicy
piersiowe]
- biosynteza TxA2 szlakami, ktdre nie sq blokowane przez ASA np. przez
COX-2 w monocytach i makrofagach
- zwiekszona wrazliwosc¢ ptytek krwi na ADP i kolagen
- zwiekszone uwalnianie ptytek krwi ze szpiku kosthego w odpowiedzi na
stres np. po pomostowaniu aortalno-wiencowym, nowopowstate ptytki
krwi nie miaty kontaktu z ASA
- miedzykomodrkowy transport metabolitbw kwasu arachidonowego
miedzy komorkami srédbtonka a zahamowanymi przez ASA ptytkami
lll. Polimorfizm genetyczny
- polimorfizm ptytkowej glikoproteiny lib/llla, nosiciele allela PIA2 sg
mniej wrazliwi na przeciwzakrzepowe dziatanie ASA in vivo
- polimorfizm czynnika krzepniecia Xlll Val34Leu
- warianty COX-2 u chorych po pomostowaniu aortalno-wiehcowym
- polimorfizm ptytkowych receptoréw dla kolagenu
IV.Inne czynniki
- palenie tytoniu
- zwiekszone stezenie norepinefryny (noradrenaliny) podczas duzego
wysitku fizycznego lub stresy psychicznego)

- stres oksydacyjny i biosynteza 8-epiprostaglandyny Faq (8-epiPgFad)

Hipotezg ttumaczgcqg wystepowanie opornosci na ASA, wartg szczegdlnego
zainteresowania, jest powstawanie na drodze nieenzymatycznej 8-
epiprostaglandyny Faq jako agonisty ptytkowego dziatajgcego analogicznie
do fromboksanu A2. (14). Kwas arachidonowy bedqgcy sktadnikiem
fosfolipidéw bton komodrkowych oraz lipoprotein osocza krwi pod wptywem
wolnych rodnikéw ulega peroksydacji. Nastepnie na skutek rearanzacii
powstaje endonadtlenek, ktéry przez komdrkowq peroksydaze ulega redukcji
do izoprostanu. Woéwczas fosfolipaza A2 odtgcza z fosfolipidu 8-

epiprostaglandyne Faa. Powyzsze procesy szczegdtowo prezentuje rycina 4.

20
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Rycina 4. Powstawanie 8-epiprostaglandyny Faa (8-izoprostanu).
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1.6. Metody badania czynnosci ptytek krwi

Istnieje wiele metod stuzgcych badaniu czynnosci ptytek krwi. Wykorzystuje
sie je miedzy innymi do oceny dziatania lekéw. Do oceny dziatania kwasu
acetylosalicylowego najczesciej sg wykorzystywane: agregometria optyczna
(LTA - light transmission aggregometry) (15), Ultegra Rapid Platelet Function
Assay — VerifyfNow® ASA (Accumetrics, San Diego, Kalifornia, Stany
Zjednoczone Ameryki), oznaczanie stezenia tfromboksanu B2 w surowicy (16),
ocena wytwarzania tromboksanu B2 po indukcji agonistg w osoczu (17),
ocena wytwarzanie 11-dehydrotromboksanu B2 w moczu (12) (18) (19).
Aktualnie mnigjsze znaczenie ma pomiar czasu zamkniecia w analizatorze
PFA-100® (Dade Behring, Marburg, Niemcy) (20) (21).

Natomiast do oceny dziatania antagonistow ptytkowego receptora P2Yi2 dla
ADP - pochodnych tienopirydyny (klopidogrelu, prasugrelu, tiklopidyny) oraz
tikagreloru najczesciej wykorzystuje sie: agregometrie optyczng, Ultegra

Rapid Platelet Function Assay — VerifyNow® P2Yi2 (Accumetrics, San Diego,
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1.7.

Kalifornia, Stany Zjednoczone Ameryki), Platelet VASP® (BioCytex, Marsylia,
Francja) opartg na cytometri  przeptywowe] oraz agregometrie
impedancyjng, miedzy innymi, z uzyciem aparatu Multiplate® ADP test
(Verum Diagnostica, Monachium, Niemcy). (22)

Do oceny dziatania pochodnych tfienopirydyny nie moze by< uzywany
system PFA-100® z dotychczas uzywanymi kasetkami. W trakcie oceny jest
nowa kasetka (Innovance PFA P2Y), ktéra z wiekszg czutoscig ocenia
aktywnos¢ ptytek krwi zalezng od receptorow P2Y 2.

Niestety, wystepuje niezadowalajgca korelacja pomiedzy wynikami réznych

testow.

Uzasadnienie podjecia tematu

Zjawisko opornosci na ASA nie jest dostatecznie poznane, a dostepna wiedza
nie jest wystarczajgce do sformutowania powszechnie obowigzujgcych
zalecen (12) (23) (24) (25).

Dlatego tez zaplanowano badania majgce zweryfikowac hipoteze o istotne]
roli 8-epiprostaglandyny Fza w wystepowaniu opornosci na ASA. Nowe
informacje mogtyby w przysztosci pomdc w zapobieganiu wystepowania
opornosci na aspiryne, a takze zaproponowac ewentualng modyfikacje

leczenia, jesli opornosc wystgpi.

2. CELE

W niniejszej pracy postanowiono zbadac zjawisko opornosci na kwas
acetylosalicylowy u chorych po niedokrwiennym udarze mdbzgu.
Zaplanowano okreslenie czestosci wystepowania tego fenomenu we
wtasnym materiale chorych po udarze niedokrwiennym mobzgu, a takze
ocene przydatnosci wybranych badan czynnosci ptytek  krwi  w
rozpoznawaniu opornosci na kwas acetylosalicylowy. Kolejnym celem byto

poszukiwanie zwigzku pomiedzy stezeniem powstajgcego na drodze
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nieenzymatycznej proagregacyjnego izoprostanu (8-epi prostaglandyny Fad),

a wynikami badan czynnosci ptytek krwi.

3. MATERIAL
3.1. Grupa badana

Do badania wtgczono 44 pacjentdw w wieku od 22 do 83 lat (Srednio 53,5
lat) bedgcych ponad miesigc po niedokrwiennym udarze mézgu (minimum —
1 miesigc, maksimum — 17 lat, mediana — 2 lata i 10 miesiecy). 23 sposrdd nich
stanowity kobiety, a 21 mezczyzini. Wszyscy oni  przyjmowali  kwas
acetylosalicylowy w dawce od 75 do 150 mg na dobe, przez co najmniej
miesigc przed pobraniem krwi do badan. Szczegdtowq charakterystyke
prezentuje tabela 1.

Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej (n=44)

Cecha Liczba przypadkoéw (odsetek grupy)
Pte¢ meska 21 (48%)
Srednia: 53,5 lat
Wiek minimum: 22 lata
maksimum: 83 lata
mediana: 2 lata i 10 miesiecy
Czas od zawatu mdzgu minimum: 1 miesigc
maksimum: 17 Iat
Aktualni palacze tytoniu 15 (34%)
Nadcisnienie tetnicze 22 (50%)
Hiperlipidemia 17 (39%)
Cukrzyca 8 (18%)
Przebyty zawat serca 10 (23%)
Stosowanie statyny 9 (20%)
Zawat mdézgu w rodzinie 25 (57%)

Wszyscy chorzy mieli liczbe ptytek krwi nie mniejszg niz 100 G/I (100 x 10%/1),
stezenie hemoglobiny nie mniejsze niz 6,2 mmol/I (10 g/dl), stezenie kreatyniny
nie wieksze niz 220 umol/l (2,5 mg/dl). Nie przebyli w ciggu ostatniego

miesigca zawatu serca.

Hiperlipidemie definiowano jako stezenie cholesterolu LDL 23,0 mmol/l (115
mg/dL) lub stezenie cholesterolu catkowitego 25,0 mmol/l (190 mg/dl) lub
stezenie trojgliceryddw 21,7 mmol/I (150 mg/dl).
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3.2. Grupa kontrolna

Grupa kontrolna dla oznaczania stezenia 11-dehydrotromboksanu B2 i 8-
epiprostaglandyny Faq sktadata sie z 9 oséb, ktdre nie przebyty zawatu mozgu
i w okresie badania nie przyjmowaty zadnych lekow.

Tabela 2. Charakterystyka grupy kontrolnej (n=9)

Cecha Liczba przypadkow (odsetek grupy)
Pte¢ meska 4 (44%)
srednia: 48 lat
Wiek minimum: 31 lat
maksimum: 60 lat
Aktualni palacze tytoniu 3 (33%)
Nadcisnienie tetnicze 1(11%)
Hiperlipidemia 0 (0%)
Cukrzyca 0 (0%)
Przebyty zawat serca 0 (0%)
Stosowanie statyny 0 (0%)
Zawat mdézgu w rodzinie 0 (0%)

3.3. Zgoda Komisji Bioetycznej
Przed rozpoczeciem badania uzyskano zgode Komisji Biotycznej przy
Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (nr 651/04 i

25/07 — kopie w posiadaniu autora), a badani pacjenci wyrazili zgode na
udziat w badaniu.
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4. METODY
Ponizej zostang omdwione metody wykorzystane w niniejszej pracy. Wszystkie
badania zostaty przeprowadzone w laboratorium Pracowni Hemostazy Katedry
Hematologii i Choréb Rozrostowych Uktadu Krwiotwdrczego w Poznaniu przy ulicy
Szkolnej 8/12.

