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Znacaj primene testova za procenu efekta antiagregacijske terapije
kod bolesnika sa rekurentnom trombozom intrakoronarnog stenta

The importance of tests applied to evaluate the effectiveness of antiplatelet
therapy in patients with recurrent coronary stent thrombosis
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Apstrakt

Uvod. Tromboza intrakoronarnog stenta je potencijalno le-
talna komplikacija sa velikim ekonomskim znacajem. Neade-
kvatan odgovor na antiagregacijsku terapiju nedovoljno je ra-
svetljen uzrok te komplikacije. Prikaz bolesnika. Prikazan je
bolesnik u dobi od 54 godine sa rekurentnom trombozom
stenta Cetvrtog, devetog i dvanaestog dana posle primarne
perkutane koronarne intervencije, uprkos primene dvojne an-
tiagregacijske terapije (aspirint+klopdogrel). S obzirom na to
da su iskljuceni svi proceduralni uzroci, kao i na nemoguénost
da se reimplantacijom stenta bolesnik klinicki stabilizuje, pti-
menjeni su testovi za procenu efekta antiagregacijske terapije:
test protocne citometrije, Platelet Function Analyzer — PEA-100,
agregometrijski test, odredivanje genskog polimorfizma za
P2Y12 receptor preko koga deluju tienopiridini (klopidogrel i
tiklopidin) i za GPIIbIIIa receptor, finalni receptor u agrega-
ciji trombocita. Bolesnik je bio nosilac major haplotipa H1H1
za P2Y12 receptor i minor A1A2 za GPIIblIla receptor. Re-
zultati svih navedenih testova pokazali su da je bolesnik imao
nedovoljan odgovor na aspirin, zadovoljavajuci na tienopiri-
din (nakon zamene klopidogrela tiklopidinom, bolesnik je bio
stabilan). Zaklju€ak. Testovi za procenu efekta antiagregacij-
ske terapije neophodni su kod bolesnika sa nezeljenim kardi-
oloskim dogadajem, narocito trombozom stenta, posle im-
plantacije intrakoronarnog stenta.

Kljuéne reci:
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Abstract

Background. Stent thrombosis is potentially lethal compli-
cation with huge economic burden. The role of insufficient
response to antiplatelet therapy is still unclear reason for its
occurrence. Case report. We presented 54-year-old man
with recurrent stent thrombosis on the 4th, 9th and 12th
day after the primary percutaneous coronary intervention in
spite. of double antiaggregation  therapy  (aspi-
rin+clopidogrel). All possible procedural causes were ex-
cluded and reimplantation of intracoronary stent was insuf-
ficient to resolve the problem, so four platelet tests were
performed: flow cytometry, Platelet Function Analyzer-100
test, aggregometry, and determination of gene polymor-
phism for P2Y12 receptor (directly involved in the mecha-
nism of thienopyridine), and GPIIbIIIa receptor (final re-
ceptor in aggregation). The patient was the carrier of the
major haplotype H1H1 for P2Y12 receptor and minor
A1A2 for GPIIbllla receptor. The results of all the per-
formed tests showed insufficient antiplatelet effect of aspi-
rin and sufficient response to thienopyridin (not to clopido-
grel, but to ticlopidine). Conclusion. Performance of
platelet function tests is necessary in the case of major ad-
verse cardiac events especially stent thrombosis, after im-
plantation of intracoronary stent.
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Uvod

Ucestalost tromboze stenta (TS) zbog primene kombi-
novane antiagregacijske terapije, ali i savrSenije tehnike per-
kutane koronarne intervencije (PCI) smanjila se drasti¢no.
Ipak, jos uvek iznosi 0,9%, sa mortalitetom od 8,9% L

Prema periodu proteklom od implantacije stenta do nje-
ne pojave, TS moze biti akutna (javlja se u roku od 24 sata),
subakutna (od 24 sata do 30 dana), kasna (posle 30 dana) i
veoma kasna (od 30 dana do 12 meseci), a primenom stento-
va obloZenih lekom — drug eluding stents (DES) primec¢eno
je da se moze javiti i do tri godine nakon ugradnje stenta.

