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ROVIDITESEK JEGYZEKE:

AA: arachidonsav

AC: adenil-ciklaz

acCOX-1: acetildlt ciklooxigenaz 1

ADP: adenozil-difoszfat

AMI: akut miokardialis infarktus

ASA: acetilszalicilsav

ATP: adenozil-trifoszfat

ARU: Aspirin reaktivitasi egység

BMI: Body Mass Index,testtomeg index

Ca: kalcium

Ca?*kalcium ion

CAD: koronaria betegség (coronary artery disease)

cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

cGMP: ciklikus guanozin monofoszfat

CLSI: Clinical Laboratory Standard Institute

COX-1: ciklooxigenaz-1

COX-2: ciklooxigenaz-2



CRP: C reaktiv protein

CYP: citokrém P rendszer

DAG: diacil glicerol

GFR: glomeruldaris filtracios rata

GPlIb/Illa: glikoprotein IIb/Illa

HDL-C: HDL-koleszterin

IP3: inozitol trifoszfat

LDL-C: LDL-koleszterin

MLCK-P: miozin kénny( lanc kinaz

nacCOX-1: nem acetilalt ciklooxigenaz-1

PDP: trombocita szegény plazma

PGE1: prosztaglandin E1

PGI2. prosztaciklin

P13K: foszfatidil inozitol trifoszfat kinaz

PIP2: foszfatidil inozitol difoszfat

PKB/Akt=szerin treonin protein kindaz,

PKC: protein kinaz C

PLA2: foszfolipaz A2

PLCB: foszfolipaz C



PPI: proton pumpa gatld

PRI: trombocita reaktivitasi index

PRP: trombocita dus plazma

PRU: trombocita reaktivitasi egység

P2X1: P2X1receptor

P2Y1: P2Y1 ADP receptor

P2Y12: P2Y12 ADP receptor

Rap1lb: Raplb fehérje

TIA: tranzitorikus iszkémias attack

TXA2: tromboxan A2

TXB2: tromboxan B2

VASP: vazodilatator stimuldlta foszfoprotein

VASP-P: vazodilatator stimulalta foszfoprotein foszforilacié

VN: Verify Now



1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES:

1.1. Az Aspirin torténete

Az Aspirin a legszélesebb korben hasznalt egyik legrégebbi gydgyszeriink. Az Aspirin
torténetét egy kitlind kozleményben Desborough és Keeling foglaltak 6ssze (1). A
szalicilsavat tartalmaz¢ fiizfakéreg haszndlata, mint tradicionalis gydgyszeré, tobb mint
3500 éves multra tekint vissza, hiszen a fiizfakivonat analgetikus és lazcsillapité hatasa
szerként tortén6 hasznalatarol az i.e. 1500-ra datalhato antik dokumentumokban, az Ebers
Papyrusban is tesznek emlitést. Hyppocrates 2000 évvel ezelott fajdalomesillapitoként
hasznalta a fiizfabarka kivonatat, azonban a XVIII. szazadig nem volt ismert, hogy mi az
aktiv vegylilet (2) (1. abra). Az aktiv vegyiiletet 1828-ban Felix Buchner izolalta, amit
Salicin-nek nevezett el, kés6bb a technikat Leroux 1829-ban tovabb finomitotta, majd 1838-
ban Piria tiszta formaban nyerte ki a szalicilsavat. Az acetilszalicilsavat (ASA) acetil klorid
¢s Na szalicilat 0Osszekapcsolasaval 1853-ban eldszor Charles Frederic Gerhardt
szintetizalta. Az Aspirin néven gyogyszerként is alkalmazhato ASA-t 1897-ben a Bayer cég
laboratoriumaban Felix Hoffman, Arthur Eichengriin és Heinrich Dresser allitottak el6. (3).
Kezdetben ,,csodaszerként” szdmon tartva minden problémdra alkalmaztdk, majd

gyulladascsokkentd és fajdalomcesillapitd hatasa a XX. szdzad folyaman valt ismertté.

1. dbra: Az acetilszalicilsav szerkezeti képlete



1971-ben a késSbb Nobel dijat kapott Sir John Vane fedezte fel az Aspirin trombocita gatlo
tulajdonsagat, mely hatterében a ciklooxigendz-1 (COX-1) enzim blokkoldsan keresztil a

trombocitak tromboxan A2 (TXA2) szintézist gatld hatasa all (3) (2. abra).

PGI2 szintetaz PGI2

. {]
PLAD %1 (érendotél) /

Foszfolipid —p Arachidonsav ——p Ciklikus endoperoxidok
TXA2-szintetk‘

(trombocitak)

TXA2

2. dbra: Aspirin COX-1 enzimre kifejtett hatasanak mechanizmusa (PLA2=foszfolipaz A2,

PGI2=prosztaciklin)

1.2. Az Aspirin hatasa

Az Aspirin f6 farmakoldgiai hatdsa a COX-1 enzim Ser529 oldalldancdnak kovalens kotéssel
torténd acetildldsa, ami az aktiv helyhez vezetd lreg oldalfaldban akadalyozza az arachidonsav
(AA) bekotédését (4-6). Trombocita agonistak hatasara intracellularisan Ca?* szabadul fel, ami
foszfolipdz, mindenekel6tt foszfolipaz A, (PLA;) aktivaciot eredményez. A membran
foszfolipidekbdl PLA; hatdsara felszabaduld AA-bdl a COX-1 hatdsara ciklikus endoperoxidok,
prosztaglandin G, és H, keletkeznek. A tovabbiakban tromboxanA2 szintetdz hatasara a
prosztaglandin H;-bél TXA; keletkezik, mely igen erés trombocita aktivaciés hatassal bir. A

COX-1 konstitutiv enzim, a szovetekben folyamatosan expresszalddik (4), és a keletkezett



prosztaglandin H2-bél prosztaglandin szintetdz vagy prosztaciklin szintetdz hatasara mas aktiv
metabolitok képzédnek, melyek szamos fizioldgiai folyamatban szerepet jatszanak. Az enzim
masik izoenzime, a ciklooxigendz-2 (COX-2) indukalhaté enzim, mely patolégids folyamatok
esetén (pl. gyulladasos folyamatok) expresszalédik, a fajdalom és 1az kialakitasdban szerepet
jatszd prosztaglandin tipusok képzddését elGsegitve (7). A COX izoenzimek aminosav
szekvencidja kb. 60%-ban megegyezik (4), ugyanakkor az Aspirin affinitdsa a COX-1 irant sokkal
erésebb, a COX-2 Ser516 oldallancanak hasonlé mértékd acetilaciéjahoz 10-100x-s ASA
koncentracid sziikséges. Ez a magyarazata annak, hogy 75-100 mg Aspirin csaknem teljesen
gatolja a trombocitdkban a COX-1 enzimet, mig a COX-2 gatldshoz, azaz |3dz-és
fajdalomcsillapitd hatasahoz lényegesen nagyobb dézisok sziikségesek. Ennek valdszinl oka
az, hogy a COX-2 nagyobb katalitikus Gregében a Ser516 és az ASA relativ orientacidja kevésbé
segiti el az acetilaciot (6,8). Az Aspirin félélet ideje a szervezetben minddssze 15-20 perc, de
a trombocitakra kifejtett hatdsa azok egész élettartama alatt, azaz 7-10 napon at tart (2).
Ennek magyardzata, hogy a trombocitdk nem rendelkeznek DNS genommal, csak
megakariocita eredetli mRNS-el és a fehérje szintézishez sziikséges transzlacids apparatussal,
ami csak limitalt mértékd fehérje szintézist tesz lehetévé, ezért nem képes Ujraszintetizalni az

ASA altal irreverzibilisen (kovalensen) madositott COX-1-t (9).

Az ASA gyorsan felszivodik a gyomor és a vékonybél fels6 szakaszanak nydlkahartyajan
keresztlil. A bevonatmentes Aspirin a plazmaban mar 20 perccel a bevételt kdvetéen
detektdlhatd, csucskoncentracidjat pedig 30-40 perc mulva éri el, mig az enteroszolvens
bevonatos készitmények esetében a csucskoncentracid 3-4 draval a bevételt kévetben
varhaté (10,11). A hagyomanyos Aspirin szisztémas bioldgiai hozzaférhet6sége korilbelll 40-
50%-0s, melytél fuggetlen a COX-1 gatlas hatasfoka, ugyanis az ASA mar a portalis keringésben

taldlkozik a vérlemezkékkel, ahol a trombocitdk a szisztémas keringésre jellemzé
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koncentraciénal lényegesen magasabb gydgyszerszintnek vannak kitéve (11). A trombocita
TXA; képzés és a trombocita aggregacio gatlas szempontjabdl, az enteroszolvens bevonatos,
illetve a hagyomdnyos készitmények hatékonysdgaban krénikus Aspirin terdpia esetén nincs

kilénbség (12).

