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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES:

1.1. Az Aspirin torténete

Az Aspirin a legszélesebb korben hasznalt egyik legrégebbi gydgyszeriink. Az Aspirin
torténetét egy kitind kozleményben Desborough és Keeling foglaltak 6ssze. A szalicilsavat
tartalmazo flizfakéreg hasznalata, mint tradicionalis gydgyszeré, tobb mint 3500 éves
multra tekint vissza, hiszen a flizfakivonat analgetikus és lazcsillapitd hatasu szerként
torténd hasznalatarél az ie. 1500-ra datalhaté antik dokumentumokban, az Ebers
Papyrusban is tesznek emlitést. Hyppocrates 2000 évvel ezel6tt fajdalomcesillapitoként
hasznalta a flizfabarka kivonatat, azonban a XVIII. szdzadig nem volt ismert, hogy mi az
aktiv vegyiilet. Az aktiv vegyiiletet 1828-ban Felix Buchner izolalta, amit Salicin-nek
nevezett el, késébb a technikat Leroux 1829-ban tovabb finomitotta, majd 1838-ban Piria
tiszta formaban nyerte ki a szalicilsavat. Az acetilszalicilsavat (ASA) acetil klorid és Na
szalicilat 6sszekapcsolasaval 1853-ban eldszor Charles Frederic Gerhardt szintetizalta. Az
Aspirin  néven gyogyszerként is alkalmazhato ASA-t 1897-ben a Bayer cég
laboratoriumaban Felix Hoffman, Arthur Eichengriin és Heinrich Dresser allitottak eld.
Kezdetben ,,csodaszerként” szamon tartva minden problémara alkalmaztak, majd
gyulladascsokkentd ¢€s fajdalomcsillapitd hatdsa a XX. szazad folyaman valt ismertté.
1971-ben a kés6bb Nobel dijat kapott Sir John Vane fedezte fel az Aspirin trombocita gatlé

tulajdonsagat, mely hatterében a ciklooxigenaz-1 (COX-1) enzim blokkoldsan keresztil a

trombocitak tromboxan A2 (TXA2) szintézist gatld hatasa all.
1.2. Az Aspirin hatasa

Az Aspirin f6 farmakoldgiai hatasa a COX-1 enzim Ser529 oldallancanak kovalens kotéssel
torténd acetildlasa, ami az aktiv helyhez vezet6 lireg oldalfalaban akadalyozza az arachidonsav

(AA) bekotédését. Trombocita agonistdk hatdsara intracelluldrisan Ca?* szabadul fel, ami



foszfolipaz, mindenekel6tt foszfolipaz A, (PLA;) aktivaciot eredményez. A membran
foszfolipidekbdl PLA, hatdsara felszabaduld AA-bél a COX-1 hatdsara ciklikus endoperoxidok,
prosztaglandin G, és H, keletkeznek. A tovabbiakban tromboxanA2 szintetdz hatdsara a
prosztaglandin Hx-bdél TXA; keletkezik, mely igen erGs trombocita aktivaciés hatassal bir. A
COX-1 konstitutiv enzim, a szovetekben folyamatosan expresszalédik, és a keletkezett
prosztaglandin H2-bél prosztaglandin szintetdz vagy prosztaciklin szintetdz hatasara mas aktiv
metabolitok képz&dnek, melyek szdmos fizioldgiai folyamatban szerepet jadtszanak. Az enzim
masik izoenzime, a ciklooxigendz-2 (COX-2) indukalhatd enzim, mely patoldgids folyamatok
esetén (pl. gyulladasos folyamatok) expresszalédik, a fajdalom és laz kialakitasaban szerepet
jatszo prosztaglandin tipusok képzédését elGsegitve. A COX izoenzimek aminosav
szekvencidja kb. 60%-ban megegyezik, ugyanakkor az Aspirin affinitasa a COX-1 irant sokkal
erGsebb, a COX-2 Ser516 oldallancanak hasonlé mérték( acetilacidjadhoz 10-100x-s ASA
koncentracio sziikséges. Ez a magyarazata annak, hogy 75-100 mg Aspirin csaknem teljesen
gatolja a trombocitdkban a COX-1 enzimet, mig a COX-2 gdatldshoz, azaz laz-és
fajdalomcsillapité hatasahoz lényegesen nagyobb ddzisok sziikségesek. Ennek valdszin(i oka
az, hogy a COX-2 nagyobb katalitikus Gregében a Ser516 és az ASA relativ orientacidja kevésbé
segiti el6 az acetilaciét. Az Aspirin félélet ideje a szervezetben minddssze 15-20 perc, de a
trombocitakra kifejtett hatdsa azok egész élettartama alatt, azaz 7-10 napon at tart. Ennek
magyarazata, hogy a trombocitdk nem rendelkeznek DNS genommal, csak megakariocita
eredetl mRNS-el és a fehérje szintézishez sziikséges transzlacidés apparatussal, ami csak
limitalt mérték( fehérje szintézist tesz lehetévé, ezért nem képes Ujraszintetizalni az ASA altal

irreverzibilisen (kovalensen) moédositott COX-1-t.

Az ASA gyorsan felszivodik a gyomor és a vékonybél felsé szakaszanak nydlkahartydjan

keresztlil. A bevonatmentes Aspirin a plazmdban mar 20 perccel a bevételt kovetSen
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detektdlhatd, csucskoncentraciojat pedig 30-40 perc mulva éri el, mig az enteroszolvens
bevonatos készitmények esetében a csucskoncentracid 3-4 draval a bevételt kdvetben
varhatd. A hagyomanyos Aspirin szisztémas bioldgiai hozzaférhet&sége korilbelll 40-50%-o0s,
melytdl flggetlen a COX-1 gatlas hatdsfoka, ugyanis az ASA mar a portdlis keringésben
taldlkozik a vérlemezkékkel, ahol a trombocitdk a szisztémds keringésre jellemzé
koncentracional lényegesen magasabb gyégyszerszintnek vannak kitéve. A trombocita TXA:
képzés és a trombocita aggregdacio gatlds szempontjabdl, az enteroszolvens bevonatos, illetve
a hagyomanyos készitmények hatékonysagaban kronikus Aspirin terdpia esetén nincs

kiilonbség.

1.3. Az Aspirin kardiovaszkularis hatdsa és jelentdsége

A szer kardioprotektiv hatdsa a mult szazad koézepén kerilt elGszor leirasra. EttSl a
felismeréstél kezdve a kis dozisu ASA-t eredményesen hasznaltak az akut aterotrombotikus
események, mint a miokardidlis infarktus és aterotrombotikus iszkémids stroke
megel&zésében. A vaszkuldris haldlozast és a nem fatdlis miokardialis infarktust 15-30%-al
csokkenti. A nagy betegszammal végzett klinikai tanulmanyok eredményei alapjan az alacsony
dozisu (75-100 mg/nap) Aspirin terapia a ,Gold standard” a kardio-és cerebrovasculdris
események szekunder prevenciéjaban. A gyulladascsdkkents, antipiretikus és fajdalom

csokkentd hatas eléréséhez ennél Iényegesen magasabb ddzisra (500 mg) van szlikség.

1.4. Az Aspirin rezisztencia fogalma

A kardiovaszkularis betegek egy részében azonban az alacsony ddzisu Aspirin terdpia
nem védi ki az (ismételt) akut aterotrombotikus eseményeket, mely észrevétel vezetett az
Aspirin rezisztencia fogalmanak bevezetéséhez. Az Aspirin rezisztencia azonban nem egységes

fogalom, nem létezik ra pontos, egységes definicio, valdszinl ez is a magyarazata annak, hogy



bar korabbiakban szdmos tanulmanyban kilénb6z6 mddszerekkel vizsgaltak az Aspirin
rezisztencia el6forduldsdnak gyakorisagat, a kapott eredmények széles tartomdanyban, 5-66%-

ig szortak.

