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BEVEZETES
A thrombocytdk alapvetd szerepet jatszanak a haemostasisban. A thrombocyta adhézio a
sériilt érfalhoz, a thrombocytdk egymashoz valé aggregacidja, a haemostasis szempontjabol
fontos anyagok szekrécidja a thrombocyta granulumokbdl és az aktivalt thrombocyta felszin
prokoagulans hatdsa egy komplex folyamat részmechanizmusai. E folyamat barmelyik
1épésének velesziiletetten vagy szerzetten csokkent mitkodése enyhétdl-stulyos tiinetekkel jaro
haemorrhagiés diathesist eredményezhet.

A thrombocyta funkcidés zavarokat a thrombocyta aktivacié egyes 1épéseinek
megfelelden csoportosithatjuk. A leggyakoribb thrombocyta funkcids defektus a von
Willebrand betegség, amelynek hatterében a von Willebrand faktor (vWF) mennyiségi ill.
mindségi eltérése all. A vWF egyrészt kotddik az érfal sériilés soran szabaddd valod
kollagénhez (és egyéb szubendothelidlis strukturdkhoz), masrészt a thrombocytak felszinén
1év6 receptorahoz, a glikoprotein Ib-IX komplexhez (GPIb-IX), igy biztositva a thrombocytak
kitapadasat a sériilt érfalhoz. Magas nyiréaranynal a vWF egy masik thrombocyta receptorhoz,
a GPIIb-IIla-hoz (,.fibrinogén receptor”) is kotddik, s igy a vWF multimer hozzajarul a
keringésben komplexet alkot a VIlI-as véralvadasi faktorral (FVIII) megvédve azt a
proteolitikus lebomlastol. A von Willebrand betegségnek 3 {6 tipusa van. Az 1-es tipusban a
vWF mennyisége csokkent, de multimer struktardja normalis. A 2-es tipusban a vWF
megvaltozott multimer strukturaban megnyilvanulé mindségi zavarai allnak fenn; ezen {6
csoporton beliil tobb alcsoportot is megkiilonboztetiink. A 2A altipusban a VWF funkcid
zavara a nagy molekula tomegli multimerek hidnyaval tarsul, a 2M altipusban a koros
miikodés (a thrombocytakhoz torténd csokkent kotdédés) mellett a multimer struktura intakt. A
2B tipusu betegségben fokozott a vWF affinitdsa a thrombocyta felszinen levé GPIb
receptorhoz, amelynek kovetkeztében a legnagyobb molekula tomegli multimerek, a
thrombocytdkhoz valo kotddés kovetkeztében, eltiinnek a plazmabdl. Erre a tipusra jellemzd
még a thrombocytak risztocetinre adott, fokozott valaszkészsége. A 2N altipusban a vVWF-nak
a FVIII- hoz torténd kotddése szenved zavart, aminek kovetkeztében normalis vWF antigén
szinthez és risztocetin kofaktor aktivitdshoz alacsony FVIII szint tarsul. A 3-as tipusuy,
recessziven 6roklédé von Willebrand betegség a legstilyosabb forma, mivel ez a tipus a vVWF
gyakorlatilag teljes hidnyat jelenti.

A Bernard-Soluier syndroma, aminek hatterében a thrombocytdkon levd vWF receptor,
a GPIb-IX hidnya vagy csokkent vWF kotddést okozo defektusa all szintén a thrombocytak

adhézios zavarat okozza. A GPIb-IX egy furcsa és ritka defektusa vezet az Gn. thrombocyta
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tipusi pseudo von Willebrand betegséghez. Hasonléan a 2B tipusu von Willebrand
betegséghez a vVWF itt is fokozottan kotddik receptordhoz, — ez utdbbi defektusa miatt —
aminek kovetkeztében itt is hidnyoznak a legnagyobb molekula tomegli multimerek. Szintén
adhézids zavart hoz létre a thrombocytak direkt kollagén receptordnak (GPla-Ila)
abnormalitdsa is.

A thrombocyta aktivacido kovetkezd 1épése a thrombocytdk aggregicidja, aminek
folyaman az aktivalt thrombocytdk a plazméban jelenlevd fibrinogénen keresztiil
Osszekapcsolodnak. A potencialis fibrinogén receptor, a GPIIb-Illa komplex a nyugvd
trombocytan nem koti a fibrinogént. Ahhoz, hogy a fibrinogén receptor koto-képessége
kialakuljon thrombocyta aktivalé agensek [un. primer agonistdk: ADP, trombin, tromboxan
A, (TXAj)] receptoraikhoz torténd kotddése altal elinditott biokémiai mechanizmusok
beinduldsa sziikséges. E primer agonistdk receptorainak defektusa aggregacios zavarhoz is
vezet, de ez - talan az ADP receptor defektusanak a kivételével - szekrécids zavart is okoz. A
tisztan  aggregacios  eltérések  hatterében  afibrinogenaemia  (fibrinogén  hidny),
dysfibrinogenaemia (koéros szerkezetli fibrinogén) ill. a Glanzmann thrombasthenia allhat. Ez
utobbi megbetegedés a thrombocytdn 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 & storage pool megbetegedés jelen lehet
onalloan vagy mas velesziiletett betegségekkel tarsultan. Ez utdbbi csoportba sorolhatd a
Hermansky-Pudlak (HPS), Chédiak-Higashi, Wiskott-Aldrich és TAR szindroméak. Az ad
storage pool megbetegedésben a thrombocytdk o és O granulumjai is hidnyoznak vagy
korosak. A harmadik csoport az a storage pool megbetegedés, ahova a gray platelet syndroma
sorolhatd. A thrombocytak prokoagulans aktivitdsdnak zavara a Scott szindroma.

A thrombocyta adhézio, aggregéacio, szekrécido és a prokoagulans aktivitds zavarat
okozo betegségek diagnosztikdja szamos komplikalt, idéigényes, draga laboratoriumi tesztet

igényel, s e vizsgalatok elvégzése specidlis diagnosztikai centrumok feladata. Ugyanakkor



sziikség volna egy olyan szlirtesztre, ami tiikrozi a thrombocyta funkcié komplexitasat és
detektalja a thrombocyta funkcids betegségek meglétét.

Vizsgalataink kezdetén a thrombocyta szamldlds mellett a thrombocyta rendszer
zavarainak egyetlen altalanosan elfogadott in vivo szlirftesztje a vérzési id6 meghatarozas
volt. Ez a sziir6teszt — a prokoagulans hatas igen ritka zavarai kivételével — komplex képet
enyhébb formai normal vérzési id6 mellett is eléfordulhatnak, az acetilszalicilsav thrombocyta
funkcidt gatlo hatdsat a vérzési ido alig, sokszor csak a referencia tartomanyon beliil maradé
megnyulassal detektalja. Tovabbi probléma, hogy nehezen standardizalhatd, csecsemdékon,
kisgyermekeken nehezen kivitelezhetd €s a paciens szamara is kényelmetlen. Ezeken kiviil a
vérzéses komplikacidk szempontjabol prediktiv értéke sem megfeleld. Mivel az
antithrombocyta szereket egyre szélesebb korben alkalmazzdk az artérids thrombosisok
megeldzésében, ezek thrombocyta funkcidra kifejtett hatasdnak monitorozasara sorozat
vizsgalatokra is szlikség lenne. Mindezek alapjan komoly igény volt egy olyan, a thrombocyta
funkciokat komplexen vizsgalo ex vivo tesztre, mely sorozatvizsgalatokra, monitorozasra is
alkalmas, az in vivo viszonyokat leutdnozza, és elég érzékeny az enyhe thrombocyta funkcios
zavarok kimutatasara.