4.1. Agregometria optyczna
Agregacije ptytek krwi metodqg Borna (26) (27) (28) badano z uzyciem
agregometru optycznego dwukanatowego (model 490-2D firmy Chronolog z
oprogramowaniem Agrolink dla systemu Windows). Chorym pobierano krew
w godzinach porannych z zyty przedramienia do probdwek z dodatkiem 3,2%
cytrynianu sodu (stosunek 9:1). Prébki wirowano z predkoscig 800
obrotéw/min w temperaturze pokojowej przez 10 min. Odciggano nadsgcz
czyli osocze bogatoptytkowe (platelet rich plasma - PRP). Nastepnie
pozostatq zawarto$¢ probdwki wirowano z predkoscig 4000 obrotéw/min w
temperaturze pokojowej przez 10 min. Uzyskany nadsgcz stanowit osocze
ubogoptytkowe (platelet poor plasma — PPP). W osoczu bogatoptytkowym
obliczano liczbe ptytek krwi i jesli byta wieksza niz 250 G/I to korygowano ich
ilo§¢ do 250 G/l poprzez dodanie osocza ubogoptytkowego. Po dodaniu
induktora agregaciji, osocze bogatoptytkowe w miare postepowania
agregacji ptytek krwi stawato sie bardziej przepuszczalne dia Swiatta.
Intfensywnos$¢ agregaciji ptytek krwi wyrazano w procentach, gdzie 0%
odpowiadato przepuszczalnosci Swiatta przez osocze bogatoptytkowe
danego pacjenta, a 100% odpowiadato przepuszczalnosci Swiatta przez
osocze ubogoptytkowe danego pacjenta. Rejestrowano maksymalng
infensywnos$¢ agregacii.
Stosowano nastepujgce induktory agregacii
- adenozynodifosforan (ADP) w stezeniu koncowym 3,5 umol/I,
- adenozynodifosforan (ADP) w stezeniu koncowym 5,0 umol/I,
- kolagen w stezeniu konhcowym 2 ug/ml,

- kwas arachidonowy w stezeniu koncowym 0,6 mmol/I.
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Wykres 1. Wykres agregometrii optyczne] indukowanej ADP w stezeniu

kohcowym 3,5 umol/I

e

Opornosc na ASA stwierdzano w przypadku agregacii ptytek pod wptywem:
- ADP (3,5 umol/l'i 5 umol/l) >60%,
- kolagenu >70%,

- kwasu arachidonowego >20%.

4.2. PFA-100®
Badania czynnosci ptytek krwi za pomocg analizatora PFA-100® firmy Dade
Behring przeprowadzono w krwi petnej, wedtug zaleceh producenta.
Mierzono czas zamkniecia przez czop ptytkowy otworu w btonie pokrytej
kolagenem i epinefryng (adrenaling). Wartosci referencyjne wedtug

producenta wynoszg 85-165 sekund.
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4.3.

Ptytki krwi po kontakcie z ASA powinny mie¢ zmniejszong aktywnos¢
prozakrzepowq co skutkowatoby wydtuzeniem czasu potrzebnego do
wytworzenia czopu ptytkowego zamykajgcego otwdr w  btonie
i zatrzymujgcego przeptyw w kapilarze. Jezeli czas zamkniecia nie byt
przedtuzony (wynosit <165 s), stwierdzano wystepowanie opornosSci na ASA
(29).

11-dehydrotromboksan B2

W osoczu oznaczono stezenie 11-dehydrofromboksanu B2 (11-dehydroTxB2)
bedqgcego stabilnym metabolitem aktywnego biologicznie tromboksanu Az
(TxA2). Tromboksan Az jest szybko nieenzymatycznie hydrolizowany do
Tromboksanu B2 a nastepnie metabolizowany do 11-dehydrotromboksanu Bo.
Zastosowano metode immunoenzymatyczng (zestaw EIA Kit firmy Cayman
Chemicals). Procedure przeprowadzono zgodnie z instrukcjg. Przed
wykonaniem testu immunoenzymatycznego dokonano oczyszczenia probek

w kolumnach absorpcyjnych z jednoczesnym ich zageszczeniem.

Krew od pacjenta byta pobierana do probdwki z heparyng i dodatkowo
indometacyng w celu zahamowania cyklooksygenazy in vitro. Nastepnie po

odwirowaniu otrzymywano osocze.

Oczyszczanie przeprowadzano nastepujgco. Osocze rozcienczano buforem
A (63 milimolowym dwuweglanem amonu, pH 8,6) i wlewano do
aktywowanych uprzednio kolumn, przemywano kolumny buforem B (0,63
milimolowym dwuweglanem amonu, pH 8,6), pozbawiong jondw wodg oraz
metanolem. 11-dehydrotfromboksan B2  wyptukiwano metanolem z
dodatkiem 2% kwasu mréwkowego. Roztwdr osuszono strumieniem wysoko
oczyszczonego  azotu. Tak  oczyszczong suchg  substancje  11-

dehydrotromboksan B2 uzyto do testu immunoenzymatycznego.

Ptytka do testu zawierata dotki pokryte mysimi przeciwciatami przeciwko
kréliczym przeciwciatom przeciwko 11-dehydroTxB.. Test ten jest oparty na

konkurencji pomiedzy badanym 11-dehydroTxB2 a 11-dehydroTxB2 ©
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okreSlonym stezeniu sprzezonym z acetylocholinoesterazg o ograniczong
liczbe miejsc na swoistych przeciwciatach. W nastepnym etapie
acetylocholinoesteraza unieruchomiona w dotku z substratu wytwarza zotty
barwnik absorbujgcy fale o dtugosci 412 nm. Poniewaz stezenie 11-
dehydroTxB2 sprezonej z AChE jest state a stezenie 11-dehydroTxB2 badanej
zmienne w réznych probkach wiec liczba czgsteczek 11-dehydroTxB2
sprzezonych z AChE, ktéra moze zwigzac sie ze swoistymi przeciwciatami jest
odwrothie proporcjonalna do liczby czgsteczek 11-dehydroTxB2 w badanej
probce. Z czego wynika, ze liczba unieruchomionych w dotku czgsteczek 11-
dehydroTxB: sprzezonych z AChE determinuje infensywnos¢ koloru zottego. Te

infensywnos$¢ mierzy sie w postaci absorbancji mikroczytnikiem ELISA.
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Rycina 5. Etapy testu immunoenzymatycznego (11-dehydro Thromboxane B2
EIA Kit, Cayman Chemical, Catalog No 519501).

Y = Mouse Monoclonal Antibody

Blocking Proteins

BO = Acetylcholinesterase linked to
| I-dehydro Thromboxane B, (Tracer)
— = Specific Antibody to
I1-dehydro Thromboxane B, (Tracer)
O = Free 11-dehydro Thromboxane B,

0\7\000%
o £ 9
o’°g o
Y Y Y YY YYYYY

Plates are pre-coated with 1. Incubate with tracer,
mouse monoclonal antibody antiserum, and either
and blocked with a standard or unknown
proprietary formulation of sample.
proteins.
b s . A
2. Wash to remove all 3. Dev elo the well with
unbound reagents. Ellman s Reagent.

Na ptytce wykonuje sie réwniez oznaczenia okreSlonych stezen 11-
dehydroTxBz2 w celu przygotowania krzywej wzorcowej, z ktérej odczytuje sie

stezenia 11-dehydroTxB2 w badanych prébkach.
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4.4.

4.5.

4.6.

Opornos¢ na ASA stwierdzano jesli stezenie 11-dehydroTxBz wynosito wiecej
niz srednia minus odchylenie standardowe stezenia 11-dehydro TxB2 w grupie

kontrolnej.

8-epiprostaglandyna Faq

Badano rowniez stezenie 8-epiPgFa w osoczu (frakcji wolnej — odtgczonej
przez fosfolipaze A2 od fosfolipiddw). 8-epiPgFaq jest powstajgcym na drodze
nieenzymatycznej izoprostanem. Dziata ona proagregacyjnie na ptytki krwi
(w sposob zblizony do fromboxanu A2). Korzystano z zestawu EIA Kit firmy
Cayman Chemicals (30). Test przeprowadzono wedtug instrukcii,
analogicznie do oznaczania 11-dehydroTxB2 (wtqcznie z oczyszczaniem i

zageszczaniem probek).

Malonylodialdehyd

Aby obiektywnie oceni¢ przyjmowanie przez pacjentéw ASA, oznaczano
wewnagtrzptytkowe stezenie malonylodialdehydu (MDA) metodqg Patona w
osoczu bogatoptytkowym (31). O hamowaniu przez ASA syntezy
prostaglandyn w ptytkach krwi Swiadczy stezeni MDA <10,8 umol/10? ptytek

krwi.

Metody statystyczne

Uzyskane dane opracowano statystycznie za pomocqg programoéw Instat,
Microsoft Excel i Statistica 10.

Cechy ilosciowe charakteryzowane byty przez podanie wartosci Sredniej,
mediany, minimum, maksimum i odchylenia standardowego.

Zalezno$¢ miedzy dwiema cechami ilosciowymi oceniano z zastosowaniem
wspotczynnika korelacii liniowej Pearsona lub wspdtczynnika korelaciji rang
Spearmana.

Do analizy réznic pomiedzy grupami wykorzystano test U Manna-Whitneya.
Wynik testu statystycznego uznawano za znamienny przy poziomie istotnosci
p<0,05.
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5. WYNIKI
Wszystkie zaplanowane badania przeprowadzono u 44 pacjentdw. Nie brano

pod uwage danych pacjentéw, u ktérych nie uzyskano kompletu wynikow.

5.1. Agregometria optyczna oraz PFA-1008.
Wyniki agregometrii optycznej oraz PFA-100® przedstawia tabela 3.

Tabela 3. Wyniki agregometrii optycznej oraz PFA-100©.