Az ,Aspirin rezisztencia" fogalmat négyféleképpen is meghatdrozhatjuk:

1.) Kémiai (valds) Aspirin rezisztencia: a trombocitakban Iévé COX-1 enzim 529-es szerin-je
nem acetildlhatd Aspirinnel.

2.) Laboratoériumi ,Aspirin rezisztencia”: az Aspirinre adott csokkent vdlasz egy adott
laboratériumi teszttel mérve.

3.) Bizonyos fokozott trombocita turnovert eredményez6 allapotokban a fiatal és még nem
acetilalt trombocitak képz6désének és keringésbe valé felszabadulasanak folyamata
felgyorsul, és ezekben az Ujonnan képz6dott és keringésbe keriilt trombocitdkban a TXA2
képz6dés nem gatolt. Ezekben az esetekben nem beszélhetlink Aspirin rezisztenciardl, hiszen
az Aspirin kifejti hatdsat és napi kétszeri Aspirin bevételével a probléma elvileg
kikliszobolhet6.

4.) Klinikai "Aspirin rezisztencia" (klinikai hatastalansag): az Aspirin nem védte meg a beteget

egy bekovetkezett akut vaszkularis eseménytdl.

1.5. Az Aspirin rezisztencia ,,probléma”

Ad 1/ A legutébbi id6kig nem volt olyan referencia modszer, mely direkt médon mérné
a COX-1 Aspirin altal torténd acetilacidjat, azaz diagnosztizdlhatnd a valddi Aspirin
rezisztenciat. Munkacsoportunk a human COX-1 525-533 aminosav szekvencidjanak megfelel6
acetilalt és nem acetilalt nonapeptidek ellen olyan monoklondlis anti-human COX-1 ellenes
antitesteket allitott el6, melyek csak az acetildlt (inaktivalt) COX-1-el vagy csak az aktiv (nem

acetilalt) COX-1-el reagalnak. Western blotting technikdval az antitestek egyértelmden



elkllonitették az acetildlt- és nem acetilalt enzimet a trombocita lizatumban. Ez az elsé olyan
maddszer, mely kézvetlen médon detektalja a COX-1 Ser529 acetilaciojat és alkalmas a valddi
(kémiai) Aspirin rezisztencia megallapitasara.

A direkt mddszer mellett kifejlesztettiink egy masik mddszert, mely AA indukciot
kovet6en a trombocitdk altal képzett TXA2 inaktiv, stabil metabolitjdnak, a tromboxan B2-nek
(TXB2) a mennyiségét méri trombocita dus plazmdaban (platelet rich plasma; PRP). Ez a
madszer a trombocitdk TXB2 képz6 kapacitasat hatdrozza meg és kozvetetten jelzi a COX-1
Aspirin 3ltal el6idézett gatlasat, azaz indirekt médon méri a COX-1 acetilacié trombocita
aktivacidra kifejtett gatld hatasat. E két modszer az Aspirin hatds mérésére referencia
madszernek tekinthetd. A laboratériumi diagnosztikaban a referencia maddszer altalaban
olyan relative bonyolult eljaras, amely nagy biztonsaggal ad valaszt egy adott kérdés
eldontésére. A referencia moddszer bonyolultsaga, nehézkessége miatt altaldban nem
alkalmazhaté a rutin laboratériumi diagnosztikaban, azonban kivaléan alkalmas a rutin
diagnosztikai moddszerek evaludldsara, megbizhatdsaguk tesztelésére. Az Uj, altalunk
kidolgozott referencia mddszerekkel kapott eredmények azt bizonyitottak, hogy 108, egy
hétig Aspirin szedd egészséges dnkéntes esetében a COX-1 teljes mértékben acetildlédott,
azaz egészséges egyének kozott a kémiai ("valds") Aspirin rezisztencia, ha egydltalan létezik,
extrém ritkasagnak szamit. Ez azonban nem jelenti feltétlenil azt, hogy ezek az eredmények
akut aterotrombotikus komplikaciot elszenvedett betegekre, pl. koszoruér betegekre is

altalanosithatok.

Ad 2/ Az Aspirin hatdsat vizsgald rutin laboratériumi mdodszerek jelentGs inter- és
intraindividudlis variabilitdst mutatnak, az egyes mddszerek kozott gyenge a korrelacié. Az
Aspirin hatas hatarértékeiben sincs konszenzus. Sokaig nem allt rendelkezésre e mddszerek

hatékonysagat vizsgald elfogadott referencia mddszer. A fent ismertetett két referencia
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madszer segitségével Aspirint szed6 egészséges onkénteseken megallapitottuk, hogy a rutin
modszerek kozll csak az AA indukalta trombocita aktivacié detektaldsa (AA indukalta
trombocita aggregacio és ATP felszabadulds, ill. a szintén AA agonistat hasznalé VerifyNow

Aspirin Assay) ad valds eredményeket.

Ad 3/ A fokozott tombocita turnover, bar klinikai jelent&séggel birhat, nem tekintheté
Aspirin rezisztencidnak. Fokozott trombocita turnover-t szamos tényez6, koérkép
eredményezhet, melyek abnormis  megakariocytak  képzddésével (esszencialis
trombocitémia), vagy fokozott periférias felhasznaldssal (pl. egyes gyulladasos allapotok)
jarnak. Ezekben az esetekben a COX-1 acetilacidja éppen ugy megtorténik, mint normal
trombocita turnovernél, az Ujonnan képz6dott trombocitakban |évé COX-1 tobbszori
dozirozassal gatolhatd. Esszencialis trombocitémiaban pl. a napi 2x alkalmazott 100 mg Aspirin

hatékonyabbnak bizonyult a napi 1x 100 vagy akar 1x200 mg ddzisnal.

Ad 4/ A trombocita aktivacio egy komplex folyamat, melynek csak egy
részmechanizmusa a TXA2 képzddés. A nagy ddézisu kollagén vagy a trombin altal indukalt
trombocita aktivaciét az Aspirin nem gatolja. Utébbi mechanizmusok Iényeges szerepet
jatszanak az aterotrombotikus betegségek akut komplikacidinak a kialakuldsaban, ezért az
Aspirin 100%-os hatékonysaga elvileg sem képzelhet§ el, amit a klinikai hatékonysag
vizsgalatok is vildgosan mutatnak. Az Aspirin profilaxis alatt bekdvetkezé akut eseményeket
tehdt nem szabadna Aspirin rezisztencidnak tulajdonitani, az ilyen esetekre klinikai

hatdstalansag a korrekt megnevezés.

Az egészséges Onkénteseken a kapott eredmények kilénbozhetnek a koronaria
betegek (CAD) esetében észleltektdl, hiszen e betegcsoportban szamos tényez6 mdédosithatja

az Aspirin hatdsat. Ahogy korabban emlitésre keriilt, a fokozott trombocita turnover, a COX-2



fokozott expresszidja/up regulacidja pl. diabeteses betegekben és gyulladdsos kérképek

esetén elvileg hozzajarulhatnak a csokkent Aspirin hatashoz.

Kérdés azonban, hogy ezekben az dllapotokban kialakul-e valddi Aspirin rezisztencia?

1.6. A clopidogrel és hatasa

Az antitrombocita kezelés masik sarokkdéve Magyarorszdgon az Aspirin mellett a
clopidogrel. A clopidogrel a tienopiridinek kozé tartozé vegylilet, ami irreverzibilisen gatolja a
trombocitak adenozil-difoszfat (ADP) P2Y12 receptorat. A trombocitdk felszinén két ADP
receptort kilonboztetiink meg. A P2Y1 és a P2Y12 kilonboz6 intracellularis G proteinekhez
kapcsolédnak, melyek eltéré tovabbi reakcidkat medidlnak. Az ADP a P2Y12 receptoron
keresztiil a Gi2 proteinhez kapcsolédva akadalyozva a ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP)
termel6dését és a foszfatidil inozitol trifosztat kinaz (PI3K) uUtvonalat. A Gg proteinhez

kapcsolédd P2Y1 receptoron keresztiil pedig a foszfolipaz C (PLCB) utvonalat aktivalja.