A PFA-100-as thrombocyta funkcié analizatort ezzel a céllal hozta forgalomba a
Dade-Behring cég. A késziilék lelke az egyszer hasznalatos patron, melynek egyik nyildsaba
mérendd a vizsgélathoz hasznalatos citréttal alvadasgatolt vér. A patron minta rezervoarja egy
foliaval van elvalasztva a szivo kapillaristol, mely a mérés kezdetén atszurja a foliat. Jol
kontrollalt és standardizalt vakuum segitségével a minta egyenletes aramlassal egy
thrombocyta aktivaldé anyagokkal (kollagén és adrenalin vagy kollagén és ADP) atitatott
membrannal lezart kis rezervoarba kertil, amelyen egy kis apertura talalhato. Az apertura ugy
van kialakitva, hogy az é4ramlési viszonyok, mindenekel6tt a nyir6 erd a kisartéridkban
kialakulé aramlasi viszonyoknak (5000-6000 s') felelien meg. Az 4ramlé aktivalt
thrombocytak kitapadnak az apertura faldhoz, majd egymashoz és fokozatosan eltomitik a
nyilast. A késziilék ezt az un. zarodasi idét méri. A PFA-100 zarodasi id6t a heparin terapids
koncentracioja nem befolyasolja.

Tovabbi generalis ex vivo thrombocyta funkcids teszt az O’Brien-féle filter modszer. A PFA-
100-al von Willebrand megbetegedésben nyert eredményeinket az O’Brien-féle filter

moédszerrel kapott eredményekkel dr. Schlammadinger Agota és munkatarsai vetették dssze.



CELKITUZES

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

zavarok diagnosztikajaban. E problémakort az alabbi négy fo6 teriileten vizsgaltuk:

1/ A thrombocyta adhézio és aggregacio defektusat jelentd von Willebrand betegség

diagnosztikdja, ahol mindeddig nem allt megfeleld sziiréteszt rendelkezésre.

2/ A thrombocyta aggregacio és szekrécid egyes ritka Oroklott zavarainak (Glanzmann
thrombasthenia, Hermansky-Pudlak syndroma) diagnosztikdja.

3/ Az acetilszalicilsav (ASA) altal tobbnyire terapids c€lbol eldidézett szerzett szekrécios
zavar diagnosztikdja, ill. az ASA hatékonysaganak a megitélése.

4/ A thrombolyticus terapia altal eléidézett esetleges thrombocyta funkcids zavar detektalasa,

ill. ennek alapjan a vérzés veszélyének az eldrejelzése.

BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Plazma alvadasi idok, koagulacios faktorok és fibrinogén meghatarozas

A 105 mmol/L pufferolt natrium citratottal alvadasgatolt vérbdl centrifugalassal (2000xg, 20
min, 22 °C) nyert plazmakbodl alvadasi idoket: protrombin id6ét (PI), aktivalt parcialis
thromboplasztin id6t (APTI), trombin id6t (TI), reptilaz iddt, valamint a modositott Clauss
modszer szerint fibrinogén szintet hatdroztunk meg. Az alvadasi faktorok (FVIII, FIX, FXI,
FXII) aktivitasat egyfazisa APTI alapu teszttel végeztiik.

Vérzési ido meghatarozas
A vérzési 1d0 meghatarozast Simplate II R (Organon Teknika, Turnhout Belgium) egyszer

hasznalatos eszkozzel végeztiik. A gyartd altal megadott referencia tartomany 2,5-9,5 min.

PFA-100 zar6dasi idé meghatarozasa

A betegek mintaibol és a referencia tartomany megallapitdsahoz 31 egészséges, normal
haemostasis szlirdteszteket mutatd egyén mintdjabol elvégeztik a PFA-100 thrombocyta
funkcié analizatorral a zarodasi idok meghatarozéasat kollagén/adrenalin és kollagén/ADP

patronnal.



Thrombocyta aggregacio és szekrécio vizsgalat

Az ADP (10 umol/L), adrenalin (10 mg/L), mikrofibrillaris kollagén (1 és 5 mg/L) és

crer

crer

teszteltiik. A denz testekbdl felszabaduldo ATP monitorozasa biolumineszcencias modszerrel

tortént.

Aramlisos citometrias vizsgalatok

A Glanzmann thrombasthenia igazolasa sordn a thrombocytakat az eldre és oldalra szort fény
intenzitas, valamint a GPIb/IX receptor expresszidja alapjan Becton Dickinson FacScan
késziiléken kapuztuk. A GPIb/IX receptor komplexet fluoreszcein-izotiocanattal (FITC) jelolt
CD42a antitesttel azonositottuk. A GPIIb jeloléshez fikoeritreinnel jelolt, a GPIlla

identifikalasra FITC-el jelolt monoklonalis antitesteket hasznaltunk.

A vérzési id6 és a PFA-100 zarodasi idé 6sszehasonlitasa 6rokletes thrombocyta funkcios
defektusokban

A von Willebrand betegség laboratoriumi diagnosztikdja

A von Willebrand betegség diagnodzisanak felallitdsdhoz ¢és tipusanak megallapitdsdhoz az
alabbi paraméterket hatdroztuk meg:

A risztocetin indukalta agglutindcid vizsgalata 0,6 mg/mL és 1,2 mg/mL risztocetin

koncentracidkkal tortént.

A vWF antigén meghatarozdsat (vVWF:Ag) immunturbidimetrids modszerrel (Liatest,

Diagnostica Stago, Asnieres, France) végeztiik.

A VvWEF risztocetin kofaktor aktivitast (VWF R:Co) a Helena (Beaumont, TX, USA) kitjével

hataroztuk meg.

A vWF multimer analizise SDS-agar6z gélelektroforézissel ,

a FVIII aktivitds meghatarozasa egyfazisa APTI alapt alvadasi teszttel tortént.

A vizsgalatokban 32 von Willebrand beteg vett részt, akik az alabbi altipusokba
tartoztak: 1-es tipus: n=22; 2A tipus: n=2; 2B tipus: n=4; 2N tipus: n=1; 3-as tipus: n=3.

A Hermansky Pudlak syndroma diagnosztikdja
Az albind gyermekek thrombocyta funkcidjanak részletes vizsgalatat intézetiinkbdl Pap és

mtsai kozoltek. A diagnodzis feléllitasa a thrombocytdk lumiaggregometrids vizsgalataval, a
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thrombocytdk ~ ADP/ATP  tartalmdnak  biolumineszcencids  moddszerrel  torténd
meghatarozasaval, a thrombocytakban taldlhatdo denz testecskék szamanak mepakrin teszttel
végzett meghatarozéasaval és a CD63, denz granulum membranfehérje aramlasos citometrias
kimutatasaval tortént. A vizsgélatokban 10 albind beteg vett részt, koziiliikk 6tnél Hermansky-
Pudlak syndroma (HPS) volt igazolhato.

A vizsgalatban részt vett még 1 Glanzmann thrombasthenias egyén is. E betegek
mintaibol a vérzési 1d6 és PFA-100 zarddasi idok meghatarozasan kiviil elvégeztik a

thrombocyta szdm meghatdrozasat, ill. a betegség fennallasat igazol6 diagnosztikai teszteket.

