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vWF: von Willebrand faktor

vWF:Ag: von Willebrand faktor antigén

vWF R:Co: von Willebrand faktor risztocetin kofaktor
TXA: tromboxan A,
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1. BEVEZETES

A thrombocytak alapvetd szerepet jatszanak a haemostasisban, s e funkcidjukat komplex
biokémiai mechanizmusok tdmogatjak(1). A thrombocyta adhézi6o a sériilt érfalhoz, a
thrombocytak egymashoz vald aggregacidja, a haemostasis szempontjabol fontos anyagok
szekrécidja a thrombocyta granulumokbol és az aktivalt thrombocyta felszin prokoagulans
hatasa egy komplex folyamat részmechanizmusai. E folyamat barmelyik [épésének
velesziiletetten vagy szerzetten csokkent miikddése enyhétdl-stlyos tiinetekkel jarod
haemorrhagias  diathesist eredményezhet. = Haemorrhagids  diathesist  okozhatnak
vasculopathiak, coagulopathidk, a leggyakoribb kivaltd tényezd azonban a cellularis
mechanizmus zavara, amit a csOkkent thrombocyta szdm mellett a thrombocyta funkcid
defektusai idéznek eld. Thrombocyta funkcids zavarokat okozhat a thrombocytdk egyes
funkcidihoz sziikséges plazma faktorok (von Willebrand faktor (vVWF), fibrinogén) hidnya
vagy koros volta, ill. a thrombocytak egyes struktiralis vagy funkcionalis szempontbdl fontos
fehérjéinek a defektusa.

A thrombocyta funkcidés zavarokat a thrombocyta aktivacid egyes 1épéseinek
megfelelden csoportosithatjuk. A leggyakoribb thrombocyta funkcids defektus a von
Willebrand betegség, amelyben a thrombocytdk adhézidja (2), €és magas nyird aranynal
aggregacioja (3) is zavart szenved a plazmaban levd vWF mennyiségi ill. mindségi eltérése
miatt. A VWF egy 270 kD molekula tomegli monomerekbdl alloé diszulfid hidakkal
Osszekotott multimer, melyben a multimerek molekulatomege 600 és 20.000 kD kozott
valtozik. A plazmaban 1évé multimer struktura kialakitdsdban proteolitikus hatasok,
mindenekeldtt az ADAMTSI3 protedz altal torténd limitalt proteolizis (4-6) is szerepet
jatszanak. A vVWF egyrészt kotddik az érfal sériilés soran szabadda valo kollagénhez (és egyéb
szubendothelidlis strukturdkhoz), masrészt a thrombocytdk felszinén 1évé receptordhoz, a
glikoprotein Ib-IX komplexhez (GPIb-1X), igy biztositva a thrombocytak kitapadasat a sériilt
érfalhoz. Magas nyirdaranynal a vWF egy masik thrombocyta receptorhoz, a GPIIb-Illa-hoz
(,,fibrinogén receptor”) is kotddik, s igy a vWF multimer hozzdjarul a thrombocytak
alkot a VIII-as véralvadasi faktorral (FVIII) megvédve azt a proteolitikus lebomlastol. Ez a
magyardzata annak, hogy stlyos von Willebrand faktor hianyban a FVIII szintje is alacsony.

A von Willebrand betegségnek 3 f6 tipusa van (7). Az 1-es tipusban a von Willebrand
faktor mennyisége csokkent, de multimer struktiraja normalis. A 2-es tipust a von Willebrand

faktor mindségi zavarai okozzdk; ezen {6 csoporton beliil tobb alcsoportot is
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megkiilonboztetiink. A 2A altipusban a von Willebrand faktor funkcié zavara a nagy
molekula tomegli multimerek hidnyaval tarsul, a 2M altipusban a koéros mikodés (a
thrombocytdkhoz torténd csdkkent kotddés) mellett a multimer struktira intakt. A 2B tipust
betegségben fokozott a von Willebrand faktor affinitdsa a thrombocyta felszinen levé GPIb
receptorhoz, amelynek kovetkeztében a legnagyobb molekula tomegli multimerek, a
thrombocytakhoz valo kotddés kovetkeztében, elttinnek a plazmabol. Erre a tipusra jellemzd
még a thrombocytdk risztocetinre adott, fokozott véalaszkészsége. A 2N altipusban a von
Willebrand faktornak a VIII-as alvadasi faktorhoz torténd kotddése szenved zavart, aminek
kovetkeztében normalis von Willebrand faktor antigén szinthez és risztocetin kofaktor
aktivitashoz alacsony FVIII szint tarsul. A 3-as tipust, recessziven 6rokl6dé von Willebrand
betegség a legsulyosabb forma, mivel ez a tipus a von Willebrand faktor gyakorlatilag teljes
hianyat jelenti.

A Bernard-Soluier syndroma, aminek hatterében a thrombocytdkon levé von
Willebrand faktor receptor, a GPIb-IX hianya vagy csokkent vWF kotddést okozd defektusa
all szintén a thrombocytak adhézids zavarat okozza. A GPIb-I1X egy furcsa ¢és ritka defektusa
vezet az un. thrombocyta tipusu preudo von Willebrand betegséghez. Hasonldan a 2B tipust
von Willebrand betegséghez a vWF itt is fokozottan kotddik receptordhoz, s e miatt itt is
hianyoznak a legnagyobb molekula tomegti multimerek, csak itt a fokozott kotédést nem a
vWF, hanem a GPIb-IX abnormalitdsa okozza. Ugyancsak adhézios zavart okoz a
thrombocytak direkt kollagén receptoranak (GPla-Ila) abnormalitdsa, mivel a sériilt érfalhoz
valo kitapadasban ennek a kapcsolatnak is szerepe van.

A thrombocyta aktivacio kovetkezd 1épése a thrombocytdk aggregéacidja, aminek
folyaman az aktivalt thrombocytdk a plazmaban jelenlevd fibrinogénen keresztiil
Osszekapcsolodnak. A potencidlis fibrinogén receptor, a GPIIb-Illa komplex a nyugvéd
trombocytan nem koti a fibrinogént. Ahhoz, hogy a fibrinogén receptor kotd képessége
kialakuljon thrombocyta aktivald agensek [un. primer agonistak: adenozin difoszfat (ADP),
trombin, tromboxan A, (TXA;)] receptoraikhoz térténd kotddése altal elinditott biokémiai
mechanizmusok beinduldsa sziikséges. E primer agonistdk receptorainak defektusa
aggregacios zavarhoz is vezet, de ez - az ADP receptor defektusanak a kivételével — jelentds
részben szekréciés zavar kovetkezménye. A tisztan aggregacios eltérések hatterében
afibrinogenaemia (fibrinogén hiany), dysfibrinogenaemia (koros szerkezetii fibrinogén) ill. a
Glanzmann thrombasthenia allhat. Ez utobbi megbetegedés a thrombocytan levd fibrinogén

receptornak, a GPIIb-IIla-nak a defektusat jelenti.



A thrombocyta szekrécios zavarok hatterében a biokémiai mechanizmus, storage pool
megbetegedés ill. az adenin nukleotid metabolizmus rendellenességei allhatnak. A biokémiai
mechanizmus velesziiletett eltéréseit enzim (foszfolipdz, ciklo-oxigendz, tromboxdn szintetaz)
defektusok, az elébb emlitett receptor defektusok, ill. szigndl transzdukcids zavarok
okozhatjak. A szerzett eltérések hatterében legtobb esetben a ciklo-oxigenaz ill. tromboxan
szintetaz inhibitorok jelenléte all. Storage pool megbetegedést a megakaryocytakban a granula
képzddés hidnya ill. funkciondlisan defektiv granulumok képzddése okozhat. A storage pool
megbetegedések harom csoportba sorolhatok. A o storage pool megbetegedés jelen lehet
onalldoan vagy mads velesziiletett betegségekkel tarsultan. Ez utdbbi csoportba sorolhatod a
Hermansky-Pudlak, Chédiak-Higashi, Wiskott-Aldrich és TAR syndromak. Az ad storage
pool megbetegedésben a thrombocytdk o és 6 granulumjai is hidnyoznak vagy korosak. A
harmadik csoport az o storage pool megbetegedés, ahova a gray platelet syndroma sorolhato.

A thrombocytdk prokoagulans aktivitdsanak zavara a Scott syndroma. A betegség
hatterében az all, hogy a trombin és kollagén aktivacio soran a foszfatidilszerin nem kertil ki a
thrombocyta membran kiilsé felszinére, tovabbd nem jon Iétre mikrovezikulacio a
thrombocytakon trombin, kollagén és C5-C9 hatasara. Ezen eltérések kovetkeztében csokken
az aktiv V-0s, X-es, VIll-as és [X-es alvadasi faktorok kotddése az aktivalt thrombocyta
felszinén, azaz csokken a prokoaguldns aktivitas.

A thrombocyta adhézio, aggregécio, szekrécid és a prokoagulans aktivitds zavarat
okoz6 betegségek diagnosztikdja és differencial diagnosztikaja sokszor szamos vizsgalo
modszer egyiittes, diagnosztikai algoritmusok altal meghatarozott alkalmazéasat igényli. A
thrombocyta funkcidos zavarok diagnosztikdja szamos komplikalt, iddigényes, draga
laboratoriumi teszt elvégzését teszi sziikségessé, s e vizsgalatok elvégzése specialis
diagnosztikai centrumok feladata. Ugyanakkor sziikség volna egy olyan sziirétesztre, ami
tiikkrozi a thrombocyta funkcidé komplexitasat és detektalja a thrombocyta funkcios betegségek
meglétét.

Vizsgalataink kezdetén a thrombocyta szamldlds mellett a thrombocyta rendszer
zavarainak egyetlen altalanosan elfogadott in vivo szilirétesztje a vérzési id6 meghatarozas
volt, s az egyszer haszndlatos eszkozzel végzett vérzési id0 meghatarozas tint a
legalkalmasabbnak a thrombocyta funkcids eltérések detektalasara. A vérzési id6 egyike a
legrégebbi teszteknek, amit a mai napig hasznalnak a klinikai gyakorlatban (8). E16sz6r 1901-
ben Milian, francia élettanasz publikdlt a boéron ejtett sebzést kovetd vérzési id6

meghatarozasrol. Duke 1910-ben kozolte a flilcimpa vérzési id6 meghatarozas modszerét.



Duke irta le a vérzési id6 meghatarozasnak azt a forméajat, amit a mai napig is hasznalunk, a
bordn ejtett seb szélének sziirdpapirral meghatarozott iddintervallumonként valo érintését.
Ivy, a sebészorvos volt az, aki a kovetkezd szadmottevd valtoztatast vezette be a vérzési ido
meghatdrozas kivitelezésében. Az 6 nevéhez fiizddik a vérnyomasmérd mandzsetta
alkalmazaséaval biztositott standard nyomas bevezetése, amit az alkar belsé oldalan ejtett
sebzés helyétdl proximalisan, vagyis a felkaron alkalmazott. A standard sebzés 1étrehozéasara
alkalmas eszk6zok (Simplate, Surgicutt) kereskedelmi forgalomba keriilése utan a modositott
Ivy vérzési id0 meghatarozéas keriilt elétérbe. Egy 1972-ben megjelent kdzlemény (9)
egyértelmiien a modositott Ivy vérzési id6 meghatarozast javasolta alkalmazando
modszerként, arra a kovetkeztetésre jutva, hogy a standardizalt vérzési id6 meghatarozas a
thrombocytdk haemostasisban kifejtett szerepét in vivo koriilmények kozott vizsgalja, ezért
szisztémas szlirdvizsgalatként alkalmazhat6 a klinikai gyakorlatban.

Ez a szlir6teszt — a prokoagulans hatas igen ritka zavarai kivételével — komplex képet
enyhébb formai normal vérzési 1d6 mellett is eléfordulhatnak, az acetilszalicilsav thrombocyta
funkciot gatlo hatasat a vérzési id6 alig, sokszor csak a referencia tartomdnyon beliil marado
megnyuladssal detektalja. Tovabbi probléma, hogy nehezen standardizalhatd, csecsemdékon,
kisgyermekeken nehezen kivitelezhetd, kényelmetlen a beteg szamara és sorozatvizsgalatokra
sem alkalmas. Ezeken kiviil a vérzéses komplikaciok szempontjabol prediktiv értéke sem
megfeleld (10-13).

Mivel az antithrombocyta szereket egyre szélesebb korben alkalmazzdk az artérids
thrombosisok megeldzésében, ezek thrombocyta funkcidra kifejtett hatdsanak monitorozasara
sorozat vizsgalatokra is sziikség lenne. Egy megfeleld komplex teszt hianydban az egyes
részfunkcidok aggregometrids, biokémiai és egyéb modszerekkel torténd vizsgélata keriilt
elétérbe. E vizsgalatok azonban statikus jellegliek, vagy pl. aggregometria esetén az in vivo
aramlési viszonyoktol durvan eltéré korilmények kozott keriilnek kivitelezésre. Mindezek
alapjan komoly igény volt egy olyan, a thrombocyta funkciokat komplexen vizsgalo ex vivo
tesztre, mely sorozatvizsgalatokra, monitorozédsra is alkalmas, az in vivo viszonyokat
leutdnozza, és elég érzékeny az enyhe thrombocyta funkcids zavarok kimutatasara.