A clopidogrel masodik generacids készitmény, un. prodrug, mely tobb Iépcsén
keresztlil a majban alakul at aktiv metabolittd. Végeredményben a clopidogrelnek csak
mintegy 15%-a jelenik meg aktiv formaban a keringésben. Az aktiv metabolit szabad SH
csoportot tartalmaz és diszulfid hidon keresztiil kovalensen kétédik a P2Y12 receptorhoz, ezzel
gatolja az ADP receptorhoz valé kot6dését és az ezdltal indukalt trombocita aktivaciot. A
clopidogrel monoterapidban, illetve Aspirinnel kombindlva széles kérben hasznalt vegyiilet a
visszatérd aterotrombotikus iszkémias események megel6zésében. Az antitrombocita hatas
azonban a a clopidogrel vonatkozdsaban az esetek 10-50%-aban nem alakul ki, melynek
hatterében els6sorban a valtozé mértékld aktiv metabolit képz6dés allhat, pl. a

metabolizmusban résztvevd CYP izoenzimek genetikai polimorfizmusanak kovetkeztében.



A clopidogrel rezisztens betegek relative magas szama vezetett Uj generdcids, jobb
metabolikus tulajdonsagokkal rendelkez6 ordlis P2Y12 gatldk, a prasugrel és a ticagrelor

kifejlesztéséhez.

1.7. A clopidogrel rezisztencia

A clopidogrel esetében is probléma, hogy nem tisztdzott melyik az a laboratériumi
madszer, ami igazolja a rezisztenciat. Az elérhet6 nagy szamu laboratériumi maédszer koziil a
legszélesebb korben elterjedt és egyben ,gold-standard”-ként hasznalt ADP indukalta
aggregacio vizsgalat. A mddszer hatranya azonban, hogy nem P2Y12 receptor specifikus, ezért
nem optimalis mddszer a clopidogrel hatas monitorozasara. A mddositott prosztaglandin E1
(PGE1) jelenlétében ADP indukalta aggregacio vizsgalata ezt a problémat kikiiszoboli. A P2Y12
receptor specifikus egyéb maodszerek, a vazodilatator stimuldlta foszfoprotein (VASP)
foszforilacio aramldsi citometridas mérése és a Verify Now (VN) Assay koltségesek és
eszkozigényesek. A VASP egy a trombocitakban nagy mennyiségben jelen 1évé aktin és profilin
koté fehérje, mely lényeges szerepet jatszik ezen sejtek szekrécidjanak és adhézidjanak
(cGMP) reguldlta protein kindzoknak, melyek a VASP Ser157, Ser239 and Thr278 amindsavak
oldallancait foszforilaljak. Normal kortilmények kdzott a VASP nem foszforilalt, a PGE1 a cAMP
képz6dését fokozva a cAMP fliggé kinazt aktivalva foszforildlja a VASP-t, amit az ADP a P2Y12
receptor medidlta Utvonalon gatol. PGE1 és/vagy ADP jelenlétében a VASP foszforilacid
mértéke a P2Y12 aktivitassal korrelal, amit a trombocita reaktivitasi indexszel fejeznek ki

(platelet reactivity index, PRI).

A Verify Now P2Y12 Assay egy teljes vért felhasznalé ,point of care” teszt, mely a

trombocitak és fibrinogénnel fedett gyongydk ADP indukalt egylittes agglutinaciéjat mérik. Az
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agglutindcio fokozott fényateresztést eredményez, az eredményt trombocita reaktivitdsi

egységben Platelet Reaction Unit-ben (PRU) fejezziik ki.

Az Aspirin és a clopidogrel hatdsdnak mas a tamadaspontja, ugyanakkor az atfedések
a blokkolt intracellularis mechanizmusokban arra engednek kovetkeztetni, hogy az
egyidejlleg szedett Aspirin befolydsolhatja a clopidogrel hatast mérd tesztek eredményét,

valamint ugyanez forditva is feltételezhetd.

2. CELKITUZESEK:

1. Célunk volt a kordbban az Aspirin hatas kimutatasara kidolgozott referenciamddszert,
mint ,,gold standard”-et alkalmazva a kémiai, és a laboratdriumi Aspirin rezisztencia
vizsgalata igazolt koronaria betegeken, akik hosszu tavu Aspirin monoterapian voltak.
Valamennyi beteg esetében vizsgaltuk a COX-1 acetilacidjat, a COX-1 figgd Aspirin
hatasanak mérésére hasznalt laboratériumi maddszereket, valamint elvégeztik a
trombocitakban torténé COX-2 expresszio vizsgalatat.

2. Tekintettel arra, hogy az Aspirint és a clopidogrelt az esetek egy részében kombinalt
terapia formdjaban alkalmazzdk, célunk volt annak a clopidogrel hatast vizsgdld
modszernek, vagy mddszereknek az azonositasa, melyet befolydsol az Aspirin hatasa,
illetve annak vizsgalata, hogy a clopidogrel hatdsa mennyire befolyasolja az Aspirin

hatast vizsgalé modszerek eredményeit.
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3. ANYAG ES MODSZER:

3.1. Vizsgalt populacid, bevalasztasi és kizarasi kritériumok

3.1. a. Az Aspirin hatds vizsgalataba bevont korondria betegek és egészséges kontrollok.
Aspirin hatasat érints vizsgdlatunkba a Debreceni Egyetem, Kardioldgia Intézet, kardioldgiai
szakrendelésén megjelent koronaria intervencion, illetve koszorusér bypass muitéten atesett
betegetek vontunk be, akik legaldbb 1 hdnapja napi 100 mg ASA monoterdpidban részesiiltek.
Kizarasi kritériumok kozott szerepelt az akut miokardidlis infarktus (AMI), vagy egyéb akut
koronaria szindréma, malignus megbetegedések, a vizsgalatot megel6z6 3 honapban lezajlott
fert6zés, hipertireosis, autoimmun betegség, illetve krdénikus veseelégtelenség. Tovabbi
kizadrasi kritériumok voltak: Aspirinen kiviili egyéb trombocita gatld szerek szedése a
vizsgalatba torténd bevonas el6tti 2 hetes periddusban, ismert vérzéses megbetegedés,
anaemia (hemoglobin <100 g/L), trombocitopenia (trombocita szdm <100 G/L). Osszesen 144
beteget vontunk be a vizsgalatba, 1,5 éves id6periédus alatt. A Brown 3altal leirt Jeffrey
modszert alkalmaztuk a vizsgalt minta elemszam meghatdrozasahoz. Koronaria betegek kozdl
senki nem kerilt kizarasra, az Aspirin hatdst nem mutaté néhany beteg esetében ismételt

vizsgalatot végeztiink (Iasd késébb).

A kontroll csoportba egészséges, 18 éves életkort betoltott egészséges onkénteseket
valasztottunk be, akik kdzott rokoni kapcsolat nem allt fenn. Egészségi allapotukat fizikalis
vizsgdlattal és kérdGives felméréssel ellenériztiik. Az alabbi kizarasi kritériumokat alkalmaztuk:
krénikus betegségek, ismert vérlemezke defektusok és a megel6z6 két hétben barmilyen
gyogyszeres terapia alkalmazasa (az ordlis antikoncipiensek kivételével). A 121 toborzott
onkéntesbdl a kizdrasok utdn 108 egészséges onkéntesbdl allé csoporton értékeltik az

eredményeket.
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3.1. b. Az Aspirin és a clopidogrel monoterdpian Iévé betegek kivalasztasa

