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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A trombocitdk a megakariocitdk foként trombopoetin altal
szabalyozott  proliferaciojat és  differenciacidjat  kovetéen — azok
citoplazmajabol fiizédnek le. Nyugalmi allapotban atméréjik 2-4 pm,
granulumokat (o, denz és lizoszomak), mitokondriumot, feliilettel kozlekedd
csatorna rendszert és denz tubularis rendszert tartalmaznak. A trombocita
DNS genommal nem, csak némi megakariocita eredeti mRNS-el és a
fehérje szintézishez sziikséges transzlacids apparatussal rendelkezik, ami
csak igen limitdlt mértékli fehérje szintézishez elegendd. A trombocitak
normél esetben a keringésben 150-400 x 10%/L koncentracioban talalhatok
meg, életidejiik 7-10 nap.

Els6dleges feladatuk a primér hemosztazis biztositasa szoveti
traumat vagy érfal sériilést koveten. Erfal sériilést megelézGen a
trombocitakat a prosztaciklin, az endotél sejtek altal termelt nitrogén
monoxid és az endotél sejtek felszinén 1évé CD39 ADP-4z tartja nyugalmi
allapotban. Az érfal sériilés helyszinén a vérzés megallitasat célzo
trombocita dugd kialakulasat a szubendotelialis matrix hirtelen szabadda
valo kollagénje és a lokalis trombin generacié inditja el. A trombocitdk a
kollagénnel és a von Willebrand faktorral kdlcsonhatasba 1épve aktivalodnak
és egy elsddleges feddréteget képeznek, majd az altaluk szekretalt TXA,,
ADP ¢s mas vérlemezke agonistak hatasara, melyek tobbsége a trombocita
felszinen megtalalhato - G proteinhez kapcsolt - receptorok ligandja, a
trombocitak aktivalddnak. Az aktivacid soran a trombocitdk felszinén a
glikoprotein Ilb-Illa komplex konformacio valtozasa révén kialakul a
fibrinogén receptor. A fedd trombocita réteghez fibrinogénen keresztiil

tovabbi trombocitak kapcsolodnak. Végiil a ndvekedé hemosztatikus



dugdban a véralvadas soran képzddott keresztkotott fibrinhald stabilizalja a
trombocita aggregatumot.

Patologias koriilmények kozott a trombocita aggregacid/aktivacio
szerepet jatszik a koszortér betegség, a stroke, a periférids artérias
érbetegség ischaemias komplikdcidinak patomechanizmusaban. Bar a
vérlemezkék adhézidja az erodalt vagy megrepedd ateromas plakkot elfedd
valasznak is tekinthetd, az ezt kovetd trombus képzddés, atmeneti
ischaemidhoz vagy infarctushoz, s ezen keresztiil stlyos szervkarosodashoz
vezethet.

A trombocita funkcidban kiemelt jelentdségli a telitetlen 20
szénatomos zsirsav szarmazék csaladba tartozo eikozanoidok szintézise. Az
eikozanoidok jelentds képviseldje a trombocitak altal a denz vagy az a
granulumokban nem téarolt és mindig Gjonnan képzett tromboxan A, (TXA,),
mely kifejezetten erds vazokonstriktor és vérlemezke aktivator, elésegiti a
trombocita TXA,; receptort aktivalva irreverzibilis trombocita aggregaciot
indukal ¢és felerdsiti a vérlemezkék kiillonbdzé agonistakra adott
valaszreakciojat.

A trombocita TXA, képzés els6 1épésében a trombocitat aktivald
agonistdk hatasara felszabadulo Ca®* altal aktivalt foszfolipaz A, (PLA,) a
membran foszfolipidekb6l arachidonsavat (AA) szabadit fel. Az AA-at a
prosztaglandin-H-szintaz-1  alakitja  ciklikus  endoperoxidokka. A
prosztaglandin-H-szintaz-1, a mieloperoxidaz csalad hemoproteinje, kétféle
enzimatikus aktivitassal is rendelkezik. A ciklooxigenaz (COX) aktivitas az
AA-bdl prosztaglandin G, (PGG,)-t képez, melyet az enzim peroxidaz
aktivitasa prosztaglandin H, (PGH,)-vé alakit. Ez az arachidonsav
lehasadasatol a PGH,-ig terjed6 folyamat szamos sejtben végbemegy, majd
a kiilonbozé szovetekben, sejtekben specifikus izomerazok PGH,-bél

prosztanoidokat: PGD,-t, PGE,-t, PGF,,-t, prosztaciklint (PGl,), ill. TXA,-t



képeznek. A trombocitakban ez a specifikus izomeraz, a tromboxan szintetaz
felelos a TXA, képzodésért.

Gerincesekben a prosztaglandin-H-szintaz enzimnek ismert egy
masodik izoformégja is, a prosztaglandin-H-szintaz-2 vagy COX-2. A COX
izoenzimek aminosav szekvenciaja kb. 60%-ban egyezik meg. Mindkett6
membranhoz ko6tott homodimer, alegységeinek tomege kb. 70 kDa. A COX-
1 a konstitutiv PGH, képzésért felelds, mig a COX-2 expressziot elsGsorban
kiilonféle patologias folyamatok indukaljak, melyek kozt jelentés Szerepet
jatszanak a gyulladasos folyamatok.

Az aszpirin vagy acetilszalicilsav a gyogyaszatban az egyik
els6ként hasznalt szintetikus vegyiilet, 1899 juniusaban keriilt a
gyogyszerpiacra,  hosszi  ideig  lazcsillapitdo,  fajdalomcsillapito,
gyulladascsokkentd hatasai miatt keriilt alkalmazéasra. Az aszpirin jotékony
hatésa aterotrombotikus betegségek akut komplikacidinak a megel6zésében
a 20. szézad koOzepét6l ismert. Azota a kis dozisu, napi 75-100-mg-0s
aszpirin terdpia az akut miokardialis infarktus vagy stroke prevencidjanak
alapeleme lett.

Kiilonb6z6 nagy esetszdmu tanulmanyokat elemz6 metaanalizisek
alapjan a preventiv aszpirin terapia fokozott rizikdju betegcsoporton a
vaszkularis haldl és a nem fatdlis vaszkuldris események kialakuldsanak
eléfordulasat 15% ill. 30%-al csokkenti. Ezen beliil az aszpirin hatdsara a
nem fatalis miokardialis infarktus kialakulasanak gyakorisaga 34%-kal, a
nem fatalis stroke 25%-kal és a vaszkularis vagy ismeretlen eredetii halal
gyakorisaga egyhatodaval csokken. Azon betegek esetében, akiknél a
vérzéses rizikd mas okok miatt nem fokozott, a vérzéses szovodmények
kialakulasanak marginalis emelkedésének negativ hatasat a kedvezd
protektiv hatas szignifikdnsan feliilmulja.

Az akut vaszkularis események kialakulasanak primér prevenciojat

elemzé metaanalizis szerint a kis dozist aszpirin alkalmazasa manifeszt



vaszkularis megbetegedés hianyaban csokkenti a vaszkularis események
eléfordulasat, de az abszolut riziké csokkenés lényegesen kisebb, mint
szekunder prevencioban.

A kis dozisu aszpirin terapia fent részletezett kedvezd hatasanak
mechanizmusa intenziv kutatés targyat képezte. Ma mar egyértelmii, hogy ez
a hatds az aszpirin trombocita gatld szerepének tulajdonithatdo, mely a
trombocita COX-1 gatlasaval, az enzim 529-es szerin (Ser529)
reziduumanak acetilacidja altal valosul meg. Emellett az aszpirin nagyobb
dozisban a gyulladasos citokinek és a szabad oxigén gyokok
felszabadulasanak mértékét is csokkenti.