Az ASA PFA-100 zarodasi idokre kifejtett hatasanak vizsgalata

A vizsgélatok a laboratorium dolgozéi koziil kikeriilo 4 onkéntes egyén mintain torténtek,
akik 500 mg egyszeri dozisti Aspirint (Bayer) vettek be. Vérzési id6, PFA-100 zarodas idok,
tovabba thrombocyta aggregacids ¢és szekrécios vizsgalatokat végeztink az ASA bevétele
elott, ill. 24 oraval utana. Valamennyi vérmintabol meghataroztuk a thrombocyta szamot is.

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

A streptokinase PFA-100 zarodasi idokre kifejtett hatasanak vizsgalata

A streptokinase (SK, Kabikinase) PFA-100 zarddasi idokre in vitro kifejtett hatasanak
vizsgalata 7 egészséges, gyogyszermentes egyén vérmintdjan tortént. A vérmintdkhoz olyan
tartalmazzanak, majd azokat 4 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. A kontroll mintdkhoz a SK
oldat térfogataval megegyezd térfogatii fiziologias s6 oldatot adtunk. A vérmintakbol
thrombocyta szdmot, PFA-100 zarodési idoket, tovabba trombin iddt hatdroztunk meg.

A SK thrombocyta funkcidéra in vivo kifejtett hatdsanak megitélésére 33 acut
myocardidlis infarktusban (AMI) szenvedd thrombolyticus terdpidban részesiild beteg
vérmintait vizsgaltuk. A betegek 1,5 milli6 egység streptokinaset kaptak intravénasan. Ebbol
250000 egységet intravénas bolusban kaptak kozvetleniil a diagnodzis felallitdsa utan, majd a
maradék 1.250.000 egységet 1 6ran keresztiili folyamatos infizidban kaptak. A betegek 250
mg ASA-t tartalmazé tablettat is bevettek. A vérmintdkat a terapidt megelézden, majd 2,
illetve 4-6 oraval a kezelés kezdetét kovetden vettiik. A mintakbol véralvadasi sziirétesztek

(PI, APTI, TI), PFA-100 zarodasi 1dok, ill. thrombocyta szam meghatarozasok torténtek.



EREDMENYEK

PFA-100 zarodasi idok referencia tartomanyanak meghatarozasa

31 egészséges, normal haemostasis szlirOteszteket mutatd egyénen elvégeztik mindkét
patronnal a zaro6dasi id0 meghatarozast. A mért értékek normal eloszlast mutattak, s a
vizsgalatok eredményeként (x+2 SD): a kollagén/ADP patronnal mért zarddasi id6 referencia
intervalluma 55-118 sec, mig a kollagén/adrenalin patronnal mért zarédasi id6 referencia

tartomanya 63-142 sec.

A PFA-100 thrombocyta funkciés analizator alkalmazhatéosaga a von Willebrand
megbetegedés diagnosztikajaban

A vérzési ido és a kollagén/adrenalin patronnal mért PFA-100 zarodasi idé
osszehasonlitdsa

Az elvégzett vérzési 1id6 meghatarozdsok eredményei alapjan a 32 von Willebrand
betegségben szenvedd beteget harom csoportba soroltuk. A megnyult vérzési id6t (=10 perc)
mutatd betegek esetében a kollagén/adrenalinos patronnal mért PFA-100 zarédasi ido is
egyontetiien koros értéket adott. Betegeink koziil ebbe a csoportba kilenc 1-es tipusu, a két 2A
tipusu, egy 2B tipusu és mindhdrom 3-as tipustt von Willebrand beteg (0sszesen 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 %-andl a kollagén/adrenalinos
patronnal mért PFA-100 zarddési id6 szintén megnyult volt. A zarddasi idé a referencia
tartomanyon beliil volt egy 1-es tipusu beteg és a 2N tipusu beteg esetében. Utdbbi esetben,
tekintve, hogy az abnormalitas a FVIII kotés csokkenését eredményezi nem is volt varhato a
thrombocyta funkciodt jelzd zarédasi id6 megnyulasa.

A harmadik csoport betegeinek (6t 1-es tipusu és két 2B tipust) a vérzési ideje a
referencia intervallum alacsonyabb tartoméanyaban volt (<7.5 perc). Megnyult zarodasi 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 variansto6l eltekintve a vizsgalt betegek koziil a vérzési idé meghatarozas csak 15

beteg esetében mutatott koros értéket, azaz a vérzési id6 szenzitivitdsa mindossze 48,4 % volt.



Ezzel szemben a kollagén/adrenalinos patronnal mért zarddasi idé joval magasabb, 83,9 %-os
szenzitivitast mutatott. Ez a teszt a 2N varianson kiviil csak néhany enyhe 1-es és 2B tipust

betegnél nem jelzett eltérést.

A veérzési ido és a kollagén/ADP patronnal mért PFA-100 zarodasi 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 -
azon betegeknél akiknél a vérzési id6 megnyult volt mérhetetleniil hosszu volt a PFA zarodasi
id6 is. E csoportban a zarddasi ido 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
tartomdnyon beliil volt. A harmadik csoportban (vérzési idé <7,5 min) a hét betegbdl csak
ketténél mértiink megnyult zarddasi id6t. Vizsgalataink alapjan a kollagén/ADP patronnal
mért zarédasi id6 teszt szenzitivitasa - a 2N tipust betegtdl eltekintve - 74,2%-os.
Schlammadinger Agota és Boda Zoltan (II. sz Belgyogyaszati Klinika) veliink
kollaboracioban a PFA-100 zarodasi idoket az O’Brien filter teszt eredményeivel hasonlitotta
Ossze von Willebrand betegeknél. A két teszt hasonld eredményeket adott, az O’Brien filter
teszt szenzitivitdsa citratos vérrel a kiilonboz6 retencids és zarodasi cseppszam paramétereket

vizsgalva 82,1 és 89,3%-nak adodott.

A PFA-100 zarédasi idok mérésének alkalmazhatésaga egyéb oroklott thrombocyta
funkciés zavarok (Glanzmann thrombasthenia, Hermansky-Pudlak syndroma)
diagnosztikajaban
Glanzmann thrombastenids beteg laboratoriumi diagnosztikdja
Hat honapos fill csecsemdt vizsgéltunk haemorrhagias diathesis irdnyaba. A korasziilott
csecsemoOnek sziiletéskor elhtiz6dd koldokvérzése volt és a szurcsatornakbol is vérzett, de a
vérzékenység oka ekkor nem keriilt diagnosztizalasra. Fél évesen kertilt felvételre a DOTE
Gyermekklinikdjara inguinalis sérv miitéti megoldasa céljabol. Felvételt kovetéen a
szurcsatornakbol vérzett, s profiz orrvérzés is fellépett ndla. Azota - a diagnozis felallitasat
kovetden - a beteg ismételten jelentkezett a klinikan stlyos vérzéses tiinetekkel. Csaladi
anamnézise - vérzékenység szempontjabol - negativ volt.