Faktori koji predisponiraju TS mogu se podeliti na pro-
ceduralne karakteristike, karakteristike bolesnika i karakteri-
stike same lezije '.

Postoje kontroverzna misljenja o neadekvatnom odgo-
voru na antiagregacijsku terapiju kao mogué¢em uzroku TS.
Takode, jo$ uvek ne postoji stav o testu za procenu efekta
antiagregacijske terapije u smislu postavljanja indikacije za
primenu testa, vrste testa, cut off vrednosti i moguénosti iz-
mene terapije na osnovu vrednosti tih testova *°.

U radu je prikazan bolesnik kome je uradena primarna
PCI uz standardnu dvojnu antiagregacijsku terapiju, ali je
PCI bila komplikovana rekurentnom trombozom istog stenta
¢ija etiologija je rasvetljena primenom testova za procenu
efikasnosti antitrombocitne terapije.

Prikaz bolesnika

Muskarac, star 54 godine primljen je februara 2007. godi-
ne u Koronarnu jedinicu Urgentnog centra Srbije nakon uradene
primarne PCI desne koronarne arterije (RCA) sa implantacijom
dva intrakoronarna stenta tipa Flexmaster iz grupe stentova neo-

U klini¢kom toku, ¢etvrtog dana hospitalizacije bolesnik
je dobio jak restrosternalni bol, a na elektrokardiogramu otkri-
vena je elevacija ST segmenta u odvodima D2,3 i AVF koji su
ukazali na ponovnu okluziju RCA. Laboratorijske analize po-
kazale su porast biohemijskih markera za nekrozu miokarda:
kreatin kinaza (CK) 290 IJ/L, miokardni izoenzim CK
(CKMB) 33 1J/L, troponin 8,7 1J/L, a koronarografski nalaz
potvrdio je okluziju RCA proksimalno. Zbog nadene TS ura-
dena je ponovna PCI (rePCI) RCA sa implantacijom stenta
Flexmaster, primenjen je tirofiban i otklonjeni su svi moguéi
proceduralni uzroci TS. Medutim, devetog dana hospitalizacije
ponovila se klinicka slika i elektrogradiografske promene u
smislu rekurentne TS (jak restrosternalni bol i elevacija ST se-
gmenta u odvodima D2,3 i AVF na elektrokardiogramu), sa
ponovnim porastom biohemijskih markera za nekrozu miokar-
da (CK 512 1J/L, troponin I 11,69 1J/L) i koronarografskim
dokazom ponovne TS. IzvrSena je, ponovna rePCI RCA sa
implantacijom stenta Driver u proksimalni deo RCA. Radi
prevencije ponovne TS, duplirana je doza klopidogrela na 2 x
75 mg, a doza aspirina ostavljena na 100 mg, $to se pokazalo
kao nedovoljna antiagregacijska terapija za ovog bolesnika.
Treci put, 12. dana hospitalizacije bolesnik je dobio jak retro-
sternalni bol pracen elevacijom ST segmenta u D2,3 i AVF
odvodima, kao i porast biohemijskih markera za nekrozu mio-
karda (CK 424 1J/L, troponin I 10,19 1J/L).

S obzirom da testovi procene antiagregacijskog efekta
lekova ni u svetu, ni u nasoj klini¢koj praksi jo§ uvek nisu u
rutinskoj primeni, tek posle rekurentne TS pristupilo se nji-
hovoj primeni. Uraden je brzi, tzv. point of care, Platelet
Function Analyzer (PFA-100) test, senzitivan na preparate
acetilsalicilne kiseline, koji je pokazao nedovoljnu supresiju
agregacije trombocita dozom aspirina od 100 mg (tabela 1),
zbog Cega je doza aspirina povecana na 300 mg, uz nastavak

Tabela 1

Rezultat procene efekta aspirina testom Platelet Function Analyser (PFA-100)

Dobijena vrednost (sekunde)