Az aszpirin a sejtmembranon keresztiil a trombocitaba diffundal,

ezt kovetden a denz tubularis rendszer membranjaban 1évé COX-1 sziik,
alapvetéen hidrofob csatorndjaba jut, mely az enzim katalitikus iiregéhez
vezet. Feltehet6leg eldszor az Argl120-hoz kapcsolodik, mely kézos dokkold
site a nem-szteroid gyulladascsokkenté szerek szamara, majd a COX-1 aktiv
site ilireg falaban elhelyezked6 Ser529-et kovalensen modositja. Az
atészterezési reakcid sordn az in silico vizsgalatok szerint a Ser529-Hy -
ASA Kkarboxil-csoport oxigénje kozotti kotés kialakulasa parhuzamosan
torténik  a  Ser529-Oy-ASA  C  (acetilszalicilsav ~ karbonil)  kotés
kialakulasaval. Az acetilaci6 megakadalyozza, hogy az AA elérje az aktiv
centrumot, azaz meghiusitja a TXA, képzést. A gatlas irreverzibilis és
kiterjed a trombocita teljes élettartamara.
Az indukalhatdé ciklooxigenaz-2 enzim (COX-2) Ser516 oldallancanak
hasonlé mértékii acetilacidjahoz a COX-1 acetilacidhoz viszonyitva 10-
100x-o0s acetilszalicilsav koncentracio sziikséges. Ennek valoszini oka az,
hogy a COX-2 nagyobb Kkatalitikus iiregében a Ser516 és az ASA relativ
orientacidja kevésbé segiti el6 az acetilacot.

Az acetilszalicilsav gyorsan szivodik fel a gyomor és a vékonybél

fels6 szakaszanak nyalkahartyajan keresztiil. A bevonatmentes aszpirin a



30-40 perc mulva éri el. Az enteroszolvens bevonatos készitmények
esetében ez csak 3-4 oraval a bevételt kovetden varhaté. A hagyomanyos
aszpirin szisztémas biologiai hozzaférhet6sége koriilbeliil 40-50%-o0s,
melyt6l fiiggetlen a COX-1 gatlas hatasfoka, ugyanis a szalicilsav mar a
portalis keringésben taldlkozik a vérlemezkékkel ahol a trombocitdk a
szisztémas keringésre jellemzé koncentracional Iényegesen magasabb
gyogyszerszintnek vannak kitéve. Az aszpirin féléletideje a plazmaban 15-
20 perc. A trombocita TXA, képzés és a trombocita aggregacid gatlas
szempontjabol, kronikus aszpirin terdpia esetén, az enteroszolvens bevonatos
¢és a hagyomanyos készitmények egyforman hatékonyak.

Napi 30 mg aszpirin adagolasa egy hét utan a trombocita TXA,
képzés szérumban mért teljes szupresszidjat okozza, mely kumulativan
alakul ki. A kis dozisu aszpirin kezelés soran alkalmazott napi 75-100 mg-0s
dozis meghaladja a teljes farmakodinamias hatashoz sziikséges minimalisan
hatékony dozist, a gydgyszerre adott valaszreakciot tekintve bizonyos foku
interindividudlis variabilitast is engedélyezve. A keringésb6l valé gyors
kivalasztodasa ellenére, az aszpirin gatld hatdsa a vérlemezke egész
¢lettartamara  kiterjed a  COX-1  irreverzibilis  inaktivacidjanak
kovetkeztében. A trombocitadk nem tudnak COX-1-et szintetizalni, tehat az
aszpirin hatasat csak a vérlemezkék ujraképzésével lehet megforditani.

A megfigyelés, hogy az aszpirin csak a betegpopulacié egy
részében elézi meg az akut vaszkularis események kialakulasat, a
gyogyszerre adott valaszreakciot tekintve jelentds egyéni variaciok
lehetdségére enged kovetkeztetni. Bevezetésre Kkeriilt az "aszpirin
rezisztencia" fogalma, melyre nem sziiletett pontos, egyértelmii definicio,
megnehezitve az eredmények értelmezését és a terapias javaslatok

kialakitasat. A korabbiakban szamos tanulmanyban vizsgaltak az aszpirin



rezisztencia el6fordulasanak gyakorisagat és a kapott eredmények széles
tartomanyban, 5-66%-ig szortak.

Az aszpirin rezisztencia" fogalmat elvileg négyféleképpen is
meghatarozhatjuk:

1.) Kémiai (valds) aszpirin rezisztencia: a trombocitakban 1évé COX-1
enzim 529-es szerinje nem acetilalhat aszpirinnel.

2.) Laboratériumi ,,aszpirin rezisztencia™ az aszpirinre adott csokkent
valasz egy adott laboratoriumi teszttel mérve.

3.) Bizonyos esetekben a fokozott trombocita turnover miatt a fiatal és még
nem acetildlt trombocitdk  képzddésének és  keringésbe  vald
felszabadulasanak folyamata felgyorsul.

4.) Klinikai "aszpirin rezisztencia" (klinikai hatastalansag): az aszpirin nem

védte meg a beteget egy bekovetkezett akut vaszkularis eseménytol.

A fokozott trombocita turnover, bar klinikailag lehet jelent6s, nem
értelmezhetd "aszpirin rezisztencia" jelenségként, ugyanis a dozirozas
gyakorisaganak valtoztatdsaval az acetilszalicilsavra adott valasz mértéke
megndvelheté. A klinikai hatastalansag egyedileg csak retrospektive
allapithatd meg, a hatastalansdg populacids szinten torténd értékeléséhez
pedig statisztikai feldolgozas sziikséges. Az akut aterotrombotikus
események megelozésének sikertelensége nem feltétlenil a COX-1
acetilacid hianyanak tulajdonithatd, ugyanis az aszpirin az AA-nal er6sebb
trombocita agonistak, mint pl. a nagy doézisu kollagén vagy trombin altal
kivaltott trombocita aktivacio gatlasara nem képes. Természetesen iszkémias
vaszkularis esemény nem aterotrombotikus mechanizmussal is kialakulhat,
pl. embolidas mechanizmus, hialinos vagy mikroaterémas okklizi6, aorta
disszekcid vagy példaul vaszkulitis, ahol az aszpirin klinikai hatdsossaga

kevésbé varhato.



Az aszpirin hatds mérésére alkalmazott rutin laboratoriumi
modszerek magas inter- és intraindividualis variabilitdst mutatnak, és a
kiilonbozd tesztek altal kapott eredmények jelentdsen eltérnek. Ezen
laboratoriumi  tesztek  értékelésére referencia modszerekkel vald
Osszehasonlitas sziikséges. A referencia modszerek altaldban olyan
laboratoriumi  eljarasok, melyek nagy diagnosztikai biztonsaggal
rendelkeznek, de kivitelezésiik iddigényes, tul komplikaltak a mindennapi
diagnosztikiban valo elterjedéshez. A referencia modszerek ugyanakkor
alkalmasak egy kérdés biztos eldontésére és a rutin laboratoriumi modszerek
evalualdsara. Az acetilalt trombocita COX-1-et direkt moédon kimutatd
referencia modszerrel eddig nem rendelkeztiink, pedig ez feltétleniil
szilkséges a valodi (kémiai) aszpirin rezisztencia gyakorisaganak a

megallapitasdhoz, ill. a rutin modszerek megbizhatosaganak értékeléséhez.

CELKITUZESEK

Célunk volt olyan modszerek kifejlesztése, melyek magas biztonsaggal
mutatjak a trombocita COX-1 acetildltsagi statusat és ezeket referencia
moddszerként felhaszndlva, a valddi aszpirin rezisztencia gyakorisaganak a
megallapitasa, illetve az aszpirin hatds kimutatasara laboratoriumi
diagnosztikdban hasznalt médszerek megbizhatosaganak a tesztelése:

1. Az acetilalt COX-1-re (acCOX-1) és nem acetilalt COX-1-re
(nacCOX-1)  specifikus  monoklonalis  antitestek  elballitisa  és
felhasznalasukkal olyan modszer kifejlesztése, mely kozvetleniil detektalja a
trombocita COX-1 acetilaltsagat vagy annak hianyat.

2. Egy modszer kifejlesztése, mely trombocita dus plazmaban

(platelet rich plasma; PRP) a trombocitak altal AA hatasara képzodott
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tromboxan By-nek (TXB,) - a TXA, stabil, inaktiv végtermékének - a
mennyiségét méri. Ez a modszer a trombocitadk TXB,-képzé kapacitasat
hatarozza meg és kozvetetten jelzi az aszpirin altal kifejtett COX-1 gatlas
jelenlétét vagy annak hianyat.