A betegbevalasztas soran célunk volt olyan effektiv clopidogrel terapian Iévé betegek
kivalasztdsa, akiknél a clopidogrel hatasos. Eredetileg 101 beteg kerilt bevalogatasra, akik
nem kardiogén iszkémias cerebrovaszkuldris betegségen estek at, és legalabb 1 hdnapja napi
75 mg clopidogrel terapidban részesiiltek (clopidogrel csoport). 48 beteget kizartunk a
csoportbél, mert esetlikben a vizsgalt P2Y12 receptor specifikus mddszerrel nem lehetett
clopidogrel hatast igazolni. A P2Y12 receptor specifikus tesztekkel clopidogrel hatast mutaté
betegek mintait az Aspirin hatas kovetésére haszndlt mddszerekkel vizsgaltuk. A vizsgdlat
masik agan 55 koszoruérbeteget valasztottunk be, akik legalabb egy hdonapja napi 100 mg
Aspirin monoterdpidan voltak (Aspirin csoport). 52 beteg esetében a COX-1 specifikus
tesztekkel Aspirin hatasossagot mutattunk ki (AA altal indukalt aggregacid, ATP szekrécidé, VN
Aspirin assay és TXB2 képzd6dés teljes blokkoldsa). Ezen betegek mintait a clopidogrel hatast
kovet6 hagyomanyos maddszerekkel vizsgaltuk. 3 beteg kerilt kizarasra non-compliance miatt.
Osszehasonlitasképp 140 egészséges dnkéntest valogatunk be a vizsgalatba, akik semmilyen
trombocita funkciét befolyasold szert nem szedtek (kontroll csoport), az 6 mintaikat
valamennyi a betegcsoportok esetében alkalmazott modszerrel vizsgdltuk. A vizsgdlatba
bevont valamennyi egyén esetében a kizdrasi kritériumok a kdvetkez6k voltak: nonszteroid
gyulladascsokkenté kezelés, kronikus majbetegség, anaemia (hemoglobin <80 g/L),
trombocitopenia (trombocita szam <150 G/L), trombocitdzis (trombocita szam >500 G/L),
trombocita funkcié zavar, vérzéses megbetegedés, akut fertGzés/antibiotikum kezelés, a
bevalasztast megel6z6 1 hdnapos id6tartamban nagyobb sebészeti beavatkozds, illetve
iszkémias esemény.

A kutatds a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és

Intézményi Kutatasetikai Bizottsagdanak jévahagydasdval tortént. A vizsgdlat teljes mértékben
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megfelel a Helsinki Deklaracid Etikai elveinek, minden dnkéntes résztvevd irdsos és szdbeli
tdjékoztatast kovetGen irdsos beleegyezését adta a vizsgdlatban vald részvételhez.
3.2. Mintagyidijtési protokoll

A vérvétel éhgyomorra tortént a konyodkhajlati vénabdl 0,109 M-os trinatrium-citrat
tartalmu cs6be (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Az alvadasgatolt vérmintat a VN
Aspirin Assay-hez (Accumetrics, San Diego, CA) és a VASP aramlasos citometrids analiziséhez
(Biocytex, Marseille, France) hasznaltuk fel. PRP-t 120 g-n, 37°C-on, 15 perc centrifugaldssal
nyertlink. Trombocita szegény plazmat (platelet depleted plasma; PDP) két egymast kdvets
centrifugalas segitségével allitottunk el6 (mindketts 1500 g, 25°C, 20 perc).
3.3. Aspirin hatas vizsgalatara hasznalt médszerek

Korabbi vizsgalataink sordn uj, direkt és indirekt technikakat dolgoztunk ki a COX-1
Aspirin altal tortént acetilacidjanak detektalasara. A direkt mdédszer a human COX-1 525-533
reziduumok aminosav szekvencidjanak megfelel6 nem acetildlt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-Ser-Leu-
Lys-Gly-Leu-OH) és acetildlt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-Ser(Ac)-Leu-Lys-Gly-Leu-OH) nonapeptid
ellenes antitestek hasznalatan alapul. A tisztitott antitestek segitségével Western blotting

technikaval a trombocita lizdtumban kdnnyen elkilonithet6 az acetildlt és nem acetildlt COX-

Az indirekt technika (21) a 0.25 mg/ml AA indukalta TXB2 képz6dést méri PRP mintak
PDP-vel térténd higitasat kovetéen, mellyel a trombocita szamot 30 x 10°/L-re éllitottuk be.
37°C-on torténd 5 perces inkubacioét kovetben a reakcidt 250 pl aktivalt higitott PRP-hez adott
12,5 uL 2 M HCl-lel allitottuk le. A mintat 15 percig 4°C-on h(téttik, majd 12000 g-n
centrifugaltuk (4°C, 10 perc). A keletkezett TXB2-t az AA-tdl és egyéb interferalé anyagoktdl
szekvencialis szilard fazisu extrakcidos modszerrel valasztottuk el. A TXB2 koncentraciot
kompetitivimunoassay-vel (Assay Designs, Ann Arbor, MI, USA) hataroztuk meg. A mintakban
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taldlhatd TXB2-koncentracidk meghatdrozasara a mért optikai denzitdst hasznaltuk. A
kotédést jelz6 sarga szin intenzitdsa forditottan aranyos a mintakban, ill. a standardokban
taldlhatd TXB2-koncentracidkkal. A trombocitak &ltal képzett TXB,-t pg TXB2/108 trombocita
egységben fejeztik ki.

Mivel a mindennapi gyakorlatban az Aspirin hatas mérésére hasznalt, rutin
laboratdriumi modszerek koziil az AA indukalta trombocita aggregacié és ATP szekrécid,
valamint a VN Aspirin Assay bizonyult megbizhaténak, ezért ezeket a mddszereket is
alkalmaztuk korondria betegek esetében a szekunder prevencioként szedett Aspirin hatdsanak
kovetésére. A VN Aspirin Assay-t a gyartd elGirasai szerint alkalmaztuk. Ez az agy mellett is
hasznalhato (point of care) trombocita funkcids teszt citrattal alvadasgatolt vérmintat hasznal.
A teszt alkalmazdasa sordn a vérben |évé trombocitdk AA agonista hatdsara aktivalédnak. A
képz6dott TXA2 hatasara elinduld biokémiai jeldtvivé utvonalak végil a trombocita
membranban 1évé glikopreotein Ilb/llla (GPIIb/Il1a) komplexszet fibrinogént kotd receptorra
alakitjak. Az aktivalt trombocitdk az egyszer haszndlatos patronok keveré6kamrajaban talalhato
fibrinogénnel fedett gyongydkhoz kétédnek és agglutinaljak azokat. A létrejott agglutinacio
fokozott fényateresztést (transzmisszidt) eredményez. Amennyiben az Aspirin gatolja a TXA2
képz6dést nem alakul ki trombocita aktivacié és a fény transzmisszié sem ndvekszik. Az
eredményeket Aspirin reaktivitasi egység-ben (ARU) fejezziik ki, a gyartoi elSirds szerint az 550
ARU cut-off érték alatti értékek mutatnak megfelel6 Aspirin hatast.

A trombocita aggregaciot és szekrécidét trombocita dus plazmaban 500 pg/ml AA
(Helena, Gateshead, UK) hozzdadasaval indukaltuk, a reakcié monitorozasa 8 percen keresztiil
Chrono-Log 700 lumiaggregometer-rel (Chrono-Log, Havertown, PA) tortént. A vizsgdlatot
megel8z8en a trombocita szdmot 260 x 10°/L-re allitottuk be. A fény transzmisszié valtozast a

maximalis transzmisszié szazalékaban fejeztik ki. Az ATP szekréci®é meghatdrozasa
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biolumineszcens maddszerrel luciferin-luciferaz reagens (Biothema AB, Handen, Sweden)
segitségével tortént. A maximalis ATP szekréciét pmol ATP/10! trombocita egységben
fejeztiik ki.
3.4. COX-1 és COX-2 mRNS mérése