1.3. Az Aspirin kardiovaszkularis hatasa és jelentdsége

A szer kardioprotektiv hatdsa a mult szazad kdzepén keriilt el6szor leirdsra. Ett6l a
felismeréstél kezdve a kis ddézisu ASA-t eredményesen hasznaltdk az akut aterotrombotikus
események, mint a miokardidlis infarktus és aterotrombotikus iszkémids stroke
megelG6zésében (13-17). A vaszkularis haldlozast és a nem fatalis miokardidlis infarktust 15-
30%-al csokkenti (5,13-15). A nagy betegszammal végzett klinikai tanulmanyok eredményei
alapjan az alacsony dézisu (75-100 mg/nap) Aspirin terdpia a ,,Gold standard” a kardio-és
cerebrovascularis események szekunder prevencidjaban. A gyulladascsokkentd, antipiretikus
és fajdalom csokkent6 hatds eléréséhez ennél |ényegesen magasabb ddzisra (500 mg) van

szlikség.

1.4. Az Aspirin rezisztencia fogalma

A kardiovaszkuldris betegek egy részében azonban az alacsony dézisu Aspirin terapia
nem védi ki az (ismételt) akut aterotrombotikus eseményeket, mely észrevétel vezetett az
Aspirin rezisztencia fogalmanak bevezetéséhez. Az Aspirin rezisztencia azonban nem egységes
fogalom, nem létezik ra pontos, egységes definicio, valdszinl ez is a magyarazata annak, hogy

bar korabbiakban szdmos tanulmanyban kiilonb6z6 mddszerekkel vizsgaltdk az Aspirin



rezisztencia el6forduldsdnak gyakorisagat, a kapott eredmények széles tartomanyban, 5-66%-

ig sz6rtak(18-20).

Az ,Aspirin rezisztencia" fogalmat négyféleképpen is meghatdrozhatjuk:

1.) Kémiai (valds) Aspirin rezisztencia: a trombocitakban Iévé COX-1 enzim 529-es szerin-je
nem acetildlhatd Aspirinnel (21,22).

2.) Laboratdériumi ,Aspirin rezisztencia”: az Aspirinre adott csokkent vélasz egy adott
laboratdriumi teszttel mérve (21,22).

3.) Bizonyos fokozott trombocita turnovert eredményezé allapotokban a fiatal és még nem
acetilalt trombocitdak képz6désének és keringésbe vald felszabaduldasanak folyamata
felgyorsul, és ezekben az Ujonnan képz6dott és keringésbe keriilt trombocitdkban a TXA2
képz6dés nem gatolt (23-25). Ezekben az esetekben nem beszélhetiink Aspirin rezisztenciaral,
hiszen az Aspirin kifejti hatasat és napi kétszeri Aspirin bevételével a probléma elvileg
kikliszobolhet6 (26).

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

egy bekovetkezett akut vaszkuldris eseménytdl (21,22).

1.5. Az Aspirin rezisztencia ,,probléma”

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

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



elkllonitették az acetildlt- és nem acetilalt enzimet a trombocita lizatumban. Ez az elsé olyan
madszer, mely kézvetlen médon detektalja a COX-1 Ser529 acetildciojat és alkalmas a valddi
(kémiai) Aspirin rezisztencia megallapitasara (21).

A direkt mddszer mellett kifejlesztettiink egy madsik mddszert, mely AA indukciét
kovet6en a trombocitdk altal képzett TXA2 inaktiv, stabil metabolitjanak, a tromboxan B2-nek
(TXB2) a mennyiségét méri trombocita dus plazmdaban (platelet rich plasma; PRP). Ez a
madszer a trombocitdk TXB2 képz6 kapacitasat hatdrozza meg és kozvetetten jelzi a COX-1
Aspirin 3ltal el6idézett gatlasat, azaz indirekt médon méri a COX-1 acetilacié trombocita
aktivacidéra kifejtett gatld hatasat. E két mddszer az Aspirin hatds mérésére referencia
madszernek tekinthetd (21). A laboratériumi diagnosztikaban a referencia mddszer altaldban
olyan relative bonyolult eljaras, amely nagy biztonsaggal ad valaszt egy adott kérdés
eldontésére. A referencia modszer bonyolultsaga, nehézkessége miatt altaldban nem
alkalmazhaté a rutin laboratériumi diagnosztikaban, azonban kivaléan alkalmas a rutin
diagnosztikai moddszerek evaludldsara, megbizhatdsaguk tesztelésére. Az (), altalunk
kidolgozott referencia mddszerekkel kapott eredmények azt bizonyitottak, hogy 108, egy
hétig Aspirin szedd egészséges dnkéntes esetében a COX-1 teljes mértékben acetildlédott,
azaz egészséges egyének kozott a kémiai ("valds") Aspirin rezisztencia, ha egyaltalan létezik,
extrém ritkasagnak szamit (22). Ez azonban nem jelenti feltétlenil azt, hogy ezek az
eredmények akut aterotrombotikus komplikaciot elszenvedett betegekre, pl. koszoruér

betegekre is altalanosithatok.

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

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

Aspirin Assay) ad valds eredményeket.

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

hatékonyabbnak bizonyult a napi 1x 100 vagy akar 1x200 mg ddzisnal (27,28).

Ad 4/ A trombocita aktivacio egy komplex folyamat, melynek csak egy
részmechanizmusa a TXA2 képz6dés. A nagy doézisu kollagén vagy a trombin altal indukalt
trombocita aktivaciét az Aspirin nem gatolja. Utébbi mechanizmusok |ényeges szerepet
jatszanak az aterotrombotikus betegségek akut komplikdcidinak a kialakuldasaban, ezért az
Aspirin 100%-os hatékonysaga elvileg sem képzelhet6 el, amit a klinikai hatékonysag
vizsgalatok is vildgosan mutatnak. Az Aspirin profilaxis alatt bekovetkezé akut eseményeket
tehdt nem szabadna Aspirin rezisztencidnak tulajdonitani, az ilyen esetekre klinikai

hatdstalansag a korrekt megnevezés.

Az egészséges Onkénteseken a kapott eredmények kilénbdzhetnek a koronaria
betegek (CAD) esetében észleltektdl, hiszen e betegcsoportban szdmos tényezé mddosithatja

az Aspirin hatdsat. Ahogy kordbban emlitésre kerilt, a fokozott trombocita turnover, a COX-2

10



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

esetén elvileg hozzdjarulhatnak a csdkkent Aspirin hatashoz (24,28-31)

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

1.6. A clopidogrel és hatasa

Az antitrombocita kezelés masik sarokkdve Magyarorszdgon az Aspirin mellett a
clopidogrel. A clopidogrel a tienopiridinek kozé tartozé vegyllet, ami irreverzibilisen gatolja a
trombocitak adenozil-difoszfat (ADP) P2Y12 receptorat. A trombocitadk felszinén két ADP
receptort kilonboztetiink meg. A P2Y1 és a P2Y12 kilonboz6 intracellularis G proteinekhez
kapcsolédnak, melyek eltéré tovabbi reakciokat medialnak. Az ADP a P2Y12 receptoron
keresztiil a Gi2 proteinhez kapcsoldédva akadalyozva a ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP)
termel6dését és a foszfatidil inozitol trifosztat kinaz (PI3K) uUtvonalat. A Gq proteinhez
kapcsolédd P2Y1 receptoron keresztiil pedig a foszfolipdz C (PLCB) utvonalat aktivalja (3.

abra)(32).
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clopidogrel

ADP receptorok
ATP ADP ADP \/ PGI2
} 1

| [ GPIlib/llla aktivacio ] I

2 < thrombocyta aggregacio
thrombocyta alakvaltozas Y gagreg irreverizibilis aggregacio
és az aggregacio beinditasa

3.abra: ADP receptorok tipusai (mddositva Gachet C, Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2006;46:277-300. utan
(32), ATP=adenozin-trifoszfat, P2X;=P2X; receptor, ADP=adenozin-difoszfat, P2Y;=P2Y; tipusi ADP receptor,
P2Y1,=P2Y;, tipusu ADP receptor, PGI2=prosztaciklin, IP=inozitol-trifoszfat, Gs=Gs fehérje, Gi=Gi fehérje, Gg=Gq
fehérje, AC=adenil-ciklaz, cAMP=ciklikus adenozin monofoszfat, PLC=foszfolipdz C, Ca?'=kalcium ion,
GPIIb/llla=glikoprotein IIb/llla