3. A fenti referencia modszerekkel az "aszpirin rezisztencia"
gyakorisaganak meghatarozasa egészséges, kis dozisu aszpirint szedd
onkénteseken.

4. A referencia modszerekkel vald Osszehasonlitas alapjan annak
megallapitasa, hogy mely(ek) az(ok) a rutin laboratdoriumi moédszer(ek)
mely(ek) a legbiztonsdgosabban alkalmazhatd(ak) az aszpirin hatés

ellenOrzésére.

ANYAG ES MODSZER

1. Vizsgalt populdcio, bevalasztasi és kizardsi kritériumok

A vizsgalatba egészséges, egymassal rokoni kapcsolatban nem
allo, 18 éves életkort betoltott egészséges Onkénteseket valasztottunk be.
Egészségi allapotukat fizikalis vizsgalattal és kérddives felméréssel
ellendriztiik.

Az alabbi eldzetes (a priori) kizarasi kritériumokat alkalmaztuk: az
aszpirin kezelés ellenjavallatai (pl. ismert aszpirin intolerancia, fokozott
vérzéses rizikd, terhesség, szoptatds), kronikus betegségek, ismert
vérlemezke defektusok és a megel6z6 két hétben barmilyen gyodgyszeres
terapia alkalmazasa (az ordlis antikoncipiensek kivételével). Kizarast

eredményezett tovabba az alkalmazott kis dézist aszpirin kezelés soran az
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aszpirin kezelés mellékhatasainak jelentkezése, barmilyen mas gyogyszer
bevétele vagy a tovabbi vérvételi alkalmaktol valo elzarkozas.

A 121 toborzott dnkéntesbdl 6 jelentkezot a tanulmany elkezdését
megel6z6 két hétben ill. annak id6tartama alatt torténd nem-szteroid
gyulladascsdkkentd bevétele miatt kizartunk. Harom esetben enyhe
vérlemezke funkcios rendellenességet diagnosztizaltunk. Tovabbi harom
résztvevd nem jelent meg a masodik vérvételi iddpontban. Egy esetben non-
compliance lehetésége meriilt fel és igazolodott egy masodik kontrollalt
gyogyszer adagolasi periodus soran. A fennmaradé 108 egészséges
Onkéntesbdl allo csoporton értékeltiik az eredményeket.

A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum  Regiondlis ¢és Intézményi Kutatasetikai  Bizottsaganak
jovahagyasaval tortént. A vizsgalat teljes mértékben megfelel a Helsinki
Deklaracio Etikai elveinek, minden Onkéntes résztvevd irasos és szobeli
tajékoztatast kovetben irasos beleegyezését adta a vizsgélatban vald

részvételhez.

2. Az aszpirin kezelés és a mintagyiijés protokollja

A tanulmanyban résztvevé egészséges onkéntesek egy hétig napi
egy alkalommal 100 mg enteroszolvens bevonatos aszpirint szedtek (Aspirin
Protect, Bayer). Az aszpirin tablettdk bevétele 8 és 9 o6ra kozott tortént. A
compliance-t tabletta szamlalassal ellendriztiik. Az egyetlen non-compliance
lehet6ségét felvetd esetben az egy hetes aszpirin terapiat megismételtiik és a
tablettak ismételt bevételét kozvetleniil ellendriztiik. A vérvétel éhgyomorra
tortént a konydkhajlati vénabol 0.109 M-os trinatrium-citrat tartalmi csébe
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) az els6 aszpirin tabletta
bevételét megeldézden, majd azt kovetden 24 ill. 168 oraval (0. napos, 1.

napos és 7. napos mintak). Trombocita dis plazmat (platelet rich plasma-t;
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PRP-t) 120 g-n, 37°C-on, 15 perc centrifugalassal nyertiink. Trombocita
depletalt plazmat (platelet depleted plasma; PDP) két egymast kovetd
centrifugalas segitségével allitottunk eld (1500 g, 25°C, 20 perc). A teljes
vér és a PRP trombocita szamanak meghatarozasa Sysmex KX-21N (Kobe,

Japan) hematologiai automataval tortént.

3. Monoklonalis antitestek generdlisa a COX-1 nem acetilalt és acetilalt
formai ellen

A human COX-1 525-533 reziduumok aminosav szekvenciajanak
megfelel6 nem acetilalt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-Ser-Leu-Lys-Gly-Leu-OH) és
acetilalt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-Ser(Ac)-Leu-Lys-Gly-Leu-OH)
nonapeptideket szintetizaltattunk (Bachem, Bubendorf, Svajc). A peptidek
N-terminalisan egy, a konjugacidhoz hasznalt, Cys reziduumal is
rendelkeztek, melyek felhasznalasaval 3-maleimido-propionyl csoporton
keresztiil a peptideket kovalensen o6rids lyukas csigdbdl kinyert
hemocianinhoz (keyhole limpet hemocyanine; KLH) vagy bovin szérum
albuminhoz (BSA) kotottiik. Teljes Freund adjuvansban emulgealt 50 pg
KLH-konjugatumot Balb/c egerekbe injektaltunk szubkutan, majd 2 hét
mulva 50 pg aluminium hidroxid gélre adszorbealt KLH-konjugatumot
adtunk be intraperitonedlisan, amit tovabbi két alkalommal két hetes
idékozonként megismételtiink. Ezt kovetéen aluminium hidroxid gélre
adszorbealt BSA-konjugatumot adtunk kéthetes iddintervallumokban két
alkalommal.

A peptid specifikus valaszok kimutatasara indirekt ELISA
modszert hasznaltunk, melynek alabbi 1épései soran a mikrolemez egyes

lyukaiba az alabbi oldatokat mértiik:
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1/ a microplate lemezek felszinének fedése a két nem-konjugalt peptid
valamelyikével (50 pL 2 pg/ml peptid 0.1 M pH 9.6 -os natrium karbonat
pufferben, inkubalas +4 °C-on 20 6ran at).

2/ a szabad felszin blokkolasa 100 pL higito pufferrel (0.5 % human szérum
albumint, 0.5 M NaCl-t és 0.05% Tween 20-at tartalmaz6 0.01 M pH 7.2-es
foszfat puffer, phosphate-buffered saline: PBS) torténd 1 6ras inkubalassal.
3/ 50 pL antitest tartalmi minta (higitott egér szérum vagy higitatlan
hibridoma  feliilisz0) bemérése, majd inkubalas 1 ordn at
szobahdmérsékleten.

4/ 50 pL HRPO-jelzett kecske anti-egér IgG antitest (Southern
Biotechnology Associates Inc, Birmingham, USA) bemérése és inkubalas 1
oran at szobahomérsékleten.

5/ 50 uL 3,3',5,5'-tetrametil-benzidin (TMB) szubsztrat (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) bemérése és inkubalas 0,5 oran at szobahémérsékleten.
6/50 uL 2 M H,S0,.

7/ spektrofotometrias mérés 450 nm-en.

Az immunizalt egerekbdl eltavolitott 1épsejteket Sp-2/0 myeloma
sejtekkel fuzionaltattuk. Eloszor azokat az antitesteket termeld hibridomakat
szelektaltuk, melyek a nem acetilalt peptiddel adtak reakciot, az acetilalt
peptiddel pedig nem reagaltak. Ezek az antitestek az aszpirinnel nem kezelt
egyénektél nyert trombocita lizatumban talalhatdo COX-1-el reagaltak. A
masik szelekcios eljaras soran ezzel szemben csak az acetilalt peptiddel
reagald antitesteket termeld hibridomakat szelektaltuk; ezek az antitestek
csak az aszpirinnel kezelt egyének trombocita lizatumaban 1évé COX-1-el
reagaltak. A szelektalt hibridomaékat hatarhigitdsos modszerrel klonoztuk.
Az antitesteket ascites folyadéktol Protein G affinitdas kromatografidval

tisztitottuk meg. Igy két tipusu antitestet allitottunk el8; egyik a nem acetilalt
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COX-1-re specifikus (anti-nacCOX-1), a masik pedig csak az acetilalt COX-
1-el ad reakciot (anti-acCOX-1).