COX-1 és COX-2 mRNS expressziot 56 random moddon szelektalt korondria beteg
trombocitajabdl hatdroztunk meg. Az RNS-t leukocita mentesitett trombocitakbdl Zsoéri és
munkatarsai altal leirt mddszer szerint izoldltuk. Az RNS intakt voltat a GAPDH 3’:5" jel ardny
meghatdrozasaval bizonyitottuk. A fehérvérsejtekbbl eredé RNS kontamindaciot CD15 és HLA-
DQB mRNS meghatarozassal zartuk ki . A reverz transzkripciét First Strand cDNA Synthesis
Kittel (Roche, Mannheim, Germany)) végeztiik. A reakci6 elegyet 42 °C-on 60 percig, majd 94
°C-on 5 percig inkubdltuk. A templat és reverz transzkriptdz nélkili kontrollok negativ
eredményt adtak. A kontaminald DNS jelenlétét olvadasi gorbe analizissel is kizartuk. Az RT-
gPCR reakciét Roche Light Cycler 480 késziléken SYBR Green | Master felhasznaldsaval
végeztiik. Minden esetben parhuzamos reakciokat inditottunk. A PCR-ek 20 uL végtérfogatban
torténtek, mely 10 uL 2X-es koncentraciéju Master Mix-et 5 uL a reverz transzkripcidbdl
szarmazo cDNS templatot és 300 nM COX-1 primert, vagy 400 nM COX-2 primert tartalmazott.
A COX-1 primerek szekvencidja a kovetkezé volt: tccatgttgggtggactatgg (forward), ill.
gtggtggtccatgttcctg  (reverz). A COX-2 primerek cttcacgcatcagtttttcaag (forward),
tcaccgtaaatatgatttaagtccac (reverz) voltak. ACTB, GNAS és HDGF bizonyultak a legstabilabb
referencia géneknek a trombocita mRNS expresszid normalizdlasara koronaria betegek
esetében; mindharmat amplifikaltuk és hasznaltuk a szamitasoknal. Az amplifikacids program
a kovetkezd volt: 95 °C-on torténd melegités, utdn 40 ciklus kovetkezett, egy ciklusban 10 s 95
°C-on, 30560 °C-on és 1s 72 °C-on kovették egymast. Az olvadaspont gorbe analizise 66 és

95 °C kozott tortént, 0,11 °C-os emelkedésekkel °C-onként 5 akviziciéval. Meghatdroztuk a Cr
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értékeket, melyek annak a ciklusszdmnak felelnek meg, amelynél a fluoreszcens intezitas
meghaladta a kiiszob értéket. Ezeket hasznaltuk a relativ gén mennyiség meghatarozasara
Livak és Schmittgen mddszere segitségével. A ACr.cox1 és ACrcox2 értékeket mindharom
referencia génhez viszonyitva meghataroztuk és az atlagos AACr.coxi.coxz értékeket haszndltuk

a COX-1 mRNS:COX-2 mRNS arany kiszamitasahoz.

3.5. A clopidogrel hatast vizsgalé mdodszerek

Az Aspirinnel kezelt csoport mintdin a clopidogrel hatast tesztel6 kovetkez6
modszereket vizsgaltuk: VASP foszforilacié aramlasi citometrids mérése, ADP indukalt
trombocita aggregdcid és az Ujonnan kifejlesztett P2Y12 receptor specifikus aggregacios
technika, ami sordn az ADP indukalt aggregaciét PGEl-el kezelt trombocitakon mértik
(ADP(PGE1) teszt). A VASP foszforilacio tesztet a gyartd elGirasai szerint végeztik el a minta
gyUjtést kdvetd 24 oran beliil. A teszt azon alapul, hogy PGE1 fokozza a VASP foszforilaciét, az
ADP pedig felfliggeszti a PGE1 hatdsat és a VASP nem foszforilalt allapotba kerdil. A clopidogrel
az ADP hatasanak felfliggesztésével visszaallitia a PGE1 hatasat, azaz ADP jelenlétében is
fokozddik a VASP foszforilacié mértéke. Az ADP jelenlétében mért VASP foszforilacid tehat a
thombocitak clopidogrel altal kivaltott gatldsaval aranyos. A VASP foszforildcié mértékét, a
foszforildlt VASP-ra specifikus fluoreszcensen jel6lt antitest segitségével fixalt és
permeabilizalt sejteken dramlasi citometrias mddszerrel mérjik. Az eredményt trombocita
egyenlet adja: [MFIc(PGE1) - MFIc(PGE1+ADP) / MFIc(PGE1)] x 100. (MFIc(PGE1): a PGE1
jelenlétében mért, izotipusu antitestre korrigdlt atlagos fluoreszcens intenzitas, az
MFIc(PGE1+ADP): a PGE1+ADP jelenlétében mért, izotipusu antitestre korrigdlt atlagos

fluoreszcens intenzitas.)
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PRP-ben ADP kivdltott trombocita aggregacidt és szekréciét Chrono-Log 700
lumiaggregometerrel kévettiik. A trombocita szdmot 250x10°/L-re allitottuk be, valamennyi
aggregdcios vizsgdlatot a mintavételt kovet6 4 éran belll végeztiik el. Az aggregdaciot 5 és 20
UM ADP (Helena Laboratorium, Beaumont, TX) hozzdadasat kdvet6en 6 percen keresztiil
monitoroztuk. Minden mintahoz luciferin-luciferdz reganest adtunk a trombocita delta
granulumokbdl felszabaduld ATP méréséhez. A fényateresztés valtozds maximumat
(Atransmisszié%) és az ATP felszabaduldst (umol ATP/10'! trombocita) mértilk minden
mintaban. Az ADP(PGE1) trombocita aggregacios tesztet a kordbban leirtak szerint végeztik
el. Ebben a mddszerben a hagyomdanyos ADP indukalta trombocita aggregaciot modositottuk
annak érdekében, hogy a P2Y12 receptor specifikus aggregaciét mérjik. A mddszer lényege,
hogy csokkentsiik a nem kivanatos P2Y12 receptor interakcidkat a trombocita dus plazmat
(PRP) 0.31 uM PGE1-gyel (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO) 3 percen 4t 37 °C-n inkubaltuk az ADP
hozzdadasa el6tt. Az eredményeket a fényateresztés valtozas mértékében fejeztik ki
(Atranszmissz6%). Az Aspirin hatas vizsgalatdhoz e vizsgalat sorozatban hasznalt médszereket,
az AA indukalta trombocita aggregdciot és szekrécidt, az AA indukalta TXB2 képz&dést és a
Verify Now Aspirin Assay-t az el6z6ekben ismertettik.

Valamennyi moddszer esetében a referencia intervallumokat (99% centralis
intervallum) a Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI; Wane, PA) C28-A3 irdnyelve alapjan
hataroztuk meg a kontroll csoport mintait hasznalva (140 egészséges kontroll egyén). A
referencia intervallum legalacsonyabb értékét alapul véve hataroztuk meg, hogy kik keriltek
kizardsra a clopidogrel csoportbdl. Azon clopidogrel monoterapian |évé betegek (48 6), akik
esetében a VASP foszforilacid és az ADP(PGE1) teszt eredménye a referencia intervallum alsé

értéke ald esett (72% PRI és 9.1% Atransmisszd%) kizarasra keriltek a vizsgalatbdl. Az Aspirin
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csoport esetében a 3 “non-compliance” esetet leszamitva valamennyi beteg esetében jé
Aspirin hatast detektaltunk.

3.6. A statisztikai analizis

Az adatokat atlaggal és szérdssal vagy medidnnal és kvartilissel és minimum-maximum
értékkel fejeztik ki az eloszlastdl fliggben. Az eloszlas vizsgdlata Kolmogorov-Smirnov teszttel
tortént. Az osszefliggéseket Spearman's féle rank-korreldcidéval néztilk meg. A csoportok
kozotti kulonbséget ANOVA, illetve Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk, az eloszlastdl fliggben.
Két csoport Osszehasonlitdsa esetén Student-féle t tesztet, illetve Mann-Whitney tesztet
alkalmaztunk. p<0,05 esetén tekintettik szignifikdnsnak a kiilonbséget vagy Osszefliggést. A

statisztikai analizist GraphPad Prism programmal készitettiik el (La Jolla, CA).