A thrombocyta rendszer sziirdtesztjei koziil referencia tartomanyban levo

thrombocytaszam mellett jelentdsen megnytlt, nagyobb mint 20 perces vérzési idot észleltiink.
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A PFA-100 zarédasi idok szintén korosnak bizonyultak, sem a kollagén/ADP sem a
kollagén/adrenalin patront hasznalva nem észleltiink zarodast. Az alvadasi alaptesztek koziil
az APTI 48,5 sec volt, azaz szignifikidns megnytlast mutatott. Egyéb sziir6tesztekben nem
észleltliink 1ényeges eltérést. A vérzési id6 és az APTI egylittes megnyuldsa leggyakrabban a
thrombocyta adhézié zavarara utal, mivel a von Willebrand faktor a VIII-as alvadasi faktor
szallitdo molekulaja is. A betegnél észlelt APTI megnyulas normal plazmaval korrigalhato volt.
Elvégeztiik az el6fazis faktorok aktivitdsanak mérését. A vizsgélatok eredményei azt mutattik,
hogy a megnyult APTI hatterében a némileg csokkent 1X-es és Xl-es alvadasi faktor
aktivitasok allnak. Ezen értékek azonban nem magyaraztak a beteg stulyos vérzéses tiineteit.

A normal VIll-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 kizarjadk a von Willebrand betegséget. A nagy do6zisu risztocetin
aggregacio azonban szokatlanul furcsa eltérést, reverzibilis aggregaciot mutatott, ami csak a
rendkiviil ritka, aggregacids zavarnal, a Glanzmann thrombasthenidnal szokott eléfordulni.
Egyéb aggregald agensekkel végzett vizsgalatok soran a beteg thrombocytai alakvaltozast
ugyan mutatnak, azaz az aktivald agens lekotddik a receptordhoz, de a thrombocytak egyik
aktivalo agens hatdsara sem aggregdlodnak. Az ATP szekréci6 ADP aktivacid esetében
hianyzik, kollagén és arachidonsav aktivacid esetében azonban csak csokkent, ami az
aggregacio hidnyanak masodlagos kovetkezménye. A nagy dézist trombin, mely a szekrécio
aggregaciotol fiiggetlen erdteljes ingere, kozel normal ATP szekrécidot okozott. A
thrombocyta aggregacios ¢és szekrécids vizsgalatok eredményei egyértelmiien a thrombocyta
aggregacio zavarat bizonyitottak. Az aggregéacio soran a thrombocytakat fibrinogén kapcsolja
0ssze, igy afibrinogenaemiaban, egyes dysfibrinogenaemidkban nem jon létre aggregacio. A
beteg fibrinogén szintje a referencia tartomanyban volt és a dysfibrinogenaemidkra érzékeny
reptildz idd is csak enyhén nyult meg, igy az eredmények a fibrinogén receptor defektusara, a
Glanzmann thrombasthenidra utalnak.

A diagndzis megerdsitésére végzett &ramlasos citometrias vizsgalatok a felszini GPIIb
erdsen csokkent mennyiségét verifikaltdk. A von Willebrand faktor receptordnak egyik
komponense a GPIX ellenes fluoresceinnel jelolt antitest mind a kontroll mind a beteg
thrombocytaival jol reagalt, mig a fikoeritreinnel jelzett GPIIb ellenes antitestettel csak a
kontroll thrombocytak reagéltak. Hasonloképpen nem adott fluoreszcencias jelet a GPIIb-II1a
komplex (fibrinogén receptor) ellen termelddott fluoreszens festékkel jelolt antitest sem. Az

elvégzett vizsgalatok a Glanzmann thrombasthenia diagno6zisat bizonyitottak
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Az eset tovabbi molekularis genetikai és fehérje biokémiai elemzését Losonczy
Gergely munkatarsunk végezte, aki kimutatta, hogy a betegséget okozd mutacio (egy
nukleotid delécid keret leolvasasi eltéréssel és kovetkezményes korai stop kodonnal) a GPIIb

molekula génjében van. E munka az § PhD értekezésének lesz része.

PFA-100 zarddasi idok Hermansky-Pudlak sydromdaban

Intézetiinkben kordbban Pap és mtsai kozolték az albind gyermekek thrombocyta funkcios
zavarainak vizsgalatat. A vizsgalt tiz albind gyermek koziil 6t esetében igazoltdk a HPS
(albinizmus, thrombocyta storage pool megbetegedés, a csontveldben, ill. a RES sejtekben
ceroid szerli pigment lerakddasa) fennallasat, mely enyhétdl kozepes vérzéses tiinetekkel jart.
A vérzési 1d6 mindnyajukndl erdteljesen megnyult volt. A kollagén/adrenalin patronnal mért
zarddasi id6 harom beteg esetében volt megnyult, egy esetben mérhetetleniil hossza, egy
betegnél pedig a referencia tartomany felsé részébe esett. Kollagén/ADP patronnal mind az 6t

beteg esetében referencia tartomanyon beliili értéket kaptunk.

Az ASA PFA-100 zarodasi idokre kifejtett hatasanak vizsgalata
Az 500 mg egyszeri dozisu Aspirin bevételére vallalkozott 4 személy vizsgalata soran
megallapithatd, hogy a vérzési ido alig reagal az Aspirinre, hasonléképpen a kollagén/ADP-
vel atitatott membrant tartalmazo patronokkal sem észleltiink 1ényeges valtozast a zarodasi
idében. Ezzel szemben a kollagén/adrenalinnal stimulalt rendszerben az ASA a zarddasi idok
drasztikus megnyulasat eredményezte. A megnyulas két esetben is 300 sec alatt sem zar6do
aperturat jelentett. Az egyik egyén esetében az alkalmazott, nagy ASA doézis ellenére a
zarodasi 1d6 csak 142 sec-ra nyult meg, ami hangsulyozza, hogy az ASA érzékenység
egyénenként lényegesen eltérd lehet. A kollagénnel és adrenalinnal aktivalt mintdk
eredményei jo korrelaciot mutattak az ATP felszabadulas egyontetli nagyaranyu
csokkenésével. Az aggregacio kevésbé érzékeny az ASA hatasra, mint a szekrécio. Az ADP
aggregacio alig csokkent, a kis dozisu kollagén, az arachidonsav és adrenalin aggregacio
viszont érzékenyebb indikatora az ASA hatasnak.

Két egyén esetében a vérzési id6 kivételével tovabbi idépontokban is torténtek PFA-
100 zardodasi idé meghatarozasok, aminek célja az ASA hatas idébeliségének a kovetése volt.
Ez esetben is csak a kollagén/adrenalin patron jelezte az ASA hatdsat, ez azonban a tabletta
bevétele utan 4 oraval mar igen érzékenyen. Az Aspirin hatdsa 3-4 nap mulva mar alig volt

észlelheto.
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A streptokinase PFA-100 zarodasi idokre kifejtett hatasanak vizsgalata

Az vérmintakhoz in vitro adott streptokinase hatasa a PFA-100 zarodasi idokre

7 egészséges egyén vérmintaihoz 50 ill. 250 U/mL SK-t adtunk in vitro. A fibrinolitikus
rendszer aktivalodasat a mintdkbol mért megnyult trombin id6k igazoltdk. 50 U/mL SK
hatasara a kollagén/ADP patronnal mért zarodéasi idében jelentds, tobb mint 30 sec-os,
megnyulds 1 esetben volt tapasztalhat6. Ennek a SK mennyiségnek 6tszorosét alkalmazva
még 2 masik minta esetében tapasztaltunk jelentds zarddasi id6 megnyulast. Az 50 ill. 250
U/mL SK hatasara tobb mint 100 sec-os megnyulast észleltiink a kollagén/adrenalinnal mért
zarddasi idében 4 ill. 5 minta esetében. Zarddasi id6 rovidiilést egy esetben sem tapasztaltunk.
Valamennyi vérmintabdl elvégeztiik a thrombocyta szam meghatarozast, amelyek a referencia

tartomanyon beliil voltak.