Minden minta reakciot adott a nyal anti-COX-1 poliklonalis
antitesttel (Rb pAb ACOX-1, Abcam, Cambridge, UK) kecske anti-nyil
IgG-HRPO (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. Baltimore Pike,
USA) rendszerben. A poliklonalis anti-COX-1 antitest nem tett kiilonbséget

az acetilalt- és a nem acetilalt formak kozott.

4. Az acetildalt és nem acetilalt COX-1 kimutatdasa trombocita lizatumban
Western blottinggal

PRP-b6] készitett mosott trombocita szuszpenziét (1000 x 10%L)
nem redukalé natrium dodecil szulfat poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-
PAGE) minta pufferben szonikalassal (4°C, 3x10 masodperc) lizaltuk. A
sejttormelék eltavolitasa céljabol 5 perc centrifugalast (14000 g, Eppendorf
5415R centrifuga) kovetéen a feliiliszo trombocita lizatum protein tartalmat
BCA protein assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) segitségével
hataroztuk meg. A kovetkezd Iépésben a mintdkat redukaltuk 5%
merkaptoetanol hozzaadasaval, majd 5 percig forrasban 1év6 vizben
inkubaltuk. A tovabbiakban SDS-PAGE-t kovetden az analizis Western
blotting technikaval tortént. A blottokat az anti-nacCOX-1 és az anti-
acCOX-1 monoklonalis antitestekkel inkubaltuk. Az immunreakciot
biotinalt anti-egér IgG-vel majd avidin-biotinalt peroxidaz komplexszel
hivtuk el6 (Vectastain ABC kit, Vector, Burlingame, CA, USA) és az
immunreakciot felerésitett kemilumineszcens detektalassal tettilk lathatova
(ECL Plus+, Amersham, Little Chalfont, UK). A Western blottokat GS800
kvantitativ denzitométerrel (Bio-Rad, Hercules CA) szkenneltiik be.
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5. Modositott TXB, assay a trombocitik AA-indukalta TXB,-képzésének
mérésére

A PRP mintdk trombocita szamat PDP-vel val6 higitassal 30 x
10°%/L-re allitottuk be. A trombocita TXB, képzédést 12.5 uL 5 mg/mL-es
AA (Helena, Gateshead, UK) 237.5 pL higitott PRP-hez torténd
hozzaadasaval indukaltuk. 37°C-on torténd 5 perces inkubaciot kovetden a
reakciot 12.5 pL 2 M HCI hozzaadasaval allitottuk le. A mintat 15 percig
4°C-on hiitottiik, majd 12000 g-n centrifugaltuk (4°C, 10 perc).

A modszer bedllitdsa soran annak ellenére, hogy az AA az
alkalmazott TXB, assay antitestével csak kis mértékben adott keresztreakciot
(0.1 %), a képzédott TXB, -hoz viszonyitva az AA 10000x-es molaris
talstlya miatt interferenciat tapasztaltunk. A feliiliszoban talalhatd TXB,-t
az interferald anyagoktol, mindenekel6tt az AA-tol, Discovery C18 oszlopon
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) szekvencidlis szilard fazisu extrakcios
modszerrel valasztottuk el.

125 puL TXB, tartalmu feliiliszot C18 oszlopra vittiink, majd
szekvencidlisan 2 x 1 mL HPLC-tisztasiga vizzel, 15%-0s etanollal,
aceton:hexan 1.5:8.5 aranyu elegyével és hexdnnal mostuk. A TXB,-t 2 mL
etil-acetatban elualtuk. Az eludtumot 200 pL-enként nitrogén alatt
szaritottuk majd 500 pL, a reagens kithez biztositott assay pufferben
idépontban hataroztuk meg, az eluatumokat -70°C-on taroltuk.

A TXB, koncentracidt kompetitiv imunoassay-vel (Assay Designs,
Ann Arbor, MI, USA) hataroztuk meg 96 lyuktl kecskében termelt anti-nyul
IgG-vel fedett mikrotiter lemezben. A mintdkban taldlhatdé TXB,-
koncentraciok meghatarozdsara a mért optikai denzitast hasznaltuk. A
kotédést jelz6 sarga szin intenzitasa forditottan aranyos a mintakban ill.

standardokban talalhatd6 TXB,-koncentraciokkal. A trombocitak altal képzett
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TXB,-t pg TXB,/10° trombocita egységben fejeztiik ki. Az aszpirinnel nem
kezelt egyénektdl nyert trombocitdk AA-indukalta TXB, képzési
tartomanyaban, 13363 pg/mL-es TXB, koncentracional, a modszer variacios
koefficiense (CV) 6.9%-nak adddott. Az aszpirinnel egy hétig kezelt
egyénektdl nyert trombocitak AA-indukalta TXB, képzési tartomanyaban,
nagyon alacsony, 888 pg/mL-es TXB, koncentracional, a CV 11.7% volt. A

mintakhoz hozzaadott és a teljes proceduran végig vitt TXB, visszanyerése

e

6. A trombocita funkcio vizsgdlata rutin laboratoriumi médszerekkel

A PFA-100 zar6dasi id6t kollagén/epinefrines (CEPI) patronnal
mértiik. A modszer olyan egyszer hasznalatos patront hasznal, melynek
nyildsdba mért citrattal alvadasgatolt vérminta vakuum segitségével
egyenletesen aramlik egy kapillarison ¢és rezervoaron at trombocita
agonistakkal (kollagén és epinefrin vagy kollagén és ADP) atitatott sziik
nyilassal (aperturaval) rendelkez6 membranon 1év6 aperturan keresztil. Az
aramlo aktivalt trombocitak kitapadnak a membranon talalhato apertura
falahoz majd aggregalodva eltomitik a nyilast. A nyilas eltdmddését egy
vakum szenzor érzékeli és ezt az un. zarddasi id6t méri masodpercben.

A VerifyNow (VN) Aspirin Assay elvégzése a gyartd eldirasa
szerint tortént. Ez a betegagy mellett is hasznalhatd (point of care)
trombocita funkcids teszt is citrattal alvadasgatolt vérmintat hasznal.

A teszt alkalmazasa soran a vérben 1év6 trombocitdk AA agonista hatasara
aktivalodnak. A képzddott TXA, biokémiai jelatvivé utvonalat indit el mely

végsd soron a trombocita membranban 1évé GPIIb/Illa komplexszet
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fibrinogén ko6t receptorra alakitja. Az aktivalt trombocitak az egyszer
hasznalatos patronok keverdkamrajaban talalhatdo fibrinogénnel fedett
gyongyokhoz kotddnek és agglutinaljak azokat. Az agglutinacio fokozott
fény ateresztést (transzmissziot) eredményez. Amennyiben az aszpirin
gatolja a TXA, képzédést nem alakul ki trombocita aktivacido és a fény
transzmisszio sem novekszik. Az eredményeket Aspirin Reaction Unit-ban
(ARU) fejezziik ki. A gyartoi eldiras szerint az 550 ARU cut-off érték alatti
eredmények megfeleld aszpirin hatast mutatnak.

A trombocita aggregaciot és szekréciot Chrono-log 700
lumiaggregométeren (Chrono-Log, Havertown, PA, USA) vizsgaltuk PDP-
vel 260 x 10%L trombocita szamra beallitott PRP-ben. A meghatérozashoz
esetenként 450 uL PRP-t, trombocita mentes referencia mintaként 450 plL
PDP-t, 50 pL luciferin-luciferaz (LL) reagenst (Biothema AB, Handen,
Svédorszag) ill. 50 uL agonista oldatot hasznaltunk. Utobbi esetben kivételt
jelentett a kollagén, amit 5 pl-ben adtunk a rendszerhez. Az agonistak
végkoncentracidja a kovetkezd volt: 500 pg/mL (1.53 mmol/L) AA (Helena,
Gateshead, UK), 10 pumol/L ADP, (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), 10
ug/mL (54.6 umol/L) adrenalin (Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag),
1 pg/mL fibrillaris Horm kollagén (Nycomed, Zurich, Svijc). Az
aggregacios és szekrécios gorbéket ADP agonistaval végzett aktivacio soran
6 percig, AA jelenlétében 8 percig, adrenalin és kollagén jelenlétében 10
percig rogzitettiik. Az eredményeket a maximalis transzmisszio valtozas
aggregacioval parhuzamosan - biolumineszcens mddszerrel, luciferin-
luciferaz reagens (Biothema AB, Handen, Svédorszag) segitségével
detektaltuk. A maximalis ATP szekréciot pmol ATP/10* trombocita

egységben fejeztiik ki.
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7. Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatokat SPSS (v.16) szoftver (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA) segitségével végeztilk. A valtozokat Kolmogorov-
Smirnov teszttel megvizsgalt eloszlasuknak megfelelden atlag és standard
deviaci6 (SD) vagy medidn, interkvartilis tartomany (IQR) és teljes
tartomany értékekkel fejeztikk ki. A 0., 1. és 7. mintavételi napokon kapott
eredmények kozti kiilonbségek elemzésére Wilcoxon-féle eljeles
rangszamossszeg probat (Wilcoxon signed rank test) alkalmaztunk. A
korrelacidelemzést Spearman teszttel (Spearman's rank correlation test)
végeztik. Az egyének alcsoportjai kozti kiilonbségek elemzése Student féle

t-probaval tortént.