A PFA-100-as thrombocyta funkcié analizatort ezzel a céllal hozta forgalomba a
Dade-Behring cég (Miami, FL, USA). Ez a késziilék nem elézmények nélkiil kertilt
kialakitasra. A Kratzer és Born altal leirt elvek alapjan (14) von der Goltz altal 1991-ben
kifejlesztett Thrombostat 4000-nek (15) egy Iényegesen megujitott valtozata.



2. abra A PFA-100 késziilék patronja. 1: minta rezervoar 2: szivokapillaris 3: membran
aperturaval

A késziilék lelke az egyszer haszndalatos patron, melynek egyik nyildsdba mérendd a
vizsgalathoz hasznalatos 0,8 ml citrattal alvadasgatolt vér. A késziilékbe egyszerre két patron
helyezhetd, €és a vérminta bemérése utan 3,1 perc inkubécids 1d6 kovetkezik. A patron minta

rezervoarja egy folidval van elvélasztva a szivo kapillaristol, mely a mérés kezdetén atszurja a
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foliat és kontaktusba keriil a mintaval. Jol kontrollalt és standardizalt vakuum segitségével a
minta egyenletes aramléassal egy membrannal lezart kis rezervoarba keriil, amelyen egy kis
koralaka nyilds (apertura) taladlhat6. A nitrocelluloz membran thrombocyta aktivald
anyagokkal van atitatva. Kétféle patron van forgalomba, az egyikben az aktivaldo agens
kollagén és adrenalin, a masikban kollagén és ADP. A vérminta tehat kontaktusba keriil az
aktivald agensekkel és vakum hatdsdra a membranon 1évé aperturan keresztiil az aktivalt
thrombocytdk nagy sebességgel tovabb dramlanak. Az apertura Ggy van kialakitva, hogy az
aramlasi viszonyok, mindenekel6tt a nyird erd a kisartéridkban kialakuld &ramlasi
viszonyoknak (5000-6000 s™) feleljen meg (16, 17). Az aramld aktivalt thrombocytik

kitapadnak az apertura faldhoz, majd egymashoz és fokozatosan eltomitik a nyilast.

3. abra Az aktivalt thrombocytak 4ltal elzart membran apertura PFA-100 analizatorban

A teljes elzardodast a késziilék egy mikroprocesszoros vakuum szenzorral észleli, s ezt az un.
zarddasi idét méri. Amennyiben 300 sec alatt sem torténik meg az elzarodas, ugy a késziilék
az eredményt nagyobb mint 300 sec-nak adja meg. A thrombocyta aggregacioval ellentétben a
PFA-100 zardodasi idoben nincs szignifikans eltérés annak fiiggvényében, hogy a mintat
natrium citratot vagy direkt trombin inhibitort tartalmazo6 vérvételi cs6be veszik (18). A PFA-
100 zarodasi idot a heparin terdpias koncentracidja nem befolyasolja (18, 19), tovabba eddig
nem publikalt megfigyelés az, hogy a beteg altal szedett nitroglicerin sincs hatassal ra.
Tovabbi generalis ex vivo thrombocyta funkcids teszt az O’Brien-féle filter modszer

(20). E tesztben antikoagulalt teljes vért aramoltatunk at egy iivegszalakbol 4ll6 szlirén 40
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Hgmm nyomadssal. Az elsd 5 masodpercben ( a filterteszt elsé fazisa) és a 20-40 masodperc
kozott (masodik fazis) a sztirdn atjuté cseppeket felfogjuk, meghatarozzuk a thrombocyta
szdmot ¢és a kiinduldsi vérlemezke szadm ismeretében a visszatartott thrombocytak
mennyiségét kiszamoljuk. A modszert a zard cseppszammal (definicid szerint 5 masodperc
alatt legfeljebb egy csepp jut at a filteren) és a szazalékban megadott thrombocytaretencioval
jellemezziik. A teszt bizonyos esetekben haszonnal alkalmazhato, de nehezen
standardizalhato, az eredmények kiértékelése nehézkesebb, ezért az altalanos diagnosztikai
gyakorlatban hasznélata nem terjedt el. A PFA-100-al von Willebrand megbetegedésben nyert
eredményeinket az O’Brien-féle filter modszerrel kapott eredményekkel dr. Schlammadinger
Agota és munkatarsai vetették ossze (21).

Egy tjabb, diagnosztikai potencidllal bird ex vivo thrombocyta funkcids teszt, ill. az
elvégzéséhez sziikséges késziilék jelenleg all kifejlesztés alatt. A késziilékben egy allo lap és
forgd kup (plate and cone) egymashoz viszonyitott elmozdulasa biztositja a magas
nyiréaranyt, s a lemezre kitapadt thrombocytak analizise szolgaltatja az eredményt (22-24).
Ennek korabbi, hazilag eldallitott valtoztata mar eddig is jol szolgalta a tudomanyos kutatést,
s ez évben hozta ki a Dia-Med cég (Dia Med Holding AG, Cressier sur Morat, Switzerland) a
kutatd6 munkara alkalmas valtozatat, DiaMed Impact-R néven. A diagnosztikai alkalmazasra
hivatott valtozat forgalomba hozatala azonban - a cég ismételt igéretei ellenére - még mindig

varat magara.
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2. CELKITUZES

Vizsgalataink célja annak kideritése volt, hogy a PFA-100 thrombocyta funkcios analizator
(melynek rutin diagnosztikai alkalmazéasara vizsgalataink kezdetén még csak sporadikus
kozlések voltak) mennyire hasznalhatdé egyes oroklott ill. szerzett thrombocyta funkcios

zavarok diagnosztikdjaban. E problémakdrt az alabbi négy f6 teriileten vizsgaltuk:

1/ A thrombocyta adhézidé és aggregacid defektusat jelentd von Willebrand betegség

diagnosztikdja, ahol mindeddig nem allt megfeleld szlir6teszt rendelkezésre.

2/ A thrombocyta aggregacid és szekrécido egyes ritka Oroklott zavarainak (Glanzmann

thrombasthenia, Hermansky-Pudlak syndroma) diagnosztikéja.

3/ Az acetilszalicilsav (ASA) altal tobbnyire terapias célbdl eldidézett szerzett szekrécios

zavar diagnosztikaja, ill. az ASA hatékonysdganak a megitélése.

4/ A thrombolyticus terapia altal esetlegesen eldidézett thrombocyta funkcids zavar

detektalasa, ill. ennek alapjan a vérzéses komplikaciok veszélyének az eldre jelzése.
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3. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vérvétel

A haemostasis vizsgalatokhoz a vért 5 ml-es 0,5 ml 105 mmol/L pufferolt natrium citratot
tartalmazd vacutainer (Beckton-Dickinson, Rutherford, NJ, USA) csovekbe vettik. A
thrombocyta szdmolashoz és a aramladsos citometrias vizsgalatokhoz a vérvétel EDTA (Kj3)-ot
tartalmazo vacutainer (Beckton-Dickinson, Rutherford, NJ, USA) csovekbe tortént. Az
alvadék retrakcid vizsgalatdhoz nativ vacutainer (Beckton-Dickinson, Rutherford, NJ, USA)

csObe vett vérmintat hasznaltunk.

3.2. Plazma alvadasi idok, koagulacios faktorok és fibrinogén meghatarozas

A thrombocyta szegény plazmat (PPP) a vérmintdk nagy fordulatszamon vald
centrifugéldsaval (2000xg, 20 min, 22 °C) allitottuk el6. A plazma alvadasi iddk (a reptilaz
id6 kivételével), a koagulacios faktorok és a fibrinogén meghatarozdsa STA Compact
(Diagnostica Stago, Asnieres, France) koagulométerrel tortént. A protrombin ido (PI)
méréséhez Dade Innovin (Baxter Diagnostics Inc., Deerfield, USA), az aktivalt parcidlis
thromboplasztin ido (APTI) méréséhez PTT-automate (Diagnostica Stago, Asnieres, France)
reagenst haszndltunk. A reptilaz idé mérését KC 1A (Amelung, Lemgo, Germany)
koagulométeren F.T.H. 50-Reptilase reagenssel (Diagnostica Stago, Asnieres, France)
végeztik. Az alvadasi faktorok (FVIIIL, FIX, FXI, FXII) aktivitasat egyfazisu APTI alapt
teszttel, a megfeleld hidnyplazmak (Diagnostica Stago, Asnieres, France) segitségével
hataroztuk meg. A trombin idé (T1) , valamint a fibrinogeén szint (modositott Clauss modszer

szerint) meghatarozasahoz a Reanal (Budapest) reagenseit hasznaltuk.

3.3. Vérzési ido meghatarozas

A vérzési id6 meghatarozast Simplate II R (Organon Teknika, Turnhout Belgium) egyszer
hasznalatos eszkozzel végeztiik. A Glanzmann thrombasthenids beteg vérzési idejét Surgicutt
(International Technidyne Corporation, New Jersey, USA) egyszer hasznalatos eszkozzel

hataroztuk meg. A gyartok altal megadott referencia tartomany 2,5-9,5 min.

3.4. Thrombocyta szam meghatarozas
A thrombocyta szdmot Sysmex K-4500 hematologiai automataval (Toa Medical Electronics
Co., LTD. Kobe, Japan) hataroztuk meg.
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3.5. Thrombocyta aggregacio és szekrécio vizsgalat

A vérmintdk egy részébdl centrifugalassal (120xg, 15 perc, 22 °C) thrombocyta dis plazmat
(PRP) szeparaltunk, amit thrombocyta aggregacidra és szekréciora teszteltiink a vérvételt
kovetd 4 6ran beliil. A thrombocyta dis plazmat a vizsgalatokig ill. a vizsgalatok alatt 37°C-
on taroltuk. A thrombocyta dis plazmaban a thrombocyta szdmot a beteg sajat thrombocyta
szegény plazmaja segitségével egyontetiien 260 G/L-re allitottuk. Az ADP (10 umol/L),
adrenalin (10 mg/L), mikrofibrillaris kollagén (1 és 5 mg/L) és arachidonsav (500 pg/mL)
hatdsara 1étrejott thrombocyta aggregaciot és szekréciot ill. a trombin (5 U/mL) hatdsara
1étrejott adenozin trifoszfat (ATP) szekréciot Chrono-Log (Havertown, PA, USA) 810-CA
lumiaggregométerrel teszteltik. A denz testekbdl felszabadul6 ATP monitorozasa
biolumineszcencids modszerrel tortént. Az aggregacid esetében kiszamoltuk a maximalis
transzmisszio valtozast €s az aggregacids gorbe meredekségét, a szekrécio értékelésénél pedig

meghataroztuk a 10'! thrombocytabol felszabadult ATP mennyiségét.

3.6. Alvadék retrakcio vizsgalata

A retrakcio vizsgalatanal a teljes alvadékot, vagy a rekalcifikalt thrombocyta dus plazma
alvadékat 1 oraig 37°C-on inkubaltuk majd az alvadék kiemelése utan meghataroztuk a
visszamaradt szérum térfogatat és ezt kivonva a teljes térfogatbol a retrahélt alvadék %-os

aranyat adtuk meg.

3.7. Aramlisos citometrias vizsgilatok

A Glanzmann thrombasthenia igazoldsdra az aramldsos citometrids vizsgalatokat Becton
Dickinson (Rutherford, NJ, USA) FacScan késziiléken végeztiik. A thrombocytdkat az elére
¢s oldalra szort fény intenzitds valamint a GPIb-IX receptor expresszidja alapjan kapuztuk. A
GPIb-IX receptor komplexet fluoreszcein-izotiocanattal (FITC) jelolt CD42a (Becton
Dickinson Rutherford, NJ, USA) antitesttel azonositottuk. A GPIIb jel6léshez fikoeritreinnel
jelolt (Dako A/S, Glostrup, Denmark), a GPIIla identifikéldsra FITC-el jelolt (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) monoklonalis antitesteket hasznaltunk. A mérések
soran 10.000 sejt adatait értékeltiik, az eredményeket list-mode file-ban taroltuk és Lysis II

program segitségével analizaltuk.
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3.8. A von Willebrand betegség laboratériumi diagnosztikaja

A von Willebrand betegség diagndzisanak felallitasaban €s tipusdnak megallapitasdban a
nemzetkdzi gyakorlatnak megfelelden jartunk el. A thrombocyta szdm, a vérzési id6 és PFA-
100 zardodasi teszteken kiviil az alabbi paraméterket hataroztuk meg:

A risztocetin indukalta agglutinacio vizsgéalata Chrono-Log (Havertown, PA) 810-CA
lumiaggregométerben 0,6 mg/mL és 1,2 mg/mL risztocetin koncentraciokkal tortént.

A VvWF antigén meghatarozasa (vWF:Ag) immunturbidimetrids modszerrel (Liatest,
Diagnostica Stago, Asnieres, France) STA Compact (Diagnostica Stago, Asnieres, France)
koagulométerrel tortént a gyartd cég hasznalati utasitasa szerint.