A clopidogrel masodik generacids készitmény, un. prodrug, mely tobb |épcsén
keresztil a madjban alakul &t aktiv metabolittd (4. abra) (33). Végeredményben a
clopidogrelnek csak mintegy 15%-a jelenik meg aktiv formaban a keringésben. Az aktiv
metabolit szabad SH csoportot tartalmaz és diszulfid hidon keresztiil kovalensen kotédik a
P2Y12 receptorhoz, ezzel gatolja az ADP receptorhoz valé kotédését és az ezaltal indukalt
trombocita aktivaciét. A clopidogrel monoterdpidban, illetve Aspirinnel kombinalva széles
korben hasznalt vegyiilet a visszatérd aterotrombotikus iszkémias események megel6zésében
(34). Az antitrombocita hatas azonban a a clopidogrel vonatkozasaban az esetek 10-50%-aban
nem alakul ki, melynek hatterében elsésorban a valtozé mértékl aktiv metabolit képz&dés
allhat, pl. a metabolizmusban résztvevé CYP izoenzimek genetikai polimorfizmusanak

kovetkeztében (35-37).
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GPlIb/1lla Graualuinok 85% inaktiv metabolit
receptor aktivacio l 2 (észterazok)

[ Trombocita aggregacio kezdete I

L)
L) ——
() P—
. PGE,
won —

GPIIb/Ha recepmnktiva'cid is "-"\\ Extr dactdr

4.4bra: A clopidogrel prodrug atalakuldsa aktiv vegylletté és az ADP receptorok aktivacio
mechanizmusa (mddositva Angiolillo et Ferreiro, Rev Esp Cardiol. 2010;63:60-76 utan (33), ATP=adenozin-
trifoszfat, P2X,;=P2X; receptor, ADP=adenozin-difoszfat, P2Y;=P2Y; tipusu ADP receptor, P2Y1,=P2Y1, tipusu ADP
receptor, IP3=inozitol-trifoszfat, DAG=diacil glicerol, PKC=protein kindz C, MLCK-P=miozin kdnnyd lanc kinaz,
PIP,=foszfatidil inozitol difoszfat, PLCR=foszfolipaz C, G1,=G1, fehérje, Gi=Gi fehérje, Gq=Gq fehérje, AC=adenil-
cikldz, cAMP=ciklikus adenozin monofoszfat, PLC=foszfolipdz C, Ca%*=kalcium ion, Ca=kalcium,
GPIIb/llla=glikoprotein llb/llla, PI3K=foszfatidil inozitol trifoszfat kindz, PKB/Akt=szerin treonin protein kinaz,
Raplb=Raplb fehérje, VASP=vazodilatator stimulalta foszfoprotein, VASP-P= vazodilatator stimulalta

foszfoprotein foszforilacio, CYP=citokrom P rendszer, PGE1: prosztaglandin E1

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

kifejlesztéséhez (38,39).
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1.7. A clopidogrel rezisztencia

A clopidogrel esetében is probléma, hogy nem tisztdzott melyik az a laboratériumi
madszer, ami igazolja a rezisztenciat. Az elérhet6 nagy szamu laboratériumi modszer kozil a
legszélesebb korben elterjedt és egyben ,gold-standard”-ként hasznalt ADP indukalta
aggregdcio vizsgalat (36,40,41). A mddszer hatranya azonban, hogy nem P2Y12 receptor
specifikus, ezért nem optimalis modszer a clopidogrel hatds monitorozadsara (40-43). A
modositott prosztaglandin E 1 (pge1) jelenlétében ADP indukalta aggregacio vizsgalata ezt a
problémat kikliszoboli. A P2Y12 receptor specifikus egyéb modszerek, a vazodilatator
stimulalta foszfoprotein (VASP) foszforilacid aramlasi citometrias mérése és a Verify Now (VN)
Assay koltségesek és eszkozigényesek (42). A VASP egy a trombocitdkban nagy mennyiségben
jelen lév6é aktin és profilin kot6 fehérje, mely lényeges szerepet jatszik ezen sejtek
szekrécidjanak és adhézidjanak negativ regulaciéjaban (44). A VASP fontos szubsztratja a
CcAMP és ciklikus guanozin monofoszfat (cGMP) regulalta protein kinazoknak, melyek a VASP
Ser157, Ser239 and Thr278 amindsavak oldallancait foszforildljak (44). Normal kérilmények
kozott a VASP nem foszforildlt, a PGE1 a cAMP képzddését fokozva a cAMP fligg6 kindzt
aktivalva foszforildlja a VASP-t, amit az ADP a P2Y12 receptor medidlta Utvonalon gatol (4.
abra) (33). PGE1 és/vagy ADP jelenlétében a VASP foszforilacié mértéke a P2Y12 aktivitassal

korreldl (45), amit a trombocita reaktivitasi indexszel fejeznek ki (platelet reactivity index, PRI).

A Verify Now P2Y12 Assay egy teljes vért felhaszndld ,point of care” teszt, mely a
trombocitak és fibrinogénnel fedett gyongydk ADP indukalt egylittes agglutinacidéjat mérik. Az
agglutinacid fokozott fényateresztést eredményez, az eredményt trombocita reaktivitasi

egységben Platelet Reaction Unit-ben (PRU) fejezziik ki (42).
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Az Aspirin és a clopidogrel hatdsdnak mas a tamadaspontja, ugyanakkor az atfedések
a blokkolt intracelluldaris mechanizmusokban arra engednek kovetkeztetni, hogy az
egyidejlleg szedett Aspirin befolydsolhatja a clopidogrel hatast mérG tesztek eredményét,

valamint ugyanez forditva is feltételezhet6.
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2. CELKITUZESEK:

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

2. Tekintettel arra, hogy az Aspirint és a clopidogrelt az esetek egy részében kombinalt
terdpia formadjaban alkalmazzak, célunk volt annak a clopidogrel hatdst vizsgald
madszernek, vagy mddszereknek az azonositasa, melyet befolydsol az Aspirin hatasa,
illetve annak vizsgalata, hogy a clopidogrel hatasa mennyire befolyasolja az Aspirin

hatast vizsgalé mddszerek eredményeit.
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3. ANYAG ES MODSZER:

3.1. Vizsgalt populacio, bevalasztasi és kizarasi kritériumok:

3.1. a. Az Aspirin hatds vizsgdlataba bevont koronaria betegek és egészséges kontrollok.
Aspirin hatasat érints vizsgdlatunkba a Debreceni Egyetem, Kardioldgia Intézet, kardioldgiai
szakrendelésén megjelent koronaria intervencidn, illetve koszorusér bypass m(itéten atesett
betegetek vontunk be, akik legalabb 1 hdnapja napi 100 mg ASA monoterapidban részesiltek.
Kizarasi kritériumok kozott szerepelt az akut miokardialis infarktus (AMI), vagy egyéb akut
koronaria szindréma, malignus megbetegedések, a vizsgalatot megel6z6 3 hénapban lezajlott
fert6zés, hipertireosis, autoimmun betegség, illetve kronikus veseelégtelenség. Tovabbi
kizadrasi kritériumok voltak: Aspirinen kiviili egyéb trombocita gatld szerek szedése a
vizsgdalatba torténd bevonas el6tti 2 hetes periddusban, ismert vérzéses megbetegedés,
anaemia (hemoglobin <100 g/L), trombocitopenia (trombocita szdam <100 G/L). Osszesen 144
beteget vontunk be a vizsgalatba, 1,5 éves idGperidodus alatt. A Brown altal leirt Jeffrey
modszert alkalmaztuk a vizsgalt minta elemszam meghatdrozasahoz (46). Koronaria betegek
kozul senki nem kerilt kizdrasra, az Aspirin hatdst nem mutatéd néhany beteg esetében
ismételt vizsgalatot végeztiink (lasd késébb). A vizsgdlt betegek adatait az 1. tablazat

tartalmazza. Korabbi publikaciénkban mar ismertettiik a kontroll csoport jellemzéit (21).
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1. tdblazat: Aspirin hatas vizsgalataba bevont koronaria betegek adatai

Kor (évek)

Férfiak ardnya

BMI (kg/m?)

Jelenleg dohanyzik
Valaha dohanyzott
Diabetes mellitus
Triglycerid (mmol/L)

Ossz koleszterin (mmol/L)
HDL-C (mmol/L)

LDL-C (mmol/L)
Trombocita szam (G/L)
Fibrinogén (g/L)

CRP (mg/L)

Szérum kreatinin (umol/L)

GFR (mL/min /1,73 m?)