Agonist 100 mg aspirina 300 mg aspirina Referentni opseg (sekunde)
Col/EPI (ASP) 102 104 82-150
Col/ADP 61 61 62-100

Col/EPI (ASP) — kolagen/epinefrin
Col/ADP — kolagen/ADP

blozenih lekom (bare metal stent — BMS), zbog akutnog infar-
kta miokarda inferoposteriorne lokalizacije. Anamnesticki poda-
ci pokazali su da je 5 godina ranije bolesnik hospitalizovan zbog
infarkta miokarda dijafragmalne lokalizacije posle cega je pri-
menjena medikamenta terapija. Faktori rizika od ishemijske bo-
lesti srca bili su pusenje i hiperlipoproteinemija tip ITa. Objekti-
vno, bio je kompenzovan, stabilan, bez bolova u grudima posle
PCI RCA. Koronarografski nalaz pokazao je jednosudovnu bo-
lest (glavno stablo — left main, bez stenoze, cirkumfleksna arte-
rija bez stenoze, dominantna RCA u pocetnom delu bila je oklu-
dirana), zbog ¢ega su implantirana dva stenta Flexmaster u pro-
kismalnom segmentu RCA. Posle PCI primenjena je standardna
terapija: preparat sa 100 mg acetilsalicilne kiseline (aspirin),
klopidogrel 75 mg, metoprolol 2 x 25 mg, heparin intravenski
(iv), atrovastatin 20 mg, omeprazol 20 mg.

Grdini¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2009; 66(4): 328-332.

le¢enja dvostrukom dozom klopidogrela od 150 mg. Rezultat
ponovljenog testa PFA-100 pri dozi od 300 mg aspirina i da-
lje je pokazivao nedovoljnu supresiju agregacije trombocita
aspirinom. Kao jedino moguce reSenje ex juvanibus, klopi-
dogrel u dozi od 150 mg zamenjen je tiklopidinom u sta-
ndardnoj dozi od 2 x 250 mg. Posle navedene terapije, bole-
snik je bio bez anginoznih tegoba i promena na elektrokardi-
ogramu, hemodinamski stabilan.

U cilju definitivnog razja$njenja etiologije neadekvat-
nog antiagregacijskog efekta ovih lekova uradeno je merenje
reaktivnosti P2Y12 receptora iz grupe adenozin difosfat
(ADP) receptora, proto¢nom citometrijom, koje je pokazalo
reaktivnost od 43,1% $to je ukazivalo na dobru suprimiranost
tog receptora tiklopidinom (preostala aktivnost P2Y12 re-
ceptora — ADPrr = 43,1%). Rezultat agregometrijskog testa,
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jos§ uvek najSire upotrebljavanog testa za procenu agregabil-
nosti trombocita, potvrdio je dobru supresiju agregacije
trombocita tiklopidinom, a ne aspirinom (tabela 2). Da li je

Genomska dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) izo-
lovana je iz periferne krvi pomo¢u Blood Prep™ Chemistry
za ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied

Tabela 2

Rezultat procene efekta kombinacije aspirina i tiklopidina
agregometrijskim testom (svetlosna agregometrija)

Agonist

Dobijena vrednost*
(%)