A vWF risztocetin kofaktor (vWF R:Co) aktivitas meghatarozasat a Helena (Beaumont, TX,
USA) kitjével végeztiikk Chrono-Log 810-CA lumiaggregométeren. A teszt kivitelezése soran
mindenben kovettiik a gyarto cég altal eldirtakat.

A vWF multimer szerkezetének molekulasuly szerinti analizisét natrium dodecyl-szulfat
(SDS) agarozgél-elektroforézissel, immunoblottal ¢s immunkémiai jelzéssel végeztik. A
plazma proteineket el6szor SDS ¢és urea jelenlétében denaturdltuk, majd SDS tartalmu agar6z
gélen molekulasuly szerint elektroforetikusan szétvalasztottuk. Ujabb elektroforézissel
(elektro-blot) a proteineket egy nitrocellul6z membranra vittiik. Ezutdn a membrant blokkolo
oldatban inkubaltuk, hogy a protein mentes helyeket lekodssiik, majd mosas utan peroxidazzal
jelzett human vWF ellenes antitesttel inkubaltuk. Ujabb mosas alkalmaval eltavolitottuk a
nem kotott antitesteket, majd a membrant szubsztrat oldatba tettiik, s a vizben nem oldhato
termék a vWF multimernek megfeleld savokat jol lathatova tette (25-28).

A FVIII aktivitas meghatarozasa egyfazisu APTI alapu alvadasi teszttel tortént.

Megjegyezziik, hogy tjabban a von Willabrand betegség diagnosztikajdban a fenti
tesztek mellett a kollagén kotddés mértékének a meghatirozéasat is hasznaljak, vizsgalataink
idején azonban e tesz kifejlesztése még nem tortént meg.

A von Willebrand betegségségben szenvedd betegeink altipusba soroldsa az alabbiak
szerint tortént: Az 1-es tipusban a vWF:Ag és a vWF R:Co aktivitds ardnyosan csokken, a
multimer szerkezet azonban normadlis. A 2A altipusban a von Willebrand faktor funkcid
zavarat a nagy molekula tdmegli multimerek hidnya okozza, ezért a vVWF R:Co aktivitas a
vWEF:Ag szinthez képes aranytalanul csokkent, jelezve a koros funkcidji molekula szintézisét.
A 2B tipust betegségben fokozott a vVWF kapcsolddasa a thrombocyta felszinen levé GPIb
receptorhoz, amelynek kovetkeztében a legnagyobb molekula tomegili multimerek eltiinnek a
plazmabol. A fokozott kotédést a 0,6 mg/mL risztocetin koncentraciora adott aggregacios
valasz jelzi, ez a risztocetin koncentracié normal vWF ill. mas tipust koros vWF esetén nem
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okoz aggregacidt. A 2N altipusban a von Willebrand faktornak a VIII-as alvadasi faktorhoz
valo kotddése szenved zavart, aminek kdvetkeztében normalis vWF:Ag szinttel ¢s vWF R:Co
aktivitassal alacsony FVIII szint tarsul. A 3-as tipus a von Willebrand betegség legstulyosabb
formdja. Ez a tipus a vWF hidnyaval tarsul, amit a diagnosztikai tesztek egyértelmiien

jeleznek.

3.9. A Hermansky Pudlak syndroma diagnosztikaja

Az albind gyermekek thrombocyta funkcidjanak részletes vizsgalatat intézetiinkbdl Pap és
munkatarsai kozoltéek (29). A diagnozis felallitdsa a thrombocytak lumiaggregometrias
vizsgalatan kiviil az alabbi tesztek segitségével tortént: a thrombocytak teljes ADP és ATP
tartalmanak meghatdrozdsa Holmsen ¢és munkatarsai altal kozolt biolumineszcencias
modszerrel (30), a thrombocytdkban talalhatdé denz testecskék szdmanak meghatarozasa
mepakrin teszttel (31), denz granulum membranfehérje (CD63) aramlasos citometrids

kimutatasa (29).

3.10. A PFA-100 zarodasi ido referencia tartomanyanak meghatarozasa
31 egészséges, normal haemostasis szlir6teszteket mutatd egyén mintajabol a vérvétel utan fél
oran beliil elvégeztik a PFA-100 thrombocyta funkcid analizatorral a zarddasi idok

meghatarozasat kollagén/adrenalin és kollagén/ADP patronnal.

3.11. A vérzési ido és a PFA-100 zarodasi id6 osszehasonlitasa orokletes thrombocyta
funkcios zavarokban

A vizsgalatokban 32 von Willebrand beteg vett részt, akik az alabbi altipusokba tartoztak (7):
1-es tipus: n=22, 2A tipus: n=2, 2B tipus: n=4, 3-as tipus: n=3. Az egyik beteg esetében a
klassszfikdci6 nem volt egyértelmil. Ismételt vizsgélattal is normdl risztocetin kofaktor
aktivitast (84%, referencia tartomany: 58-166 %) kaptunk, a von Willebrand Faktor antigén
(177 %) valamivel a referencia tartomany (50-160 %) felett volt normal multimer
strukturaval. A betegnél a VIll-as alvadasi faktor igen alacsony aktivitast (1%) mutatott, a
beteg thrombocytdi 0,6 mg/mL risztocetinre aggregalodtak. Az alacsony FVIII aktivitas
alapjan a beteget a 2N tipusba soroltuk, feltehetden e csoport egyik kiilonleges variansa.

A vizsgalatban részt vett még 1 Glanzmann thrombasthenids €s 10 albino beteg. Ez
utobbiak koziil 6tnél Hermansky-Pudlak syndroma volt igazolhatd. E betegek mintdibol a
vérzési id6 és PFA-100 zarodasi idok meghatarozasan kiviil elvégeztiik a thrombocyta szam
meghatarozasat, ill. a betegség fennallasat igazolo diagnosztikai teszteket (lasd korabban).
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3.12. Az acetilszalicilsav (ASA) PFA-100 zarodasi idokre kifejtett hatasanak vizsgalata

A vizsgélatok a laboratérium dolgozéi koziil kikeriilé 4 6nkéntes egyén mintain torténtek,
akik 500 mg egyszeri dozisui Aspirint (Bayer) vettek be. Vérzési id6, PFA-100 zarodas idok,
tovabba thrombocyta aggregacios és szekrécios vizsgalatokat végeztiink az ASA bevétele
eldtt, ill. 24 6raval utana. Valamennyi vérmintabol meghataroztuk a thrombocyta szamot is.

Két egyén esetében - a vérzési id6 kivételével - tovabbi iddpontokban is torténtek vizsgalatok.

3.13. A streptokinase PFA-100 zarddasi idokre kifejtett hatasanak vizsgalata

A streptokinase (SK; Kabikinase, Pharmacia and Upjohn, Stockholm, Sweden) PFA-100
zarddasi idokre in vitro kifejtett hatdsdnak vizsgalata 7 egészséges, gydgyszermentes egyén
vérmintdjan tortént. A vérmintdkhoz olyan mennyiségii SK-t adtunk, hogy a mintak 50 ill.
inkubaltuk. A kontroll mintdkhoz a SK oldat térfogataval megegyezo térfogatu fiziologias so6
oldatot adtunk. A vérmintdkbdl thrombocyta szamot, PFA-100 zar6dasi idoket, tovabba
trombin 1d6t hataroztunk meg.

A SK thrombocyta funkcidéra in vivo kifejtett hatdsanak megitélésére 33 acut
myocardidlis infarktusban (AMI) szenvedd thrombolyticus terapidban részesiild beteg
vérmintait vizsgaltuk. Az AMI diagnozisa a WHO standard kritériumainak megfeleléen
tortént. A betegek 1.5 millio egység streptokinaset kaptak intravéndsan. Ebbdol 250000
egységet intravénas bolusban kaptak kozvetleniil a diagndzis felallitdsa utan, majd a maradék
1.250.000 egységet 1 oran keresztiili folyamatos infizioban kaptak. A betegek 250 mg ASA-t
tartalmazo tablettdt is bevettek. A thrombolyticus kezelés inditasa utdn 2 oraval nem
frakcionalt heparin infuziét kaptak a betegek 1000 U/mL kezdd dozissal, melyet az APTI
fiiggvényében aktudlisan modositottak. A vérmintdkat a terapiat megelézden, majd 2, illetve
4-6 oraval a kezelés kezdetét kovetden vettilk. A mintakbdl meghataroztuk a véralvadas

alaptesztjeit (PI, APTI, TI), a PFA-100 zarodasi idoket ill. a thrombocyta szamot.
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4. EREDMENYEK

4.1. A PFA-100 zarodasi idok referencia tartomanyanak meghatarozasa

A cég csak tajékoztatonak szant leirasa szerint a referencia tartomany kollagén/ADP stimulus
esetében 71-114 sec, kollagén/adrenalin stimulus esetében pedig 96-170 sec. Mi 31
egészséges, normal haemostasis sziiréteszteket mutatd egyénen elvégeztiikk mindkét patronnal
a zarddasi 1d6 meghatarozast. Az mért értékek normal eloszlast mutattak, s a vizsgalatok
eredményeként az alabbi referencia tartomanyokat (xt£2 SD) éllapitottuk meg: kollagén/ADP
patronnal mért zarddasi id6 55-118 sec, kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi idé 63-
142 sec. Megjegyezziik, hogy rendszeriinkben a referencia tartomanyok als6 hatara
alacsonyabb, mint a Dade altal megadott értékek, ami arra utal, hogy ajanlatos minden
laboratoriumnak sajat referencia tartomanyt meghatarozni. A kollagén/ADP stimulusra mért
referencia tartomany als6 hatdranak két masik kézlemény is - az altalunk mérthez hasonl6an -

rovidebb zarodasi idoket adott meg (5, 32).

4.2. A PFA-100 thrombocyta funkcids analizator alkalmazhatésaga a von Willebrand
megbetegedés diagnosztikajaban

4.2.1. A vérzési ido és a kollagén/adrenalin patronnal mért PFA-100 zaroddsi ido
osszehasonlitasa

Az elvégzett vérzési id6 meghatarozdsok eredményei alapjan a 32 von Willebrand
betegségben szenvedd beteget harom csoportba soroltuk. A megnyult vérzési idot (= 10 perc)
mutatd betegek esetében a kollagén/adrenalinos patronnal mért PFA-100 zarddasi idd is
egyontetiien koros értéket adott (4. abra). Betegeink koziil ebbe a csoportba kilenc 1-es tipust,
a két 2A tipusu, egy 2B tipust és mindharom 3-as tipusu von Willebrand beteg (6sszesen 15
beteg) tartozott. Kiemelendd, hogy nagyszamu (13) beteg esetében zarddas egyaltalan nem
volt megfigyelhetd.

A masodik csoportot azok a betegek (nyolc 1-es tipus, egy 2B tipus €s a 2N varians)
alkottak, akiknek a vérzési ideje a referencia tartomany felsé részébe esett (7,5-9,5 perc).
Ezen csoportban két beteg kivételével, azaz a betegek 80 %-anal a kollagén/adrenalinos
patronnal mért PFA-100 zarddasi id6 szintén megnyult volt. A zarddasi idé a referencia
tartomanyon beliil volt egy 1-es tipusu beteg €és a 2N tipust beteg esetében. Utobbi esetben,
tekintve, hogy az abnormalitds a FVIII kotés csokkenését eredményezi nem is volt varhat6 a

thrombocyta funkcidt jelz6 zarédasi idé megnyulasa.
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A harmadik csoport betegeinek (6t 1-es tipusu és két 2B tipust) a vérzési ideje a
referencia intervallum alacsonyabb tartomanyaban volt (< 7,0 perc). Megnyult zarddasi id6t
kaptunk harom 1-es tipust von Willebrand beteg esetében, a tobbiek - beleértve két enyhe 2B
tipusu beteget is - zarodasi ideje a referencia tartomanyon beliil volt.

A 2N varidnst nem szamitva, a vizsgalt betegek koziil a vérzési id6 meghatarozas csak
15 beteg esetében mutatott koros értéket, azaz a vérzési id6 szenzitivitasa minddssze 48,4 %
volt. Ezzel szemben a kollagén/adrenalinos patronnal mért zarédasi idé jéval magasabb, 83,9
%-0s szenzitivitast mutatott. Ez a teszt a 2N varidnson kiviil csak néhany enyhe 1-es és 2B

tipust betegnél nem jelzett eltérést.
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4. abra A von Willebrand betegek PFA-100 zarddasi ideje kiilonboz6 vérzési idok esetén. A
zéarodasi idoket kollagén/adrenalin és kollagén/ADP patronnal hataroztuk meg. A pontozott
vonal feletti értékek a 300 sec-ndl nem zar6dd mintakat jelolik. A szaggatott vonalak kdzotti
részek a zarddasi 1dok referencia tartomanyat jelzik (63-142 sec a kollagén/adrenalin patron,
55-118 sec a kollagén/ADP patron esetében). A templattal (Simplate IT) meghatarozott vérzési
1d6 referencia tartomanya 2,5-9,5 min.