4.EREDMENYEK:

4.1. A COX-1 acetilacidja az Aspirin altal koszorusérbetegeken

138 beteg trombocita lizdtumaban csak acetilalt COX-1 (acCOX-1) volt detektdlhato a
Western blottal. Korabban kimutattuk, hogy ez a mddszer igen érzékeny, és akar 2.5 % nem-
acetildlt COX-1 (nacCOX-1) jelenlétének kimutatdsara is alkalmas, azaz a hosszu tavu Aspirin
kezelés eredményeképpen a trombocitdk COX-1 enzimjének minimum 97.5%-a acetildlt.
Kilon hangsulyozzuk, hogy ezen kezelt betegek trombocitdiban nem volt jelen kimutathatd
nacCOX-1, ami szemben all azzal a korabbi véleménnyel, hogy az aktiv dimer enzimnek csak
az egyik monomerjét acetilalja az Aspirin. Hat beteg esetében kilénb6z6 mennyiségl nacCOX-
1 maradt a trombocita lizatumban. Mivel non-compliance-t feltételeztiink felvettiik a
kapcsolatot az érintett betegekkel és felhivtuk figyelmiiket a gyogyszer elhagyasanak, illetve a
rendszertelen gydgyszerszedésnek a veszélyeire. Két héttel kés6ébb a vizsgdlatot

megismételtik, ami soran teljes Aspirin hatékonysagot észleltiink a trombocita lizatumokban
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észlelt nacCOX-1 hidny és acetildlt COX-1 jelenléte alapjan . Az esetszam kalkulaciéja alapjan,
a 144 beteg esetében igazolt Aspirin rezisztencia hidnyara alapozva kimondhatjuk, hogy az
Aspirin a stabil koszoruér betegek tobb, mint 98%-ban hatasos (konfidencia intervallum 95%).
Kilon emlitést érdemel az a tény, hogy az Aspirin teljes mértékben hatasos volt mind a

diabeteses, mind a dohanyzo betegek esetében.

4.2. Az Aspirin hatasa az arachidonsav indukalta TXB2 képzédésre

A hosszu tavu Aspirin kezelésen lév6 betegek esetében az Aspirin drasztikusan
csokkentette a TXB2 képz6dést, a TXB2 termel6dés medidn-ja mindossze 1.2 %-a volt a
kontroll csoportban mért értékeknek. 6 beteg esetében itt is magasabb TXB2 értékeket
mértiink, azonban az ismételt vizsgalatok soran az értékek a 138 beteg esetében mért

tartomanyokba estek.

4.3. Az Aspirin arachindosav indukalta trombocita aggregacidra kifejtett hatasa
A jelent6s mértékben csokkent TXB2 képzésnek megfeleléen az AA indukalta
trombocita aggregacié mértéke az Aspirin kezelt betegek esetében egységesen alacsony volt,
és nem észleltiink atfedést a kontroll csoport és az Aspirint szed6 betegek értékei kdzott. A
kontroll csoport esetében az AA indukalta ATP felszabadulas kézépértéke PRP-ben 1.1 umol
ATP/10! trombocita (IQR: 0.9-1.4) volt, mig az Aspirint szedd betegek esetén a PRP-ben az
ATP felszabadulds mértéke minden esetben a detektdldsi tartomany alatti volt. A VN Aspirin
Assay vizsgalatok soran 4 Aspirint szed6 beteg esetében (2.8%) az ARU érték atfedést mutatott
a kontroll csoport ARU értékeivel.
A gyarté altal megadott cut-off érték 550 ARU, ugyanakkor eredményeinket
figyelembe véve ennél valamivel magasabb, 585-s ARU érték tlnik elfogadhaténak. A VN

Aspirin assay és egyéb, szintén AA —t agonistaként hasznalé médszerek kozotti kilonbség oka
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nem tisztazott. Lehetséges, hogy a VN Aspirin Assay esetében alkalmazott detektaldsi technika
a magyarazata a betegcsoportban észlelt néhdany eltérd értéknek.

A vizsgalt betegcsoport 24%-a volt diabeteses, a betegek 21%-ban a CRP érték 5 mg/L
felett volt, és egészségi dllapotuk ellenére 10%-uk még mindig aktivan dohanyzott. Egyik beteg

esetében sem észleltlink csokkent Aspirin hatdst egyik vizsgalé mddszerrel sem.

4.4. Az Aspirin trombocita COX-2 mRNS expresszidra gyakorolt hatasa

A COX-2 mRNS expresszidjat 56 random maddon kivalasztott beteg esetében vizsgaltuk.
A vizsgalt mintak kozil 22 esetben volt csak a COX-2 mRNS értéke a detektdlasi kiiszob felett.
Még ezekben az esetekben is a COX-2 mRNS relativ ardnya a COX-1 mRNS mennyiségéhez
képest kevesebb, mint 0.4% volt, 3 eset kivételével pedig kevesebb, mint 0.05%. A COX-2
MRNS-t expresszalo betegek kozott egy esetben sem tudtunk Aspirin rezisztenciat igazolni.

Clopidogrel monoterdpian Iévé betegek 81.1%-a mutatott jelentfsen csokkent AA
indukalta TXB2 képz6dést a trombocitakban. A VASP foszforilacios assay eredménye (azaz a
clopidogrel kivaltotta P2Y12 receptor blokkolds mértéke) és az AA indukalta trombocita
aggregacio j6 korrelacidt mutatott a clopidogrelt szedd betegek esetében (Spearman r=0.49,
95% Cl 0.23-0.67; p<0.001). Ezek az eredmények is azt tamasztjak ald, hogy az AA indukalta
trombocita aggregdacidés Utvonalat befolydsolja a clopidogrel. Annak ellenére, hogy a
clopidogrel egyértelm(en gatolja az AA indukalta trombocita aggregaciot és szekréciot, a VN
teszt (ami szintén AA reakciéra épil) eredményeit gyakorlatilag nem befolydsolta a
clopidogrel. Ezen az AA indukdlta agglutinacidra éplil6 teszt esetén a kontroll (atlag: 657 ARU,
IQR: 650-661 ARU) és a clopidogrel terdpidn levé egyének eredményei (atlag: 661 ARU, IQR:
652-666 ARU) hasonldak voltak. A clopidogrel monoterdpian lévé betegek koézil csak 3

esetben mértiink 550 ARU alatti értéket, ami az effektiv Aspirin hatast jelz6 széls6 érték.
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4.6. Aspirin terdpia hatasa a clopidogrel hatast vizsgalé6 médszerekre

Ahogy varhatdé volt, a clopidogrel hatdst vizsgaldé moddszerek kozil az Aspirin
monoterdpia szignifikdnsan gatolta az ADP indukalta trombocita aggregaciot és szekréciot
mindkét alkalmazott ADP koncentracido esetében. Annak ellenére, hogy a clopidogrel
monoterdpia esetén a gatldas mértéke lényegesen nagyobb volt, mint Aspirin monoterapia
esetén, az eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy az Aspirin terapia hatassal lehet az
ADP indukalta aggregdciéra és kett6s trombocita gatlé terdpia esetén befolyasolja a
clopidogrel hatasanak megitélését. Az Aspirin monoterdpia nem volt hatassal a PGE1-el
el6kezelt trombocitakon végzett ADP(PGE1) trombocita aggregacids teszt eredményeire. Bar
ez a modszer is ADP indukalta trombocita aggregacion alapul, a legfontosabb kiilonbség a két
modszer kozott az, hogy az ADP(PGE1) teszt a clopidogrel 3ltal gatolt P2Y12 receptor
specifikus. A masik P2Y12 receptor specifikus moddszert, a VASP foszforilacios teszt
eredményeit szintén nem befolyasolta az Aspirin monoterapia. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a clopidogrel hatast vizsgaldé mddszerek kozil a P2Y12 receptor specifikus

teszteket nem befolyasolja az Aspirin hatasa.