EXx vivo vizsgdlatok acut myocardidlis infarctuson dtesett betegek thrombolyticus kezelése
sordn

A vizsgalt 33 AMI-ban szenvedd beteg koziil vizsgalataink kezdetekor minddssze 1 esetben
mértiink megnyult (132 sec) zarodasi idot kollagén/ADP patronnal. A thrombolyticus terapia
soran a kollagén/ADP patronnal mért zar6dasi id0 nem valtozott vagy nem szignifikans
megnyuldst mutatott a betegek 2/3-4ndl. 11 beteg esetében 30 sec-nal hosszabb (31-97 sec
kozott) megnyulast tapasztaltunk, ami a thrombolyticus terapia kovetkezménye volt. Ezen
esetek kozil ketténél a zarodasi idé6 még igy is a referencia tartomanyban maradt. A
kollagén/ADP patronnal mért zarddasi id6 - a kollagén/adrenalinos patronnal meghatarozott
zarddasi idével ellentétben - ASA-ra érzéketlen, ezért az altala észlelt megnyulds okozoja
olyan koéros thrombocyta funkciods eltérés, amelynek hatterében ASA-tdl fliggetlen faktorok
allnak. Egyértelmlien bizonyitott, hogy a kollagén/adrenalinos patronnal meghatarozott
zarodasi 1d6 nagymértékben érzékeny az ASA-ra. Ez lehetdvé teszi a terapias valasz ill. a
betegek terapids egyiittmiikodésének, "compliance"-ének egyértelmii detektalasat. A 33 beteg
kozil 7 szedett ASA-t az AMI kialakulasat megel6zéen. A kollagén/adrenalinos patronnal
meghatarozott zarédasi ido mindegyik6jiiknél a referencia tartomany felett volt (6t esetben
300 sec felett). Erdekes megfigyelés, hogy 3 betegnél, akiknél a kollagén/adrenalinos
patronnal mért zarddasi idé kiinduldskor 300 sec felett volt, a zarddasi id0 atmenetileg

csokkent és csak 4 ora elteltével tért vissza a thrombolysis el6tti értékre.

12



Az AMI-t megel6zden ASA terapidn nem levd betegek 58 %-a (15/26) mutatott 120
sec-nal nagyobb kollagén/adrenalinos patronnal meghatdrozott zarodasi id6 megnytlast ASA
hatasara, és legtobbjiiknél ez a megnyulds meghaladta a 250 sec-ot. Ezen reszponder
betegeknek egy része korai valaszt mutatott, mivel a zarodasi id6 megnyulds 2 6ran beliil
elérte a maximumat, mig a tobbieknél a maximalis megnyulas eléréséhez 4 orara volt sziikség.
Az ASA bevétele ellenére 5 betegnél a zarodasi 1d6 a referencia tartomanyon beliil maradt.
Rajtuk kiviil még volt 2 olyan beteg, akiknél a kiindulasi zar6dasi id6 kismértékben megnyult
volt ugyan (187 és 170 sec), de zarddasi idejiik az ASA bevételét kdvetden nem valtozott.
Osszességében a nonreszponderek szdma 7 volt (zarédasi id6 megnyulas: <50 sec), ami a
betegek 27%-at jelentette. 4 egyénnél a zarddasi id6 megnyulds 51 és 120 sec kozott volt,

zarddasi idejiik azonban nem haladta meg a 250 sec-ot.

MEGBESZELES

Az oroklott vérzékenységek diagnosztikdjdban a legtobb problémat a von Willebrand
betegség, ill. annak egyes alcsoportjai okozzak. A von Willebrand faktor szintjének
vércsoport-fiiggése, iddszaki valtozdsai nehezen értékelhetdové teszik az egyébként enyhe,
vagy alig észlelhetd tiinetekkel jaro, de esetleges miitétek, sziilés stb. esetén sulyos vérzéses
komplikaciokat okozo betegségek diagnozisat. Nagyszamu egészséges egyén vizsgalata soran
az volt kimutathato, hogy a 0-s vércsoportba tartozé egyének vWF szintje alacsonyabb, mint
az A, B és AB csoportba tartozoké. A von Willebrand betegek tobb mint 65%-anak 0-4s a
vércsoportja.

A von Willebrand betegség diagnosztikdja és klasszifikacigja egy komplex
laboratoriumi tesztek egész sorat magédba foglald iddigényes és koltséges folyamat. A
diagnézishoz sziikséges teszteknek mindenképpen magaba kell foglalni a vWF antigén, vWF
R:Co aktivitas és FVIII aktivitas meghatarozasat, amit esetenként mar a diagnozis érdekében
is ki kell egésziteni a klasszifikacidhoz sziikséges tesztekkel, igy a risztocetin aggregacidval, a
vWF multimer meghatarozéassal, kollagén kotdé kapacitds meghatirozasaval, keveréses
aggregacios vizsgalatokkal, vWF receptor vizsgalatokkal, hogy csak a legfontosabbakat
emlitsem. Mindemellett, a laboratoriumi eredmények, l-es €s 2-es tipusi megbetegedés
esetén sokszor nem jol korreldlnak a klinikai tiinetek sulyossagdval. Mindezek miatt régota
felmeriilt egy megfeleld sziiréteszt igénye, ill. egy olyan globdlis teszt iranti igény, mely

megfelelden tiikrozi a vérzékenység sulyossagat. Mindeddig a korrekten kivitelezett vérzési
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idot tartottak nyilvan egyetlen sziirétesztként, ennek azonban - ahogyan ezt sajat vizsgalataink
is mutattdk - igen alacsony a szenzitivitasa, €s az esetek mintegy 50%-dban nem jelzi a
betegség fennallasat. Egyes tanulmanyokban kozolt értékek ennél valamivel magasabb,
65,5 %-0s és 59,1 %-os szenzitivitas értékekrol is beszamolnak. Az eltérések hatterében az
eltérd beteganyag allhat.