64 10 (42-85)
67%
30 (26-33; 17-51)
10%
61%
24%
1,54 (1,1-2,1; 0,6-6,5)
4,6 (3,8-5,4; 2,2-8,8)
1,2 (1,1-1,5; 0,7-2,5)
2,5 (2,0-3,3; 1,0-6,1)
237 + 58 (100-432)
3,7 (3,3-4,2; 2,0-7,1)
2,1(0,9-4,3; 0,5-20,5)
79 (68-90; 49-179)

86 (70-91; 23-91)

A normal eloszldst mutaté paraméterek esetében az atlag + SD-t adtuk meg és zardjelben a szélsé értékeket
tlntettik fel. Nem normal eloszlds esetében a median értékeket adtuk meg, zardjelben pedig az interquartilis
tartomanyt és a szélsé értékeket tiintettik fel. BMI = testtomeg index; HDL-C = HDL koleszterin; LDL-C = LDL

koleszterin; CRP = C reaktiv protein ; GFR = glomerularis filtracios rata.

A kontroll csoportba egészséges, 18 éves életkort betoltott egészséges dnkénteseket

valasztottunk be, akik k6zott rokoni kapcsolat nem allt fenn. Egészségi allapotukat fizikalis
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vizsgdlattal és kérdGives felméréssel ellenériztiik. Az aldbbi kizardsi kritériumokat alkalmaztuk:
krénikus betegségek, ismert vérlemezke defektusok és a megel6z6 két hétben barmilyen
gybgyszeres terdpia alkalmazasa (az ordlis antikoncipiensek kivételével). A 121 toborzott
onkéntesbdl a kizarasok utdn 108 egészséges onkéntesbdl allé csoporton értékeltik az

eredményeket.

3.1. b. Az Aspirin és a clopidogrel monoterdpian lév6 betegek kivalasztasa

A betegbevalasztas soran célunk volt olyan effektiv clopidogrel terdpian Iévé betegek
kivalasztdsa, akiknél a clopidogrel hatasos. Eredetileg 101 beteg keriilt bevalogatasra, akik
nem kardiogén iszkémias cerebrovaszkuldris betegségen estek at, és legalabb 1 hénapja napi
75 mg clopidogrel terapiaban részesiiltek (clopidogrel csoport). 48 beteget kizartunk a
csoportbdl, mert esetiikben a vizsgalt P2Y12 receptor specifikus mddszerrel nem lehetett
clopidogrel hatast igazolni. A P2Y12 receptor specifikus tesztekkel clopidogrel hatast mutato
betegek mintdit az Aspirin hatds kovetésére hasznalt mddszerekkel vizsgdltuk. A vizsgdlat
masik agan 55 koszoruérbeteget valasztottunk be, akik legalabb egy hénapja napi 100 mg
Aspirin monoterdpian voltak (Aspirin csoport). 52 beteg esetében a COX-1 specifikus
tesztekkel Aspirin hatdsossagot mutattunk ki (AA altal indukalt aggregacid, ATP szekrécié, VN
Aspirin assay és TXB2 képz6dés teljes blokkolasa). Ezen betegek mintait a clopidogrel hatast
kovetd hagyomanyos mddszerekkel vizsgdaltuk. 3 beteg keriilt kizardsra non-compliance miatt.
Osszehasonlitasképp 140 egészséges dnkéntest valogatunk be a vizsgalatba, akik semmilyen
trombocita funkciét befolyasold szert nem szedtek (kontroll csoport), az 6 mintaikat
valamennyi a betegcsoportok esetében alkalmazott mdodszerrel vizsgaltuk. A 3 csoport adatait

a 2. tablazat tartalmazza.
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A vizsgdlatba bevont valamennyi egyén esetében a kizarasi kritériumok a kévetkezdk
voltak: nonszteroid gyulladascsokkentd kezelés, kronikus majbetegség, anaemia (hemoglobin
<80 g/L), trombocitopenia (trombocita szam <150 G/L), trombocitdzis (trombocita szam >500
G/L), trombocita funkcié zavar, vérzéses diatézis, akut fert6zés/antibiotikum kezelés, a
bevalasztdst megel6z6 1 hdénapos id6tartamban nagyobb sebészeti beavatkozds, illetve

iszkémids esemény.
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2. tdblazat: Az Aspirin és clopidogrel monoterapidban részesiilé betegcsoportok és a

kontroll csoport adatai

Clopidogrel Aspirin Kontroll p-érték p-érték
csoport csoport csoport (clopidogrel  (Aspirin vs.
vs. kontroll) kontroll)

betegszam 53 52 140 - -
férfi nem 26 (49,0%) 39(75,0%) 68 (48,5%) 0,95 0,06
Kor (évek) 61,0+13,3  62,3+10,2  43,7+18 <0,001 <0,001
BMI (kg/m?) 26,15+50  30,07+54  24,03+3,8 0,015 <0,001
Diabetes mellitus 4(7,5%) 17 (32,7%) - - -
Hypertonia 44 (83,0%) 47 (90,3%) 10 (7,1%) <0,001 <0,001
Dyslipidemia 38(71,7%)  20(38,4%) 2(1,4%) <0,001 <0,001
Dohanyzik 12 (22,6%) 10(19,2%) 34 (24,2%) 0,85 0,56
Korabbi AMI 12 (22,6%) 46 (88,4%) - - -
stroke/TIA 53 (100%) - - - -
PPI-t szed6k 5 (9,4%) 4(7,7%) - - -
Statint szed6k 22 (41,5%) 38(73,1%) - - -

A normal eloszlast mutatd paraméterek esetében (Kor és BMI) az atlag + SD-t adtuk meg és zardjelben a szélsé

értékeket tlntettik fel, a statisztikai analizishez a Student’s tesztet hasznaltuk. A kategdrikus valtozokat

gyakorisagi szamokkal és a teljes kategdria szazalékaval jellemeztiik, a csoportok Gsszehasonlitasanal, ahol ez
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indokolt volt, a x? vagy a Fisher exakt tesztet haszndltuk. BMI=test témeg index; AMI=akut miokardialis infarktus;

TIA: tranzitérikus iszkémias attak; PPl=proton pumpa gatlé.

A kutatds a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsagdnak jévahagydsdval tortént. A vizsgdlat teljes mértékben
megfelel a Helsinki Deklaracio Etikai elveinek, minden onkéntes résztvevd irdsos és szdbeli

tdjékoztatast kdvetGen irdsos beleegyezését adta a vizsgalatban vald részvételhez.

3.2. Mintagydijtési protokoll:

A vérvétel éhgyomorra tortént a konyokhajlati vénabdl 0,109 M-os trindtrium-citrat
tartalmu cs6be (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Az alvadasgatolt vérmintat a VN
Aspirin Assay-hez (Accumetrics, San Diego, CA) és a VASP aramldsos citometrids analiziséhez
(Biocytex, Marseille, France) hasznaltuk fel. PRP-t 120 g-n, 37°C-on, 15 perc centrifugaldssal
nyertiink. Trombocita szegény plazmat (platelet depleted plasma; PDP) két egymdst kovetd

centrifugalas segitségével allitottunk el6 (mindkett6 1500 g, 25°C, 20 perc).

3.3. Aspirin hatas vizsgalatara hasznalt modszerek:

Kordbbi vizsgdlataink soran uj, direkt és indirekt technikakat dolgoztunk ki a COX-1
Aspirin dltal tortént acetilacidjanak detektaldsara (21). A direkt médszer a human COX-1 525-
533 reziduumok aminosav szekvenciajanak megfelel6 nem acetildlt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-Ser-
Leu-Lys-Gly-Leu-OH) és acetildlt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-Ser(Ac)-Leu-Lys-Gly-Leu-OH) nonapeptid
ellenes antitestek haszndlatan alapul. A tisztitott antitestek segitségével Western blotting

technikdval a trombocita lizatumban kénnyen elkiilonithetd az acetilalt és nem acetilalt COX-
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Az indirekt technika (21) a 0.25 mg/ml AA indukalta TXB2 képzddést méri PRP mintak
PDP-vel térténd higitdsat kovetéen, mellyel a trombocita szdmot 30 x 10°/L-re éllitottuk be.
37°C-on torténd 5 perces inkubaciét kovetben a reakciét 250 ul aktivalt higitott PRP-hez adott
12,5 puL 2 M HCl-lel allitottuk le. A mintdt 15 percig 4°C-on h(tottik, majd 12000 g-n
centrifugaltuk (4°C, 10 perc). A keletkezett TXB,-t az AA-tdl és egyéb interferalé anyagoktdl
szekvencidlis szildrd fazisu extrakciéos modszerrel valasztottuk el (21). A TXB, koncentraciét
kompetitivimunoassay-vel (Assay Designs, Ann Arbor, MI, USA) hataroztuk meg. A mintdkban
taldlhaté TXB,-koncentraciok meghatarozasara a mért optikai denzitdst hasznaltuk. A
kotédést jelz6 sarga szin intenzitasa forditottan aranyos a mintakban, ill. a standardokban
taldlhatd TXB,-koncentracidkkal. A trombocitak éltal képzett TXB>-t pg TXB,/10° trombocita
egységben fejeztiik ki.