EREDMENYEK

1. A vizsgalt populacio jellemzoi

A kizarasi kritériumok alkalmazasat kovetéen 108 egészséges
onkéntes (60 né és 48 férfi) felelt meg a kovetelményeknek. Atlagéletkoruk
33.5 év (SD 9.3, tartomany: 19-59) volt. 69.4%-uk soha nem dohanyzott,
9.3%-uk korabban dohanyzott és 21.3%-uk aktiv dohanyos volt. A
kiindulési atlagos trombocita szam 271.3 x 10%/L (SD 62.5, tartomany: 138-
429) volt, az egyes egyéneknél a kiilonb6z6 mintavételi idépontokban a

trombocita szamban csak 1ényegtelen eltérések voltak.
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2. Az aszpirin terdpia hatasa az AA-indukalt trombocita TXBy-képzésre

Az elsé aszpirin tabletta bevételét megel6zéen (0. nap) AA
hatésara a trombocitak jelentés mennyiségii TXB,-6t szintetizaltak, jollehet,
a TXB; képz6 kapacitas széles tartomanyban szort. Annak ellenére, hogy a
0. és az 1. mintavételi napokon mért TXB, értékek kozott az eltérés
statisztikailag magasan szignifikans volt (p<0.0001), a jelentkezék 10%-anal
egyetlen enteroszolvens bevonatos aszpirin tabletta bevétele utan 24 o6raval a
TXB, képzés nem csokkent a 0. napon mért tartomany alsé hatdra ala.
Tovabba, az 1. napon mért TXB, értékek 65%-a a 7. napon kapott értékek
maximuma felett helyezkedett el, tehat ezekben az esetekben egyetlen
aszpirin tabletta bevétele nem volt elegendé a maximalis trombocita gatld
hatas eléréséhez. Az egy hetes aszpirin kezelés kivétel nélkiil hatékonyan
lecsokkentette a TXB, képzést egy sziik tartomanyba, tehat elmondhatjuk,
hogy a hét napos aszpirin terapia minden résztvevo esetében hatékony volt
¢és részleges "aszpirin rezisztencidt" sem lehetett detektdlni. A 7. napon
kapott TXB, értékek medianja a 0. napos értékek medidnjanak csak 1.4%-a
volt. A 7. napon kapott értékek nem mutattak korrelaciot a 0. napon mért
TXB, képzés mértékével (r=-0.061, p=0.528), tehat a kezelést megel6zo
trombocita reaktivitds mértékétdl fiiggetleniil az aszpirin egyontetiien egy

nagyon alacsony szintre csokkentette a trombocitak TXB, képz6 kapacitésat.

3. Atrombocita COX-1 acetilacio egy hetes aszpirin terdpia sordn

Az aszpirin hatdsait a COX-1 acetilacios status direkt kimutatasaval is
igazoltuk. A COX-1 acetilacié mértékének meghatirozasa az acCOX-1 vagy
nacCOX-1-re specifikus monoklonalis antitestekkel tortént. A 0. mintavételi
napon az acCOX-1 ellenes antitesttel nem volt kimutathatd reakcio, ezzel

ellentétben nagyon intenziv reakciot kaptunk a nacCOX-1 ellenes antitesttel.
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Az 1. mintavételi napon a COX-1 savval mindkét antitest adott reakciot,
utalva a COX-1 acetilacio részlegességére. A 0. napos eredményekkel
szdges ellentétben, a 7. napon az acCOX-1 ellenes antitest nagyon intenziv
reakciot adott, mig a nacCOX-1 ellenes antitesttel nem volt kimutathato
reakcio. Egyetlen ,,non-compliance” eset kivételével (1asd kés6bb), az dsszes
résztvevo esetében megegyez6 eredményeket kaptunk.

Az altalunk hasznalt Western blot technika érzékenységét aszpirinnel nem
kezelt egészséges Onkéntesektl nyert trombocita lizatum higitasi soraval
ellendriztiik. A nacCOX-1 fehérje 40x-es higitas esetén is kimutathato volt,
tehat az assay alkalmas a nacCOX-1 mennyiség 2.5%-anak a detektalasara.
Tekintettel arra, hogy a 7. mintavételi napon a nacCOX-1 ellenes
antitestekkel nem volt reakcio, ennek az alkalmazasara nem volt sziikség.
Kovetkezésképpen, az AA-indukdlta TXB,-képzd kapacitast elemz6
eredményeinkkel Gsszhangban, ezzel a mddszerrel sem tudtunk kimutatni
egyetlen esetben sem valddi aszpirin rezisztenciat. Az 1. mintavételi napon
az anti-nacCOX-1 és anti-acCOX-1-el adott reakciok mértéke mintanként
valtozott, az aszpirin hatdsa azonban minden mintdban kimutathaté volt.

A 108 oOnkéntessel ellentétben egyetlen Onkéntesnél a 7.
mintavételi napon az anti-nacCOX-1-gyel intenziv reakciot kaptunk, és nem
kaptunk reakciot anti-acCOX-1-gyel. Ennek megfeleléen a 7. napon mért
AA indukalta TXB,-képz6dés a kiindulasi (0. napos) tartomanyban maradt.
Felmeriilt a non-compliance lehetdsége, ezért az Onkéntes egy masodik
gyogyszer adagolasi periddusban is részt vett, mely iddszakban a tabletta
bevételét ellendriztik. Az ismételt eredmények a 7. napon teljes COX-1
acetilaciot mutattak és a vérlemezkék TXB,-képzd kapacitdsa a tobbi

onkéntes eredményének megfeleld tartomanyba csokkent.
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4. Az aszpirin hatas vizsgalata rutin laboratoriumi modszerekkel

A referencia modszerek kivaloan elkiilonitették a kiindulasi és a
hét napos aszpirin szedést kovetden kapott eredményeket, részleges
"aszpirin rezisztencia" sem volt kimutathato, ezért a 0. és 7. mintavételi
napokon kapott eredmények alkalmasak voltak a parhuzamosan elvégzett
rutin laboratoriumi tesztekkel kapott értékekkel valo 6sszehasonlitasra. Ha a
7. napos értékek nem tértek el a 0. napos értékek tartomanyatol az az adott

mddszer altal mért fals pozitiv aszpirin rezisztenciat jelent.

4.1. A PFA-100 CEPI zardddsi idk- és a VN Aspirin Assay eredményeinek
értékelése

Béar a 0. és 7. napon mért PFA-100 CEPI zéarédasi idok kozt
statisztikailag szignifikans eltérés volt (p<0.0001), a két tartomany jelent6s
atfedést mutatott és a zarodasi idok 38.9%-a az egy hetes aszpirin szedést
kovetden is a 0. napnak megfeleld kiindulasi tartomanyban maradt.
Amennyiben a végsd értékeket nem a kezelést megel6z6 sajat egyéni
értékekhez hasonlitjuk, hanem az aszpirinnel nem kezelt populacidé szamara
megallapitott referencia intervallumhoz, az esetek jelentds részében, tévesen,
aszpirin rezisztenciat diagnosztizalunk.