Fressinaud ¢és munkatarsai 60 von Willebrand beteg esetében vizsgaltdk a PFA-100
zarddasi 1d6 sziirtesztként vald alkalmazhatosagat. A kollagén/adrenalin patronnal meért
zarddasi 1d6 altaluk meghatarozott szenzitivitasa 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 vizsgalata soran. A
kollagén/ADP patronnal mért zarddasi id6 esetében Fressinaud és munkatarsai 100 %-os
szenzitivitast kozoltek. Ezt a mi eredményeink nem tamasztjadk ald. A mi beteganyagunk
esetében ezzel a patronnal a szenzitivitds csak 74,2 % volt. Harom betegiinknél, akiknek a
vWF:Ag értéke 28 és 31% kozott volt, a kollagén/ADP patronnal mért zarddasi id6 a
referencia tartomanyba esett, igaz annak felsd részébe. Az 1-es, 2A ¢és 3-as tipusi von
Willebrand betegeink esetében kapott eredményeink megfelelnek a Fressinaud és munkatérsai
altal kozolt értékeknek. A 2N tipust von Willebrand betegiink zarddasi ideje a referencia
tartomanyban volt. A 2B tipusu betegek eredményei kevésbé egyértelmiiek. Vizsgalataink
soran a négy 2B tipust beteg koziil kettonél, mig mas koézleményben harom beteg koziil
kettonél a zarodasi 1d6 300 sec felett volt, azaz zarodds nem kovetkezett be. Ezen betegek
vWF R:Co aktivitasa a referencia tartomany alatt volt. Mindkét tanulményban egy betegnek
csokkent volt a thrombocyta szama. A masik két 2B tipust betegiinknek normal vWF R:Co és
thrombocyta szdma volt referencia tartomanyon beliili vérzési és zarodasi idokkel. Fressinaud
¢s munkatarsai egy olyan 2B tipusu betegrdl szamolnak be, akinek a vWF R:Co a referencia
tartomanyon beliil van és a kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi id6é kis mértékben
megnyult. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a 2B tipusu von Willebrand betegeknél a
PFA-100 zardodasi 1d6k variabilitast mutatnak az aktualis vWF szintnek megfelelden.

Mindezek alapjan ajanlhatd, hogy von Willebrand betegség gyanuja esetén a PFA-100
zarddasi 1d0 meghatarozas legyen része a kivizsgalasi panellnek. A vérzési idénél
érzékenyebb volta elsdsorban az enyhe ill. a kozepes 1-es tipusu betegek esetében szembetiing.
Az 1-es tipusi von Willebrand betegek kezelésére alkalmazott DDAVP terapia hatdsara a
betegeknél az eredetileg megnyult zarddasi id6 csokken, igy a PFA-100 zarddasi ido

alkalmasnak tekinthet® a DDAVP kezelés monitorozasara is.
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A thrombocyta aggregacidé zavarat a fibrinogén hianya ill. kéros volta, valamint az
egyes fibrinogén receptor (GPIIb-I11a) komponensek defektusa (Glanzmann thrombasthenia)
idézhet eld. A vérzéses tiineteket mutatd beteg igen hosszu vérzési ideje normél thrombocyta
szam mellett stlyos thrombocyta funkcids defektusra utalt, amit megerdsitett, hogy a PFA-
100-al egyik patronnal sem észleltiink zarddast. Az aggregacids gorbéken a thrombocytak
alakvaltozasanak megfeleld jel (a fénytranszmisszid atmeneti csokkenése) jol latszik, azaz az
aggregdlo dgensek lekotddtek a thrombocyta membranhoz és aktivaltadk az alakvaltozashoz
sziikséges biokémiai mechanizmusokat. Aggregaciét azonban nem tudtak indukélni. Azon
agensek (arachidonsav, trombin, nagy dézisu kollagén) esetében, amelyeknél az aggregacio
nem jatszik szerepet a szekrécio elOsegitésében a szekréciot kivaltd biokémiai
mechanizmusok is mikodésbe Iéptek, s kozel normal ATP szekrécid volt észlelhetd.
Tekintettel arra, hogy a beteg fibrinogén szintje normalis, az aggregacids zavar hatterében
csak a fibrinogén receptor hianya vagy koros volta allhat. A felilleti membran aramlasos
citometrids vizsgalata a fibrinogén receptor defektusat meg is erdsitette, azaz a Glanzmann
thrombasthenia diagnozisa bizonyitottnak tekinthetd. A Glanzmann thrombasthenidnak harom
tipusa van. Az 1. tipusban a GPIIb-Illa gyakorlatilag teljes hidnyakor a véralvadék
Osszehtizodésa nem torténik meg, mig II. tipusban, ahol valamennyi fibrinogén receptor
talalhato a felszinen, az alvadék retrakcidja kdzel normalis. A harmadik in. varians tipusban a
GPIIb-IlIa mennyisége normal, de koros receptor komponens szintetizalodik. A harom tipus
gyakorisaga: 78% (I. tipus), 14% (II. tipus) és 8% (varidns). Losonczy Gergely kollégam
molekularis genetikai és fehérje biokémiai vizsgalatai bizonyitottdk, hogy itt I. tipusa
Glanzmann thrombasthenidrél van szo.

Sajat eredményiink és a szakirodalomban ko6zolt nyolc beteg eredménye 1is
egyértelmilen bizonyitjdk, hogy a PFA-100 zarddasi id6k megnyuldsa a Glanzmann
thrombasthenias megbetegedéseket is jol detektalja.

A PFA-100 zarodasi idok storage pool betegségek diagnosztikdjaban valo
alkalmazhatdsagaval minddssze harom kozlemény foglalkozik. Két kozleményben, 6sszesen
5 beteg vizsgalatarol szamoltak be, ezen esetekben azonban a storage pool betegség tipusa
nem volt pontosan identifikalva. Az 6t beteg koziil egynél csak a kollagén/adrenalin patronnal
hatdroztdk meg a zarddasi idét, ami szignifikans megnyuldst mutatott. A maradék négy
betegnél egyik patronnal sem volt megfigyelhetd zarodas. A harmadik kozleményben hat
HPS-as beteg zarodasi idejeit hataroztak meg. A kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi
1d6 mindegyik beteg esetében megnyult, bar négy esetben az értékek éppen csak a referencia

tartomany felett voltak. A kollagén/ADP patronnal csak két betegnél kaptak nagymértékben
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megnyult zarddasi idot, harom betegnél a zarddasi id6 csak enyhe megnyulast mutatott, egy
betegnek pedig normal zarodasi idot mértek. A mi vizsgalatainkban egyik betegnek sem volt
megnyult zarddasi ideje a kollagén/ADP patron alkalmazdsa soran. Ennek magyardzata az
lehet, hogy a HPS-4s beteg thrombocytdibdl ugyan hianyzik a denz granularis ADP, de a
thrombocyta aktivacid biokémiai mechanizmusa altalaban megtartott. A kollagén/ADP
patronban maga a membran az ADP forrds, ezért a kollagén/ADP zar6dasi idoben nem
varhatd megnyulds. A kollagén/adrenalin patronnal mért zarodési id6 az o6t beteg koziil
négynél megnyulast mutatott, a maradék egy betegnél pedig a referencia intervallum felsd
részében, de még a normal tartomanyban volt. Ugyanakkor mind az 6t beteg vérzési ideje
nagymértékben megnyult volt. A HPS-dban kapott részben ellentmond6 adatok abbol is
adodhatnak, hogy e megbetegedés sem genetikailag, sem fenotipusosan nem egységes.
Eredmények arra utalnak, hogy a PFA-100 zar6dasi id6 nem jobb sziirteszt a vérzési idonél a
storage pool megbetegedés diagnosztikajaban.

Az ASA a ciklooxigendz enzim egy szerin reziduumat (Ser529) acetildlva
megakadalyozza az arachidonsavbol a ciklikus endoperoxidok képzodését, ezaltal a
thrombocyta aktivacidban, mindenekel6tt a szekrécid mechanizmusiban alapvetd szerepet
jatsz6 tromboxdn A, (TXA,) képzddést. Az ASA rezisztencidval kapcsolatos legtobb
problémat az ASA rezisztencia fogalmi meghatdrozasaval kapcsolatos bizonytalansagok
okozzak. Az ASA rezisztencia kétféleképpen is értelmezhetd. A ciklooxigenaz Ser529
aminosavan az acetildlds elmaradédsa kémiai rezisztencia, melynek persze tobb kiilonb6zd oka
is lehet. A terapia hatékonysagdnak elmaradasa klinikai (terapids) rezisztencia. JOl tudjuk,
hogy a betegek egy része kémiai rezisztencia hianyaban sem valaszol a terapiara.