_ D Agregomeiria ogi'yczna ) PFA-100°
o c (maksymalna intensywnos¢ agregacii) [%]
£.0 ADP Kwas (czas
3 g Kolagen arachidonowy okluzji)
o [3.5 ymol/l] | [5 pmol/1l] | [2 pg/mi] [mmol/I] [s]
1. 58 79 62 13 300
2. 74 68 74 75 139
3. 50 48 48 8 300
4. 83 68 53 2 175
S. 80 48 101 75 116
6. 72 69 62 18 212
7. 84 63 67 17 300
8. 58 54 37 4 300
9. 71 54 21 12 300
10. 52 52 25 15 300
11. 68 62 75 74 107
12. 60 47 34 16 93
13. 73 73 48 18 85
14. 73 69 68 12 247
15. 48 38 29 4 107
16. 32 32 24 5 300
17. 41 41 16 5 106
18. 69 66 27 5 300
19. 70 59 69 7 129
20. 50 45 53 2 147
21. 80 83 74 2 87
22. 58 62 64 4 93
23. 81 52 60 15 100
24, 51 58 61 2 76
25. 54 68 50 11 75
26. 36 50 25 10 171
27. 54 64 63 4 171
28. 50 79 62 1 80
29. 50 53 29 2 258
30. 77 72 79 3 79
31. 70 75 62 2 280
32. 99 113 51 6 168
33. 62 72 71 0 72
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5.2

_ D Agregomeirla 0|:,>i,yczna ) PEA-100°
= (maksymalna intensywnosc agregaciji) [%]
£ . ADP Kwas (czas
3 g Kolagen arachidonowy okluzji)
o [3.5 pmol/I] | [5 pmol/l] | [2 pg/mi] [mmol/I] [s]
34 44 60 71 1 191
35 65 68 106 0 89
36. 44 46 39 0 300
37. 63 66 66 2 72
38. 26 72 23 0 86
39. 56 58 63 1 93
40. 57 68 68 4 84
41. 25 38 34 3 72
42. 19 25 14 0 140
43. 83 87 100 3 102
44, 35 48 29 2 254
Srednia 59 61 54 11 165
Mediana 58 62 61 4 134

Najnizsze wartosci agregacji uzyskano po uzyciu kwasu arachidonowego
(Srednia 11%, mediana 4%), a najwyzsze z uzyciem ADP w stezeniu 5 umol/I
(Srednia 61%, mediana 62%). Przecietne wartoSci agregacji z obydwoma
stezeniomi ADP i kolagenem byty bardzo zblizone. W metodzie PFA-100®

Srednia wyniosta 165 s, a mediana 134 s.

11-dehydrotromboksan B2 i 8-epiprostaglandyna Fzq

Otrzymane wyniki oznaczen stezenia 11-dehydroTxB2 i 8-epiPgFaa przedstawia

tfabela 4.

Tabela 4. Wyniki oznaczenh stezenia 11-dehydroTxBz i 8-epiPgFaa.

PACJENCI

_ D Stezenia
g i 11-d 8-epi
2 g TxB2 PgFaa

Q| pg/ml) | (og/ml)
1. 1.4 72
2. 0,6 27
3. 0.2 25
4. 1,1 41
S. 3.3 37
6. 2,5 55
7. 0,5 32
8. 1,6 29
9. 0,5 47
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PACJENCI
_ B Stezenia
g _qi 11-d | 8-epi
2 g TxB2 PgFaa
2 | (pg/ml) | (;pg/mi)
10. 2,0 31
11. 1,9 60
12. 4,1 149
13. 4,1 93
14. 0.4 28
15. 2,5 155
16. 3.7 74
17. 2,6 147
18. 3.7 129
19. 1,9 90
20. 3.1 123
21. 1,9 69
22. 2,9 129
23. 2,7 133
24, 2,2 80
25. 2,7 65
26. 1,4 106
27. 2,2 58
28. 1,7 24
29. 1,2 21
30. 5,0 32 GRUPA KONTROLNA
31. 0,9 16 o Stezenia
32. 1,1 55 5 O .
3. 14 27 gg| 1ld | 8-epi
34 | 05 " 23| B | Pofa
36. 0,7 74 1. 2,4 40
37. 6,7 120 2. 3.4 34
38. 0,5 92 3. 3,6 32
39. 0.8 62 4, 3.7 31
40. 1,6 169 5. 3.7 54
41, 8.7 75 6. 3.7 32
42, 0,7 72 7. 1,6 8
43. 0,5 34 8. 4,4 33
44, 4,4 35 9. 0,9 5
2,1 68,9 Srednia 3,0 29,9
1,8 61 Mediana 3,6 32
1,7 43,1 Odchylenie 1.1 15,1
standardowe
Srednia minus 19
odchylenie standardowe !
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53.

Srednie stezenie 11-dehydroTxB2 w grupie pacjentéw przyjmujgcych ASA byto
nizsze niz w grupie kontrolnej i wynosito ono odpowiednio 2,1 pg/ml (ASA) i 3,0
pg/ml (bez ASA). Mediana wynikdw pacjentdw wynosita 1,8 pg/ml i byta
rowniez nizsza niz grupy kontrolnej (3,6 pg/ml). Aby wyznaczyE wartose
stezenia 11-dehydroTxB2 powyzej, ktérego bedzie rozpoznawana opornosc
na ASA, od Sredniej wynikbw grupy kontrolnej odjeto wartos¢ odchylenia
standardowego i otrzymano warto$¢ 1,9 pg/ml. Przekroczenie powyzszej
wartosci Swiadczy o tym, iz pacjent pobierajgcy ASA wytwarza 11-
dehydroTxB2 w ilosci zblizonej do osoby nieprzyjmujgcej ASA. Réznica Srednich
stezen 11-dehydroTxB> w grupie badanej i grupie kontrolnej byta istotna

statystycznie (p=0,041).

Zardwno Srednie stezenie jak i mediana stezeh 8-epiPgFaa W grupie
pacjentow byty wyzsze niz w grupie kontrolnej zdrowych ochotnikéw.
Pacjenci: srednia — 68,9 pg/ml, mediana é1 pg/ml; grupa kontrolna — srednia
29,9 pg/ml, mediana 32 pg/ml. Rozrzut wynikbw u pacjentow byt duzy.
Roznica sredniego stezenia 8-epiPgFa w grupie badanej i grupie kontrolnej

byta istotna statystycznie (p=0,027).

Statystyki opisowe wynikdw badan laboratoryjnych prezentuje tabela 10
«Statystyki opisowe wynikdw badan laboratoryjnych” znajdujgca sie w

Zatgczniku.

Opornos¢ na kwas acetylosalicylowy
Otrzymane wyniki odsetka oséb opornych na ASA w poszczegdlnych
badaniach przedstawia tabela 5.

Tabela 5. Czesto$¢ opornosci na ASA u chorych po zawale mdzgu n=44

Agregometria optyczna
ADP35 | ADP50 |, Kwas PEA-1000 | | 1-dehydro
olagen . TxB2
umol/I umol/I arachidonowy
20 (45%) 23 (52%) 9 (20%) 3 (7%) 23 (52%) 19 (43%)

Odsetek oséb opornych na ASA wynosit od 7% w agregometrii optycznej z
kwasem arachidonowym do 52% w agregometrii optycznej z 5,0 umol/l ADP i

PFA-100®. Wiekszo$¢ warto$ci miescita sie pomiedzy 43 a 52%.
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5.4. Zaleznosci pomiedzy wynikami badan
Stwierdzono  wystepowanie  statystycznie istotnej ujemne]  korelacji
(wspodtczynnik  korelacji  liniowej Pearsona r=-0,31; p=0,039) pomiedzy
stezeniem w osoczu 11-dehydrotromboksanu B2 a czasem zamkniecia otworu

przez czop ptytkowy w analizatorze PFA-100©.

Zaobserwowano réwniez statystycznie istotng ujemng korelacje pomiedzy
czasem zamkniecia w analizatorze PFA-100® a osoczowym stezeniem 8-

epiPgFaq (Wspodtczynnik korelaciji liniowej Pearsona r=-0,36; p=0,019).

Tabela 6. Zaleznosci pomiedzy stezeniem 11-dehydroTxB2 a czasem w PFA-

100®@ oraz czasem w PFA-1009 a stezeniem 8-epiPgFaq

Stezenie Stezenie
11-dehydroTxB:2 8-epiPgFaa
=-0,31 =-0,36
-100@ ’ ’
Czas w PFA-100 (o = 0,039) (b =0,019)

Obie stwierdzone zaleznosci sq istotne statystycznie. Sita korelacji jest
umiarkowana, jednakze ze wzgledu na to, iz dotyczy ona uktadu

wieloczynnikowego jest warta odnotowania.
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Wykres 2. Zaleznos$¢ pomiedzy 11-dehydroTxB2 i PFA-100®
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11-d TxB2
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Wykres 3. Zalezno$¢ pomiedzy 8-epiPgFaq i PFA-1009
20
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Ponadto obliczono $rednie stezenia 8-epiPgFa W podgrupach pacjentdw

S-epi PgF2?

okreslonych jako oporni (czas zamkniecia otworu <165 s) i jako wrazliwi (czas
zamkniecia otworu >165 s) na ASA w metodzie PFA-100®. Srednia podgrupy

chorych opornych na ASA wyniosta 78,2 pg/mL. Natomiast srednia podgrupy
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pacjentow wrazliwych na ASA wyniosta 49,7 pg/mL. Réznica powyzszych

Srednich stezen byta istotna statystycznie (p=0,022).

Korelacje pomiedzy wynikami pozostatych metod przedstawiaty sie

nastepujgco:

e agregacja (agr.) z ADP 3,5 umol/l a agr. z ADP 50 ymol/l: r = 0,59 p =
0,00003

e qagr.zADP 3,5 umol/l a agr. z kolagenem:r=0,58 p = 0,00003

e qagr.z ADP 3,5 umol/l a agr. z kwasem arachidonowym:r=0,42 p = 0,004

e qagr.z ADP 3,5 umol/l a PFA-100®:r=-0,15 p =0,92

e qagr.zADP 3,5 umol/l a 11-dehydroTxB2: r=-0,09 p =0,56

e qagr.z ADP 3,5 umol/l a 8-epiPgFaa: r=-0,18 p =0,22

e qagr.zADP 5,0 umol/l a agr. z kolagenem:r=0,53 p = 0,0002

e agr.z ADP 5,0 ymol/l a agr. kwasem arachidonowym:r=0,03 p =0,85

e qagr.zADP 5,0 umol/l a PFA-100®:r=-0,24 p=0,12

e qagr.zADP 5,0 umol/l a 11-dehydroTxB2:r=-0,24 p=0,12

e agr.z ADP 5,0 ymol/l a 8-epiPgFaq:r=-0,31 p =0,04

e qagr.zkolagen a agr. z kwasem arachidonowym:r=0,02 p =0,87

e qagr.zkolagen a PFA-100®:r=-0,33 p =0,03

e qagr.zkolagen a 11-dehydroTxB2:r=-0,11 p=0,46

e qagr.zkolagen a 8-epiPgFaq: r=-0,33 p =0,03

e qagr.zkwas arachidonowy a PFA-100%®: = 0,25 p=0,10

e qagr.z kwas arachidonowy a 11-dehydroTxB2:r=0,18 p=0,24

e qagr.z kwas arachidonowy a 8-epiPgFz:r=0,14 p =0,35

Tabela 7. Zaleznosci pomiedzy wiekiem badanych, a wynikami badan

laboratoryjnych

N r t(N-2) p
ADP 3,5 umol/l a wiek 44 0,1708%0 1,12403| 0,267384
ADP 5,0 ymol/l a wiek 44 0,207536 1,37492| 0,176447
Kolagen a wiek 44 0,069392 0,45079| 0,654456
Kwas arachidonowy a wiek 44 -0,058730 -0,38127| 0,704923
PFA-100® a wiek 44 -0,307187 -2,09195| 0,042527
11-dehydroTxB2 a wiek 44 0,434827 3,12933| 0,003182
8-epiPgFaa a wiek 44 0,044228 0,28691| 0,775591
MDA a wiek 44 0,039828 0,25832| 0,797422
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Wykres 4. Zaleznosci pomiedzy wiekiem badanych a czasami PFA-100® i

stezeniami 11-dehydroTxB..