A PFA-100 CEPI zarodasi id6 meghatarozassal ellentétben,
egyetlen kiesd érték ,,outlier” kivételével (590 ARU), nem volt atfedés a VN
Aspirin Assay-vel a 0. és 7. napon mért értékek kozott. A kiesd értéket is
figyelembe véve az atfedés szazalékos aranya mindossze 0.9% volt.

A PFA-100 zarédasi id6 meghatarozasa esetében a kiindulasi
értékek szignifikansan korrelaltak a 7. napos értékekkel, tehat az aszpirin
kezelés el6tt is fokozott reaktivitdsu trombocitakkal rendelkezd egyének

aszpirin kezelést kovetden is relative magas trombocita reaktivitast mutattak.
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A VN Aspirin Assay esetében hasonld Osszefiiggés nem volt, azaz az
aszpirin kezelés el6tt mért trombocita reaktivitas, az AA indukalta TXB,

képzddéshez hasonldan, nem befolyasolta az aszpirin hatékonysagat.

4.2. A trombocita aggregdcios- és szekrécios vizsgalatok eredményeinek
értékelése

A 0. mintavételi napon adrenalin agonista hatasara bekdvetkezett
trombocita aggregacio mértéke, az esetek 30%-aban igen alacsony volt, és a
7. mintavételi napon mért értéktartomanyba esett. Hasonloképpen, a vizsgalt
populaciéo 26%-anal a 0. napon mért adrenalin-indukalt ATP szekrécid
mértéke mérési hatdr alatt volt. Az adrenalinra gyenge valaszt adok jelentds
szama miatt ez az agonista nem alkalmas az aszpirin hatds megitélésére.

Az ADP jelenlétében végzett trombocita aggregacios vizsgalatok
esetében, a statisztikailag szignifikdns valtozas ellenére, a 0. és 7. napos
eredmények kozott jelentds volt az atfedés. Az egyetlen, ADP agonistara
gyengébb valaszt add, 39%-os transzmisszid novekedést mutatd, outlier
érték kizardsa utdn is, a 7. napon kapott eredmények 94.4%-a atfedést
mutatott a kiindulasi értéktartomannyal. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy az ugyanannal az egyénnél meghatarozott kiinduldsi
(kezelést megel6zd) érték hianyaban, az ADP aggregacié sok esetben
alpozitiv "aszpirin rezisztenciat" mutat. A 0. napos ADP indukalta ATP
szekrécios értékek széles tartomanyban szortak, ez a paraméter sem
hasznalhat6 az aszpirin hatas ellendrzésére.

A kollagén indukalta trombocita aggregacid és ATP szekrécio
esetében, a 7. napon kapott eredmények 5% ill. 25%-a esett a 0. napos
tartomany minimum értéke felé.

Az AA-indukalt trombocita aggregacio és ATP szekrécid esetében
a 0. és 7. napos értéktartomanyok kozt nem volt atfedés, azaz ez a teszt

kivaldan alkalmas az aszpirin hatas detektalasara.
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Az egy hetes aszpirin kezelést kovetéen mért adrenalin-, ADP- és
kollagén-indukalt trombocita aggregacidés valasz mértéke szignifikansan
korrelalt a kiindulasi értékekkel. AA agonista esetében ilyen Osszefliggés
nem volt, hasonléan az AA-indukalt TXB,-képz6 kapacitas meghatarozasa

soran kapott eredményeinkhez.

MEGBESZELES

A trombocita COX-1 aszpirin &ltal tortén6 acetilaciojat nagy
biztonsaggal kimutatd két referencia modszert fejlesztettiink ki. A COX-1
acetilacidjanak mérésére egy indirekt modszert mar korabban leirtak. Ez
esetben a trombocita lizatum 180.000 g feliiliszdjaban a COX-1 aszpirin
hataséra bekovetkezett inaktivaciojanak mértékét a [H-acetil]-aszpirin, egy
85 kDa-os fehérjéhez (feltehetben COX-1-hez) valdé kotddésének
csOkkenésével mérték. A moddszer amellett hogy meglehetésen nehézkes,
nem lett validdlva és nem is terjedt el a laboratériumi gyakorlatban. Az
altalunk  kifejlesztett acCOX-1-re illetve nacCOX-1-re specifikus
monoklonalis antitesteket alkalmazé modszerek a COX-1 acetilaltsagi
statusat mutatjak ki trombocita lizatumban. Az aszpirin altal acetilalt Ser529
reziduum a COX-1 belsejében fedett allapotban van, igy az antitestek
szekvencialis epitopjukkal csak a molekula szekundér és tercier strukturajat
denaturald anionos detergens kezelés (SDS) alkalmazasat kdvetéen
reagaltak. Ezért az antitestek és a COX-1 Ser529-et magaban foglald
epitopok interakciojanak kimutatdsara Western blottingot (SDS-PAGE és
immunoblot) alkalmaztunk. Az antitestek specificitasat a megfeleld acetilalt,
illetve nem acetilalt peptidekkel valé reagalas mellett az aszpirinnel nem
kezelt 6nkéntesektSl nyert trombocitakban az anti-acCOX-1-el adott reakcio

hianya és az aszpirinnel egy hétig kezelt dnkéntesektdl nyert trombocitdkban
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az anti-nacCOX-1-el adott reakci6 hidnya is igazolta. Tudomasunk szerint ez
az els6 COX-1 Ser529 acetilaciot kozvetleniil kimutatdé moddszer, mely
alkalmas a kémiai (valodi) aszpirin rezisztencia vagy annak a hianyanak a
megallapitasara.

A TXB,-képzés jellemzésére kifejlesztett modositott TXB, assay
megtervezésénél célunk volt a trombocitak altal képzett TXA,
mennyiségének meghatarozasa fliggetleniil a mas sejtek altal in-vivo vagy
in-vitro korilmények kozott képzett TXA,-t61, kikeriilve a receptor-medialt
trombocita aktivaciot, melyet az AA-TXA, atalakulastol eltéré tényezok
befolyasolnak. Mddszeriink egy meghatarozott trombocita szamra beallitott
higitott PRP-ben vizsgalja a TXB, képzddést, ami lehetdvé teszi az egy
trombocita altal képzett TXB, meghatarozasat, azaz fliggetleniti a TXB,
képzddést, ill. annak gatlasat az egyénileg eltérd trombocita szamtodl is. A
TXB, képzddés jellemzésére, ill. az aszpirin hatds detektdlasara kordbban
leirtdk a véralvadas soran képz6édott TXB, mérését szérumban, és a 11-
dehidro-TXB, meghatarozast vizeletben. Bar mindkét emlitett modszer
értékes informacioval szolgal az aszpirin hataséval kapcsolatban, az el6bbi a
véralvadasi folyamat alatt torténd trombin generaciotol fligg, az utdbbit
pedig a trombocitaktol fiiggetlen forrasbol képz6dd TXA, és a vesefunkcid
is befolyasolhatja. Emellett a vérben 1évé egyéb esetleg COX-2-6t
tartalmazo sejtek (fehérvérsejtek) altal képzett TXB, is befolyasolhatja az
eredményeket. Az altalunk kifejlesztett modszer a trombocitak TXA-képzo
kapacitasat hatarozza meg, az aszpirin hatasara kapott eredmények indirekt
modon mérik a COX-1 acetilaciojat.

Ujonnan  kifejlesztett modszereink alkalmazasa bonyolult és
id6igényes, jelenlegi formajukban nem az aszpirin hatas rutin ellendrzését
célozzak. Az aszpirin altal eldidézett COX-1 acetilacidé mértékének és a
kémiai ("valds'") "aszpirin rezisztencia" gyakorisaganak meghatarozasara

egészséges vagy beteg populacidban azonban jol alkalmazhatok.
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Felhasznalhatok tovabba az "aszpirin rezisztencia" kimutatasara hasznalatos
rutin modszerek értékelésére.