Mivel a mindennapi gyakorlatban az Aspirin hatas mérésére hasznalt, rutin
laboratdriumi maddszerek koziil az AA indukalta trombocita aggregacio és ATP szekrécid,
valamint a VN Aspirin Assay bizonyult megbizhaténak (22), ezért ezeket a mddszereket is
alkalmaztuk korondria betegek esetében a szekunder prevencioként szedett Aspirin hatasanak
kovetésére. A VN Aspirin Assay-t a gyartd elGirdsai szerint alkalmaztuk. Ez az agy mellett is
haszndlhato (point of care) trombocita funkcids teszt citrattal alvadasgatolt vérmintat hasznal.
A teszt alkalmazasa soran a vérben lévé trombocitdk AA agonista hatasara aktivalédnak. A
képz6dott TXA, hatasara elinduld biokémiai jeldtvivé utvonalak végil a trombocita
membranban Iévé glikopreotein Ilb/llla (GPllb/1lla) komplexszet fibrinogént koté receptorra
alakitjak. Az aktivalt trombocitak az egyszer hasznalatos patronok kever6kamrajaban talalhaté
fibrinogénnel fedett gyongyokhoz kotédnek és agglutinaljak azokat. A létrejott agglutinacid
fokozott fényateresztést (transzmissziét) eredményez. Amennyiben az Aspirin gatolja a TXA;

képz6dést nem alakul ki trombocita aktivacio és a fény transzmisszié sem novekszik. Az
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eredményeket Aspirin reaktivitasi egység-ben (ARU) fejezziik ki, a gyartoi elSirds szerint az 550
ARU cut-off érték alatti értékek mutatnak megfelel§ Aspirin hatast.

A trombocita aggregaciot és szekréciét trombocita dus plazmaban 500 pg/ml AA
(Helena, Gateshead, UK) hozzaadasdaval indukaltuk, a reakciéd monitorozasa 8 percen keresztil
Chrono-Log 700 lumiaggregometer-rel (Chrono-Log, Havertown, PA) tortént. A vizsgalatot
megel8z8en a trombocita szdmot 260 x 10°/L-re allitottuk be. A fény transzmisszid valtozast a
maximalis transzmisszid szdzalékaban fejeztiik ki. Az ATP szekréci6 meghatarozasa
biolumineszcens madszerrel luciferin-luciferdz reagens (Biothema AB, Handen, Sweden)
segitségével tortént. A maximdlis ATP szekréciét umol ATP/10'! trombocita egységben

fejeztiik ki.

3.4. COX-1 és COX-2 mRNS mérése

COX-1 és COX-2 mRNS expressziot 56 random modon szelektalt koronaria beteg
trombocitajabol hatdroztunk meg. Az RNS-t leukocita mentesitett trombocitakbdl Zsori és
munkatarsai altal leirt modszer szerint izolaltuk (47). Az RNS intakt voltat a GAPDH 3’:5’ jel
arany meghatarozasaval bizonyitottuk (48). A fehérvérsejtekbél ered6 RNS kontaminaciot
CD15 és HLA-DQPB mRNS meghatarozassal zartuk ki (49). A reverz transzkripciot First Strand
cDNA Synthesis Kittel (Roche, Mannheim, Germany)) végeztik. A reakcié elegyet 42 °C-on 60
percig, majd 94 °C-on 5 percig inkubaltuk. A templat és reverz transzkriptdz nélkili kontrollok
negativ eredményt adtak. A kontaminald DNS jelenlétét olvadasi gorbe analizissel is kizartuk.
Az RT-gPCR reakcidt Roche Light Cycler 480 készliléken SYBR Green | Master felhasznalasaval
végeztik. Minden esetben parhuzamos reakcidkat inditottunk. A PCR-ek 20 uL végtérfogatban
torténtek, mely 10 uL 2X-es koncentraciéju Master Mix-et 5 uL a reverz transzkripciébdl

szarmazo cDNS templatot és 300 nM COX-1 primert, vagy 400 nM COX-2 primert tartalmazott.
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A COX-1 primerek szekvencidja a kovetkez6 volt: tccatgttgggtggactatgg (forward), ill.
gtggtggtccatgttcctg  (reverz). A COX-2 primerek cttcacgcatcagtttttcaag (forward),
tcaccgtaaatatgatttaagtccac (reverz) voltak. ACTB, GNAS és HDGF bizonyultak a legstabilabb
referencia géneknek a trombocita mRNS expresszid normalizdldsara koronaria betegek
esetében (47); mindharmat amplifikdltuk és hasznaltuk a szdmitdsokndl. Az amplifikaciés
program a kovetkez6 volt: 95 °C-on torténé melegités, utdn 40 ciklus kovetkezett, egy
ciklusban 10 s 95 °C-on, 30560 °C-on és 1s 72 °C-on kovették egymast. Az olvadaspont goérbe
analizise 66 és 95 °C kozott tortént, 0,11 °C-os emelkedésekkel °C-onként 5 akvizicidval.
Meghataroztuk a Cr értékeket, melyek annak a ciklusszamnak felelnek meg, amelynél a
fluoreszcens intezitas meghaladta a kiiszob értéket. Ezeket hasznaltuk a relativ gén mennyiség
meghatdrozasara Livak és Schmittgen mddszere segitségével (50). A ACrcoxi és ACr.cox2
értékeket mindharom referencia génhez viszonyitva meghataroztuk és az atlagos

AACt cox1.coxz értékeket haszndltuk a COX-1 mRNS:COX-2 mRNS arany kiszamitasahoz.

3.5. A clopidogrel hatast vizsgalé modszerek

Az Aspirinnel kezelt csoport mintdin a clopidogrel hatast tesztel6 kovetkez6
modszereket vizsgaltuk: VASP foszforildcié dramldsi citometrids mérése, ADP indukalt
trombocita aggregdcidé és az Ujonnan kifejlesztett P2Y12 receptor specifikus aggregdcios
technika, ami soran az ADP indukalt aggregaciét PGE1l-el kezelt trombocitdkon mértik
(ADP(PGE1) teszt) (42). A VASP foszforilacio tesztet a gyartd elGirdsai szerint végeztik el a
minta gydjtést kovetd 24 oran belil. A teszt azon alapul, hogy PGE1 fokozza a VASP
foszforilaciot, az ADP pedig felfliggeszti a PGE1 hatasat és a VASP nem foszforilalt dllapotba
keril. A clopidogrel az ADP hatdsanak felfliggesztésével visszadllitja a PGE1 hatasat, azaz ADP

jelenlétében is fokozddik a VASP foszforilacid mértéke. Az ADP jelenlétében mért VASP
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foszforilacié tehat a thombocitdk clopidogrel altal kivaltott gatlasaval aranyos (45). A VASP
foszforildcio mértékét, a foszforildlt VASP-ra specifikus fluoreszcensen jelolt antitest
segitségével fixalt és permeabilizalt sejteken dramlasi citometridas modszerrel mérjik. Az
eredményt trombocita reaktivitasi index formajaban fejeztiik ki (Platelet reactivity Index, PRI).
A PRI-t az aldbbi egyenlet adja: [MFIc(PGE1) - MFIc(PGE1+ADP) / MFIc(PGE1)] x 100.
(MFIc(PGE1): a PGE1 jelenlétében mért, izotipusu antitestre korrigdlt atlagos fluoreszcens
intenzitas, az MFIc(PGE1+ADP): a PGE1+ADP jelenlétében mért, izotipusu antitestre korrigalt
atlagos fluoreszcens intenzitas.)