PFA-100
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11-d TXB,
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70

80

Zaobserwowano, iz starszy wiek badanych zwigzany jest z krotszym czasem

zamkniecia otworu przez skrzep w analizatorze PFA-100®, a takze iz starszy

wiek badanych zwigzany jest ze zwiekszonym stezeniem 11-dehydroTxBa.

Tabela 8. Zaleznosci pomiedzy cechami demograficzno-klinicznymi, a

wynikami badan laboratoryjnych.
Test U Manna-Whitneya
Pteé

Sum.rang Sum.rang U yA P yA p N. N 2*Tstr.

wazn. wazn.

ADP 3,5 564,5000 425,5000 194,5000 1.09261 0,274567 1.09338 0,274229 23 21 0,272441
ADP 5,0 583,0000 407,0000 176,0000 1,52730 0,126688 1,52924 0,126206 23 21 0,127590
Kolagen 608,0000 382,0000 151,0000 2,11472 0,034454  2,11636 0,034315 23 21 0,033491
zt\éishidonowy 501,5000 488,5000 225,5000 -0,36420 0,715707 -0,36601 0,714356 23 21 0,709720
PFA-100® 528,0000 462,0000 231,0000 0,23497 0,814233 0,23605 0,813392 23 21 0,816089
11-dTxB2 422,5000 567,5000 146,5000 -2,22046 0,026388 -2,22336 0,026192 23 21 0,024540
8-epiPgFaa 460,0000 530,0000 184,0000 -1,33932 0,180466 -1,33937 0,180451 23 21 0,182329
MDA 453,5000 536,5000 177,5000 -1,49205 0,135686 -1,49242 0,135590 23 21 0,133652
Tyton

Sum.rang Sum.rang U VA P VA P N. N 2*Tstr.

wazn. wazn.

ADP 3,5 682,5000 307,5000 187,5000 0,730402 0,465145 0,730917 0,464830 29 15 0,462023
ADP 5,0 704,0000 286,0000 166,0000 1,262728 0,206688 1,264333 0,206111 29 15 0,209287
Kolagen 655,0000 335,0000 2150000 0,049519 0,960506 0,049557 0,960475 29 15 0,960974
Etgizshidonowy 676,0000 314,0000 194,0000 0,569466 0,569041 0,572296 0,567122 29 15 0,573161
PFA-100® 673,5000 316,5000 196,5000 0,507567 0,611757 0,509908 0,610116 29 15 0,607040
11-dTxB2 662,0000 328,0000 208,0000 0,222834 0,823665 0,223125 0,823438 29 15 0,825693
8-epiPgFaa 654,0000 336,0000 216,0000 0,024759 0,980247 0,024760 0,980246 29 15 0,980482
MDA 646,5000 343,5000 211,5000 -0,136177 0,891682 -0,136210 0,891655 29 15 0,883287
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Nadcisnienie
N N "
Sum.rang Sum.rang U VA P VA P WO, WA, 2*1str.
ADP 3,5 436,5000 553,5000 183,5000 -1,36141 0,173384 -1,36237 0,173081 22 22 0,1713%90
ADP 5,0 448,0000 542,0000 1950000 -1,09148 0,275064 -1,09286 0,274454 22 22 0,278110
Kolagen 448,0000 542,0000 1950000 -1,09148 0,275064 -1,09232 0,274691 22 22 0,278110
Kwas 512,0000 4780000 2250000 0,38730 0,698536 0,38922 0697111 22 22 0,701357
arachidonowy
PFA-100® 522,5000 467,5000 214,5000 0,63376 0,526237  0,63668 0,524331 22 22 0,522352
11-dTxB2 443,0000 547,0000 190,0000 -1,20884 0,226725 -1,21042 0,226119 22 22 0,229242
8-epiPgFaa 554,5000 435,5000 182,5000 1,38488 0,166089 1,38493 0,166074 22 22 0,164090
MDA 450,5000 539,5000 197,5000 -1,03280 0,301700 -1,03305 0,301581 22 22 0,299471
Hiperlipidemia
N N "
Sum.rang Sum.rang U Z p Z p WO, WA, 2*Tstr.
ADP 3,5 501,0000 489,0000 123,0000 -2,55496 0,010620 -2,55676 0,010566 27 17 0,009552
ADP 5,0 489,0000 501,0000 111,0000 -2,84420 0,004453 -2,84781 0,004402 27 17 0,003677
Kolagen 572,0000 418,0000 194,0000 -0,84362 0,398883 -0,84427 0,398517 27 17 0,402920
Kwas . 577,5000 412,5000 199,5000 -0,71105 0,477054 -0,71458 0,474867 27 17 0,473721
arachidonowy
PFA-100® 664,5000 325,5000 172,5000 1,36184 0,173249 1,36812 0,171275 27 17 0,171281
11-dTxB2 598,5000 391,5000 220,5000 -0,20488 0,837667 -0,20515 0,837458 27 17 0,830108
8-epiPgFaa 620,5000 369,5000 216,5000 0,30129 0,763192  0,30130 0,763184 27 17 0,756576
MDA 616,5000 373,5000 220,5000 0,20488 0,837667  0,20493 0,837627 27 17 0,830108
Cukrzyca
N N .
Sum.rang Sum.rang U VA P VA p WaIN. WO 2*1str.
ADP 3,5 829,5000 160,5000 124,5000 0,57815 0,563162 0,57856 0,562887 36 8 0,559932
ADP 5,0 7655000 224,5000 99,5000 -1,33888 0,180612 -1,34058 0,180058 36 8 0,179216
Kolagen 811,0000 179,0000 143,0000 0,01521 0,987861 0,01523 0,987852 36 8 0,988100
Kwas . 814,5000 1755000 139,5000 0,12172 0,903124  0,12232 0,902645 36 8 0,893208
arachidonowy
PFA-100® 824,0000 166,0000 130,0000 0,41079 0,681225 0,41269 0,679836 36 8 0,686866
11-dTxB2 793,5000 196,5000 127,5000 -0,48686 0,626355 -0,48750 0,625904 36 8 0,622048
8-epiPgFaa 830,5000 159,5000 123,5000  0,60858 0,542803  0,60860 0,542789 36 8 0,539889
MDA 773,5000 216,5000 107,5000 -1,09545 0,273323 -1,09572 0,273204 36 8 0,272494
Zawat serca
N N .
Sum.rang Sum.rang U VA P VA p WaIN. WO 2*1str.
ADP 3,5 731,5000 258,5000 136,5000 -0,92418 0,355391 -0,92484 0,355051 34 10 0,353786
ADP 5,0 726,5000 263,5000 131,5000 -1,06421 0,287233 -1,06557 0,286621 34 10 0,285848
Kolagen 714,5000 275,5000 119,5000 -1,40028 0,161430 -1,40137 0,161105 34 10 0,159629
Kwas . 771,0000 219,0000 164,0000 0,15403 0,877586 0,15480 0,876982 34 10 0,879535
arachidonowy
PFA-100® 802,0000 188,0000 133,0000 1,02220 0,306685 1,02692 0,304459 34 10 0,311923
11-dTxB2 761,0000 229,0000 166,0000 -0,09802 0,921917 -0,09815 0,921815 34 10 0,923172
8-epiPgFaa 738,5000 251,5000 143,5000 -0,72815 0,466525 -0,72817 0,466509 34 10 0,464022
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MDA 775,0000 215,0000 160,0000 0,26605 0,790198 0,26612 0,790148 34 10 0,793440
Zawat mézgu
N N «

Sum.rang Sum.rang U VA P VA P Wazn. Wi, 2*1str.
ADP 3,5 781,0000 209,0000 151,0000 -0,17457 0,861414 -0,17470 0,861317 35 9 0,863824
ADP 5,0 743,0000 247,0000 113,0000 -1,28021 0,200472 -1,28184 0,199900 35 9 0,204261
Kolagen 7955000 194,5000 149,5000 0,21822 0,827259 0,21839 0,827128 35 9 0819096
Kwas . 816,0000 174,0000 129,0000 0,81468 0,415256 0,81873 0,412942 35 9 0,421825
arachidonowy
PFA-100® 797,0000 193,0000 148,0000 0,26186 0,793428 0,26307 0,792497 35 9 0,796934
11-dTxB2 808,5000 181,5000 136,5000 0,59646 0,550867 0,59724 0,550347 35 9 0,547544
8-epiPgFaa 775,5000 214,5000 145,5000 -0,33460 0,737926 -0,33461 0,737918 35 9 0,731453
MDA 778,5000 211,5000 148,5000 -0,24731 0,804666 -0,24737 0,804618 35 9 0,796934

Sum.rang - suma rang; U — wartos¢ testu U Manna-Whitneya; Z — wartos¢

testu U Manna-Whitneya przeliczona na rozktad normalny;

istotnosci;

N wazn. - liczba danych;

dwustronnego

p — poziom

2*1str. — poziom istotnosci dla testu

W badaniu agregometrycznym z uzyciem kolagenu zaobserwowano istothe
statystycznie mniejsze warto$ci wynikdw u mezczyzn niz u kobiet. Podobnie,
stezenia 11-dehydroTxBz2 u mezczyzn byty nizsze niz u kobiet.