4.2.2. A vérzési ido és a kollagén/ADP patronnal mért PFA-100 zaroddsi ido

osszehasonlitasa
A kollagén/ADP patronnal mért zarodasi idok elemzése is a fent ismertetett harom csoport

szerint tortént. Azt tapasztaltuk, hogy - hdrom 1-es tipust von Willebrand beteg kivételével -
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azon betegeknél akiknél a vérzési id0 megnyult volt mérhetetleniil hosszi volt a PFA-100
zéarodasi 1d0 is. E csoportban a zarddasi id6 két beteg esetében volt a referencia tartomanyon
beliil. Ezen betegeknek azonban a vérzési ideje is csak enyhe megnyulast mutatott (10 ill. 11,5
perc). A masodik csoportban (vérzési id6 7,5-9,5 perc) harom betegnek normal volt a
kollagén/ADP zéarodasi ideje. Koziiliik kettének a kollagén/adrenalinnal mért zarodasi id6 is a
referencia tartomanyon beliil volt. A harmadik csoportban (vérzési ido < 7,0 perc) a hét
betegbdl haromnal mértiink megnyult zarodasi iddt. Vizsgalataink alapjan a kollagén/ADP
patronnal mért zar6dasi 1do teszt szenzitivitasa - a 2N tipust betegtdl eltekintve - 74,2%-os.
Schlammadinger Agota és Boda Zoltin (II. sz Belgyogyaszati Klinika) veliink
kollaboracioban a PFA-100 zarodéasi iddket az O’Brien filter teszt eredményeivel
hasonlitottdk 0ssze von Willebrand betegeknél. A két teszt hasonld eredményeket adott, az
O’Brien filter teszt szenzitivitasa citratos vérrel a kiilonb6z6 retencids €s zarddasi cseppszam

paramétereket vizsgalva 82,1 és 89,3% volt (21).

4.3. A PFA-100 zarodasi idok mérésének alkalmazhatosaga egyéb oroklott thrombocyta
funkcios zavarok (Glanzmann thrombasthenia, Hermansky-Pudlak syndroma)
diagnosztikajaban

4.3.1. Glanzmann thrombastenidas beteg laboratoriumi diagnosztikdja

Hat honapos fiu csecsemoét vizsgaltunk haemorrhagids diathesis iranyaba. A korasziilott
csecsemonek sziiletéskor elhtizodo koldokvérzése volt és a szircsatornakbol is vérzett, de a
vérzékenység okat ekkor nem allapitottdk meg. Fél évesen keriilt felvételre a DOTE
Gyermekklinikdjara inguindlis sérv miitéti megolddsa céljabol. Felvételt kovetden a
szurcsatornakbol vérzett, s profiz orrvérzés is fellépett. Azdta - a diagnozis felallitasat
kovetden - a beteg ismételten jelentkezett a klinikdn stlyos vérzéses tlinetekkel. Csaladi
anamnézise - vérzékenység szempontjabdl - negativ volt.

A thrombocyta rendszer szlir6tesztjei koziil referencia tartomanyban levdé thrombocytaszdm
mellett jelentésen megnytlt, nagyobb mint 20 perces vérzési idot észleltiink (1. tablazat). A
PFA-100 zarddasi idok szintén korosnak bizonyultak, sem a kollagén/ADP sem a

kollagén/adrenalin patront haszndlva nem észleltiink zarddast.

1. tablazat A haemostasis alaptesztjeinek eredménye a vizsgalt betegnél

Teszt Beteg Referencia tartomany

Vérzési id6 (min) >20 2,5-9,5
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Thrombocyta szam (G/L) 235 150-400
PFA-100 zarodasi 1d6 (sec)

Kollagén/ADP >252 55-118

Kollagén/adrenalin >292 63-142
APTI (sec) 48,5 34,0
Protrombin 1d6 (sec) 11,4 9,4
Trombin 1d0 (sec) 20,6 15,5
Reptilaz id6 (sec) 234 18,9
Fibrinogén (g/L) 1,87 1,5-4,0

2. tablazat Az eldfazis faktorok aktivitasa a vizsgalt betegnél

Faktor Beteg Referencia tartomany
Faktor VIII (%) 196 70-140
Faktor IX (%) 48 70-140
Faktor XI (%) 47 70-140
Faktor XII (%) 70 70-140

Az alvadasi alaptesztek koziil az APTI 48,5 sec volt, azaz szignifikdns megnyulast mutatott,
egyeb szlirOtesztekben nem észleltiink 1ényeges eltérést. A vérzési id6 és az APTI egyiittes
megnyulasa leggyakrabban a thrombocyta adhézi6 zavarara utal, mivel a von Willebrand
faktor a VIll-as alvadési faktor szallit6 molekuldja is. A betegnél észlelt APTI megnytlas
normal plazmaval korrigalhat6 volt. Elvégeztiik az el6fazis faktorok aktivitdsdnak mérését (2.
tablazat). A vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy a megnyult APTI hatterében a
némileg csokkent [X-es ¢s XI-es alvadasi faktor aktivitasok allnak. Ezen értékek azonban nem
magyaraztak a beteg sulyos vérzéses tlineteit.

A normal tartomanyt is meghalad6 VIlI-as faktor szint mellett, a von Willebrand faktor
antigén 130% (referencia tartomany 50-160%), a risztocetin kofaktor aktivitds 78%
(referencia tartomany 50-160%) volt, amely értékek kizarjdk a von Willebrand betegséget. A
nagy dozisu risztocetin aggregicid azonban szokatlanul furcsa eltérést, reverzibilis
aggregaciot mutatott (5. dbra), ami csak a rendkiviil ritka, aggregacids zavarnal, a Glanzmann

thrombasthenianal szokott el6¢fordulni.
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- Kontroll Beteg

5. abra A risztocetin aggregacio (1,2 mg/mL risztocetin) vizsgalata

Egyéb aggregalo agensekkel végzett vizsgalatok sordn az aggregacid teljes hianyat észleltiik
(6. abra). A 6. abran egy kontroll és a beteg thrombocyta lumiaggregometrids gorbéit
lathatjuk. A feliilrél indulé gorbék az aggregaciot, az alulrél indulok a pedig a
biolumineszcencias modszerrel meghatarozott ATP szekréciot reprezentdljak. A kontrollnal a
fénytranszmisszio atmeneti csokkenése (melyet a goérbe emelkedése reprezentdl) a
thrombocytédk alakvaltozasanak eredményeképpen jon létre. Ezt kdveti az aggregacionak
megfeleld kifejezett transzmisszio fokozodés (a gorbe nagymértékii siillyedése). Jol lathato,
hogy a beteg thrombocytai alakvaltozast ugyan mutatnak, azaz az aktival6 agens lekotodik a
receptorahoz, de a thrombocytak egyik aktivald dgens hatasara sem aggregalédnak. Az ATP
szekrécid ADP aktivacio esetében hidnyzik, kollagén és arachidonsav esetében azonban csak
csokkent (6. abra, 3. tablazat), ami az aggregéacio hianyanak masodlagos kovetkezménye. A
nagy dézisu trombin, mely a szekrécid aggregaciotol fliggetlen erdteljes ingere, kdzel normal
ATP szekréciot idézett eld (3. tablazat). A thrombocyta aggregacids €s szekrécids vizsgalatok
eredményei egyértelmiien a thrombocyta aggregacié zavarat bizonyitottdk. Az aggregéacio
soran a thrombocytdkat fibrinogén kapcsolja 0Ossze, igy afibrinogenaemidban, egyes
dysfibrinogenaemidkban nem jon létre aggregacid. A beteg fibrinogén szintje a referencia
tartomanyban volt és a dysfibrinogenaemiakra érzékeny reptilaz ido is csak enyhén nyult meg
(1. tablazat), igy az eredmények a fibrinogén receptor defektusdra, a Glanzmann

thrombastheniara utalnak.
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kontroll

ADP arachidonsav kollagén

beteg

6. abra Glanzmann thrombasthenias beteg lumiaggregometrids gorbéi

3. tablazat Az ATP szekréci6 lumiaggregometrids mérése a vizsgalt betegnél

Aktivalo agens thrombocyta ,release”

(umol ATP/10"" thrombocyta)

Beteg Kontroll
ADP (10 umol/L) 0 0,46
Adrenalin (10 pg/mL) 0 1,10
Kollagén (1 pg/mL) 0,11 0,95
(5 pg/mL) 0,46 1,52
Arachidonsav (500 ng/mL) 1,14 1,91
Trombin (5 U/mL) 2,42 3,15
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A diagndzis megerdsitésére végzett aramlasos citometrias vizsgalatok a felszini GPIIb
erésen csOkkent mennyiségét verifikaltdk (7. 4bra). A 7. dbran jol lathatd, hogy a von
Willebrand faktor receptordnak egyik komponense a GPIX ellenes fluoresceinnel jeldlt
antitest mind a kontroll mind a beteg thrombocytaival jol reagal. A fikoeritreinnel jelzett
GPIIb ellenes antitestettel azonban csak a kontroll thrombocytak reagalnak. A beteg esetében
a fibrinogén receptor komponens a GPIIb nem volt detektalhatd, ezért a thrombocytdknak
megfeleld pontok az intenziv feliileti fluoreszcencias jelnek megfeleléen az orig6tdl tavol a
jobboldali als6 quadransban helyezkednek el. Hasonloképpen nem adott fluoreszcencias jelet
a GPIIb-Illa komplex (fibrinogén receptor) ellen termelddott fluoreszens festékkel jelolt
antitest sem (az dbran nem szerepel). Az elvégzett vizsgalatok a Glanzmann thrombasthenia
diagnozisat bizonyitottak. A teljes vér alvadék retrakcids vizsgalatok bizonytalan eredményt
adtak, ezért a retrakcids vizsgalatokat megismételtiik thrombocyta dus plazmabdl késziilt
alvadékkal. Utobbi esetben az eredmény egyértelmiien negativ lett (nem volt retrakcio). Ez
volt a masodik, kozolt hazai Glanzmann thombasthenias eset, egy korabbi kozlés egyetemiink

I1. szdmu Belklinik4jarol tortént (33).

Kontroll Beteg
181932587 48; BI25-08
% b
o - Ch414C042A
o Iy PR
(= zgi : gﬂ b
A el ™
@) w U $-u
£ iy
% L | LA L s & . - . [Ty &" =TT v r4 r
160 191 102 19 16 190 16
FLIHNFLL-Heidht —> FLI=HWLi-Height —>
GP IX fluorescencia GP IX fluorescencia

7. dbra A feliileti GPIX (CD42a) ¢s GPIIb (CD41) detektalasa thrombocytakon aramléasos
cytometriaval

Az eset tovabbi molekularis genetikai és fehérje biokémiai elemzését Losonczy
Gergely munkatarsunk végezte el, aki kimutatta, hogy a betegséget okozd mutacio (egy
nukleotid delécid keret leolvasasi eltéréssel és kdvetkezményes korai stop kodonnal) a GPIIb

molekula génjében van. A munkdanak ez a része az 6 PhD értekezésének lesz része.
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4.3.2. PFA-100 zaréddasi idok Hermansky-Pudlak sydromdban

Intézetiinkben korabban Pap ¢és munkatirsai kozolték az albind gyermekek thrombocyta
funkcios zavarainak vizsgalatat (29). Ot gyermek esetében igazoltak a Hermansky-Pudlak
syndroma (HPS) (albinizmus, thrombocyta storage pool megbetegedés, a csontveldben, ill. a
RES sejtekben ceroid szeri pigment lerakodasa) fennallasat, mely enyhétdl kozepes
sulyossagl vérzékenységgel jart. A vérzési id6 mindannyiuknal erdteljesen megnyult volt (4.
tablazat). A kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi id6 harom beteg esetében volt
megnyult, egy esetben mérhetetleniil hosszu, egy betegnél pedig a referencia tartomany felsé
részébe esett. Kollagén/ADP patronnal mind az 6t beteg esetében referencia tartomanyon
beliili értéket kaptunk. Ot gyermek esetében HPS nem volt igazolhato. Kéziiliik négynél
referencia tartomanyon beliili vérzési id6 és zarddasi id6 volt megfigyelhetd, egy gyermeknél
azonban mindkét patronnal megynyult zarodasi id6t mértiink, ami enyhe thrombocyta
aggregacios €s szekrécids zavarral tarsult. A beteg tovabbi, von Willebrand betegség iranyu
kivizsgaldsara sajnos nem keriilhetett sor, mivel a beteggel nem tudtuk érdemben felvenni a
kapcsolatot.