Az ASA hatékonysagat vizsgalo laboratoriumi modszerek csak €s kizardlag a kémiai
rezisztencia felderitésére vallalkozhatnak. Az ASA antithrombocyta szerként torténd
sz¢leskorli alkalmazasa - elsdsorban az artérids thromboticus torténések megeldzésére -
szlikségessé tette/teszi olyan tesztek bevezetését, melyek gyorsan ¢és adekvat modon adnak
tajékoztatast a beteg részérdl torténd terapias egylttmikodésrél (compliance-érdl), a
gyogyszer kémiai hatékonysagardl, ill. az esetleges kémiai ASA rezisztencia meglétérol.

Az ASA thrombocyta funkcidt gatldo hatdsdnak kovetésére nem alkalmas az ASA
(vagy a szalicilsav) direkt, plazmabol torténd kimutatdsa sem, mivel ez a két anyag gyors
kinetikat kovet, - az ASA csak mintegy fél 6raig detektalhatd a keringésben -, ezzel szemben
a thrombocytakra kifejtett hatdsuk tobb napig tart. A vérzési id6 érzéketlen az ASA-ra és
sorozat vizsgalatokra alkalmatlan. Az aggregécios vizsgalatok koziil még a legegyértelmiibb

eredményeket az arachidonsav aggregacié vizsgalata adja. Az aggregacionak az ATP
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szekrécioval torténd egyiittes mérése (lumiaggregacios vizsgalatok) Iényegesen megkonnyiti
az eredmények értékelését, ez azonban draga miiszert (és vegyszert) igényld, iddigényes, csak
laboratériumban elvégezhetd vizsgalat. A PFA-100 zarddasi id6 mérése gyors, a betegagy
mellett is kivitelezhetd. Vizsgalataink, masok vizsgalataival megegyezden azt igazoltak, hogy
a PFA-100-as késziilék alkalmas az ASA hatas detektalasara.

Mindez azonban nem jelenti a kémiai ASA rezisztencia meghatarozdsanak megoldasat,
mivel emelkedett von Willebrand faktor risztocetin kofaktor aktivitds esetében eléfordulhat a
zarddasi 1d6 megnyulas elmaradésa arachidonsav aggregacioval bizonyitott ASA hatésra.
Mindenképpen sziikség lenne egy 100%-os, akéar koriilményes izotop jeloléses vagy
tomegsprektrometrids referencia modszerre, melynek az egyéb klinikai modszerekkel
nagyszamu beteganyagon torténd Osszehasonlitdsa megoldast adhatna a leghatékonyabb
klinikai laboratériumi médszer kivalasztasara.

A thrombolyticus terapia az AMI egyik akut terapias lehetdsége. A thrombolyticus
agensek korai adésa alacsonyabb mortalitast és a kamrai funkcid megtartasat eredményezi. A
kiilonboz6 plazminogén aktivatorok altal okozott thrombolysisnek azonban korlatai is vannak.
Teljes reperfuziot csak a betegek kb. felénél eredményeznek és a rekanalizalt coronéridk 10-
15%-anal reokkluzid 1¢ép fel. Vérzés még a modern thrombolyticus agensek hasznalatakor is
el6fordulhat, intracranialis vérzés a betegek 0,3-1,5%-anal 1ép fel. Mind a vérzéses
komplikaci6 mind a reokkluzi6 a thrombocyta dysfunkcioval van Osszefiiggésben. A
kisérletes ¢és klinikai megfigyelések azt igazoljak, hogy a plazmin generacid aktivalhatja is €s
gatolhatja is a thrombocytakat. A kezdeti thrombocyta aktivaciot kéarosodott thrombocyta
funkcio6 kialakulds kdveti. A thrombocyta aktivacié megelézésére és az ennek kovetkeztében
kialakul6 reokkluzio megakadalyozéasara a thrombolyticus terapiat ASA adasaval egészitik ki.
A thrombolyticus terdpia bevezetése O6ta megvan az igény egy olyan adekvat laboratoriumi
teszt(ek) bevezetésére, ami a thrombolyticus terapidban részesiilé betegek vérzéses rizikojat
elére jelezheti. Sajnos az alvadasi tesztek, amelyek a lyticus allapotot képesek jelezni, ezt az
igényt nem elégitik ki. Ez idaig a standardizalt vérzési id6, a thrombocyta rendszer
sziir6tesztje 69 %-os szenzitivitassal és 69 %-os specificitassal bizonyult a legjobb vizsgélati
moddnak a thrombolysis alatti spontan vérzés elérejelzésében. A vérzési id6 kivitelezése az
egyszer hasznalatos eszkOzzel viszonylag gyors és egyszerli, de nehéz standardizalni, a
prediktiv értéke csak 43%-os €és a thrombolysis alatt torténd sorozatvizsgalatokra nem
alkalmazhat6. A thrombolyticus terapia fent emlitett masik szovédménye a thrombocyta
aktivacid. Ennek kimutatasara jelenleg nem 4all rendelkezésiinkre olyan, a mindennapi

diagnosztikdban is hasznalhatd laboratériumi teszt, amelyet a reokklazio eldrejelzésére
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hasznalhatnank, jollehet az ADP indukalta thrombocyta aggregaciot mar megkisérelték erre a
célra felhaszndlni.

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 harmadandl - akiknek a kollagén/ADP patronnal mért
zarodasi 1d6 a thrombolyticus terapiat megel6zéen normal volt - a thrombolysis soran
szignifikans zarddasi 1id6 megnyulads volt kimutathat6. Mivel az ASA semmilyen hatassal
sincs a kollagén/ADP patronnal mért zarodasi iddre, ezért ennek a thrombolyticus terapia
soran bekovetkezd megnyuldsa a ciklooxigenaz 1uttdl eltéré mechanizmust thrombocyta
funkci6 kéarosodasra utal. Az ASA-ra érzéketlen kollagén/ADP patron segitségével lehetdvé
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 AMl-ban szenvedd betegek thrombolyticus kezelése soran meghatdrozott PFA-100
zarddasi id6k az ASA kezelés hatdsossaganak megallapitasara is alkalmasak. A
thrombolyticus terapiat megelézden végzett kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi ido
meghatarozas az AMI bekovetkezte eldtt a betegnél alkalmazott preventiv céli ASA terapia
hatasossagarol ad felvilagositast. A kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi id6 megnytlas
elmaradasa az ASA hatastalansadgara vagy a beteg nem megfeleld terapias egyiittmikodésére
utal. A thrombolyticus terapias protokoll magaban foglalja az ASA adasat is, ennek
hatasossdga a kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi id6 meghatarozasaval kovethetd.
Bér a fibrinolitikus terapia is okozhat megnyulast, a megnytlas hidnya azonban egyértelmiien
az ASA terapia hatastalansdgara utal. A 26 beteg koziil 7-nél nem volt kollagén/adrenalinos
zarodasi 1dé megnyulas kimutathatod, azaz valamilyen ok miatt e betegek nonreszponderek
voltak. Erdekes megfigyelés, hogy 3 betegnél, akik az AMI kialakulasat megel6zéen ASA
kezelés alatt alltak, az eredetileg megnyult (>300 sec) kollagén/adrenalin patronnal mért
zarddasi id6 2 oraval a thrombolyticus terdpia elinditasa utan szignifikdns csokkenést mutatott.
A PFA-100-as késziiléket a thrombocyta funkcid csokkent miikodésének a kimutatisara
hoztak létre, nem pedig a thrombocyta aktivacié detektilasdra. Ez az oka annak, hogy a
patronokban levd membrant thrombocyta aktivalé anyagok kombinacidival impregnaltak. A
referencia intervallumoknak megfeleld viszonylag rovid zarddasi idé pedig megneheziti az
apertura felgyorsult zarodasanak érzékelését. Mindossze egy, frissen publikdlt kozlemény
szamol be AMI alatt a betegek rovidiilt zarédasi idejérél. Ez in vivo thrombocyta aktivacidra
vagy a thrombocytak aktivald anyagokra bekdvetkezd emelkedett érzékenységére utalhat. Egy