Wykres 5. Wykresy zaleznosci ptci i wynikdw agregometrii z kolagenem oraz
11-dehydroTxB2
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Ponadto zauwazono, ze u badanych, ktérzy mieli stwierdzong hiperlipidemie
wyniki agregometrii z uzyciem ADP w stezeniach kohcowych 3,5 umol/l oraz

5.0 umol/l byty istotnie statystycznie wyzsze (odpowiednio p=0,010i p=0,004).
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5.5.

Wykres 6. Wykres zaleznosci hiperlipidemii i agregometrii z ADP 3,5 uymol/I
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Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy pozostatymi cechami demograficzno-
klinicznymi grupy badanej (palenie tytoniu, nadcisnienie tetnicze, cukrzyca,
przebyty zawat serca, stosowanie statyny, zawat mdzgu w rodzinie) a

wynikami badan laboratoryjnych.

W obrebie badan agregometrycznych nagjsilniejszg dodatniq korelacje
obserwowano pomiedzy badaniami z uzyciem ADP 3,5 umol/l a ADP 5 umol/I
(r=0,59; p=0,000026), ADP 3,5 umol/I a kolagenu (r=0,58; p=0,000034) i ADP 5
umol/l a kolagenu (r=0,53; p=0,000228).

Malonylodialdehyd

W celu potwierdzenia przyjmowanie ASA przez pacjentdw, oznaczano
wewnagtrzptytkowe stezenie malonylodialdehydu (MDA) metodqg Patona w
osoczu bogato ptytkowym (31). Wszyscy badani pacjenci mieli stezenie MDA
mniejsze niz 10,8 umol/10° ptytek krwi co Swiadczy o hamowaniu przez ASA
syntezy prostaglandyn w ptytkach krwi oraz o przyjmowaniu ASA. Srednie
stezenie MDA wynosito 5,384 umol/107 ptytek krwi.

Tabela 9. Wyniki oznaczania stezenia malonylodialdehydu [umol/107 ptytek

krwi].
Numer Stezenie
pacjenta MDA
1. 6,471
2. 3.266
3. 4,544
4 5,112
5 8.733
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Numer Stezenie
pacjenta MDA
6. 5,538
7. 5,538
8. 3,266
9. 4,047
10. 2,556
11. 6,461
12. 4,118
13. 4,473
14, 3,763
15. 5,538
16. 3,971
17. 5,238
18. 5,041
19. 5,609
20. 6,248
21. 8,094
22. 8,804
23. 5,740
24. 7,242
25. 6,248
26. 4,189
27. 5,396
28. 6,121
29. 5,041
30. 4,893
31. 5,625
32. 3,884
33. 6,861
34. 5,855
35. 3,065
36. 4,679
37. 6,922
38. 5,681
39. 4,927
40. 3.757
41. 7,689
42. 5,334
43. 6,021
44, 5,311
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6. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA
Niniejsza praca jest kolejnym elementem szerokich badan w kierunku
poznania waznego medycznie i spotecznie zjawiska jakim jest opornos¢ na
kwas acetylosalicylowy. Analogiczne zjawisko dotyczy innego leku
przeciwptytkowego - klopidogrelu, ktéry jest nieodwracalnym antagonistg

ptytkowego receptora P2Yi2 dla ADP.

W ostatnim czasie preferuje sie nie uzywanie terminu ,,oporno$¢” poniewaz
zwrot ten powinien dotyczy¢ sytuacii kiedy lek nie jest w stanie fizycznie
dotrze¢ do swojego celu. W przypadku ASA bytby to aminokwas seryna
cyklooksygenazy (w pozycji 529 w COX-1, a w pozycji 516 w COX-2), ktérg
ASA acetyluje. Termin ,,opornos¢” bytby wtasciwy gdyby ASA nie byta
biodostepna, byta inaktywowana przed osiggnieciem celu, wchodzitaby w
interakcje z innymi lekami skutkujgce zniesieniem swojej aktywnosci lub
zmianie ulegatby enzym cyklooksygenaza. Wobec powyzszego aktualnie
najpowszechniej uzywanym terminem jest ,wysoka reaktywnos¢ ptytek krwi w
trakcie leczenia” (high on-treatment platelet reactivity) (32). W niniejszej
pracy doktorskiej konsekwentnie postugiwano sie pojeciem ,,opornos¢” (na
kwas acetylosalicylowy/ASA/aspiryne) poniewaz taki termin wystepowat w
tytule przewodu doktorskiego zaakceptowanym przez Rade Wydziatu. W
obrebie tego zjawiska mozna wyodrebni¢ 2 podgrupy. Pierwsza to chorzy, u
ktérych ptytki krwi wyjsciowo sq przecietnie reaktywne i efekt dziatania leku
jest mniejszy od spodziewanego. Druga grupa to pacjenci u ktdrych
wyjsciowo ptytki krwi sg bardziej reaktywne niz przecietnie i w efekcie
standardowa dawka leku nie jest wystarczajgca do wtasciwego obnizenia

ich reaktywnosci.

Niezaleznie od zmiany nazwy zjawiska, nadal nie wypracowano kryteriow
rozpoznawania go. Wartosci referencyjne dla poszczegdinych testéw
powinny zostac wyznaczone kierujgc sie ryzykiem wystgpienia w przysztosci
epizoddw modozgowo- i sercowo-naczyniowych. W taki sposdb, aby moc
odrézni¢ chorych ze zwiekszonym ryzykiem od chorych z przecietnym

ryzykiem epizodu naczyniowego. Do wyznaczenia wartosci referencyjnych
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pofrzebne jest przeprowadzenie badan prospektywnych z udziatem duzej

grupy pacjentow.

Dotychczas nie potwierdzono ponad wszelkg watpliwos¢, aby pojedyncze
badanie lub zestaw badan laboratoryjnych identyfikowat oporno$s¢ na
dziatanie ASA sprzyjajgcg nawrotowi zawatu mozgu. Aczkolwiek w niektérych
badaniach uzyskano zachecajgce wyniki. Aradi i wspotpracownicy w
metaanalizie  obejmujgce] ponad 4000 pacjentéw  wykazali, ze
dostosowywanie terapii przeciwptytkowej (kierujgc sie wynikami badan
reaktywnosci ptytek krwi) w porébwnaniu do standardowej terapii
klopidogrelem umotzliwito zmniejszenie liczby incydentéw zakrzepowych.
Osiggnieto rowniez istotne obnizenie Smiertelnosci sercowo-naczyniowej, bez
zwiekszenia liczby istotnych krwawien (33). Dlatego istnieje koniecznos¢

prowadzenia dalszych badan.

W niniejszej pracy wykorzystano 3 metody oceny opornoSci na ASA:
agregometrie optyczng ptytek krwi (z uzyciem 3 induktorow agregacii,
jednego z nich w 2 stezeniach), PFA-100® i immunoenzymatyczne oznaczenie
stezenia metabolitu tromboksanu A2. Przedstawione wyniki badan wskazujg
na czeste wystepowanie zjawiska opornosci na ASA (u prawie potowy
chorych), jednakze wystepujg duze rdznice pomiedzy poszczegdlnymi
testami. Dwie frzecie metod (agregometria optyczna z ADP w stezeniach 3,5
pumol/li 5,0 ymol/l oraz PFA-1009 i immunoenzymatyczne oznaczenie stezenia
11-dehydroTxB2) wykazato istnienie opornosci na ASA u 43-52% badanych
o0sob. Wsrdéd nich byta tez metoda referencyjna - immunoenzymatyczne
oznaczenie stezenia 11-dehydroTxB.. Pozostate dwie metody (agregometria
optyczna z kolagenem i kwasem arachidonowym) wykazywaty mniejszy

odsetek oséb opornych na ASA, odpowiednio 20% i 7%.

W przypadku kazdej z metod wazne jest przy jakiej wartosci jest ustalona
granica odciecia wynikdow prawidtowych od wynikdw wskazujgcych na
oporno$¢ na dziatanie leku. A w przypadku agregometrii rébwniez istotne jest
jakiego induktora uzyjemy i w jakim stezeniu koncowym. W literaturze spotyka

sie rézne wartosci.
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We wczesniejszych publikacjach spotyka sie rownie szeroki rozrzut czestosci
wystepowania opornosci na ASA. Lordkipanidze i wspdtbadacze pordwnali
sze$S¢ metod u pacjentéw ze stabilng chorobg wienhcowq przyjmujgcych co
najmniej 80 mg ASA dziennie i uzyskali nastepujgce spekirum wynikow:
agregometria optyczna (LTA — light transmission agregometry) z 1,6 mmol/I
kwasem arachidonowym — 4%, agregometria optyczna z 5, 10, 20 umol/l ADP
- 10-52%, agregometria krwi petnej — 18%, PFA-100® — 60%, VerifyNow Aspirin —
7%, stezenie w moczu 11-dehydro Tx B2 — 23% (34).

W niniejszej pracy nagjsilniejsza korelacja wynikdw badan w kierunku opornosci
na ASA wystgpita pomiedzy stezeniem 11-dehydroTxB2 a PFA-1009. Zwigzek
powyzszych dwdch zestawdw danych byt istotny statystycznie (o < 0,05)
poniewaz wartos¢ p byta réowna 0,039. Wspdtczynnik korelacji liniowej
Pearsona uzyskat warto$¢ -0,31. Swiadczy on o tym, iz podwyzszonym
stezeniom 11-dehydroTxB2 (Swiadczgcym o opornosci na ASA) odpowiadaty
U tych samych chorych nieprzedtuzone warto$ci czasu zamkniecia w
badaniu analizatorem PFA-100® (rowniez Swiadczgce o opornosci na ASA).
Traktujgc pomiar stezenia metabolitu tromboksanu Az jako badanie
referencyjne, woéwczas nalezy uzna¢ PFA-100® za najobardziej zblizone do

ideatu badanie czynnosci ptytek krwi.