4. tablazat. A PFA-100 zarodasi idok és a vérzési id6 Osszehasonlitdsa HPS-4s és HPS-ben
nem szenvedd albin6 gyermekek esetében

Beteg Vérzési id6 (min) Zarodasi id6 (sec)

Kollagén/adrenalin Kollagén/ADP

albin6 gyermekek HPS nélkiil

1 3.5 81 74
2 8.5 110 90
3 5.0 114 93
4 5.0 74 85
5 8.0 160 170
HPS-s albiné gyermekek
1 >15.0 222 75
2 >15.0 >300 100
3 >15.0 168 88
4 >15.0 139 78
5 >15.0 175 75

Referencia tartomanyok: vérzési id6é: 2.5-9.5 min; kollagén/adrenalin patronnal mért zarédasi
1d6: 63-142 sec; kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi idd: 55-118 sec.
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4.4. Az acetilszalicilsav (ASA) PFA-100 zarddasi idokre kifejtett hatasanak vizsgadlata

Az ASA thrombocyta funkcidra kifejtett hatdsanak vizsgalata a laboratérium dolgozoi koziil
kikeriil6 Onkénteseken torténtek. A dozisfiiggés kikiiszobolésének érdekében a prevencios
dozisként alkalmazott 50-100 mg helyett 1ényegesen nagyobb, 500 mg egyszeri dozisu
Aspirin (Bayer) bevételére vallalkozott 4 személy. A gyogyszer bevétele elétt thrombocyta
funkcios vizsgalatokra vért vettiink, melybdl elvégeztik az aggregacidés ¢és szekrécios
lumiaggregometrids vizsgalatokat, ill. meghatdroztuk a PFA-100 zarodasi idoket. Ezeken
kiviil elvégeztiikk a vérzési id6 meghatarozast is. A vizsgalatokat az Aspirin bevétele utan 24
oraval minden vizsgalt személy esetében megismételtiik. Valamennyi vérmintabol

meghataroztuk a thrombocyta szamot is, ez azonban minden esetben a referencia tartomanyba

esett.
Adrenalin Kollagén
WAL L
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8. abra Az ASA hatas detektalasa lumiaggregometrias vizsgalatokkal. Feliilrdl indulo vastag
vonalak: aggregometrias gorbe. Alulrdl induld vékony vonalak: ATP felszabadulés
biolumineszcencias kovetése. Felsd sor: ASA kezelés elott, also sor: ASA kezelés utan egy
nappal. A kollagén aggregécio 1 mg/L kollagénnel tortént.
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Az ASA hatas hagyomanyos aggregometrias, ill. lumiaggregometrids modszerekkel torténd
detektalasat a 8. és 9. dbran mutatjuk be. Az 4bran a feliilrél induld vastagabb vonalak az
aggregacios gorbéket, az alulrél induld vékonyabb vonalak a biolumineszcencias modszerrel
kovetett ATP szekréciot reprezentdljak. A fenti sor egy egészséges egyén regisztratumait
mutatja, mig az als6 sor lumiaggregometrids gorbéi ugyanazon személytél 500 mg Aspirin
bevétele utan 1 nappal nyert vérmintabodl elvégzett vizsgalatok eredményeit demostralja. Az
ADP aggregaci6 nem csokkent lényegesen, az adrenalin indukalta aggregéicido viszont
egyfazisuva valt és az ASA a kis dozisu kollagén altal indukalt aggregaciot is csokkentette. A
arachidonsav indukalta aggregacio az ASA hatasara gyakorlatilag megsziint (9. abra). Az
ASA-val kezelt egyéneknél ATP szekrécid vagy egyaltalan nem vagy csak minimalis

mértékben volt detektalhato.

Kontroll Aspirin

9. dbra Az ASA hatdsa az arachidonsav altal indukalt thrombocyta aggregéciora ¢és
szekréciora

Az 500 mg egyszeri dozisu Aspirin bevételére vallalkozott 4 személy vizsgélata sordn
megallapithatd, hogy a vérzési id6 alig reagél az Aspirinre, hasonloképpen a kollagén/ADP-
vel atitatott membrant tartalmazé patronokkal sem észleltiink 1ényeges valtozast a zarodasi
idoben (5. tablazat). Ezzel szemben a kollagén/adrenalinnal stimuldlt rendszerben az ASA a

zarddasi idok drasztikus megnyulasat eredményezte. A megnyulds két esetben is 300 sec alatt
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sem zar6do aperturat jelentett. Az egyik egyén zarodasi ideje az alkalmazott, nagy ASA dozis
ellenére is csak 142 sec-ra nyult meg, ami aldhtizza, hogy az ASA érzékenység egyénenként
lényegesen eltérd lehet. A kollagénnel és adrenalinnal aktivalt mintdk eredményei jo
korrelaciét mutattak az ATP felszabadulds egyOntetli nagyaranyt csokkenésével. Az
aggregacio kevésbé érzékeny az ASA hatdsra, mint a szekrécio. Az ADP aggregacid alig
csokkent, a kis dozisu kollagén, az arachidonsav és adrenalin aggregacio viszont érzékenyebb

indikatora az ASA hatasnak (8. és 9. dbra).
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5. tablazat Az ASA kezelés hatasa a kiilonb6z6 thrombocyta funkcios paraméterekre dnkéntes személyeken

Személy  ASA PFA-100 Vérzési Felszabadult ATP/10"! Maximalis transzmisszio valtozas (%)
kezelés zarodasi 1do6 (sec) 1d6 thrombocyta
(min)
Kollagén/  Kollagén/ Kollagén  Adrenalin ADP Kollagén  Adrenalin ADP
adrenalin ADP
patron patron
P.M. elott 78 80 3,5 2,92 1,97 1,52 81 79 81
utan 142 75 5,0 0,53 0,00 0,00 32 25 69
SZ.L. elott 90 75 6,0 1,35 1,08 0,79 71 88 72
utan >300 81 7,5 0,19 0,00 0,12 9 27 59
S.S. elott 69 92 5,0 1,73 1,83 24 90 100 94
utan >300 86 5,5 0,17 0,00 0,09 30 15 75
D.J. elott 99 87 9,0 1,35 2,26 1,60 100 90 100
utan 257 95 9,0 0,24 0,00 0,30 33 53 84

A thrombocyta vizsgalatokat kdzvetleniil az ASA bevétele elbtt és 24 oraval annak bevétele utan végeztiik.
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sec sec

300 300
—a— Koll./Adr. —a— Koll./Adr.
—e— Koll./ADP —e— Koll./ADP
200 200
100 100
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
nap nap

10. abra A két onkéntesen mért ASA hatas id6beni lefutasa PFA-100 késziiléken tesztelve

Két egyén esetében a vérzési id6 kivételével tovabbi idépontokban is torténtek PFA-
100 zarodasi 1d6 meghatarozasok, aminek célja az ASA hatéas idébeliségének a kovetése volt
(10. abra). Ez esetben is csak a kollagén/adrenalin patron jelezte az ASA hatasat, ez azonban a
tabletta bevétele utdn 4 ordval mar igen érzékenyen. Az Aspirin hatasa 3-4 nap mulva mar
alig volt észlelhetd. A fentieknél 1ényegesen kisebb dozisu ASA hatasanak eredményeirdl a

kovetkezo fejezetben szamolunk be.

4.5. A streptokinaz PFA-100 zarodasi idokre kifejtett hatasanak vizsgalata

A fibrinolitikus terdpia szovédményeként vérzés alakulhat ki, aminek hatterében a
thrombolysis kovetkeztében kialakuld thrombocyta funkcidé karosodas all. Munkank soran
kivancsiak voltunk arra, hogy a PFA-100-as késziilék képes-e jelezni ezt a vérlemezke

defektust. A klinikai vizsgalatok elkezdése el6tt in vitro kisérleteket végeztiink.

4.5.1. Az vérmintakhoz in vitro adott streptokinase hatisa a PFA-100 zarodasi idokre

7 egészséges egyén vérmintaihoz 50 ill. 250 U/mL SK-t adtunk in vitro. A fibrinolitikus
rendszer aktivalodasat a mintakbol mért megnyult trombin id6k igazoltdk. 50 U/mL SK
hatdsara a kollagén/ADP patronnal mért zarddasi idében jelentds, tobb mint 30 sec-os,
megnyulds 1 esetben volt tapasztalhatd. Ennek a SK mennyiségnek 6tszordsét alkalmazva

még 2 masik minta esetében tapasztaltunk jelentds zarddasi idé megnyulast. Az 50 ill. 250
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U/mL SK hatasara tobb mint 100 sec-os megnytlast észleltiink a kollagén/adrenalinnal mért
zarddasi idében 4 ill. 5 minta esetében. Zarodasi id6 rovidiilést egy esetben sem tapasztaltunk.
Valamennyi vérmintabol elvégeztiik a thrombocyta szam meghatarozast, amelyek a referencia
tartomanyon beliil voltak és a kisérlet soran nem mutattak csokkenést. Az in vitro kisérlet
eredményei azt mutatjak, hogy a fibrinolitikus rendszer aktivalodasanak hatasara bekovetkezd
thrombocyta funkcio defektust a PFA-100 zarddasi id6 jelzi. Ennek alapjan feltételeztiik,
hogy a késziilék alkalmas a thrombolyticus terapia okozta karosodott thrombocyta funkcio

kimutatasara.

4.5.2. Ex vivo vigsgalatok acut myocardidlis infarctuson dtesett betegek thrombolyticus
kezelése soran
A thrombolyticus terdpia kezdete utdn mar 2 6raval minden beteg esetében megnyult TI-t,
APTI-t és PI-t mértiink, ami a ,,lyticus allapotot” fennallasanak a jele. A thrombocyta szam a
referencia tartomanyban volt és szignifikdns valtozas egyik betegnél sem kovetkezett be a
vizsgalt idétartam alatt.

A PFA zarodasi 1d6 vizsgalatok eredményeit a 6. €s 7. tablazat foglalja 0ssze, mig a
11. abra az egyes betegek zarodési id6kben bekovetkezett jellegzetes iddbeli valtozasait
mutatja. A vizsgalt 33 AMI-ban szenvedd beteg koziil vizsgalataink kezdetekor mindossze 1
esetben mértiink megnyult (132 sec) zarodasi iddt kollagén/ADP patronnal (6. tablazat). A
thrombolyticus terdpia sordn a kollagén/ADP patronnal mért zarodasi id6 nem valtozott vagy
csak minimalis megnyuldst mutatott a betegek 2/3-4ndl (11. abra, pl: 10, 12, 13-as szamu
beteg). 11 beteg esetében 30 sec-ndl hosszabb (31-97 sec kdzott) megnyuldst tapasztaltunk,
ami a thrombolyticus terapia kovetkezménye volt (11. abra pl: 1-es és 4-es szamu beteg).
Ezen esetek koziil ketténél a zarddasi id6 még igy is a referencia tartomanyban maradt (pl: 1-
es beteg). A kollagén/ADP patronnal mért zarddasi id6 - a kollagén/adrenalinos patronnal
meghatarozott zarddasi idével ellentétben - ASA-ra érzéketlen, ezért az Aaltala észlelt
megnyulds okozoja olyan koros thrombocyta funkcios eltérés, amelynek hatterében ASA-t6l

fliggetlen faktorok allnak (34-36).

6. tablazat A thrombolyticus terdpia hatasa a kollagén/ADP patronnal mért PFA-100 zarodasi
idére AMI-s betegek esetében

Zarddasi 1d6 Betegszam
SK elétt SK utdn 2 6éraval SK utén 4-6 oraval
referencia tartomanyban 32 (97%) 30 (91%) 24 (73%)
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(£118 sec) (45-112 sec) (46-108 sec) (54-112 sec)

referencia tartomany felett 1 (3%) 3 (9%) 9 (27%)
(>118 sec) (132 sec) (119-162 sec) (122-145 sec)
a megnyulas 0-30 sec kozott n.é. 29 (88%) 22 (67%)
a megnyulas mértéke >30 sec n.c. 4 (12%) 11 (33%)

Zardjelbe tettilk a mért zarodasi id6 tartomanyokat. SK: streptokinase; n.€.: nem értelmezheto

Az irodalomi adatok ¢és sajait munkdnk is egyértelmiien bizonyitja, hogy a
kollagén/adrenalinos patronnal meghatarozott zarédasi id6 nagymértékben érzékeny az ASA-
ra. Ez lehetdvé teszi a terapids valasz ill. a betegek terdpids egyiittmiikodésének,
"compliance"-ének egyértelmili detektalasat (34-37). A 33 beteg koziil 7 szedett ASA-t az
AMI kialakulasat megel6zOen. A kollagén/adrenalinos patronnal meghatarozott zarddasi id6
mindegyikdjiiknél a referencia tartomany felett volt (6t esetben 300 sec felett; reprezentativ
példak: 11. abra, 12-es, 13-as beteg). Frdekes megfigyelés, hogy 3 betegnél, akiknél a
kollagén/adrenalinos patronnal mért zarodasi id6 kiindulaskor 300 sec felett volt, a zarddasi
1d6 atmenetileg csokkent €s csak 4 ora elteltével tért vissza a thrombolysis el6tti értékre (11.

abra pl: 13-as beteg).
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11. dbra A PFA-100 zardédasi idok valtozdsa néhany thrombolyticus terdpidban részesiilt
AMI-ban szenvedd beteg esetében. A betegek streptokinase infizidt és ASA kezelést kaptak.
A streptokinase terapia kezdete utdn 2 6raval nem frakciondlt heparin infuzi6 adasat is

megkezdték. A zarodasi id6 kollagén/adrenalin ( — ) és kollagén/ ADP (0-+--0) patronnal lett
meghatarozva. A kis abrak bal fels6 sarkaba irt szamok a kiilonb6z6 betegeket jelolik.