Az altalunk kifejlesztett referencia modszerekkel egybehangzodan
igazoltuk, hogy 108 onkéntes altal alkotott egészséges populacidban nem
volt "aszpirin rezisztens" egyén. Megallapitasunk ellentmond szamos
korabbi, inadekvat laboratériumi modszerek alkalmazasaval elvégzett
tanulmany eredményeinek, melyek alapjan az aszpirin rezisztencia
gyakorisaga 5-66%-ig terjed. Az altalunk vizsgalt egészséges Onkéntesek
esetében az AA-indukalta trombocita TXB,-képzés mértéke egységesen egy
nagyon alacsony értéktartomanyba csokkent. Ennek megfeleléen minden
egyénnél egy hetes kis-dozisu aszpirin kezelést kovetden a trombocita COX-
1 teljes acetilacigjat észleltiik. Ez azt is jelenti, hogy a COX-1-et kodolo gén
gyakori genetikai polimorfizmusai nem jatszanak szerepet az aszpirinre
adott valasz kialakuldsaban. Hasonloképpen a kezelést megel6z6, kiindulési
TXB,-képzési kapacitas (,,platelet reactivity”) sem befolyasolja a COX-1
gatlasat. A tanulmanyt mas gyogyszer hatasatdl mentes egészséges dnkéntes
csoporton végeztilk és az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
egészségesek esetében az aszpirin altali COX-1 acetilacié hianyaval
jellemzett "aszpirin rezisztencia" nem létezik, vagy ha igen, az ritkasdgnak
szamit. Eredményeinkkel megegyezden, egy, az irodalomban ko6zolt adat
szerint az aszpirin hatasara 47 egészséges Onkéntesnél a szérumban mért
TXB,-szint is egységesen lecsokkent.

Egyetlen enteroszolvens bevonatos aszpirin tabletta hatdsanak
kialakulasa id6ben egyénenként igen valtozo, melyet valdsziniileg az egyéni
felszivodasi- és metabolikus jellemz6k kozti kiilonbségek magyaraznak. Az
aszpirin kezelés elkezdésekor érdemes figyelembe venni ezt az egyéni

variabilitast.
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Az aszpirin trombocita funkciora kifejtett hatasanak detektalasara
a klinikai gyakorlatban szamos laboratoriumi modszert alkalmaznak.
Tanulmanyunkban a trombocita COX-1 acetilaciot (inaktivaciot)
megbizhatdan kimutatd tesztek azonositasa céljabol dsszehasonlitottuk az e
célra leggyakrabban alkalmazott rutin laboratériumi modszerekkel és a két
referencia modszerrel kapott eredményeket.

Aszpirinnel kezelt és nem kezelt betegcsoportban a PFA-100 CEPI
zarodasi idék kozti jelent6s atfedést mar korabban is megfigyelték.
Tanulmanyunkban a PFA-100 zarddasi id6t kollagén/ADP patronnal is
meghataroztuk, a kapott kiindulasi és az egy hetes aszpirin kezelést kovetd
értékek azonban teljes mértékben atfedtek, s igy ezeket az eredményeket
nem vettik be a tanulmanyunkba. A COX-1-t6l fiiggetlen utvonalak,
melyeket az aszpirin hatds nem befolyasol, fontos szerepet toltenek be a
trombocita dugd képz6désében a patron membranjanak aperturdjan, ezért a
zarodasi id csak az esetek egy részében tiikrdzi az aszpirin hatasat. Erdekes
médon az aszpirin kezelést kovetéen mért zardodasi idék magas
szignifikanciaval korrelaltak a kiindulasi zarodasi idokkel. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a fokozott kiindulasi trombocita reaktivitas jelentésen
befolyasolja az eredményeket, ami elfedheti az aszpirin hatast. A PFA-100
zarddasi idot a von Willebrand faktor koncentracidja, a hematokrit érték és a
trombocita szam is befolyasolja. Az alkalmazott egy hetes aszpirin kezelés
nem valtoztatta meg a trombocita szamot és feltételezziik, hogy a masik két
valtozd sem valtozott jelentdsen.

A VN Aspirin Assay sokkal pontosabban jelezte az aszpirin hatas
kialakulasat, mint a PFA-100 zarédasi id6. A kiindulasi értékek a gyartd
altal meghatarozott 550 ARU hatarérték felett, tovabba egyetlen kivétellel
(586 ARU), 600 ARU felett helyezkedtek el. Az egy hetes aszpirin kezelést
kovetden az AA-ra adott valasz egyetlen kivétellel (590 ARU) 550 ARU ala
csokkent. Tehat, az egészséges Onkéntesek 99%-aban a VN Aspirin Assay

26



megbizhatéan mutatta a COX-1 acetilacio statusat. Nem volt Osszefiiggés a
kiindulasi (0. napos) és 7. napos értékek kozt, tehat a kezelést megel6zd
trombocita reaktivitds mértéke nem befolyasolta a VN Aspirin Assay-vel
mért aszpirin hatast.

Amint azt feltételeztiik, a hatdsait COX-1 fliggé tutvonalon
keresztiil kifejtdé AA agonista indukalta trombocita aggregacio és szekrécid
nagy biztonsaggal kiilonitette el a kizarolag acCOX-1- et, ill. nacCOX-1-et
tartalmazo6 mintakat. A 0. és 7. napos AA-indukalt trombocita aggregacios és
szekrécios eredmények kozt nem volt atfedés. A VN Aspirin Assay-hez
hasonléan, a kiinduldsi trombocita aggregabilitds nem befolyasolta az
aszpirin hatas kialakulasat.

A résztvevok kb. negyedénél az adrenalinra adott kiindulasi
trombocita aggregacios és szekrécios valasz alacsony volt, igy ez az agonista
aligha alkalmazhat6 az aszpirin hatds kimutatasira. ADP aggregacio
esetében a 7. napos medianérték kisebb volt a 0. naposnal, az eredmények
jelentds atfedése miatt azonban, individudlis kezelés eldtti sajat értékek
hianyaban, ez az agonista nem alkalmas az aszpirin hatas megbizhato
detektalasa. Még akkor is, ha ismernénk a kezelés el6tti értéket az aszpirin
hatasara bekovetkezett, kisfoku transzmisszio csokkenés bizonytalannd teszi
annak megitélését, hogy a COX-1 aktivitas teljes mértékben gitolt-e. Az
eredmények koOzott nem szerepel ugyan, de végeztiink kisérleteket
kiilonbozé ADP koncentraciéo mellett is. Az ADP koncentraci6 valtoztatisa
2.5-20 uM kozti tartomanyban nem javitotta az aszpirin hatds kimutatasanak
a hatékonysagat. Kis dozisu kollagén agonista (1 pg/mL) alkalmazasa az
ADP-hez képest jobb elkiilonitd erdvel birt. A kiindulasi- és 7. napos
értéktartomanyok atfedése azonban, kisebb mértékben mint ADP vagy
adrenalin esetében, ez esetben is észlelhetd volt.

Az ADP- és kollagén-indukalt trombocita aggregacio és ATP

szekrécio COX-1 fiiggetlen mechanizmusokat is involval, melyeket nem
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befolyasol az aszpirin. Ezekben az esetekben, hasonloan a PFA-100 CEPI
zarodasi 1d6 meghatarozashoz, a kiindulasi értékek szignifikansan
befolyasoltdk a 7. napos eredményeket, az agonistdkra magas reaktivitast
mutatd nem acetilalt trombocitak a COX-1 acetilacidja utdn is magas
reaktivitast mutattak.

Tekintettel arra, hogy a szérum TXB, meghatarozas és a vizeletben
11-dehidro-TXB, mennyiségének a mérése nem tekinthetd a rutin
laboratoriumi diagnosztikaban altalanosan hasznalt eljarasnak, ezeket a
modszereket nem vettilk be az Osszehasonlitd vizsgalatokba. Az eddigi
eredmények azt sugalljak, hogy a véralvadas soran képzddott trombin altal
aktivalodott trombocitdkban a TXA, generacié, melyet a szérumban
megjelend TXB, tiikroz, jol jelzi az aszpirin hatasat. Ugyanakkor az
aszpirinnel nem kezelt egyének esetében a modszerrel kapott eredmények
fliggnek a trombin generacid mértékétdl, ami egyénenként valtozik, s amit
pl. az antikoagulans terapia befolyasolhat. A szérumban 1évé TXB,-hoz a
vér egyéb alakos elemei is hozzajarulhatnak, pl. a COX-2-6t tartalmazé
aszpirin nem gatolja. A leukocitdk hozzajarulasat a szérum TXB, szintjéhez
jelenleg vizsgaljak intézetiinkben.