PRP-ben ADP kivaltott trombocita aggregaciot és szekréciét Chrono-Log 700
lumiaggregometerrel koévettiik. A trombocita szdmot 250x10°/L-re allitottuk be, valamennyi
aggregacios vizsgalatot a mintavételt kovetd 4 oran belll végeztiik el. Az aggregaciot 5 és 20
UM ADP (Helena Laboratorium, Beaumont, TX) hozzdadasat kovet6en 6 percen keresztil
monitoroztuk. Minden mintahoz luciferin-luciferdz reganest adtunk a trombocita delta
granulumokbdl felszabadulé ATP méréséhez. A fénydteresztés valtozds maximumat
(Atranszmisszio%) és az ATP felszabaduldst (umol ATP/10%! trombocita) mértiik minden
mintdban. Az ADP(PGE1) trombocita aggregacios tesztet a kordbban leirtak szerint végeztiik
el (42). Ebben a moddszerben a hagyomdanyos ADP indukalta trombocita aggregaciot
modositottuk annak érdekében, hogy a P2Y12 receptor specifikus aggregaciot mérjik. A
modszer lényege, hogy csokkentsik a nem kivanatos P2Y12 receptor interakcidkat a
trombocita dus plazmat (PRP) 0.31 uM PGE1-gyel (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO) 3 percen at 37
°C-n inkubdltuk az ADP hozzaadasa el6tt. Az eredményeket a fényateresztés valtozas
mértékében fejeztik ki (Atranszmisszé%). Az Aspirin hatds vizsgalatdhoz e vizsgalat
sorozatban hasznalt mddszereket, az AA indukalta trombocita aggregacidt és szekrécidt, az AA

indukalta TXB2 képzddést és a Verify Now Aspirin Assay-t az el6z6ekben ismertettik.
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Valamennyi moddszer esetében a referencia intervallumokat (99% centralis
intervallum) a Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI; Wane, PA) C28-A3 iranyelve alapjan
hataroztuk meg a kontroll csoport mintait haszndlva (140 egészséges kontroll egyén). A
referencia intervallum legalacsonyabb értékét alapul véve hataroztuk meg, hogy kik kerultek
kizdrasra a clopidogrel csoportbdl. Azon clopidogrel monoterapian lévé betegek (48 f6), akik
esetében a VASP foszforildcio és az ADP(PGE1) teszt eredménye a referencia intervallum alsé
értéke ala esett (72% PRI és 9.1% Atranszmisszd%) kizarasra keriltek a vizsgdlatbdl. Az Aspirin
csoport esetében a 3 “non-compliance” esetet leszamitva valamennyi beteg esetében jé

Aspirin hatast detektaltunk.

3.6. A statisztikai analizis:

Az adatokat atlaggal és szoérassal vagy medidnnal és kvartilissel és minimum-maximum
értékkel fejeztik ki az eloszlastdl fliggben. Az eloszlas vizsgalata Kolmogorov-Smirnov teszttel
tortént. Az Osszefliggéseket Spearman's féle rank-korreldcidéval néztilk meg. A csoportok
kozotti kulonbséget ANOVA, illetve Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk, az eloszlastol figg6en.
Két csoport Osszehasonlitdsa esetén Student-féle t tesztet, illetve Mann-Whitney tesztet
alkalmaztunk. p<0,05 esetén tekintettik szignifikansnak a kilonbséget vagy 6sszefliggést. A

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

4.1. A COX-1 acetilacidja az Aspirin altal koszorusérbetegeken

138 beteg trombocita lizdtumadaban csak acetilalt COX-1 (acCOX-1) volt detektdlhatd a
Western blottal. Ezeket a betegeket az 5. abran a P1, P2 mintdk reprezentaljak. Korabban
kimutattuk, hogy ez a mddszer igen érzékeny, és akdr 2.5 % nem-acetilalt COX-1 (nacCOX-1)
jelenlétének kimutatdsara is alkalmas, azaz a hosszu tavu Aspirin kezelés eredményeképpen a
trombocitak COX-1 enzimjének minimum 97.5%-a acetildlt (21). Kilon hangsulyozzuk, hogy
ezen kezelt betegek trombocitdiban nem volt jelen kimutathaté nacCOX-1, ami szemben all
azzal a kordbbi véleménnyel, hogy az aktiv dimer enzimnek csak az egyik monomerjét acetildlja
az Aspirin (51). Hat beteg esetében kilonb6z6 mennyiségli nacCOX-1 maradt a trombocita
lizdtumban. A P3/1 és P4/1 jell sdvok mutatjak a két szélsGséges esetet; a P3/1 mintdban csak
kis mennyiségli COX-1 maradt acetilacié nélkil, mig a P4/1 jelii mintdban nem volt
detektalhatd acetilacio. Mivel non-compliance-t feltételeztiink felvettiik a kapcsolatot az
érintett betegekkel és felhivtuk figyelmiiket a gydgyszer elhagyasanak, illetve a rendszertelen
gyogyszerszedésnek a veszélyeire. Két héttel kés6bb a vizsgalatot megismételtiik, ami soran
teljes Aspirin hatékonysdagot észleltliink a trombocita lizdtumokban észlelt nacCOX-1 hidny és
acetilalt COX-1 jelenléte alapjan (5. abra P3/2 és P4/2 sav). Az esetszam kalkuldcidja alapjan,
a 144 beteg esetében igazolt Aspirin rezisztencia hidnydra alapozva kimondhatjuk, hogy az
Aspirin a stabil koszoruér betegek tobb, mint 98%-ban hatdsos (konfidencia intervallum 95%).
Kalon emlitést érdemel az a tény, hogy az Aspirin teljes mértékben hatdsos volt mind a

diabeteses, mind a dohanyzo betegek esetében.
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5.4bra: Az acetilalt COX-1 (acCOX-1, alsé panel) és a nem acetildlt COX-1 (nacCOX-1, felsé panel) detektélasa
nem kezelt kontroll egyének (C, 108 f6) és Aspirinnel kezelt beteget (P1-P4, 144 f§) trombocita lizatumban.
Acetilalt és nem acetiladlt COX-1 ellenes specifikus antitesteket hasznaltunk Western blott soran. A P3 és P4 jell
betegek esetében non-compliance-t feltételeztiink, a tesztet két hetes compliance periddust kovetéen
ismételtiik (P3/2, P4/2). A acetildlt COX-1-nek megfelel§ vonal alatt egy alacsony intenzitasu sav is lathato.

Nagyon valdszinU, hogy ez a COX-1 37 aminosavval révidebb 2-es izoformajanak felel meg.

4.2. Az Aspirin hatasa az arachidonsav indukalta TXB2 képz6désre

A 6. dbra mutatja a trombocitdk AA indukdlta TXB2 termelését a kontrollcsoportban és
a hosszu tavua Aspirin kezelésen 1évé koszoruér betegek esetén. Az Aspirin drasztikusan
csokkenti a TXB2 képz8&dést, a TXB2 termel6dés median-ja minddssze 1.2 %-a volt a kontroll
csoportban mért értékeknek. Az abran az Y tengelyen megtéretés lathatd, az alacsonyabb
értéktartomdanyokban a skdla beosztasa eltér a magasabb tartomdanyban talalt beosztastdl. 6

beteg esetében itt is magasabb TXB2 értékeket mértiink, azonban az ismételt vizsgalatok
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soran az értékek a 138 beteg esetében mért tartomanyokba estek. Az dbran ezek a betegek

csak a masodik mért értékkel kertltek feltintetésre.
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6.abra: Arachidonsav indukalta TXB2 képzddés a kontroll csoport trombocitdiban (Ures négyzet, 108 f6) és a
hosszU tavu Aspirin terapian lévé koszoriér betegek trombocitaiban (kitoltott kor, 144 £6), IQR: interquartilis

tartomany

4.3. Az Aspirin arachindosav indukalta trombocita aggregaciora kifejtett hatasa

A jelent6s mértékben csokkent TXB2 képzésnek megfelel6éen az AA indukalta
trombocita aggregacié mértéke az Aspirin kezelt betegek esetében egységesen alacsony volt,
és nem észleltlink atfedést a kontroll csoport és az Aspirint szedd betegek értékei kozott (7/A
abra). A kontroll csoport esetében az AA indukalta ATP felszabadulas kozépértéke PRP-ben 1.1
umol ATP/10! trombocita (IQR: 0.9-1.4) volt, mig az Aspirint szed§ betegek esetén a PRP-ben

az ATP felszabadulas mértéke minden esetben a detektdldsi tartomany alatti volt. A VN Aspirin
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Assay vizsgdlatok soran 4 Aspirint szedd beteg esetében (2.8%) az ARU érték atfedést mutatott

a kontroll csoport ARU értékeivel (7/B abra).
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7.abra: Arachidonsav indukalta trombocita aggregacio és a VerifyNow Assay eredményei a kontroll csoportban
(Ures négyzet, 108 fG) és koszoruérbetegség miatt hosszu tavu Aspirin terapian |évé betegek esetén (kitoltott

kor, 144 f6). IQR: Interquartilis tartomany

A gyarté altal megadott cut-off érték 550 ARU, ugyanakkor eredményeinket
figyelembe véve ennél valamivel magasabb, 585-s ARU érték tlnik elfogadhaténak. A VN
Aspirin assay és egyéb, szintén AA —t agonistaként hasznalé médszerek kozotti kilonbség oka
nem tisztazott. Lehetséges, hogy a VN Aspirin Assay esetében alkalmazott detektalasi technika
a magyarazata a betegcsoportban észlelt néhany eltéré értéknek.
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A vizsgalt betegcsoport 24%-a volt diabeteses, a betegek 21%-ban a CRP érték 5 mg/L
felett volt, és egészségi dllapotuk ellenére 10%-uk még mindig aktivan dohanyzott. Egyik beteg

esetében sem észleltlink csokkent Aspirin hatdst egyik vizsgald mddszerrel sem.