Az AMI-t megelézéen ASA terapian nem levo betegek kollagén/adrenalinos patronnal
meghatarozott zarédasi id6 értékeit a 7. tdblazat mutatja. A betegek 58 %-a (15/26) mutatott
120 sec-nal nagyobb zarodasi id6 megnyulast ASA hatasara, €s legtobbjiiknél ez a megnyulas
meghaladta a 250 sec-ot. Ezen reszponder betegeknek egy része korai valaszt mutatott, mivel
a zarodasi id6 megnyulas 2 oran beliil elérte a maximumat (11. abra, pl: 4-es beteg), mig a
tobbieknél a maximalis megnyulas elérésé¢hez 4 orara volt sziikség (11. abra, pl: 10-es beteg).
Az ASA bevétele ellenére 5 betegnél a zarodasi 1d6 a referencia tartomanyon beliil maradt.
Rajtuk kiviil még volt 2 olyan beteg, akiknél a kiindulasi zarddasi id6 kismértékben megnyult
volt ugyan (187 és 170 sec), de zarddasi idejiik az ASA bevételét kdvetden nem valtozott.
Osszességében a nonreszponderek szdma 7 volt (zaroédasi id6 megnyulas: <50 sec), ami a
betegek 27%-at jelentette. 4 egyénnél (15%) a zarodasi id6 megnyulas 51 és 120 sec kozott
volt, zarddasi idejiik azonban nem haladta meg a 250 sec-ot. 15 beteg (58%) estében igen

jelentds >120 sec megnyulast észleltiink.
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7. tablazat Az ASA kezelés hatasa a kollagén/adrenalin patronnal mért
PFA-100 zarodasi idore thrombolyticus terdpidban részesiild6 AMI-s

betegek esetében.

Zaro6dasi 1d6

Betegszam

ASA elott ASA utén 4 6raval

referencia tartomanyban (63- 22 (85%) 5 (19%)
142 sec)

referencia tartomanyon kiviil 4 (15%) 8 (31%)
(143-250 sec)

referencia tartomanyon kiviil 0 (0%) 13 (50%)
(>250 sec)

a megnyulas mértéke n.¢é. 7 (27%)
0-50 sec

a megnyulas mértéke 51-120 n.e. 4 (15%)
sec

a megnyulas mértéke >120 n.e. 15 (58%)

S€C

Az AMI kialakulasat megel6zden ASA terapiaban részesiild betegek
nem lettek figyelembe véve. n.é.: nem értelmezhetd
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5. MEGBESZELES

A PFA-100 zarodasi id6t befolyasolja a vérvételi csOben levd anticoagulans koncentracidja,
mivel a nagyobb citrat koncentracid valamelyest megnyuUjtja a zarddasi idot (32).
Vizsgalataink soran 0,105 mol/L pufferolt citratot tartalmazd vérvételi csdveket hasznalva
(n=31) kollagén/adrenalint tartalmazo6 patronnal 63-142 sec kozotti, mig kolladén/ADP patron
esetében 55-118 sec kozotti zarddasi idé referencia tartomdnyt kaptunk. Hasonlo citrat
koncentracional Harrison és munkatarsai (n=20) (38) és Carcao ¢s munkatarsai (n=30) (39) is
hasonlé referencia intervallumot hataroztak meg. Magasabb (0,129 mol/L) pufferolt citrat
hasznalatakor Fressinaud és munkatarsai (n=91) kollagén/adrenalin zarddasi id6 esetében 80-
160 sec kozotti, kolladén/ADP zarodasi id6 esetében 59-120 sec kozotti referencia tartomanyt
kaptak (40). Hasonléan magas citrat koncentraciondl Mammen ¢s munkatarsai
kollagén/adrenalin zarddasi i1d6 esetében igen széles referencia tartomanyt (94-191 sec)
allapitottak meg 206 egészséges egyén mintajabol, az eredmények 90%-os kozépsd
intervalluma alapjan (34). Tekintettel arra, hogy az International Society of Thrombosis and
Haemostasis Standardization and Scientific Committee-je a haemostasis diagnosztikai
vizsgalatokhoz torténd vérvételhez egyértelmiien a 0.105 mol/L citrat koncentraciot ajanlja,
ugy gondoljuk a PFA-100 vizsgalatokhoz is ezt a citrat koncentraciot és az ennek megfeleld
referencia tartomdnyt kell haszndlni.

Az 0roklott vérzékenységek diagnosztikdjaban a legtobb problémat a von Willebrand
betegség, ill. annak egyes alcsoportjai okozzdk. E betegségcsoport egyrészt kiillonbozo,
diagnosztikai szempontbdl is elkiilonithetd algoritmust igényld alcsoportokbol all, masrészt a
von Willebrand faktor szintjének vércsoport-fiiggése, iddszaki valtozasai nehezen
értekelhetové teszik az egyébként enyhe, vagy alig észlelhetd tiinetekkel jard, de esetleges
mitétek, sziilés stb. esetén stlyos vérzéses komplikaciokat okozd betegségek diagnozisat.
Tovabb neheziti a helyzetet, hogy az ABO vércsoport tipusnak is Iényeges hatdsa van a vWF
szintre (41, 42). A vWF alegység nagymértékben glikozilalt és az N-oligoszaharidok ABO
vércsoport determindnsokkal rendelkeznek. A von Willebrand faktorban jelenlevd A, B és H
antigének befolyasoljak a von Willebrand faktor keringésben vald jelenlétét, élettartamat.
Nagyszamu egészséges egyén vizsgalata soran az volt kimutathato, hogy a 0-s vércsoportba
tartoz6 egyének vWF szintje alacsonyabb, mint az A, B és AB csoportba tartozoké. Ezért
egyesek un. ABO vércsoport tipus specifikus referencia tartomanyok hasznélatat javasoljak.

Erdekes, hogy a von Willebrand betegek tobb mint 65%-anak 0-as a vércsoportja (41).
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A von Willebrand betegség diagnosztikdja ¢és klasszifikdcioja egy komplex
laboratériumi tesztek egész sorat magaba foglald iddigényes és koltséges folyamat. A
diagnozishoz sziikséges teszteknek mindenképpen magaba kell foglalni a vWF antigén, vWF
R:Co aktivitds, VWF multimer meghatarozds és FVIII aktivitdis meghatdrozasat, amit
esetenként mar a diagnézis érdekében is ki kell egésziteni a klasszifikdciohoz sziikséges
tesztekkel, igy a risztocetin aggregacidval, a kollagén kotd kapacitds meghatarozasaval,
keveréses aggregacios vizsgalatokkal, vWF receptor vizsgalatokkal, hogy csak a
legfontosabbakat emlitsem. Mindemellett, a laboratériumi eredmények, 1-es és 2-es tipusu
megbetegedés esetén sokszor nem jol korreldlnak a klinikai tiinetek stlyossagaval. Mindezek
miatt régota felmeriilt egy megfeleld szlrdteszt igénye, ill. egy olyan globalis teszt iranti
igény, mely megfelelden tiikrozi a vérzékenység sulyossagat.

Mindeddig a korrekten kivitelezett vérzési 1d6t tartottdk nyilvan egyetlen
szlirétesztként, ennek azonban, ahogyan ezt sajat vizsgalataink is mutattdk, igen alacsony a
szenzitivitasa és az esetek mintegy 50%-aban nem jelezte a betegség fennalldsat. Egyes
tanulmanyokban ko6zolt értékek ennél valamivel magasabbak, 65,5 %-os (40) és 59,1 %-os
(34) szenzitivitas értékekrol is beszdmolnak. Az eltérések hatterében az eltérd beteganyag
allhat.

Munkacsoportunk egyike volt annak a néhdny laboratériumnak, amelyek egyidében
kezdték (és kozolték) az akkor még 11j thrombocyta funkcios analizator, a PFA-100 késziilék
ilyeniranyt tesztelését. Fressinaud ¢és munkatarsai 60 von Willebrand beteg esetében
vizsgaltadk a PFA-100 zarddasi id6 szlrdtesztként vald alkalmazhatosagat (40). A
kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi id6 altaluk meghatarozott szenzitivitdsa megfelel
az altalunk kapott értéknek (96,5 vs 83,9 %). A teszt csak néhany enyhe von Willebrand beteg
esetében nem jelzett eltérést. Egy masik kozlemény 95,5 %-os szenzitivitast talalt 44 von
Willebrand beteg vizsgéalata soran (34). A kollagén/ADP patronnal mért zarodasi ido
esetében Fressinaud és munkatarsai 100 %-os szenzitivitast kozoltek (40). Ezt a mi
eredményeink nem tamasztjdk ald. A mi beteganyagunk esetében ezzel a patronnal a
szenzitivitas csak 74,2 % volt. Harom betegiinknél, akiknek a vWF:Ag értéke 0,28 ¢és 0,31
U/mL (28 és 31 %) kozott volt, a kollagén/ADP patronnal mért zarédasi id6 a referencia
tartomanyba esett, igaz annak felsd részébe. Az 1-es, 2A és 3-as tipusu von Willebrand
betegeink esetében kapott eredményeink megfelelnek a Fressinaud €s munkatarsai altal kozolt
értekeknek (40). A 2N tipusu von Willebrand betegiink zarodasi ideje a referencia
tartomanyban volt. A 2B tipust betegek eredményei kevésbé egyértelmiiek. Vizsgalataink

soran a négy 2B tipusu beteg koziil kettdonél, mig mas kdzleményben (40) harom beteg koziil
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kettonél a zarodasi idé 300 sec felett volt, azaz zarodas nem kovetkezett be. Ezen betegek
vWF R:Co aktivitasa a referencia tartomany alatt volt. Mindkét tanulmanyban egy betegnek
csokkent volt a thrombocyta szdma. A masik két 2B tipusu betegiinknek normal vWF R:Co ¢és
thrombocyta szama volt referencia tartomanyon beliili vérzési és zarodasi idokkel. Fressinaud
¢s munkatarsai (40) egy olyan 2B tipust betegrél szamolnak be, akinek a vWF R:Co a
referencia tartomanyon beliil van ¢és a kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi ido kis
mértékben megnyult. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a 2B tipusa von Willebrand
betegeknél a PFA-100 zarodéasi idok varidbilitdst mutatnak az aktudlis vWF szintnek
megfelelden.

Osszegezve, az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a PFA-100 zarodasi idé a
vérzési 1donél Iényegesen érzékenyebb szlrdteszt a von Willebrand betegség
diagnosztikdjdban. Eredményeinket azdta masok is megerdsitették, ill. felhasznaltak, amit
bizonyit az a mintegy 20 idézet melyben e munkéankra hivatkoznak. Mindezek alapjan
ajanlhatdo, hogy von Willebrand betegség gyantja esetén a PFA-100 zarodasi ido
meghatdrozas része legyen a kivizsgalasi panellnek. A vérzési idonél érzékenyebb volta
elsésorban az enyhe ill. a kozepes sulyossagu 1-es tipusu betegek esetében szembetiind. Ennél
érzékenyebb szlirfteszt azota sem 4all rendelkezésre. A  kollagén/adrenalin patron
hasznalatandk eredményességét befolydsolhatja a széleskorlien alkalmazott ASA, melyre e
patron igen érzékeny. Ezért a két patron egyiittes hasznalata tekinthetd a legmegfelelébb
eljarasnak. A teszt pozitivitasa rautald klinikai tlinetek esetén feltétlen indikacidja a tovabbi
részletes kivizsgalasnak. Tekintettel arra, hogy a szenzitivitdis nem ¢éri el a 100%-ot
véleményiink szerint rautald klinikai tlinetek és egyéb haemostasis rendellenesség kizarasa
utan negativ eredmény esetén is el kell végezni a kivizsgalast. Annak eldontésére, hogy a
zarodasi 1dok alkalmasak-e a vérzékenység sulyossaganak a megitélésére jelen vizsgalatok
nem alkalmasak, de ezeknek nem is ez volt a célja. Mindenesetre, az eredmények alapjan
tovabbi ilyen iranyu vizsgalatok indokoltnak latszanak, s a teszt feltehet6en alkalmas a terapia
hatékonysaganak a megitélésére is. A desmopressin (DDAVP) fontos helyet foglal el az 1-es
tipusu von Willebrand betegek kezelésében. Tobb kézlemény szamol be arrol, hogy DDAVP
terdpia hatisara a betegeknél az eredetileg megnyult zarddasi idé csokken, igy a PFA-100
zarodasi 1d6 alkalmasnak tekinthetdo a DDAVP kezelés monitorozasara (43, 44).

A thrombocyta aggregacié az elsddleges thrombocyta dugd kialakulasanak fontos
Iépése, melyben a fibrinogén, mint plazma kofaktor, vagy magas nyiréaranynal a vWF a
thrombocyta membran glikoprotein IIb-IITa (CD41-CD62) komplexhez (fibrinogén receptor)

kotédve kapesolja dssze a thrombocytakat (45). A fibrinogén hidnya ill. koros volta, valamint
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az egyes fibrinogén receptor komponensek defektusa (Glanzmann thrombasthenia) egyarant
eléidézhet aggregacios zavart. A Glanzmann thrombasthenia tehat egy olyan haemorrhagias
diathesis, melyet az emlitett thrombocyta feliileti membran glikoproteinek velesziiletett
hianya, szdmuknak jelentds csokkenése vagy koros volta idéz el (46). E betegség igen ritka,
az irodalomban eddig kevesebb, mint 200 esetet, koziiliikk hazankban minddssze két esetet
irtak le. Az oroklésmenet autoszomalis recessziv. A klinikai tiinetek elsdsorban purpura,
epistaxis, gingivalis haemorrhagia, menorrhagia, ritkabban gastrointestinalis vérzés ¢&s
haematuria. Trauma vagy sebészi beavatkozéasok is sulyos vérzéssel jarhatnak. Munkdnk
egyik részében egy Gjonnan felismert eset kapcsan ismertetjiik a Glanzmann thrombasthenia
laboratoriumi diagnosztikdjat, ill. a PFA-100 zarodasi idok e betegben észlelt eltérését.