PFA-100°® jest badaniem w duzej mierze zautomatyzowanym i mozliwym do
wykonania dla pojedynczego pacjenta. Jest to jego atutem, gdyz niestety
oznaczanie stezenia 11-dehydroTxB2 wymaga tworzenia krzywej wzorcowej
oraz dodatniej i ujemnej kontroli co podwyzsza koszty i powoduje, ze jest ono
nieoptacalne przy niewielkiej liczbie probek. A oczekiwanie na wiekszqg liczbe
probek w celu wykonania serii oznaczen opdznia otrzymanie wyniku i co za
tym idzie zmniejsza warto$¢ praktyczng testu. W publikacjach naukowych
spotka¢ mozna sprzeczne opinie na temat uzytecznosci systemu PFA-100©
(15) (35). Z duzg czutoscig wykrywa chorobe von Willebranda i ciezkie
patologie ptytek takie jak trombastenia Glanzmanna i zespot Bernard-Soulier
(20). Natomiast w ostatnim czasie przewazajg krytyczne poglagdy na temat
stosowania systemu PFA-100® do oceny efektu lekdw przeciwptytkowych (32).

Czuto$¢ wykrywania patologii matego i sredniego stopnia, a takze zmian
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aktywnosci po zastosowaniu lekdéw przeciwptytkowych jest mata. Czas
zamkniecia otworu testowego w PFA-100® jest przedtuzony u czesci, ale nie u
wszystkich  pacjentdw  przyjmujgcych  ASA.  Natomiast u  chorych
przyjmujgcych klopidogrel, czas zamkniecia otworu testowego przewaznie
jest niewydtuzony (36) (37) (38) (39). Mata czutos¢ w wykrywaniu powyzszych
zmian aktywnosci ptytek wynika ze zmiennej liczby ptytek w jednostce
objetosci, zmiennej liczby czerwonych krwinek w jednostce objetosci i przede
wszystkim osoczowego stezenia czynnika von Willebranda na wynik w tej

metodzie.

Sposréd korelacji pomiedzy pozostatymi badaniami istotne statystycznie (p <
0,05) i wykazujgce pozgdany kierunek byty zwigzki pomiedzy agregacjq
(agr.) z ADP 3,5 ymol/l a agr. z ADP 5,0 ymol/Il, agr. z ADP 3,5 umol/l a agr. z
kolagenem, agr. z ADP 3,5 umol/l a agr. z kwasem arachidonowym, agr. z
ADP 50 umol/l a agr. z kolagenem oraz agr. z kolagenem a czasem
zamkniecia w  analizatorze  PFA-100®.  Natomiast  Lordkipanidze i
wspotbadacze stwierdzili stabq korelacje pomiedzy nastepujgcymi testami:
agregometria optyczna (LTA — light transmission agregometry) z 1,6 mmol/I
kwasem arachidonowym, agregometria optyczna z 5, 10, 20 umol/l ADP,
agregometria krwi petnej, PFA-100®, VerifyNow Aspirin, stezenie w moczu 11-
dehydroTxB2 (34). Rowniez Frelinger z wspdtbadaczami  stwierdzili brak
korelacji pomiedzy stezeniem TxB2 w surowicy a wynikami testéw czynnosci

ptytek krwi stuzgcymi ocenie w kierunku opornosci na ASA (40).

Kuliczkowski i wspdtpracownicy (12) wymieniajg agregacje optyczng
wywotang kwasem arachidonowym (stezenie 0,5 mg/ml, wartos¢
nieprawidtowa >10-20%) oraz stezenie tromboksanu B2 w surowicy za
najlepsze sposrdd specyficznych metod oceny dziatania ASA. W niniejszej
pracy postugiwano sie agregacjag z kwasem arachidonowym w stezeniu
kohcowym 0,6 mmol/l czyli 0,18 mg/ml (masa molowa kwasu
arachidonowego wynosi 304,47 g/mol). Natomiast pomiar produktu szlaku
cyklooksygenazy w ninigjszej pracy przeprowadzono w 0sOCzu (nie w
surowicy), co Kuliczkowski i wspotpracownicy uwazajg za trudne do

wykonania z powoddw laboratoryjych. Oznaczanie tromboksanu w osoczu
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jest frudne poniewaz wystepuje on tam w bardzo niskim stezeniu, inaczej niz
W surowicy gdzie stezenie jest znacznie wieksze z powodu wczesniej
przebiegajgcego procesu krzepniecia (z wytwarzaniem tromboksanu na
szlaku przemian kwasu arachidonowego). W zwigzku z powyzszym przed
pomiarem stezenia nalezy wykona¢ zageszczanie probek  wraz
oczyszczaniem osocza. Opisane w instrukcji testu oczyszczanie i zageszczanie
osocza zostato przeprowadzone przed wykonaniem badan opisanych w
niniejszej pracy. Natomiast Sadilkowa i wspotpracownicy stwierdzili w swojej
pracy, ze oczyszczanie nie jest niezbednym etapem przed pomiarem
stezenia 11-dehydroTxB2 (41). Pomiar stezenia metabolitu TxB2 w osoczu jest
wartosciowy poniewaz pokazuje nam stan ptytek krwi w okresie ,,spoczynku”
czyli przed rozpoczeciem krzepniecia. Z powodu powyzszych trudnosci
laboratoryjnych istnieje niewiele prac dotyczgcych pomiaru stezenie 11-
dehydroTxB2 w osoczu. Takasaki i wspotpracownicy opisali metode
immunoenzymatycznego oznaczania stezenia 11-dehydroTxB2 i oznaczyli je u
6 zdrowych ochotnikow. Otfrzymali wyniki zblizone do autora niniejszej pracy:
4,0 £ 0,3 pg/ml (42). Niccoli i wspotbadacze stwierdzili, iz wyzsze stezenie
tfromboksanu B2 w osoczu pozytywnie korelowato z bardziej rozlegtg

miazdzycq w uktadzie krgzenia (43) (44).

W literaturze spotyka sie publikacje dotyczgce stezenia TxB2 w surowicy (w
przeciwienstwie do stezenia mierzonego w osoczu, w niniejszej pracy) (15)
(45). Pulcinelli i wspotpracownicy badali stezenie TxB2 w osoczu po stymulacii
kolagenem i stwierdzili, iz u niektérych pacjentéw leczonych przewlekle
kwasem  acetylosalicylowym  wytwarzanie  TxA2  (metabolizowanego
nastepnie do TxBz2) w ptytkach krwi utrzymuje sie i odpowiada za zwiekszong
agregacje ptytek (26). McAdam i wspotpracownicy oznaczali stezenie TxB2
jako metabolitu TxA2 w surowicy. Opisali oni, ze COX-2 ma udziat w
zwiekszonym wytwarzaniu TxAz2 u palaczy, prawdopodobnie z komobrek
zapalnych (46). Larsen i wspotpracownicy stwierdzili, ze stezenie tromboksanu
B> w surowicy byto istotnie statystycznie wyzsze u chorych po zawale serca w

stosunku do chorych, ktérzy dotychczas nie przebyli zawatu serca (47).
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Natomiast Gengo i wspoétbadacze poszukiwali zaleznosci pomiedzy wynikiem
badania laboratoryjnego w kierunku opornosci a nawrotami zawatu mézgu.
Postugiwali sie agregometriq z uzyciem kolagenu i kwasu arachidonowego
joko induktorow. Wystepowanie opornosci na ASA w badaniach
agregometrii optycznej byto statystycznie wyzsze wséréd pacjentow z
nawrotem zawatu mdézgu w stosunku do pacjentdw, ktdrzy nie doznali
ponownego zawatu mozgu w okresie obserwaciji (48). W metaanalizie
autorstwa J. Snoep iwspdtpracownikdw zaobserwowano, ze pacjenci, u
ktérych w badaniach biochemicznych stwierdzono opornos¢ na ASA majg
zwiekszone ryzyko nawrotu incydentu sercowo-naczyniowego w porownaniu
do pacjentéw, u ktérych w badaniach biochemicznych stwierdzono
wrazliwos$¢ na ASA (49). Gum i wspotpracownicy zaobserwowali u pacjentdw
ze stwierdzong w agregometri optycznej z uzyciem ADP i kwasu
arachidonowego opornoscig na ASA  trzykrotnie zwiekszone ryzyko
wystgpienia $mierci, zawatu serca lub incydentu naczyniowo-mdzgowego
(50).

W obecnej pracy zaobserwowano, iz starszy wiek badanych zwigzany jest z
krétszym czasem zamkniecia otworu przez skrzep w analizatorze PFA-1008.
Natomiast inni autorzy nie odnotowali takiego zwigzku w swoich badaniach
(51). Zauwazono réwniez zwigzek wieku i stezenia 11-dehydroTxB2. Pomiedzy
nimi wystepowata dodatnia korelacje co oznacza, ze chorzy w starszym

wieku mieli wyzsze stezenie 11-dehydroTxBo.

Uzyskane wyniki badan pozwolity ponadto stwierdzi¢, ze u badanych, ktorzy
mieli rozpoznang hiperlipidemie wyniki agregometrii z uzyciem ADP w
stezeniach koncowych 3,5 umol/l oraz 5,0 umol/l byty istotnie statystycznie

wyzsze. Jest to spdjne ze spostrzezeniami innych autordw (52) (53).

Minuz i wspdtpracownicy wykazali, iz 8-epiPgF2, zwieksza reaktywnosé ptytek
krwi  (54). Dochodzi do tego pod wptywem stezenia 8-epiPgFaa
wystepujgcego w osoczu krwi. Aktywacja ptytek krwi przez 8-epiPgFaq jest
uniemozliwiana w obecnosci antagonisty receptora dla tromboksanu

natomiast nie jest zaktdcana przez obecno$¢ ASA. Powyzsze fakty

48



Stezenie izoprostanu (8-epiprostaglandyny F,) w 0soczu a oporno$¢ na aspiryne u chorych po ...

potwierdzajg dziatanie 8-epiPgF2. poprzez receptor dla tromboksanu oraz
niezalezno$¢ powstawania 8-epiPgFa od cyklooksygenazy. Inni badacze,
Morrow i wspotpracownicy stwierdzili, ze 8-epiPgF.a w stezeniach od 1 nmol/I
do 1 umol/l indukuje proporcjonalng do stezenia zmiane ksztattu ptytek krwi
(55). 8-epiPgF2a powoduje agregacje ptytek krwi  w  obecnosci
podprogowych stezen agonistow ptytek krwi (kolagen, ADP, kwas
arachidonowy, analogi PgH2/TxAz) (56).