ADP 10 pml/L
Ag COL 10 pg/L
Ag ADR 10 mm/L
Ag RIS 1,25 mg/L

4
15
30
90

COL - kolagen; ADR — adrenalin; RIS — ristocetin

* Referentni opseg: 60-90 %

uzrok neadekvatnog antiagregacijskog odgovora na lek ge-
netski polimorfizam za receptore preko kojih lekovi deluju
provereno je analizom genetskog polimorfizma za receptor
P2Y 12 preko koga deluju tienopiridini (tiklopidin i klopido-
grel). Utvrdeno je prisustvo ucestalijeg haplotipa HIH1 (sli-
ka 1), koji se u dosadasnjim radovima povezuje sa predispo-
zicijom za zadovoljavaju¢i odgovor na tienopiridine. Analiza
genetskog polimorfizma za receptor GPIIblIIa, koji je finalni
receptor u procesu agregacije trombocita, pokazala je prisu-
stvo minornog A1A2 polimorfizma (slika 2), koji se u dosa-
dasnjim radovima povezuje sa nezadovoljavaju¢im odgovo-
rom na jedan od antiagregacijskih lekova.
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220 bp Marker molekulske mase
SL 1 — Prikaz rezultata analize polimorfizma gena za P2Y12
receptor nakon elektroforeze na 10% poliakrimidnom gelu i
bojenja srebronitratom; bolesnik je bio homozigot H1H1
gena za P2Y12 receptor

117bp 221 bp

Marker molekulske mase
SL 2 — Prikaz rezultata analize polimorfizma gena za
GPIIbllIa receptor; bolesnik je bio heterozigot P (A1A2)

Biosystems, USA). Za lan¢anu reakciju polimeraze (PCR)
amplifikaciju (Mastercycler gradient, Germany) P2Y12
(94° C u trajanju od 30 sec, 50° C/30 sec, 72° C/30 sec; 35
ciklusa) korisc¢eni su slede¢i oligonukleotidni prajmeri: 5'-
TCT GGT GAA ATA AAA AGA TTA CGT A-3'i 5-GTC
AGA AAT GGC CTG TGTNATANTAT G-3'. Produkt 220
base pair (bp) podvrgnut je digestiji pomocu Rsal restrikcio-
ne endonukleaze (MBI Fermentas, Litvania). Produkti dige-
stije izdvojeni su elektroforezom na 10% poliakrilamidnom
gelu i vizualizovani posle bojenja srebro-nitratom. Prisustvo
196 bp i 24 bp traka indikovalo je H2 haplotip, dok je traka
od 220 bp indikovala H1 haplotip. GPIIb-IIla amplifikacija
(94° C u trajanju od 45 sec, 53° C/ 45 sec, 72° C/ 1 minut; 37
ciklusa) uradena je sa slede¢im oligonukleotidnim prajme-
rom: 5'-TTC TGA TTG CTG GAC TTC TCT T-3'i 5'-TCT
CTC CCA TGG CAA AGA GT-3'. Produkt 266 bp PCR di-
gestiran je pomoc¢u Mspl (MBI Fermentas, Litvania). Produ-
kti digestije izdvojeni su elektroforezom na 10% poliakrila-
midnom gelu i vizualizovani posle bojenja srebro-nitratom.
Prisustvo 221 bp i 24 bp traka indikovalo je P1*' alel, dok je
prisustvo 117 bp, 50 bp i 45 bp traka indikovalo P1** alel.

U daljem toku, do otpusta bolesnik je bio klini¢ki i he-
modinamski stabilan, a testom za neinvazivnu procenu koro-
narne rezerve dipiridamolom utvrdeno je adekvatno poveca-
nje protoka u RCA, bez znakova ishemije miokarda.

Diskusija

Ucestalost TS je 0,9%, ne racunajuci kasnu TS o kojoj
ne postoje precizni podaci. Ostecenje endotela, povecana re-
aktivnost trombocita prilikom implantacije stenta kao stranog
tela dovodi do aktivacije trombocita i pokretanja koagulacio-
ne kaskade. Od faktora vezanih za samu proceduru na njenu
pojavu najviSe mogu uticati duzina stenta, nedovoljna ek-
spanzija i rezidualna stenoza. Kompleksnije lezije podloznije
su ovoj komplikaciji, a stariji bolesnici, niza ejekciona frak-
cija (EF) leve komore, dijabetes melitus, akutni koronarni
sindrom — infarkt miokarda, narocito predisponiraju njenu
pojavu .

Da bi se smanjila pre svega pojava restenoze stenta os-
misljeni su DES, ali s obzirom da su obloZeni lekovima koji
uticu na povecanu ekspresiju faktora nekroze tumora i trom-
bina, oni dovode do protrombogenog efekta. Takode, doka-

Grdini¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2009; 66(4): 328-332.
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zana je usporena ili ¢ak prekinuta reendotelizacija pri upot-
rebi ovih stentova u odnosu na BMS, gde do nje dolazi u
potpunosti posle 3—4 meseca od implantacije. Potvrdeno je,
na osnovu nalaza autopsije bolesnika leCenih sa obe vrste
stenta, da je incidencija TS veéa kod DES .