A Dbeteg igen hosszi vérzési ideje normdl thrombocyta szam mellett sulyos
thrombocyta funkcios defektusra utalt, amit megerdsitett, hogy a PFA-100-al egyik patronnal
sem ¢észleltiink zarodast. Az elvégzett lumiaggregacios vizsgalatok erdményei azt mutatjak,
hogy az aggregdld agensek lekotddtek a thrombocyta membranhoz és aktivaltak az
alakvaltozashoz sziikséges biokémiai mechanizmusokat, aggregacidot azonban nem tudtak
indukalni. Azon agensek (arachidonsav, trombin, nagy do6zisu kollagén) esetében, amelyeknél
az aggregacio nem jatszik szerepet a szekrécid indukalasaban ill. elésegitésében, a szekréciot
kivaltdo biokémiai mechanizmusok is miikodésbe Iéptek, s trombin esetében kdzel normal
ATP szekrécio volt észlelhetd, azaz sem a szekréciohoz vezetd biokémiai mechanizmusok,
sem a denz testecskékben (8-granulumokban) 1év6 ADP/ATP nem hidnyzott. Tekintettel arra,
hogy a beteg fibrinogén szintje normalis volt, az aggregicidos zavar hatterében csak a
fibrinogén receptor hidnya vagy kéros volta allhat. A feliileti membran aramldsos citometrias
vizsgalata a fibrinogén receptor defektusat meg is erdsitette, azaz a Glanzmann
thrombasthenia diagnozisa bizonyitottnak tekinthet6. A Glanzmann thrombasthenianak harom
tipusa van (46). Az 1. tipusban a GPIIb-IIla gyakorlatilag teljes hianyakor a véralvadék
Osszehuzodésa nem torténik meg, mig II. tipusban, ahol valamennyi fibrinogén receptor
talalhato a felszinen, az alvadék retrakcidja kozel normalis. A harmadik n. varians tipusban a
GPIIb-IIla mennyisége normal, de koros receptor komponens szintetizalodik. A harom tipus
gyakorisaga: 78% (1. tipus), 14% (II. tipus) és 8% (varians) (47, 48). Losonczy Gergely
kollégam molekuléris genetikai ¢és fehérje biokémiai vizsgdlatai bizonyitottdk, hogy itt I.
tipusu Glanzmann thrombastheniarol van szo.

A szakirodalom nyolc Glanzmann thrombasthenids beteg esetében végzett PFA-100

zarddasi id6 meghatarozasrol szamol be (34, 38, 40). Az eredmények, beleértve sajat
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eredményliinket is egyértelmiien bizonyitjak, hogy a PFA-100 zarédasi idék megnyulasa a
Glanzmann thrombasthenias megbetegedéseket is jol detektalja.

A PFA-100 =zarddasi 1dok storage pool betegségek diagnosztikdjaban valo
alkalmazhatésagaval mindossze harom kozlemény foglalkozik. Két kozleményben, 6sszesen
5 beteg vizsgalatardl szamoltak be, ezen esetekben azonban a storage pool betegség tipusa
nem volt pontosan identifikalva (37, 40). Az 6t beteg koziil egynél csak a kollagén/adrenalin
patronnal hataroztdk meg a zarodasi idot, ami szignifikdns megnyulast mutatott (37). A
maradék négy betegnél egyik patronnal sem volt megfigyelheté zarddas (40). A harmadik
kozleményben hat Hermansky-Pudlak syndromds beteg zarddasi idejeit hataroztdk meg.
Kollagén/adrenalin patronnal a zar6dasi idé mindegyik beteg esetében megnyult, bar négy
esetben az értékek éppen csak a referencia tartomany felett voltak (38). A kollagén/ADP
patronnal csak két betegnél kaptak nagymértékben megnyult zarddasi idot, harom betegnél a
zarddasi 1d6 csak enyhe megnyuldst mutatott, egy betegnek pedig normdl zarddasi idot
mértek. A mi vizsgalatainkban egyik Hermansky-Pudlak syndromés betegnek sem volt
lehet, hogy a Hermansky-Pudlak syndromdas beteg thrombocytaibol hianyzik ugyan a denz
granularis ADP, de a thrombocyta aktivacio biokémiai mechanizmusa altaldban megtartott. A
kollagén/ADP patronban maga a membran az ADP forrés, ezért a kollagén/ADP zarodasi
idében nem varhatdé megnyulés. A kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi id6 az 6t beteg
koziil négynél megnyulast mutatott, a maradék egy betegnél pedig a referencia intervallum
fels6 részében, de még a normal tartomanyban volt. Ugyanakkor mind az 6t beteg vérzési
ideje nagymértékben megnyult volt. A Hermansky-Pudlak syndromaban kapott részben
ellentmondé adatok abbol is adodhatnak, hogy e megbetegedés sem genetikailag, sem
fenotipusosan nem egységes. Jelenleg hét gént ismeriink, amelyek felelések a Hermansky-
Pudlak syndroma (HPS) Iétrejottéért. A géneket ért defektusoknak megfeleléen a
syndromanak 7 tipusa van (HPS1-HPS7). Mig az oculocutan albinizmus és a vérzéses tiinetek
mind a hét tipusban megjelennek, a tiid6fibrozis és a colitis elsésorban a HPS1-ben és a
HPS3-ban jellemzé (49, 50, 51). A végleges konkluzi6d levonasahoz nagyobb betegszdmon
torténd tovabbi vizsgélatok sziikségesek. Az eddigi eredmények mindenesetre arra utalnak,
hogy a storage pool megbetegedés diagnosztikdjaban a PFA-100 zarddasi id6 nem jobb
szlirGteszt a vérzési idonél.

Munkank soran a késziiléket eldszor az ASA szedését kovetden kialakuld enyhe
thrombocyta funkciés zavar detektdldsa szempontjabol vizsgaltuk. Annak, hogy

vizsgalatainkhoz ezt a rendszert valasztottuk az aldbbi két oka volt: egyrészt egy enyhe
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thrombocyta funkcids zavaron akartuk tesztelni a késziilék érzékenységét, masrészt a
vascularis thromboticus megbetegedések primer €és secunder prevenciojaban kiterjedten
alkalmazzak az ASA-t (52), s egyre nagyobb az igény az ASA thrombocytakra kifejtett
hatasat adekvatan, gyorsan detektald haemostasis diagnosztikai modszerre. Fel szerettiik
volna hivni a hazai laboratériumi diagnosztikai és klinikai szakemberek figyelmét egy, a
vizsgalatok idején ujnak szdmitdé modszer ilyen iranyu alkalmazasara.

Az ASA a ciklooxigenaz enzim egy szerin reziduumat (Ser529) (53) acetildlva
megakaddlyozza az arachidonsavbol a ciklikus endoperoxidok képzddését, ezéltal a
thrombocyta aktivacidban, mindenekeldtt a szekrécid mechanizmusaban alapvetd szerepet
jatszd tromboxan A, (TXA;) képzodést (54). Az ASA rezisztencia kérdése és fOleg annak
diagnosztikai eszkozokkel torténd megallapitisa ma is sokat vitatott kérdés, melyben a
nemzetkozi allasfoglalasok sem adnak egyértelmil utmutatast. Megitélésiink szerint a legtobb
problémat az ASA rezisztencia fogalmi meghatdrozasaval kapcsolatos bizonytalansagok
okozzak. Az ASA rezisztencia kétféleképpen is értelmezhetd. A ciklooxigendz Ser529
aminosavan az acetilalas elmaradasa kémiai rezisztencia, melynek persze tobb kiilonbdzd oka
is lehet. A terdpia hatékonysaganak elmaradéasa klinikai (terdpias) rezisztencia. Jol tudjuk,
hogy a betegek egy része kémiai rezisztencia hidnydban sem valaszol a terdpidra. Ezen a
betegcsoporton 1j, klinikai vizsgéalatsorozatok meginditdsaval a jovoben feltehetden érdekes
megfigyeléseket fognak kozolni a klinikai kutatok. Egy masik fontos kérdés, hogy a kémiai
rezisztencia ellenére lehet-e hatékony az ASA terdpia. Bar ezt a lehetdséget sem lehet teljesen
kizarni, az ASA prevenci6 hatékonysagara a TXA, képzddés gatlasan kiviil nincs elfogadott
magyarazat, s arra sincs meggy0z6 adat, hogy a TXA; képzddés gatlasanak bizonyitott hidnya
esetén egy adott betegcsoporton az ASA terapia hatékony volna.

Az ASA hatékonysagat vizsgalo laboratoriumi modszerek csak €s kizardlag a kémiai
rezisztencia felderitésére vallalkozhatnak, a terapids rezisztencia felderitése e modszerektdl
indokolatlan elvards. Az ASA antithrombocyta szerként torténd széleskorli alkalmazésa -
elsdsorban az artérias thromboticus torténések megeldzésére - sziikségessé tette/teszi olyan
tesztek bevezetését, melyek gyorsan €s adekvat modon adnak tajékoztatast a beteg részérdl
torténd terapids egyiittmiikodésrdl (compliance-érdl), a gyogyszer kémiai hatékonysagarol ill.
az esetleges kémiai ASA rezisztencia meglétérdl (55).

Az ASA thrombocyta funkciot gatld hatdsdnak kovetésére nem alkalmas az ASA
(vagy a szalicilsav) direkt, plazmabol torténd kimutatasa sem. Ez a két anyag gyors kinetikat
kovet, az ASA csak mintegy fél oOrdig detektdlhatd a keringésben, ezzel szemben a

thrombocytékra kifejtett hatasuk tobb napig tart (56). A vérzési id6 érzéketlensége és sorozat
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vizsgalatokra valo alkalmatlansaga miatt szoba sem johet az ASA hatasanak detektaldsara. A
szekrécio egyidejii detektdldsa nélkiil végzett aggregometridas vizsgalatok értékelése sok
buktatét rejt magaban. Az ADP aggregacio primer fazisa nem szekrécio fliggd, azaz a TXA,
képzddésének gatldsa nem befolyasolja. Nem konnyli megkeresni (és értékelni) azt az ADP
dozist melynél a primer és szekunder aggregacio elkiilonitve értékelhetd lenne. Egyébként is a
szekunder aggregacié alacsony Ca®” koncentracional (pl. citrattal antikoagulalt plazmaban)
¢szlelheté artefaktum (57), aminek mérése elvileg sem adekvat egy gydgyszer
hatékonysaganak értékelésénél. Az adrenalin aggregacio az esetek egy részében egészséges
egyéneken is vagy hidnyzik vagy erdsen csokkent. Az ASA hatésa a kollagén aggregéaciora a
kollagén koncentracid fliggvényében valtozik, s ez a valtozas nagyfoku egyéni érzé¢kenységet
mutat. Az aggregacios vizsgalatok kozil még a legegyértelmiibb eredményeket az
arachidonsav aggregicid vizsgdlata adja. Az aggregacionak az ATP szekrécidval torténd
egylittes mérése (lumiaggregacios vizsgalatok) lényegesen megkonnyiti az eredmények
értékelését, ez azonban draga miiszert (és vegyszert) igényld, iddigényes, a komplex in vivo
viszonyokat csak igen attételesen tiikr6zo, csak laboratoriumban elvégezhetd vizsgalat. A
PFA-100 zarodéasi id0 mérése gyors, a betegagy mellett is kivitelezhetd, az in vivo
koriilményeket legjobban megkdzelitd vizsgdlati modszer. Vizsgalataink, masok
vizsgalataival megegyezden (34, 37, 56) azt igazoltdk, hogy a PFA-100-as késziilék alkalmas
az ASA hatds detektalasara. Kétségtelen, hogy a PFA-100 hasznalata ma mar az e célra
alkalmazott laboratoriumi tesztek koziil elokeld helyet foglal el, nemzetkdzi ajanlasokban
szerepel (58). Mindez azonban nem jelenti azt, hogy a kémiai ASA rezisztencia
meghatdrozasa megoldottnak tekinthetd (59, 60) a PFA-100-as késziilék alkalmazasaval.
Chakroun és mtsai kézleményiikben felhivjak a figyelmet arra a tényre, hogy emelkedett von
Willebrand faktor risztocetin kofaktor aktivitds esetében eldfordulhat a zarodasi 1dd
megnyulds elmaraddsa arachidonsav aggregacidoval bizonyitottan hatékony ASA kezelést
kovetéen (61). Mindenképpen sziikség lenne egy 100%-o0s érzékenységii akar koriilményes
izotop jeloléses vagy tomegsprektrometrias referencia modszerre, melynek az egyéb klinikai
modszerekkel nagyszamu beteganyagon torténd oOsszehasonlitaisa megoldast adhatna a
leghatékonyabb klinikai laboratoriumi médszer kivalasztasara.