W ninigjszej pracy zaobserwowano zaleznos¢ pomiedzy czasem zamkniecia
otworu testowego w anadlizatorze PFA-100®, a stezeniem 8-epiPgFza w
badaniu metodqg immunoenzymatyczng w o0soczu. Byta ona istotna
statystycznie (wartos¢ p wynosita 0,019). Wspdtczynnik korelacji liniowej
Pearsona uzyskat wartosé -0,36. Swiadczy on o tym, ze skroconym wartoéciom
czasu zamkniecie w analizatorze PFA-100® u poszczegdinych chorych
odpowiadaty podwyzszone stezenia 8-epiPgF2, w osoczu. Ponadto obliczono
srednie stezenia 8-epiPgF2« W podgrupach pacjentow okreslonych jako
oporni (czas zamkniecia otworu <165 s) i jako wrazliwi (czas zamkniecia
otworu >165 s) na ASA w metodzie PFA-100®. Rdznica powyzszych Srednich
stezen byta istotna statystycznie (p=0,022). Informacje te mogqg wskazywac
na istotng role proagregacyjnych prostanoiddw powstajgcych drogg
nienzymatyczng w opornosci na ASA. W sytuacji zahamowania wytwarzania
TxA2 pod wptywem leczenia ASA, podwyzszone stezenie aktywujgcego ptytki
krwi izoprostanu moze odpowiada¢ za nadmierng aktywnos$¢ ptytek

stwierdzang w badaniach czynnosci ptytek krwi.

W niniejszym badaniu $rednia warto$¢ stezenia 8-epiPgF.a U 0séb chorych
byta znacznie wyzsza niz u oséb zdrowych. Moze by¢ to spowodowane
faktem, iz badanie osoby chore majg podwyzszony poziom ,stresu
oksydacyjnego”, ktéry jest przyczyng lub skutkiem zawatu mozgu. Do
zblizonych wnioskow doszli Ames i wspotbadacze (57). Mierzgc stezenie 8-
epiPgFzc w moczu ustdlili, ze u pacjentdw z cukrzycq jest ono istotnie wyzsze
niz u pacjentdw nie chorujgcych na cukrzyce. Moze to sugerowac, ze stres
oksydacyjny moze podirzymywac aktywnos¢ ptytek krwi, niezaleznie od

zablokowanego szlaku cyklooksygenazy 1.
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Przedstawione wyniki, potwierdzajgce role produktow powstajgcych na
skutek stresu oksydacyjnego wskazujg na przydatnos¢ stosowania lekéw
antyoksydacyjnych. Do podobnych wnioskdbw dochodzg Cipollone i
wspotbadacze. Zauwazyli oni, iz u pacjentéw z niestabilng dtawicq piersiowg
stezenie 8-epiPgF.a odwrotnie koreluje ze osoczowym stezeniem witaminy E.
(14).

Przedstawiona powyzej interpretacja upowaznia do przedstawienia

nastepujgcych wnioskow.

7. WNIOSKI

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

Opornos¢ na kwas acetylosalicylowy wystepuje u 7-52% chorych po udarze
niedokrwiennym mozgu w zaleznosci od rodzaju zastosowanej metody
badawczej.  Ngjsiiniejsza  korelacja istnieje  pomiedzy oznaczonym
immunoenzymatycznie stezeniem 11-dehydrofromboksanu B2 w osoczu a

czasem zamkniecia w analizatorze PFA-100°.

U pacjentdbw po udarze niedokrwiennym modzgu leczonych kwasem
acetylosalicylowym przemiana kwasu arachidonowego zachodzgca z
udziatem cyklooksygenazy ulega obnizeniu. Zalezno$¢ stezenia 11-
dehydrotromboksanu B2 w osoczu i czasu zamkniecia w analizatorze PFA-100®
od wieku badanych moze ponadto $wiadczy¢ o tendencji do zwiekszonej

aktywacji ptytek krwi u oséb starszych w tej grupie chorych.

U pacjentdw po udarze niedokrwiennym mdzgu stosujgcych w prewencji
wtérnej kwas acetylosalicylowy hiperlipidemia powoduje zwiekszenie

agregacji ptytek krwi pod wptywem ADP.

Nieenzymatyczne tworzenie izoprostandw (8-epiprostaglandyny Faa) w wyniku
dziatania wolnych rodnikow jest zwiekszone u pacjentéw po udarze
niedokrwiennym mozgu. Proces ten moze przyczyniac sie do opornosci na
kwas acetylosalicylowy (obserwowanej w badaniach analizatorem PFA-

100®), co mogtoby stanowi¢ podstawe nowych implikacji terapeutycznych.
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12. ZALACINIK

Tabela 10. Statystyki opisowe wynikdw badan laboratoryjnych.

Pte¢=K
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 23 63,0870 60,0000 1451,000 44,00000 99,0000 193,447 13,90851 2,90012
ADP 5,0 23 64,9130 68,0000 1493,000 38,00000 113,0000 275,538 16,59932 3.46120
Kolagen 23 60,0000 63,0000 1380,000 21,00000 106,0000 461,091 21,47303 4,47744
KWOS. 23 8,7391 4,0000 201,000 0,00000 75,0000 234,383 15,30959 3.19227
arachidonowy
PFA-1009 23 167,5217 139,0000 3853,000 72,00000 300,0000 7918,715 88,98716 1855511
11-dTxB2 23 1,6043 1,4000 36,200  0,20000 5,0000 1,526  1,23527 0,25757
8-epiPgFz, 23 62,9957 55,5000 1448,200 15,70000 169,0000 2090,001 45,71653 9,53256
MDA 23 5,0202 4,9270 115,465  2,55600 8.0940 1,834  1,35421 0,28237
Pte¢=M
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 21 54,9524 58,0000 1154,000 19,00000 84,0000 428,748 20,70622 4,51847
ADP 5,0 21 56,1429 58,0000 1179,000 25,00000 79,0000 199,529 14,12546 3.08243
Kolagen 21 46,5238 48,0000 977,000 14,00000 101,0000 527,662 22,97089 5,01266
KWOS. 21 12,5714 4,0000 264,000 0,00000 75,0000 459,057 21,42562 4,67545
arachidonowy
PFA-1009 21 162,0476 116,0000 3403,000 72,00000 300,0000 7799,848 88,31675 19,27229
11-dTxB2 21 2,7667 2,5000 58,100  0,50000 8,7000 4,124  2,03085 0,44317
8-epiPgFz, 21 752762 74,0000 1580,800 21,30000 147,0000 1624,066 40,29970 8.79412
MDA 21 5,7831 5,5380 121,445  3,26600 8.8040 2,087  1,44469 0.31526
Palenie tytoniu=0
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 29 60,9310 58,0000 1767,000 19,00000 99,0000 309,281 17,58638 3.26571
ADP 5,0 29 62,9655 64,0000 1826,000 25,00000 113,0000 296,034 17,20565 3.19501
Kolagen 29 53,6552 61,0000 1556,000 14,00000 101,0000 543,591 23,31504 4,32949
KWOS. 29 10,4828 4,0000 304,000 0,00000 75,0000 341,044 18,46739 3,42931
arachidonowy
PFA-100® 29 1655862 140,0000 4802,000 7500000  300,0000 6816,037 8255929 15,33088
11-dTxB2 29 2,0172 1,9000 58,500  0,40000 5,0000 1,567 1,25188 0,23247
8-epiPgFz, 29 69,1862 58,0000 2006,400 15,70000 169,0000 2026,915 45,02127 8.36024
MDA 29 5,3840 53340 156,135 2,55600 8.8040 2,382  1,54328 0,28658
Palenie tytoniu=1
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 15 55,8667 60,0000 838,000 25,00000 84,0000 331,695 18,21250 4,70245
ADP 5,0 15 56,4000 58,0000 846,000 32,00000 72,0000 155,829 12,48313 3,22313
Kolagen 15 53,4000 60,0000 801,000 23,00000 106,0000 533,543 23,09855 5,96402
KWOS. 15 10,7333 3.0000 161,000 0,00000 74,0000 353,495 18,80147 4,85452
arachidonowy
PFA-100® 15 163,6000 100,0000 2454,000 72,00000  300,0000 9974971 99,87478 25,78756
11-dTxB2 15 2,4333 1,4000 36,500  0,20000 8,7000 6,092  2,46827 0,63731
8-epiPgFz, 15 68,2200 62,3000 1023,300 21,30000 149,0000 1668,143 40,84291 10,54559
MDA 15 5,3850 5,5380 80,775 3,06500 7.6890 1,556  1,24753 0,32211
Nadcisnienie=0
.N Sredniac  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 22 55,5000 56,5000 1221,000 19,00000 99,0000 406,833 20,17011 4,30028
ADP 5,0 22 59,0000 59,0000 1298,000 25,00000 113,0000 382,190 19,54969 4,16801
Kolagen 22 49,5909 50,5000 1091,000 14,00000 100,0000 495,301 22,25536 4,74486
KWGS. 22 11,9545 5,0000 263,000 0,00000 75,0000 433,474 20,82004 4,43885
arachidonowy
PFA-100® 22 170,4545 139,5000 3750,000 72,00000 300,0000 8223212 90,68193 19,33345
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11-dTxB2 22 1,9909 1,5000 43,800  0,20000 8,7000 3,736  1,93290 0,41210
8-epiPgFz, 22 77,7364 71,8000 1710,200 16,40000 169,0000 2062,212 45,41158 9,68178
MDA 22 5,1001 51395 112,202  3,26600 7.6890 1,422 1,19255 0,25425
Nadcisnienie=1