Az értekezésben részletezett vizsgalatok egészséges onkénteseken
bizonyitottak az aszpirin rezisztencia hianyat. A preventiv aszpirin
terapiaban részesiilo betegeknél elvileg mas szempontok is felmeriilhetnek.
Az aszpirin gyengébb gatld hatasa a trombocita TXA, képzésre bizonyos
patologias allapotokban, mint a gyulladasos betegségek, Osszefiigghet a kis
dozisu acetilszalicilsav altal nem gatolt COX-2 expresszioval bar ennek a
mechanizmusnak a jelent6ésége vitatott. El6zetes kardiovaszkularis
betegeken végzett vizsgalataink arra utalnak, hogy e betegcsoporton az
eredmények hasonléak az egészséges Onkéntesek esetében leirt

eredményekhez. Véleményiink szerint, a COX-1 acetilaciora kifejtett
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aszpirin hatas hianyanak az elsddleges oka a non-compliance, igy az aszpirin
hatas ellenérzésének f6 indikacioja valdsziniileg a non-compliance
laboratoriumi  detektalasa. Tanulmanyunkban igazoltuk, hogy az 1j
referencia modszerek és az ezeknek megfeleld specifikus modszerek
alkalmasak a non-compliance detektalasara is. Tovabbi indikacios teriilet az
aszpirinnel esetleg parhuzamosan szedett nem-szteroid gyulladascsokkentd
gyogyszerek interferalo hatasanak a kisziirése. Utobbiak megakadalyozzak
az aszpirin hozzaférését a COX-1 aktiv site liregben elhelyezkedé Ser529-
hez.

Osszefoglalva, a valédi aszpirin rezisztencia, ha létezik extrémen
ritka a populacioban. Az aszpirin hatas detektalasanak f6 indikacioja a non-
compliance ¢s az interferald gyogyszerek hatdsanak a kizarasa. Az aszpirin
hatds megbizhat6 detektalasara a kifejlesztett referencia modszerek mellett
az AA-indukalt trombocita aggregacid ¢és ATP szekrécid mértékének
meghatarozasa, a VN Aspirin Assay és nagy valdsziniiséggel a szérum TXB,
meghatarozas is alkalmasak. A PFA-100 CEPI zar6dasi id6 mérése és az
AA-tol eltérd agonistak altal indukalt trombocita aggregacié és ATP
szekrécid meghatarozasa nem megbizhatoak erre a célra. Ezeket a teszteket a
COX-1-td] fiiggetlen aktivacios mechanizmusok jelentdsen befolyasoljak,
igy nem javasolhatok az aszpirin hatds kimutatasara. Ugyanakkor hasznosak
lehetnek az acetilalt COX-1 mellett (vagy attdl fliggetleniil) is magas
reaktivitasi trombocitdk kimutatasara, ennek bizonyitdsara azonban tovabbi
széleskort klinikai vizsgalatok sziikségesek.

A ko6zolt eredményeket a Thrombosis Research nemzetkdzi

szakfolyoirat kiilon szerkesztdségi kozleményben méltatta.
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OSSZEFOGLALAS

A kis dozisi aszpirin terapia napjainkban is széles korben
alkalmazott az akut artérias aterotromboétikus események megelézésében. Az
aszpirin a ciklooxigenaz-1 enzim 529-es szerin reziduumat irreverzibilisen
acetilalja, ezaltal gatolt a trombocita tromboxan A, képzés arachidonsavbol.

Az aszpirin hatds kovetésére jelenleg alkalmazott rutin
laboratoriumi  tesztek valtozd eredményeket adnak, melyek pontos
értékelésére referencia modszerrel vald Osszehasonlitas valt sziikségessé.
Bizonyos esetekben az aszpirin nem el8zi meg az akut vaszkularis
eseményeket, ill. egyes laboratdriumi mddszerek inkonzekvensen mutattak
ki az aszpirin hatdsat, ezért bevezetésre keriilt az "aszpirin rezisztencia"
fogalma, melyre nem sziiletett pontos, altalanosan elfogadott definicio,
megnehezitve az eredmények értelmezését ¢s a terdpias javaslatok
kialakitasat.

Két 0j referencia moddszert fejlesztettiink ki az aszpirin altal
eléidézett ciklooxigendz-1 acetilacio kozvetlen és kozvetett kimutatasara. Az
elsé kozvetlen modszer miikodési elve monoklonalis anti-human
ciklooxigenaz-1 ellenes antitestek alkalmazasa, melyek csak az acetilalt
(inaktivalt) ciklooxigenaz-1-el vagy csak az aktiv (nem acetilalt)
ciklooxigenaz-1-el adnak reakciot. Az antitesteket a human ciklooxigenaz-1
525-533 reziduumok aminosav szekvencidjanak megfeleld acetilalt és nem
acetilalt nonapeptidek ellen termeltettiik. Western blotting technikaval az
antitestek egyértelmiien kiilonitették el az acetilalt- és nem acetilalt enzimet
trombocita lizatumban.

A masodik modszer arachidonsav indukcidt kdvetden trombocitak
altal képzett tromboxan A, inaktiv, stabil metabolitjanak, a tromboxan B,-

nek a mennyiségét méri trombocita dus plazmaban. Ez a moddszer a
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trombocitak tromboxan B, képz6 kapacitasat hatarozza meg és kozvetetten
jelzi az aszpirin altal el6idézett ciklooxigenaz-1 gatlast.

A két referencia moddszerrel 108 kis dozisu aszpirint szedd
egészséges Onkéntesen vizsgaltuk az aszpirin hatast. Az Onkénteseket egy
hétig napi egy alkalommal 100 mg enteroszolvens bevonatos aszpirinnel
kezeltiik. A vérmintdkat az els aszpirin bevétele eldtt, azt kdvetéen 24
oraval ill. 168 oraval nyertikk (0. napos, 1. napos és 7. napos mintak). Az
aszpirin kezelés elkezdését kovetd 7. napon nyert valamennyi mintdban a
trombocita ciklooxigenaz-1 teljes acetilaciojat figyeltik meg, mig a
kiindulasi (0. napos) mintdkban csak nem acetilalt ciklooxigendz-1 volt
jelen. Ennek megfeleléen a 7. napon a trombocitdk tromboxan B, képzd
kapacitasanak teljes gatlasat tapasztaltuk, azaz a 108 6nkéntes koziil egy sem
volt rezisztens az aszpirin hatasara.

A referencia modszerekkel az Onkéntes csoporton kapott
eredményeket parhuzamosan elvégzett, az aszpirin hatasanak detektalasara a
klinikai gyakorlatban altaldnosan hasznalt aldbbi rutin moddszerek
eredményeivel hasonlitottuk 0ssze: PFA-100 zarddasi idéd meghatarozasa
kollagén/epinefrines patronnal, VerifyNow Aspirin Assay, arachidonsav,
ADP, adrenalin és kollagén agonistak altal indukalt trombocita aggregacio
és ATP szekrécid mérése lumiaggregométeren. A kezelést megel6zo
(kiindulasi) ¢és 7. napos eredményeket a referencia modszerekkel
Osszehasonlitva, az arachidonsav agonistat alkalmazd tesztek (arachidonsav-
indukalta trombocita aggregéacid és szekrécid, VerifyNow Aspirin Assay)
detektaltak megbizhatdan az aszpirin hatasat. A tovabbi modszerek esetében
jelentds atfedéseket tapasztaltunk a 0. és 7. napos értékek kozt, azaz az
esetek egy részében fals pozitiv aszpirin rezisztenciat mutattak.

Az 0j, éaltalunk kidolgozott referencia moddszerekkel kapott
eredmények azt bizonyitjak, hogy egészséges populacioban a kémiai

("valos") aszpirin rezisztencia, ha egyaltalan létezik, ritkasagnak szamit.
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Véleményiink szerint, csak az acetilalt- és nem acetilalt ciklooxigenaz-1-et
egyértelmiien elkiilonitd referencia modszerek altal validalt arachidonsav
agonistat hasznal6 modszerek alkalmasak az aszpirin trombocita gatlo

hatasanak megitélésére.
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