A thrombolyticus terdpia az AMI egyik akut terdpids lehetésége (62). A
thrombolyticus agensek korai adasa alacsonyabb mortalitast és a kamrai funkcid megtartasat
eredményezi. A kiilonb6zé plazminogén aktivatorok altal okozott thrombolysisnek azonban
korlatai is vannak (63, 64). Teljes reperfuziodt csak a betegek kb. felénél eredményeznek és a

rekanalizalt coronaridk 10-15%-anal reokkluzio 1ép fel. Vérzés még a modern thrombolyticus
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agensek hasznalatakor is eldfordulhat, intracranidlis vérzés a betegek 0,3-1,5 %-anal 1ép fel
(62-66). Mind a vérzéses komplikacié mind a korai reokklizié a thrombocyta dysfunkcidval
van Osszefliggésben. A kisérletes és klinikai megfigyelések azt igazoljak, hogy a plazmin
generacid aktivalhatja is és gatolhatja is a thrombocytakat. A kezdeti thrombocyta aktivaciot
karosodott thrombocyta funkcié kialakulas koveti (67, 68). A thrombocyta aktivacid
megeldzésére és az ennek kovetkeztében kialakuld reokklizid megakadalyozasara a
thrombolyticus terapiat ASA adasaval egészitik ki. A thrombolyticus terdpia bevezetése ota
megvan az igény olyan adekvat laboratoriumi teszt(ek) bevezetésére, ami a thrombolyticus
terapidban részesiilo betegek vérzéses rizikojat eldre jelezheti. Sajnos az alvadasi tesztek,
amelyek a lyticus allapotot képesek jelezni ezt az igényt nem elégitik ki (68, 69). Ez idaig a
standardizalt vérzési i1d6, a thrombocyta rendszer szlirOtesztje 69 %-os szenzitivitassal €s
69%-0s specificitdssal bizonyult a legjobb vizsgalati moddnak a thrombolysis alatt
bekovetkezd spontan vérzések eldrejelzésében (68, 70, 71). A vérzési idO kivitelezése az
egyszer hasznalatos eszkozzel viszonylag gyors és egyszerli, de nehéz standardizélni, a
prediktiv értéke csak 43%-os és a thrombolysis alatt torténd sorozatvizsgalatokra nem
alkalmazhaté (70, 71). A thrombolyticus terapia fent emlitett masik szovédménye a
thrombocyta aktivacid. Ennek kimutatdsira jelenleg nem 4all rendelkezésiinkre olyan, a
mindennapi diagnosztikaban is haszndlhatd laboratoriumi teszt, amelyet a reokkluzid
elorejelzésére hasznalhatnank, jollehet az ADP indukalta thrombocyta aggregéaciot mar
megkisérelték erre a célra felhasznalni (72).

A vizsgalataink sordn a thrombolyticus terapidt megeldzden tapasztalt kollagén/ADP
patronnal mért megnyult zarédasi id6 thrombocyta funkcidés zavarra utal, ami fokozott
vérzésveszéllyel jarhat. A betegek harmadanal - akiknek a kollagén/ADP patronnal mért
zarodasi 1d0 a thrombolyticus terapiat megel6zéen normal volt - a thrombolysis soran
szignifikdns zarodasi 1d6 megnyulds volt kimutathat6. Mivel az ASA semmilyen hatassal
sincs a kollagén/ADP patronnal mért zarddasi iddre (34, 56), ezért ennek a thrombolyticus
terapia soran bekovetkez0 megnyuldsa az ASA-tol fiiggetlen thrombocyta funkciod
karosodasra utal. Az ASA-ra érzéketlen kollagén/ADP patron segitségével tehat lehetové
valik a thrombocyta funkci6 thrombolysis alatt torténd kovetése, a thrombolysis altal okozott
csokkent thrombocyta funkcié kimutatdsa, még akkor is, ha a beteg ASA kezelésben
részesiilt.

Az AMI-ban szenvedo betegek thrombolyticus kezelése soran meghatarozott PFA-100
zarodasi idék az ASA kezelés hatdsossagdnak megallapitasara is alkalmasak. A

thrombolyticus terdpiat megelézden végzett kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi 1d6
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meghatdrozas felvilagositast ad az AMI kialakuldsat megel6zden alkalmazott preventiv célu
ASA terapia hatasossagarol. A kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi id6 megnyulas
elmaradasa az ASA hatastalansagara vagy a beteg nem megfeleld terapias egyiittmiikodésére
utal. A thrombolyticus terdpids protokoll magédban foglalja az ASA adasat is, ennek
hatdsossaga a kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi id0 meghatarozasaval kovethetd.
Bar a fibrinolyticus terapia is okozhat megnyulést, a megnyulas hidnya azonban egyértelmiien
az ASA terapia hatastalansagara utal. A 26 beteg koziil 7-nél nem volt kollagén/adrenalinos
zarddasi 1d6 megnyulas kimutathatd, azaz valamilyen ok miatt e betegek nonreszponderek
voltak. Ez az adat is a thrombolysis alatt végzett PFA-100 vizsgalatoknak a fontossagara hivja
fel a figyelmet.

Erdekes megfigyelés, hogy 3 betegnél, akik az AMI kialakuldsat megeléz6en ASA
kezelés alatt alltak, az eredetileg megnyult (>300 sec) kollagén/adrenalin patronnal mért
zarodasi 1d6 2 oraval a thrombolyticus terdpia elinditdsa utdn szignifikans csokkenést
mutatott. A PFA-100-as késziiléket a thrombocyta funkcid csokkent miikodésének a
kimutatasara hoztak létre, nem pedig a thrombocyta aktivacié detektalasara. Ez az oka annak,
hogy a patronokban levd membrant thrombocyta aktivald anyagok kombindcioival
impregnaltak. A referencia intervallumoknak megfelelé viszonylag rovid zarodasi id6 pedig
megneheziti az apertura felgyorsult zarédasanak érzékelését.

Mindossze egy, frissen publikalt kézlemény szamol be AMI alatt a betegek rovidiilt
zarddasi idejérél. Ez in vivo thrombocyta aktivaciora vagy a thrombocytdk aktivald
anyagokra bekovetkezd emelkedett érzékenységére utalhat (73). Egy nagymértékben
megnyult zarddasi id6 (mint pl. a kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi id6 ASA-t szedd
reszponder betegekben) rovidiilése az in vivo thrombocyta aktivacid érzékeny indikatora
lehet.

Ma mar egyértelmiien elfogadott, hogy a thrombolyticus terapianak, ugyantigy mint a
plazminnak, kettds hatdsa van a thrombocytakra (67). A vérlemezkék aktudlis valasza fligg a
kezelés idOtartamatol, az aktudlis plazmin koncentraciotdl és az egyéni variacioktol. A
thrombolysis soran keletkezd fibrin(ogén) degradacidés produktumok (FDP) és a PARI
trombin receptor plazmin altal torténd degradaldsa (74) gatolja a thrombocyta aggregaciot,
ami a thrombocyta funkcid defektus elsédleges oka lehet. A vWF trombolysis alatt
bekovetkezd degradacidja (75) szintén szerepet jatszhat, a VWF receptor (GPIb-IX)
proteolizise azonban ugy tlinik nem vesz részt ebben a folyamatban (76). Ugyanakkor a
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citoplazmatikus Ca®" emelkedését, inozitol trifoszfat szintézisét és protein kindz C aktivaciot
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okozhatjak (74, 77-81), s fokozzédk a thrombocytdk valaszat szamos kis doézisu aggregald
anyagra (81). A plazmin ugyanott képes hasitani és aktivalni a trombin receptort, mint maga a
trombin (74, 82), s igy aktivalhatja a thrombocytakat. Tovabba a thrombocyta membran
GPIIb amino terminalis végének limitalt proteolizisével a GPIIb-Illa komplexet aktiv
fibrinogén receptorra transzformalja (83). Ezen komplex mechanizmusok 0Osszessége az
egyéni valaszkészség fliggvényében a karosodott thrombocyta funkcié révén vérzéses
szovodményben vagy a fokozott thrombocyta aktivacié kovetkeztében reokklizidban
manifesztalodhat.

A thrombocyta funkci6 thrombolyticus terdpia alatti monitorozasa fontos
informaciokkal szolgdlhat a thrombocytdk aktualis valaszarol. Eredményeink alapjan
megallapithat6, hogy a PFA-100 zarodasi id6 mérése megfeleld modszer a thrombolyticus
terapia sordn bekovetkezd thrombocyta funkcio defektus kimutatasdra. Valoszinii, hogy a
kollagén/ADP patronnal mért megnyult zarédasi id0 hatterében all6 thrombocyta funkcid
karosodas vérzéses szovodményekre hajlamosit. Szintén feltételezhetd az is, hogy az AMI
kialakulasat megel6z6en ASA terdpian levd betegek kollagén/adrenalin patronnal mért
megnyult zarddasi idejének a thrombolyticus terapia soran bekovetkezd rovidiilése in vivo
thrombocyta aktivaciora utal, ami a reokkluzié fokozott veszélyét hordozhatja magéiban.
Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét PFA patron hasznalataval a thrombolyticus terapia
okozta karosodott thrombocyta funkcio és az ASA hatasossaga egyidejiileg vizsgalhato.

Osszegezve, az irodalmi adatok és sajat munkank tapasztalatai arra utalnak, hogy a
PFA-100-as késziilek a kollagén/adrenalin és kollagén/ADP patron egyiittes hasznalataval
alkalmas a velesziiletett és a szerzett thrombocyta funkcios zavarok kimutatdséara, akar mint (j

tipusu sziiréteszt, akar mint a hagyomanyos vizsgalatokat kiegészito eljaras.
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OSSZEFOGLALAS

A thrombocyta funkcios zavarok in vivo szlirOtesztje a vérzési id0 meghatarozas, ami nem
megfeleld érzékenységii, nehezen standardizalhatd és sorozatvizsgalatokra sem alkalmas.
Ezen hatranyok kikiiszobolése céljabol kertilt forgalomba a PFA-100 thrombocyta funkcid
analizator. A késziilék lelke az egyszer haszndlatos patron, melynek egyik nyildsdba mérendd
a vizsgalathoz hasznalatos citrattal alvadasgatolt vér. Jol kontrollalt és standardizalt vakuum
segitségével a minta egyenletes aramléssal egy thrombocyta aktivalo anyagokkal (kollagén és
adrenalin vagy kollagén és ADP) atitatott membrannal lezart kis rezervoarba keriil, amelyen
egy apertura talalhato. Az aramlé aktivalt thrombocytak kitapadnak az apertura faldhoz majd
eltomitik a nyilast. A késziilék ezt az un. zarddasi id6t méri. Vizsgalataink célja annak
kideritése volt, hogy a PFA-100-as késziilék mennyire hasznalhato a velesziiletett
thrombocyta funkcids betegségek (VW betegség, Glanzmann thrombasthenia, HPS) és az
ASA altal eldidézett szekrécids zavar diagnosztikdjaban, tovabba a thrombolyticus terapia
altal el6idézett thrombocyta funkcios zavar detektalasaban. Vizsgalatainkban 32 vW beteg, 1
Glanzmann thrombasthenias, 5 HPS-as és 33 AMI-ban szenvedé thrombolyticus és ASA
terapidban részesiilo beteg vett részt. A vW betegeknél a vérzési 1d6 szenzitivitasa 48,4 %
volt, a kollagén/adrenalinos patronnal mért zarodasi id6é 83,9 %-os, mig a kollagén/ADP-s
zarddasi id6 74,2 %-os szenzitivitast mutatott. A Glanzmann thrombasthenias betegnél egyik
patronnal sem észleltliink zarddast. A vérzési idé mind az 5 HPS-as betegnél megnyult volt. A
kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi ido 4 beteg esetében volt megnyult, 1 betegnél
pedig a referencia tartomany felsd részébe esett. Kollagén/ADP patronnal mind az 5 betegnél
referencia tartomanyon beliili értéket kaptunk. Az ASA hatas vizsgalata soran megallapithato,
hogy a vérzési id6 és a kollagén/ADP zarodasi idok nem reagdlnak az ASA-ra, mig a
kollagén/adrenalin zar6dasi idok nagymértékben megnyutltak. Az AMI-s betegek harmadanal
kollagén/ADP zarodési id6 megnyuldst mértiink jelezve a thrombocyta funkcid csékkenését.
A kollagén/adrenalin patron hasznélatdval minddssze a betegek kétharmadanal tapasztaltunk
adekvat valaszt az ASA kezelésre. Harom betegnél, akik az AMI-t megel6zden preventiv céla
ASA terdpiaban részesiiltek, a kiindulaskor kollagén/adrenalinos patronnal mért megnyult
zarddasi 1d6 atmenetileg csokkent. Eredményeink arra utalnak, hogy a PFA-100-as késziilék
mindkét patron egylittes hasznalataval alkalmas a velesziiletett és a szerzett thrombocyta
funkcids zavarok kimutatasara.
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