5. MEGBESZELES:

Eddig két kdzlemény jelent meg, melyben a COX-1 acetilacid direkt mérése tortént napi
100 mg Aspirint szed6 egészséges onkénteseken. Sajat kordbbi vizsgalatunkban specifikus
monoklonalis antitesteket haszndlva Western blot technikdaval mértiink a nacCOX-1 és az
acCOX-1 mennyiségét. Egy masik vizsgalatban a trombocita fehérjék nuPAGE segitségével
szeparaltdk, majd gélben tortént enzimatikus emésztést kovetéen a Ser529 reziduumot
tartalmazdé COX-1 peptidet tomeg spektrometridval hataroztak meg. El6bbi koézleményben

108, utébbiba 24 egyént vontak be a vizsgalatba, és egyik esetben sem sikerdlt valddi Aspirin
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rezisztenciat kimutatni. AA indukdlta trombocita aggregdciét és szerum TXB2 szintet mérve
Grosser és munkatarsai 400 egészséges Onkéntes kozott szintén nem tudott Aspirin
rezisztenciat kimutatni. Korondria betegeken az altalunk eredetileg alapkutatdsi médszerként
kifejlesztett direkt mddszerrel még nem tortént vizsgalat, azaz a valddi Aspirin rezisztencia
el6forduldsat még nem vizsgdltdk. Ezért 144 koronaria betegen elvégeztik a vizsgdlatot. Ha
kikliszoboltik a non-complience-t, egyetlen esetben sem észleltlink csokkent trombocita COX-
1 acetilaciot. Ennek megfelel6en az Aspirin valamennyi betegben teljes mértékben gatolta a
TXB2 képz6dést, az AA indukalta trombocita aggregaciot és ATP felszabadulast. Sem diabetes
mellitus, sem a dohdanyzds, sem a magas CRP jelezte gyulladdsos allapot nem befolyasolta az
Aspirin hatékonysagat. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy koszoruérbetegek kozott, akar
csak egészséges egyének esetében, az Aspirin rezisztencia, ha egyaltalan létezik, extrém ritka.

Szamos tényez6rél feltételezték, hogy patoldgias korilmények kozott befolydsolja az
Aspirin hatdsat. Fokozott trombocita turnover esetében feltételezhet6, hogy nacCOX1-t
tartalmazo Ujonnan képz6&dott trombocitdk keriilnek a keringésbe elegend TXA2-t képezve a
trombocitak aktivdldsahoz. Ez kilonésen fontos lehet napi egyszer alkalmazott
intesztinoszolvens Aspirin terapia esetében. Ugyanakkor az Aspirin gatlé hatds jelentGs része
mar a preszisztémas keringésben érvényesil. Azonkivil az Aspirin altal acCOX-1-t tartalmazé
megakariocitdkbdl képz6dd trombocitak szintén acCOX-1-t tartalmaznak. Mindezeken tul az a
tény, hogy 7 napos kezelési periédus alatt napi egyszeri 100 mg-s intesztinoszolvens Aspirin
terdpia mellett az acCOX-1 szintje gyakorlatilag allandé volt, egyértelmden bizonyitja, hogy ez
alatt az idGintervallum alatt acetildlt COX-1-gyel rendelkez6 trombocitdk keriltek a
keringésbe. Jelen eredményeink szerint, a hosszu tavu Aspirin terapian levé betegekben a
COX-1tobb mint 97,5%-ban acetildlt formaban volt jelen. Ez szintén a trombocita COX-1 gatlas

kumulativ jellegét bizonyitja. A hat napos Aspirin kezelést kdvet6en 24 érdval, az egyszeri
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Aspirin dozist kovetGen 24 éraval mért szinthez képest emelkedett acetildlt COX-1 szint
ugyancsak a trombocita COX-1 acetilacié kumulativ jellegét tdmasztja ala.

Az Aspirin gatld hatasat, a COX-2-re, a COX-1 izoenzimére is kifejti, de a pofilaktikus
alacsony ddzisu Aspirin terdpiat jéval meghaladd, nagy dézisok sziikségesek a szerin oldallanc
acetildldsdahoz (ebben az esetben a Ser516). Ez az enzim jelen van a megakariocitakban,
expresszalédik a fiatal trombocitdkban is, és ismert up-regulaciéja gyulladasos koriilmények
kozott, valamint diabetes mellitus esetén. Ismert az a feltételezés, hogy az Aspirin csdkkent
hatdsaért a trombocitak COX-2 expresszidja felel6s. Ugyanakkor Riondino és munkatarsai 100
kronikus Aspirin terapian l1évé beteg esetében immunoblott analizissel azt mutattak ki, hogy a
COX-2 a betegek csupan 46%-ban volt kimutathatd. A COX-2 gatlé CAY10404-t és Aspirint
hasznalva kimutattak, hogy a COX-2 dependens TXA2 produkcié kevesebb, mint 2%, mely
utobbi megfigyeléssel eredményeink 6sszhangban allnak. Trombocita COX-2 mRNS stabil
koszoruér betegeink csak 39%-ban volt kimutathatd mennyiségben és ezekben az esetekben
is mennyisége Osszehasonlithatatlanul kevesebb volt, mint a COX-1 mRNS. Azon betegek
trombocitai, ahol a COX-2 mRNS mérhet6 volt éppen olyan kevés TXB2-t produkaltak, mint a
tobbi Aspirinnel kezelt beteg. Ezek az eredmények nem tdmasztjak ala a trombocita COX-2
szerepét az alacsony ddzisu Aspirin terapia csokkent hatasaban.

Mindezek fényében felmeril a kérdés, hogy az Aspirin terapiat kell-e egyaltalan
monitorozni. EIméletileg a COX-1 gén mutdciéi eredményezhetnek olyan helyzetet, amiben az
Aspirin nem tudja acetildlni az enzimet, de ilyen eset még nem kerilt kozlésre. A kozolt
eredmények azt sugalljak, hogy koszoruérbetegek esetén az Aspirin terapiat nem sziikséges
monitorozni, hacsak non-compliance, vagy gyoégyszer interakcid nem feltételezheté. A
laboratdriumi mddszerekkel igazolt Aspirin hatastalansaganak f6 oka a non-compliance, ezért

az Aspirin hatas ellenérzése informdcidval szolgalhat a betegek compliance-érél. Non-szteroid
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gyulladdscsokkent6k interferalhatnak az Aspirin hatasdval, igy az adekvat laboratériumi
teszttel észlelt elégtelen Aspirin hatas ilyen gydgyszerinterakcidra iranyithatja a figyelmet.
Fontos azonban hangsulyoznunk, hogy csak COX1 specifikus médszerek alkalmazhaték erre a
célra, a rutinszerlien hasznalt mddszerek koziil az AA indukalta trombocita aggregacié és
szekrécid, a VN Aspirin Assay, valamint a szérum TXB2 szint mérése. Ez a megallapitds Aspirin
monoterdpiara igaz, P2Y12 receptor inhibitorral torténé kombinacidja (kett6s trombocita
gatlo kezelés) - mint azt az értekezés masodik részében kimutattuk - befolyasolhatja a tesztek
eredményeit.

A P2Y12 receptor gatld gyogyszerek legelterjedtebb képvisel6je Magyarorszagon a
tienopiridinek kozé tartozd clopidogrel. A clopidogrel masodik generacids készitmény un.
prodrug, mely tobb Iépcs6s mechanizmuson keresztil a majban alakul aktiv metabolitta. Az
aktiv vegyllet szabad SH csoportja révén diszulfid hid alkotta kovalens kotéssel kotédik a
P2Y12 receptorhoz. A valtozd mértékd aktiv metabolit képzédés, a CYP izoenzimek genetikai
polimorfizmusa lehet a f6 oka a clopidogrel esetenként észlelheté csokkent antitrombocita
hatdasdnak. A clopidogrel rezisztencia ténye eredményezte az Uj generacids P2Y12 gatld
készitmények (ticagrelor, prasugrel) kifejlesztését. Az Aspirinhez hasonléan a clopidogrel
esetében is problémat jelent a rezisztenciat igazold, specifikus mddszer hidnya. Annak
ellenére, hogy a legszélesebb korben elterjedt és standard-ként haszndlt az ADP indukalta
aggregacio vizsgalata, a mddszer hatranya, hogy nem P2Y12 receptor specifikus (a P2Y1-re is
hat), és az Aspirin hatdsa befolydsolja az eredményt.