Iako je procenat TS oko 0,9%, neophodno je rasvetliti i
otkloniti sve moguée uzroke njenog nastanka, izmedu ostalih
i rezistenciju (neadekvatan antiagregacijski efekat) na klopi-
dogrel koja se procenjuje na 4-30%*. Tri studije nedvosmi-
sleno su povezale rezistenciju na klopidogrel sa najvaznijom
klini¢kom implikacijom TS

S obzirom na to da je prikazani bolesnik bio mladi, nije
bio dijabeticar, imao o¢uvanu EF, proceduralni uzroci isklju-
Ceni, kao i da do stabilizacije klinickog stanja nije doslo po-
sle udvostruc¢avanja doze klopidogrela i aspirina, ali jeste po-
sle zamene jednog tienopiridina drugim (klopidogrela tiklo-
pidinom), nas rad posao je od hipoteze da je uzrok TS bio
neadekvatan odgovor na standardnu, dvojnu antiagregacijsku
terapiju posle PCI (tienopiridin, i acetilsalicilna kiselina).

Mehanizam dejstva ovih lekova razlikuje se, zbog Cega
su i razlozi neodgovarajuéeg antiagregacijskog odgovora na
njih kao i testovi koji se u tu svrhu primenjuju razliciti. Aspi-
rin u dozi od 100-300 mg ireverzibilno inhibira enzim ciko-
oksigenazu 1, stvaranje tromboksana A2, §to dovodi do sma-
njenja agregabilnosti trombocita. Tienopiridini (tiklopidin i
klopidogrel) posle per os primene metaboliSu se u jetri, ali
razli¢itim enzimskim putem (klopidogrel pomocu enzima
CYP3A4, a tiklopidin pomoé¢u CYP2A19 i CYP2D6), posle
Cega nastaje aktivni metabolit koji se vezuje za P2Y12 re-
ceptor (grupa ADP receptora) na trombocitima koji regulisu
adenilat ciklazu preko inhibitornog G proteina. Zbog toga se
nivo trombocitnog ciklicnog adenozin monofosfata (cAMP)
smanjuje, te se inhibira ADP-indukovana sekrecija alfa gra-
nula i ADP-zavisna agregacija trombocita. Ovo smanjenje
cAMP vodi ka smanjenju aktivacije specificne protein kina-
ze, §to uzrokuje izostanak fosforilacije vazodilatatornog sti-
mulisanog fosfoproteina (VASP) ¢ija fosforilacija je kljucni
dogadaj za GPIIbllla receptorsku inhibiciju. Koncentraciju
VASP moguce je direktno meriti citometrijski i odgovaraju-
¢om formulom izraunati ADPrr ®. To je razlog §to je u
ovom radu, pored zlatnog standarda za procenu agregacije
trombocita (agregometrija) i brze PFA-100 metode, prime-
njeno i merenje ADPrr proto¢nom citometrijom zbog proce-
ne efikasnosti tienopiridina, kao i utvrdivanje polimorfizma
gena za receptore preko kojih lekovi deluju na GPIIbIIla i
P2Y12, direktno.