.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 22 62,9091 64,0000 1384,000 35,00000 84,0000 209,991 14,49108 3,08951
ADP 5,0 22 62,4545 63,5000 1374,000 38,00000 83,0000 130,450 11,42148 2,43507
Kolagen 22 57,5455 62,0000 1266,000 21,00000 106,0000 552,069 23,49615 5,00940
KWOS. 22 9.1818 3,5000 202,000 0,00000 75,0000 252,918 15,90339 3.39061
arachidonowy
PFA-100® 22 159,3636 122,5000 3506,000 72,00000 300,0000 7452242 86,32637 18,40484
11-dTxB2 22 2,3273 1,9500 51,200  0,50000 6,7000 2,437  1,56119 0,33285
8-epiPgF2, 22 59,9773 44,0000 1319,500 15,70000 155,0000 1587,674 39,84563 8.49512
MDA 22 5,6685 5,5380 124,708  2,55600 8.8040 2,622  1,61917 0,34521
Hiperlipidemia=0
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 27 53,8889 52,0000 1455,000 19,00000 84,0000 280,333 16,74316 3.22222
ADP 5,0 27 55,5926 54,0000 1501,000 25,00000 87,0000 224,866 14,99554 2,88589
Kolagen 27 50,9259 53,0000 1375,000 14,00000 106,0000 592,840 24,34832 4,68584
KWOS. 27 8,3333 4,0000 225,000 0,00000 74,0000 204,385 14,29631 2,75133
arachidonowy
PFA-1009 27 178,4074 147,0000 4817,000 72,00000 300,0000 8334,405 91,29296 17,56934
11-dTxB2 27 2,2222 1,9000 60,000  0,20000 8,7000 3,913  1,97821 0,38071
8-epiPgF2, 27 70,1963 69,0000 1895,300 16,40000 155,0000 1863,149 43,16421 8.30696
MDA 27 5,4231 53340 146,423  2,55600 8.8040 2,346  1,53161 0,29476
Hiperlipidemia=1
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 17 67,6471 70,0000 1150,000 26,00000 99,0000 268,368 16,38193 3.97320
ADP 5,0 17 68,8824 68,0000 1171,000 48,00000 113,0000 200,485 14,15928 3.43413
Kolagen 17 57,7647 62,0000 982,000 21,00000 101,0000 424,316 20,59894 4,99598
KWOS. 17 14,1176 5,0000 240,000 0,00000 75,0000 552,235 23,49969 5,69951
arachidonowy
PFA-100® 17 143,4706 116,0000 2439,000 72,00000 300,0000 6319,390 79,49459 19,28027
11-dTxB2 17 2,0588 1,7000 35,000 0,50000 5,0000 1,804  1,34306 0,32574
8-epiPgF2, 17 66,7294 55,5000 1134,400 15,70000 169,0000 1971,850 44,40551 10,76992
MDA 17 5,3228 5,3960 90,487  3,26600 8.7330 1,711 1,30815 0,31727
Cukrzyca=0
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 36 59,7500 61,0000 2151,000 19,00000 99,0000 350,479 18,72107 3,12018
ADP 5,0 36 59,4167 59,5000 2139,000 25,00000 113,0000 272,707 16,51385 2,75231
Kolagen 36 53,6667 56,5000 1932,000 14,00000 106,0000 579,657 24,07607 4,01268
KWGS. 36 11,5556 4,0000 416,000 0,00000 75,0000 403,397 20,08474 3.34746
arachidonowy
PFA-1009 36 166,6389 134,0000 5999,000 72,00000 300,0000 7780,752 88,20857 14,70143
11-dTxB2 36 2,2028 1,6000 79,300  0,20000 8,7000 3,643  1,90870 0,31812
8-epiPgFz, 36 70,3333 61,1500 2532,000 16,40000 169,0000 1961,315 44,28674 7.38112
MDA 36 5,2744 52745 189,877  3.06500 8.7330 1,664  1,28985 0,21497
Cukrzyca=1
.N Sredniac  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 8 56,7500 54,0000 454,000 36,00000 80,0000 175,929 13,26381 4,68946
ADP 5,0 8 66,6250 66,0000 533,000 50,00000 83,0000 144,554 12,02304 4,25079
Kolagen 8 53,1250 62,0000 425,000 25,00000 74,0000 342,982 18,51978 6,54773
KWOS. 8 6,1250 4,0000 49,000  1,00000 15,0000 26,696  5,16686 1,82676
arachidonowy
PFA-100® 8 157,1250 132,0000 1257,000 75,00000  300,0000 8231,268 90,72633 32,07660
11-dTxB2 8 1,9625 1,9500 15,700  0,20000 2,9000 0,428 0,65452 0,23141
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8-epiPgFz, 8 62,2125 61,5500 497,700 15,70000 129,0000 1577,021 39,71173  14,04022
MDA 8 58791 5,8730 47,033  2,55600 8,8040 3,979 1,99474 0,70525
Zawat serca=0
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 34 57,7353 58,0000 1963,000 19,00000 99,0000 355,110 18,84435 3,23178
ADP 5,0 34 59,7059 58,0000 2030,000 25,00000 113,0000 293,365 17,12791 2,93741
Kolagen 34 50,8235 52,0000 1728,000 14,00000 101,0000 550,150 23,45527 4,02255
KWOS. 34 11,8824 4,5000 404,000 0,00000 75,0000 420,652 20,50981 3,51740
arachidonowy
PFA-100® 34 174,7941 143,5000 5943,000 72,00000 300,0000 8276,047 90,97278 15,60170
11-dTxB2 34 2,2235 1,7500 75,600  0,20000 8,7000 3,644 1,90900 0,32739
8-epiPgF2, 34 65,1176 61,1500 2214,000 15,70000 149,0000 1555,478 39,43955 6,76383
MDA 34 5,3970 53225 183,497  2,55600 8,7330 2,036 1,42706 0,24474
Zawat serca=1
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 10 64,2000 61,5000 642,000 48,00000 84,0000 168,400 12,97690 4,10366
ADP 5,0 10 64,2000 66,0000 642,000 38,00000 79,0000 117,733 10,85050 3,43123
Kolagen 10 62,9000 63,5000 629,000 29,00000 106,0000 378,767 19,46193 6,15440
KWOS. 10 6,1000 4,0000 61,000 0,00000 18,0000 39,878  6,31489 1,99694
arachidonowy
PFA-100® 10 131,3000 100,0000 1313,000 80,00000 300,0000 4756,678 68,96867 21,80981
11-dTxB2 10 1,9400 1,8000 19,400  0,50000 4,1000 1,112 1,05430 0,33340
8-epiPgF2, 10 81,5700 74,0000 815,700 24,00000 169,0000 2966,049 54,46145 17,22222
MDA 10 5,3413 5,4670 53,413  3,06500 8,8040 2,361 1,53653 0,48589
Stosowanie statyny=0
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 35 59,0000 58,0000 2065,000 25,00000 84,0000 247,118 15,71998 2,65716
ADP 5,0 35 59,0571 60,0000 2067,000 32,00000 87,0000 172,938 13,15058 2,22285
Kolagen 35 53,7143 60,0000 1880,000 16,00000 106,0000 489,387 22,12208 3,73931
KWOS. 35 10,4286 4,0000 365,000 0,00000 75,0000 289,723 17,02124 287712
arachidonowy
PFA-100® 35 167,8000 139,0000 5873,000 72,00000 300,0000 8072,224 89,84555 15,18667
11-dTxB2 35 2,2743 1,9000 79,600  0,20000 8,7000 3,487 1,86742 0,31565
8-epiPgFz, 35 67,0343 60,0000 2346,200 16,40000 155,0000 1745,627 41,78070 7.06223
MDA 35 5,3464 53110 187,125 2,55600 8,8040 2,102 1,44968 0,24504
Stosowanie statyny=1
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 9 60,0000 69,0000 540,000 19,00000 99,0000 643,500 25,36730 8,45577
ADP 5,0 9 67,2222 68,0000 605,000 25,00000 113,0000 567,444 23,82109 7.94036
Kolagen 9 53,0000 62,0000 477,000 14,00000 101,0000 756,000 27,49545 9,16515
Kwas 9 11,1111 40000 100,000 0,00000 750000 580,611 24,9587  8,03196
arachidonowy
PFA-100® 9 153,6667 129,0000 1383,000 80,00000 300,0000 6831,500 82,65289 27,55096
11-dTxB2 9 1,7111 1,6000 15,400  0,50000 3,7000 1,256 1,12076 0,37359
8-epiPgFz, 9 75,9444 71,7000 683,500 15,70000 169,0000 2524,645 50,24585 16,74862
MDA 9 5,5317 5,6090 49,785  3,75700 8,7330 2,097 1,44814 0,48271
Zawat mézgu w rodzinie=0
.N Srednia  Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
waznych
ADP 3,5 19 59,5789 65,0000 1132,000 19,00000 99,0000 494,368 22,23440 5,10092
ADP 5,0 19 64,2632 68,0000 1221,000 25,00000 113,0000 358,982 18,94683 4,34670
Kolagen 19 54,8947 60,0000 1043,000 14,00000 106,0000 526,544 22,94654 5,26430
KWOS. 19 11,0526 2,0000 210,000 0,00000 75,0000 523,386 2287763 5,24849
arachidonowy
PFA-100® 19 140,8421 100,0000 2676,000 72,00000 300,0000 5858,140 76,53849 17,55913
11-dTxB2 19 2,1316 1,2000 40,500 0,50000 8,7000 4,345  2,08435 0,47818
8-epiPgF2, 19 61,6684 60,0000 1171,700 15,70000 169,0000 1605,186 40,06477 9,19149




Stezenie izoprostanu (8-epiprostaglandyny Fz,) w 0soczu a oporno$¢ na aspiryne u chorych po ... 60
MDA 19 52186 5,1120 99,153  3,06500 8.0940 1,714 1,30917 0,30034
Zawat mozgu w rodzinie=1

Wozi:ych Sredniac Mediana  Suma  Minimum Maksimum Wariancja Odch.std Standard.
ADP 3,5 25 58,9200 58,0000 1473,000 32,00000 84,0000 193,210 13,92516 2,78503
ADP 5,0 25 58,0400 59,0000 1451,000 32,00000 87,0000 167,373 12,93728 2,58746
Kolagen 25 52,5600 61,0000 1314,000 16,00000 101,0000 548,090 23,41132 4,68226
Kwas 25 10,2000 50000 255000 0,00000 750000 211,250 14,53444  2,90689
arachidonowy
PFA-100® 25 183,2000 171,0000 4580,000 72,00000 300,0000 8571,750 92,58375 18,51675
11-dTxB2 25 2,1800 2,2000 54,500  0,20000 6,7000 2,194  1,48127 0,29625
8-epiPgF2, 25 74,3200 65,1000 1858,000 16,40000 155,0000 2062,315 45,41272 9,08254
MDA 25 5,5103 5,5380 137,757  2,55600 8.8040 2,363 1,53714 0,30743