Utébbi ténynek a gyakorlati jelent6sége azért is nagy, mert szamos olyan klinikai
korilmény van, ami kett6s trombocita gatld kezelést tesz sziikségessé. Ezekben az esetekben
a megfeleld, specifikus laboratériumi médszer kivalasztasa az egyes antitrombocita szerek

hatdsanak kovetésére kilondsen fontos, mivel atfedések vannak a gyégyszerek dltal gatolt
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intracelluldris mechanizmusokban, masrészt az antitrombocita monoterapia esetén
alkalmazott mddszerek nem feltétlenil haszndlhatdk kettés trombocita gatlé kezelés soran.
Valéjaban szdmos, clopidogrel rezisztenciat vizsgald kutatds kett6s trombocita gatlason
(Aspirin + clopidogrel) 1év6 betegeket vont be, és néhdanyuk az Aspirin altal befolyasolt
laboratériumi technikat alkalmazott. Fontos hangsulyozni azt, hogy bar az ADP indukalta
trombocita aggregaciot gyakran ,gold standard”-nak tartjuk a clopidogrel hatds
monitorozasara, az Aspirin hatas befolydsolja ezt a tesztet, és kettés trombocita gatld kezelés
esetén nehéz meghatarozni, milyen mértékben gatolta a trombocitdkat az Aspirin illetve a
clopidogrel (vagy mas P2Y12 receptor blokkold). Vizsgdltunkban csak azokat a technikakat
mutattuk be, amelyeket P2Y12 receptor specifikusak és nem befolydsolja az Aspirin hatas
Gket, ezzel kett6s trombocita gatld kezelésben részesiil6 betegekben a clopidogrel hatas
monitorozasara javasoltak.

Annak ellenére, hogy az AA indukalta trombocita funkcids teszteket altaldban Aspirin
specifikusnak tartjuk, vizsgdlatunk soran bizonyitottuk, hogy a clopidogrel monoterapia
gatolja az AA indukalta trombocita aggregdaciét. A clopidogrel altal kifejtett AA indukalta
trombocita szekrécié és AA indukdlta TXB2 képzddés gatlasa kifejezettebb volt, mint a
trombocita aggregdcié gatlas mértéke. Ezek az eredmények magyardzhatdak azokkal az in
vitro kisérletekkel, amelyek igazoltak, hogy a TXA2 képzddést fokozzak a P2Y12 receptor
medidlta utvonalak. A potencirozé hatas clopidogrel altali blokkoldsa eredményezheti a
vizsgdltunk soran észlelt csokkent TXB2 képzddést és a karosodott trombocita szekréciét.
Meglep6 mddon a clopidogrel monoterapia nem befolyasolta a VN Aspirin tesztet. A teszt a
felszini fibrinogén receptorok elérhet&ségétél fligg, és nem fligg a trombocita szekréciétoél és
aggregaciotol. Elképzelhets, hogy a clopidogrellel kezelt betegekben a csdkkent TXA2

képz6dés a fibrinogén receptor szignalizacidjahoz még elegendd, de a trombocita
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szekréciéhoz és aggregaciohoz mar nem. Nyilvanvalo, hogy ezt a feltételezést kisérletekkel kell
igazolni.

Osszefoglalva, vizsgalatunk eredménye az, hogy a clopidogrel nem befolydsolja
szignifikdnsan a VN Aspirin tesztet, ami azt jelenti, hogy kett6s trombocita gatld kezelés esetén
az Aspirin hatasat mutatja. Clopidogrel hatdsvizsgalatdhoz kettés trombocita gatld kezelésben
részeslld betegek esetén a P2Y12 receptor specifikus teszteket nem befolydsolja az Aspirin
hatasa, ezért ezen tesztek alkalmazasa javasolt.

Vizsgdlatunk korlatjanak tartjuk a betegpopulaciot, akik stabil koszoruérbeteghdl
tevédtek Ossze, érdemes lenne az eredményeket akut koronaria szindrémaban szenved6

betegeken ellendrizni.
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OSSZEFOGLALAS

A tobb mint 3500 éves multra tekint6 szalicilsav szarmazékok az egyik legrégebben
haszndlt gydgyszercsalad, azonban trombocita aggregacié gatld hatasuk csak a XX. szazad
masodik felében valt ismertté. Nagy betegszammal végzett tanulmdanyok eredményei
bizonyitjdk, hogy a kis dozisu Aspirin eredményesen csokkenti az aterotrombotikus
megbetegedések szovédményeit. Ugyanakkor nem minden esetben védi ki az (ismételt) akut
aterotrombotikus eseményeket, mely megfigyelés vezetett az Aspirin rezisztencia fogalmanak
megsziletéséhez. Az antitrombocita kezelés masik sarokkdvét a tienopiridin szarmazékok
jelentik, melyek irreverzibilisen gatoljdk a trombocitak felszinén |évé P2Y12 ADP receptorokat.

A leggyakrabban alkalmazott képviselGjiik a clopidogrel.

Célunk volt a krdnikus Aspirin monoterdpian lévg, igazolt koronaria betegeken a
korabban kidolgozott referencia médszereket alkalmazva az Aspirin kémiai és a laboratériumi
modszerekkel kimutathaté hatékonysaganak a vizsgalata. Célunk volt tovabba kettds
trombocita gatlas esetén, annak a clopidogrel hatast vizsgdlé mddszernek a meghatarozasa,
amit nem befolyasol Aspirin hatds, illetve annak a vizsgdlata, hogy a clopidogrel mennyire

befolyasolja az Aspirin hatast vizsgald mddszereket.

HosszU tavu Aspirin kezelés esetén a COX-1 enzim acetildciéja valamennyi betegen
megtortént és drasztikusan csokkent a tromboxan B2 (TXB2) szintézis, valamint az
arachidonsav indukalta trombocita aggregacio egységesen alacsony volt . A betegek egy része
alacsony koncentracidban expresszalt COX-2 mRNS-t, de ezen betegek kéz6tt sem tudtunk
Aspirin rezisztenciat kimutatni. A clopidogrel monoterapia szignifikansan gatolta az
arachidonsav indukalta trombocita aggregdaciot és szekrécidt, valamint jelent6sen csokkent

TXB2 képzddést észleltlink. A vazodilatator stimuldlta foszfoprotein (VASP) foszforilacids assay
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és az arachidonsav indukalta trombocita aggregacié eredményei j6 korrellaciét mutatnak, mig
a clopidogrel monoterapia nem befolydsolta a VerifyNow Aspirin teszt eredményeit. Az
Aspirin monoterdpia szignifikdnsan gatolta az ADP indukalta trombocita aggregaciot és
szekrécidt, viszont nem volt hatassal a prosztaglandin E1 (PGE1)-gyel el6kezelt trombocitakon

végzett ADP aggregacids teszt és a VASP foszforildcios assay eredményeire.

Eredményeink szerint az Aspirin rezisztencia, ha létezik egydltalan, extrém ritka.
Igazoltuk, hogy az Aspirin specifikusnak tartott arachidonsav indukalta tesztek eredményét a
clopidogrel hatdsa befolyasolja, ugyanakkor nem befolydsolta a VerifyNow Assay
eredményeit, tehat kettGs antitrombocita kezelés esetén az Aspirin hatdsadt mutatja. A
clopidogrel hatas vizsgalatahoz kettds trombocita gatld terdpia esetén a P2Y12 specifikus
tesztek (pl. VASP foszforolacié, PGE1 jelenlétében végzett ADP aggregacio) alkalmazasa

javasolt, mert ezeket nem befolyasolja az Aspirin hatasa.
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