Naime, tienopridini deluju preko svog aktivnog meta-
bolita direktno na P2Y12 receptor, Cija aktivacija/blokada
utice na aktivnost GPIIblIIa receptora koji je najznacajniji u
finalnom procesu agergacije trombocita. Trombociti imaju
brojne glikoproteine (GP) na svojoj povrsini i mnogi od njih
su polimorfni, stoga je polimorfizam gena za ove receptore u
poslednje vreme Cesta tema istrazivaca. Rezultati veéine do-
sadasnjih radova slazu se sa tim da je PA1A2 i PA2A2 gen
na GPIIbllla receptoru povezan sa poveCanim stvaranjem

Grdini¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2009; 66(4): 328-332.

trombina i nizim pragom za aktivaciju trombocita °. Polimor-
fizam PA2 pojedinacni je nukleotidni polimorfizam gde se
umesto citozina (PA1) u obliku PA2 nalazi timin koji se jav-
lja u poziciji 1 566 egzona 2, kodirajueg regiona za GPIIla
lociranog na hromozomu 17, §to sve dovodi do izmene ami-
nokiseline leucin u prolin. Smatra se da alelni PA2 polimor-
fizam doprinosi povecanoj ekspresiji GPIIbIIla receptora i
poveéanom afinitetu za fibrinogen, stoga i povecanoj mogu-
¢nosti za kardiovaskularni dogadaj. Takode, dosta paznje po-
sveceno je i sekvencijalnoj varijaciji P2Y 12 receptora koji je
ciljno mesto aktivnog metabolita klopidogrela. Identifikova-
na su dva haplotipa H1 i H2 u P2Y12 receptorskom genu.
Pojava H2 haplotipa povezana je sa neZeljenim kardiovas-
kularnim dogadajem '°. Sam PA2A2 uzrokuje poveéanu eks-
presiju receptora posle ADP stimulacije, tako da su ova dva
gena i njihovi polimorfizmi isprepleteni u pogledu uticaja na
aktivaciju i agregaciju trombocita.

Bolesnik prikazan u ovom radu imao je ponovljenu TS
na standardnoj dvojnoj antiagreagacijskoj terapiji, i posle
primene udvostru¢enih doza. Neadekvatan odgovor potvr-
dili su testovi PFA-100, koji se pokazao u dosadasnjim ra-
dovima kao senzitivan za procenu dejstva aspirina, i svetlo-
sna agregometrija, jo§ uvek zlatni standard za procenu
agregabilnosti trombocita posle primene i aspirina i tienop-
ridina ' 2. Rezultati polimorfizma za GPIIbllla receptor
pokazali su da je zbog prisustva minornog polimorfizma za
ovaj receptor, P(A1A2), mogué¢ neadekvatan odgovor na
jedan antiagregacijski lek, u naSem slucaju preparat acetil-
salicilne kiseline, jer je prisustvo major haplotipa HIH1 re-
ceptora za P2Y 12 receptora preko koga deluju aktivni me-
taboliti tienopiridina pokazao da bi antiagregacijski odgo-
vor na jedan tienopiridin trebalo da bude zadovoljavajuci
(tiklopidin ili klopidogrel), §to opravdava zamenu klopido-
grela tiklopidinom u ovom slucaju. Kona¢no, da je odgovor
na tiklopidin bio dobar, pored stabilizacije klini¢kog stanja
bolesnika, to su potvrdili i rezultati agregometrije i nalaz
citometrije, koja je, za sada, najpreciznija u proceni aktiv-
nosti P2Y12 receptora ' '*. Aleil i sar. "° nedavno su prika-
zali tri bolesnika kod kojih je neefikasan antiagregacijski
efekat klopidogrela reSen zemenom za tiklopidin, ali nisu
radili genetske analize receptora.

Ogranicenje ovog rada je u tome $to nije postojala mo-
guénost da se ispitaju aktivnost metabolita tienopiridina
(kolpidogrela i tiklopidina) i genski polimorfizam za ove
proteine, Sto bi bila jo§ jedna potvrda kljuéne uloge aktivnog
metabolita kod ovih bolesnika.

Zakljucak

Ovaj rad ukazuje na potrebu primene testova za procenu
efekta antiagregacijskih lekova kod bolesnika sa TS. Najvero-
vatnije objasnjenje uspesne zamene nedovoljno efikasnog klo-
pidogrela efikasnijim tiklopidinom su razli¢iti aktivni metabo-
liti ova dva leka koji se ireverzibilno vezuju za isti P2Y12 re-
ceptor, koji je u ovom slu¢aju imao o¢uvanu aktivnost.
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