nagymértékben megnyult zarodasi id6 (mint pl. a kollagén/adrenalin patronnal mért zarddasi
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id6 ASA-t szedd reszponder betegekben) rovidiilése az in vivo thrombocyta aktivacio
érzékeny indikatora lehet. Ma mar egyértelmiien elfogadott, hogy a thrombolyticus terapianak,
ugyanugy mint a plazminnak, kettds hatdsa van a thrombocytakra. A vérlemezkék aktualis
valasza fliigg a kezelés iddtartamatdl, az aktudalis plazmin koncentraciotdl és az egyéni
variacioktol. A thrombolysis soran keletkez6 FDP és a PAR1 trombin receptor plazmin altal
torténd degradalasa gatolja a thrombocyta aggregacidt, ami a thrombocyta funkcio defektus
elsddleges oka lehet. A vWF thrombolysis alatt bekdvetkezd degradacidja szintén szerepet
jatszhat, a vVWF receptor (GPIb-IX) proteolizise azonban ugy tlinik, nem vesz részt ebben a
folyamatban. Ugyanakkor a plazmin ¢és a plazminogén aktivatorok a thrombocytak
¢és protein kindz C aktivacidt okozhatjak, s fokozzdk a thrombocytdk valaszat szamos kis
dozist aggregdlo anyagra. A plazmin ugyanott képes hasitani és aktivalni a trombin receptort,
mint maga a trombin, s igy aktivalhatja a thrombocytakat. Tovabba a thrombocyta membran
GPIIb amino termindlis végének limitalt proteolizisével a GPIIb-Illa komplexet aktiv
fibrinogén receptorra transzformalja. Ezen komplex mechanizmusok Osszessége az egyéni
valaszkészség fliggvényében a karosodott thrombocyta funkcid révén vérzéses
szovodményben vagy a fokozott thrombocyta aktivacido kovetkeztében reokkluzidban
manifesztalodhat.

A thrombocyta funkcido thrombolyticus terdpia alatti monitorozasa fontos
informdciokkal szolgdlhat a thrombocytdk aktualis vélaszarol. Eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy a PFA-100 zarodasi id6 mérése megfeleld6 modszer a thrombolyticus
terapia soran bekovetkezd thrombocyta funkcié defektus kimutatdsara. Valoszinii, hogy a
kollagén/ADP patronnal mért megnyult zar6déasi id6 hatterében all6 thrombocyta funkcid
kérosodas vérzéses szovédményekre hajlamosit. Szintén feltételezhetd az is, hogy az AMI
kialakuldsat megel6z6en ASA terdpian levd betegek kollagén/adrenalin patronnal mért
megnyult zarodasi idejének a thrombolyticus terapia soran bekovetkezd rovidiilése in vivo
thrombocyta aktivaciora utal, ami a reokklizié fokozott veszélyét hordozhatja magaban.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy mindkét PFA patron hasznalatdval a thrombolyticus terapia
okozta karosodott thrombocyta funkci6 és az ASA hatdsossaga egyidejiileg vizsgalhato.

Osszegezve, az irodalmi adatok és sajat munkank tapasztalatai arra utalnak, hogy a
PFA-100-as késziilék a kollagén/adrenalin és kollagén/ADP patron egyiittes hasznélataval
alkalmas a velesziiletett és a szerzett thrombocyta funkcios zavarok kimutatasara, akar mint 0j

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

A thrombocyta funkcids zavarok in vivo sziirétesztje a vérzési idé meghatarozas, ami azonban
nem megfeleld érzékenységl, nehezen standardizalhato, kényelmetlen a paciens szamara és
sorozatvizsgalatokra sem alkalmas. Ezen hatranyok kikiiszobolése céljabol hozta forgalomba
a Dade-Behring cég a PFA-100 thrombocyta funkci6 analizatort. A késziilék lelke az egyszer
hasznalatos patron, melynek egyik nyilasaba mérendd a vizsgélathoz hasznalatos citrattal
alvadasgatolt vér. Jol kontrollalt és standardizalt vakuum segitségével a minta egyenletes
aramlassal egy thrombocyta aktivald anyagokkal (kollagén €s adrenalin vagy kollagén és
ADP) atitatott membrannal lezart kis rezervoarba keriil, amelyen egy apertura taladlhat6. Az
araml6 aktivalt thrombocytak kitapadnak az apertura falahoz majd eltomitik a nyilast. A
késziilék ezt az tin. zarddasi id6t méri. Vizsgalataink célja annak kideritése volt, hogy a PFA-
100-as késziilék mennyire hasznalhat6 a velesziiletett thrombocyta funkcids betegségek (VW
betegség, Glanzmann thrombasthenia, HPS) és az ASA altal eldidézett szerzett szekrécios
zavar diagnosztikdjaban, tovabba a thrombolyticus terapia altal eldidézett thrombocyta
funkcids zavar detektalasdban. Vizsgalatainkban 32 vW beteg, 1 Glanzmann thrombastheniés,
5 HPS-4s és 33 AMI-ban szenvedo thrombolyticus és ASA terapiaban részesiilo beteg vett
részt. A vW betegeknél a vérzési id6 szenzitivitasa 48,4 % volt, a kollagén/adrenalinos
patronnal mért zarodasi id6 83,9 %-os, mig a kollagén/ADP-s zarodasi id6 74,2 %-os
szenzitivitast mutatott. A Glanzmann thrombasthenids betegnél egyik patronnal sem
észleltiink zarodast. A vérzési idé mind az 5 HPS-4s betegnél megnyult volt. A
kollagén/adrenalin patronnal mért zarodasi 1d6 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 hatds vizsgalata soran megéllapithato,
hogy a vérzési ido és a kollagén/ADP zarodési idok nem reagalnak az ASA-ra, mig a
kollagén/adrenalin zarodasi idok nagymértékben megnyultak. Az AMI-s betegek harmadanal
kollagén/ADP zar6dési id6 megnyuldst mértiink jelezve a thrombocyta funkcid csékkenését.
A kollagén/adrenalin patron hasznalatdval mindossze a betegek kétharmadanal tapasztaltunk
adekvat valaszt az ASA kezelésre. Harom betegnél, akik az AMI-t megel6zden preventiv célu
ASA terapiaban részesiiltek, a kiindulaskor kollagén/adrenalinos patronnal mért megnyult
zarddasi id6 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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