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

A COX-2 mRNS expresszidjat 56 random maddon kivalasztott beteg esetében vizsgaltuk.
A vizsgalt mintdk kozil 22 esetben volt csak a COX-2 mRNS értéke a detektdldsi kiiszob felett.
Még ezekben az esetekben is a COX-2 mRNS relativ aranya a COX-1 mRNS mennyiségéhez
képest kevesebb, mint 0.4% volt, 3 eset kivételével pedig kevesebb, mint 0.05%. A COX-2

MRNS-t expresszalo betegek kozott egy esetben sem tudtunk Aspirin rezisztenciat igazolni (8.

abra).
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8.4bra: COX-2/COX-1 arany detektalhaté mennyiségli COX-2 mRNS-el rendelkezd betegek(56 f6) trombocitaiban

32



4.5. A clopidogrel terapia hatasa az Aspirin hatast detektalé6 modszerekre

Az Aspirin hatast detektdld mddszerek kozil a clopidogrel monoterapia szignifkdnsan
gatolta (<0.001) az AA indukalta trombocta aggregaciot és szekrécidt (9/A, 9/B abra). A
kontroll csoporthoz viszonyitva a clopidogrel kezelés a betegek 41.5%-ban csOkkentette az AA
indukalta trombocita aggregaciot. Az AA indukalta trombocita szekrécié még kifejezettebben
csokkenést mutatott, a betegek 79.2%-aban a szekrécié mértéke a referencia tartomany alsé
hatdra ald esett. Hasonld eredmények sziilettek a clopidogrellel kezelt betegek esetében a

PRP-b4l mért AA indukalta TXB2 termel6dést vizsgalva (9/C abra).
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9. dbra. A clopidogrel monoterapia befolasolja az AA indukalta trombocita funkcids teszteket. Az AA indukalta

trombocita aggregaciot (A), trombocita szekréciot (B), és az AA indukalta TXB2 képz&dést (C) kontroll (kor140 f6),
clopidogrel monoterapian |év6 (négyzet, 53 f6) és Aspirin monoterapian lévé (haromszog, 52 f6) betegek PRP-
iben vizsgaltuk. A vizszintes vonalak a median értékeket mutatjak, mig a szaggatott hosszu vonal a referencia

tartomany alsé hatdrat jelzi.***; p<0.001
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Clopidogrel monoterdpidn Iévé betegek 81.1%-a mutatott jelentésen csokkent AA
indukalta TXB2 képz6dést a trombocitdkban. A VASP foszforilaciés assay eredménye (azaz a
clopidogrel kivaltotta P2Y12 receptor blokkolds mértéke) és az AA indukdlta trombocita
aggregacio jo korrelaciét mutatott a clopidogrelt szedd betegek esetében (Spearman r=0.49,
95% Cl 0.23-0.67; p<0.001) (10.abra). Ezek az eredmények is azt tamasztjdk ald, hogy az AA
indukalta trombocita aggregdacios utvonalat befolyasolja a clopidogrel. Annak ellenére, hogy a
clopidogrel egyértelm(ien gatolja az AA indukalta trombocita aggregaciét és szekréciot, a VN
teszt (amiszintén AA reakciora éplil) eredményeit gyakorlatilag nem befolyasolta a clopidogrel
(11.3bra). Ezen az AA indukalta agglutinaciora épuls teszt esetén a kontroll (atlag: 657 ARU,
IQR: 650-661 ARU) és a clopidogrel terapian levé egyének eredményei (atlag: 661 ARU, IQR:
652-666 ARU) hasonldak voltak. A clopidogrel monoterapian lévé betegek kozil csak 3

esetben mértiink 550 ARU alatti értéket, ami az effektiv Aspirin hatast jelz6 szélsé6 érték.
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10.3bra Az AA indukdlta trombocita aggregacié és a VASP foszforilacids assay korrelacidja clopidogrel
monoterapia esetén. Az 500 pg/ml AA kivaltotta trombocita aggregaciéo mértéke korrelldl a VASP foszforilcids

assay PRI értékével. Spearman r=0.49, 95% Cl 0.23-0.67, p<0.001
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11. abra: Clopidogrel monoterapianak nincs szignifikdns hatasa a VN Aspirin teszt eredményére. A VN Aspirin
Assay tesztet elvégeztik a kontroll egyének (kor, 140 f6)), a clopidogrel monoterapian l1évé (négyzet, 53 f6), és
Aspirin monoterdpian 1évé betegek (hdromszog, 52 f6) mintain. Vizszintes vonalak jelzik a median értéket; a

szaggatott szlrke vonal a referencia tartomany alsé hatarat.*** ;p<0.001 ARU: Aspirin reaktivitasi egység

4.6. Aspirin terapia hatasa a clopidogrel hatast vizsgalé mddszerekre

Ahogy vérhaté volt, a clopidogrel hatdst vizsgald mddszerek kozil az Aspirin
monoterdpia szignifikdnsan gdatolta az ADP indukalta trombocita aggregaciot és szekréciot
mindkét alkalmazott ADP koncentracié esetében (12/A &bra). Annak ellenére, hogy a
clopidogrel monoterapia esetén a gatldas mértéke lényegesen nagyobb volt, mint Aspirin
monoterdpia esetén, az eredmények egyértelmlien azt mutatjak, hogy az Aspirin terapia
hatdssal lehet az ADP indukalta aggregdaciora és kettds trombocita gatlé terdpia esetén

befolydsolja a clopidogrel hatdsanak megitélését. Az Aspirin monoterapia nem volt hatdssal a
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PGEl-el elGkezelt trombocitdkon végzett ADP(PGE1l) trombocita aggregdcidés teszt
eredményeire (12/B abra). Bar ez a mddszer is ADP indukalta trombocita aggregacion alapul,
a legfontosabb kiilonbség a két mddszer kdz6tt az, hogy az ADP(PGE1) teszt a clopidogrel altal
gatolt P2Y12 receptor specifikus. A masik P2Y12 receptor specifikus modszert, a VASP
foszforilacios teszt eredményeit szintén nem befolydsolta az Aspirin monoterapia (12/C 4bra).
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a clopidogrel hatast vizsgald modszerek koziil a P2Y12

receptor specifikus teszteket nem befolydsolja az Aspirin hatasa.
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A ADP indukalta trombocita aggregacié
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12. dbra: Az Aspirin monoterapia nem befolyasolja a P2Y12 specifikus trombocita funkcids tesztek eredményét.
Az 5 uM ADP kivaltotta trombocita aggregacid viszgalatat (A), a P2Y12 specifikus trombocita aggregacios tesztet
(ADP {PGE1}) (B), és a VASP foszforilacids assay-t (C) elvégeztiik a kontroll egyének (kor, 104 f6), a clopidogrel
monoterapian lévé (négyzet, 53 fG) és Aspirin monoterapian lévé egyének (haromszog, 52 f6) mintain. A
vizszintes vonalak mutatjak a median értékeket, a szaggatott sziirke vonal a referencia tartomany alsé hatarat

jelzik. *** ;p<0.001, n.s :nem szignifikans.
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5. MEGBESZELES:

Eddig két kdzlemény jelent meg, melyben a COX-1 acetilacié direkt mérése tortént napi
100 mg Aspirint szed6 egészséges onkénteseken. Sajat korabbi vizsgalatunkban specifikus
monoklonalis antitesteket hasznalva Western blot technikaval mértiink a nacCOX-1 és az
acCOX-1 mennyiségét (21). Egy masik vizsgdlatban a trombocita fehérjék nuPAGE segitségével
szeparaltdk, majd gélben tortént enzimatikus emésztést kovetGen a Ser529 reziduumot
tartalmazd COX-1 peptidet tomeg spektrometridval hatdroztak meg (52). El6bbi
kozleményben 108, utdbbiba 24 egyént vontak be a vizsgalatba, és egyik esetben sem sikeriilt
valddi Aspirin rezisztenciat kimutatni. AA indukalta trombocita aggregéaciot és szerum TXB2
szintet mérve Grosser és munkatarsai 400 egészséges onkéntes kozott szintén nem tudott
Aspirin rezisztenciat kimutatni (53). Koronaria betegeken az altalunk eredetileg alapkutatasi
madszerként kifejlesztett direkt mddszerrel még nem tortént vizsgalat, azaz a valddi Aspirin
rezisztencia el6forduldasat még nem vizsgaltak. Ezért 144 koronaria betegen elvégeztik a
vizsgalatot. Ha kikliszoboltiik a non-complience-t, egyetlen esetben sem észleltliink csékkent
trombocita COX-1 acetilaciét. Ennek megfelel6en az Aspirin valamennyi betegben teljes
mértékben gatolta a TXB2 képzddést, az AA indukdlta trombocita aggregdaciét és ATP
felszabadulast. Sem diabetes mellitus, sem a dohdnyzas, sem a magas CRP jelezte gyulladdsos
allapot nem befolydsolta az Aspirin hatékonysagat. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
koszoruérbetegek kozott, akar csak egészséges egyének esetében, az Aspirin rezisztencia, ha
egyaltalan létezik, extrém ritka.

Szamos tényez6rél feltételezték, hogy patoldgias kérilmények kozott befolyasolja az
Aspirin hatasat. Fokozott trombocita turnover esetében feltételezhets, hogy nacCOX1-t
tartalmazd Ujonnan képz8dott trombocitak kerlilnek a keringésbe elegend6 TXA2-t képezve a
trombocitak aktivaldsahoz (24,26,29,54). Ez kilonosen fontos lehet napi egyszer alkalmazott
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intesztinoszolvens Aspirin terdpia esetében. Ugyanakkor az Aspirin gatld hatds jelentGs része
mar a preszisztémas keringésben érvényesil (11,31). Azonkivil az Aspirin altal acCOX-1-t
tartalmazé megakariocitakbdl képz6dé trombocitdk szintén acCOX-1-t tartalmaznak (55).
Mindezeken tul az a tény, hogy 7 napos kezelési periédus alatt napi egyszeri 100 mg-s
intesztinoszolvens Aspirin terdpia mellett az acCOX-1 szintje gyakorlatilag allando volt,
egyértelmden bizonyitja, hogy ez alatt az idGintervallum alatt acetilalt COX-1-gyel rendelkez6
trombocitak keriltek a keringésbe (52). Jelen eredményeink szerint, a hosszu tavua Aspirin
terdpian levé betegekben a COX-1 tobb mint 97,5%-ban acetilalt formaban volt jelen. Ez
szintén a trombocita COX-1 gatlds kumulativ jellegét bizonyitja. A hat napos Aspirin kezelést
kovet6en 24 6rdval, az egyszeri Aspirin ddzist kévetéen 24 oraval mért szinthez képest
emelkedett acetilalt COX-1 szint ugyancsak a trombocita COX-1 acetilacido kumulativ jellegét
tdmasztja ala (21,52).

Az Aspirin gatlé hatdsat, a COX-2-re, a COX-1 izoenzimére is kifejti (6,8), de a
pofilaktikus alacsony dézisu Aspirin terapiat jéval meghaladd, nagy dézisok sziikségesek a
szerin oldallanc acetildlasahoz (ebben az esetben a Ser516) (30). Ez az enzim jelen van a
megakariocitdkban, expresszaldédik a fiatal trombocitdkban is, és ismert up-regulacidja
gyulladasos korltlmények kozott, valamint diabetes mellitus esetén (31,56,57). Ismert az a
feltételezés, hogy az Aspirin csokkent hatasaért a trombocitak COX-2 expresszidja felelbs.
Ugyanakkor Riondino és munkatarsai (58) 100 krénikus Aspirin terapian lévé beteg esetében
immunoblott analizissel azt mutattak ki, hogy a COX-2 a betegek csupan 46%-ban volt
kimutathaté. A COX-2 gdatld CAY10404-t és Aspirint hasznalva kimutattak, hogy a COX-2
dependens TXA2 produkcié kevesebb, mint 2%, mely utébbi megfigyeléssel eredményeink
0sszhangban allnak. Trombocita COX-2 mRNS stabil koszoruér betegeink csak 39%-ban volt

kimutathatd mennyiségben és ezekben az esetekben is mennyisége dsszehasonlithatatlanul
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kevesebb volt, mint a COX-1 mRNS. Azon betegek trombocitdi, ahol a COX-2 mRNS mérhet6
volt éppen olyan kevés TXB2-t produkaltak, mint a toébbi Aspirinnel kezelt beteg. Ezek az
eredmények nem tamasztjdk ald a trombocita COX-2 szerepét az alacsony ddzisu Aspirin
terdpia csokkent hatdsaban.

Mindezek fényében felmeriil a kérdés, hogy az Aspirin terdpiat kell-e egyaltaldan
monitorozni. ElIméletileg a COX-1 gén mutdcidi eredményezhetnek olyan helyzetet, amiben az
Aspirin nem tudja acetildlni az enzimet, de ilyen eset még nem kerllt kozlésre. A kozolt
eredmények azt sugalljak, hogy koszoruérbetegek esetén az Aspirin terdpiat nem sziikséges
monitorozni, hacsak non-compliance, vagy gyodgyszer interakcid nem feltételezhets. A
laboratdriumi mddszerekkel igazolt Aspirin hatastalansaganak f6 oka a non-compliance (59-
61), ezért az Aspirin hatas ellen6rzése informacidval szolgalhat a betegek compliance-érél.
Non-szteroid gyulladascsokkent6k interferalhatnak az Aspirin hatasaval (62-64), igy az adekvat
laboratdriumi teszttel észlelt elégtelen Aspirin hatas ilyen gyogyszerinterakciora iranyithatja a
figyelmet. Fontos azonban hangsulyoznunk, hogy csak COX1 specifikus maddszerek
alkalmazhatdok erre a célra, a rutinszerlen hasznalt modszerek kozil az AA indukalta
trombocita aggregacio és szekrécid, a VN Aspirin Assay, valamint a szérum TXB2 szint mérése
(65). Ez a megallapitds Aspirin monoterapidra igaz, P2Y12 receptor inhibitorral térténé
kombinacidja (kett6s trombocita gatldé kezelés) - mint azt az értekezés madsodik részében
kimutattuk - befolyasolhatja a tesztek eredményeit.

A P2Y12 receptor gatld gyodgyszerek legelterjedtebb képvisel6je Magyarorszdgon a
tienopiridinek kozé tartozé clopidogrel. A clopidogrel masodik generaciés készitmény un.
prodrug, mely tobb Iépcs6s mechanizmuson keresztil a majban alakul aktiv metabolitta. Az
aktiv vegyllet szabad SH csoportja révén diszulfid hid alkotta kovalens kotéssel kotédik a

P2Y12 receptorhoz. A valtozd mértékd aktiv metabolit képz6dés, a CYP izoenzimek genetikai
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polimorfizmusa lehet a f6 oka a clopidogrel esetenként észlelhet6 csdkkent antitrombocita
hatasanak (35). A clopidogrel rezisztencia ténye eredményezte az Uj generacids P2Y12 gatlé
készitmények (ticagrelor, prasugrel) kifejlesztését (38,39). Az Aspirinhez hasonléan a
clopidogrel esetében is problémat jelent a rezisztenciat igazold, specifikus médszer hidnya.
Annak ellenére, hogy a legszélesebb korben elterjedt és standard-ként haszndlt az ADP
indukalta aggregacio vizsgdlata (36,40,41), a médszer hatranya, hogy nem P2Y12 receptor
specifikus (a P2Y1-re is hat), és az Aspirin hatasa befolydsolja az eredményt (42).

Utébbi ténynek a gyakorlati jelentGsége azért is nagy, mert szamos olyan klinikai
kortlmény van, ami kettds trombocita gatld kezelést tesz szilikségessé. Ezekben az esetekben
a megfeleld, specifikus laboratdriumi médszer kivalasztasa az egyes antitrombocita szerek
hatasanak kovetésére kiilonosen fontos, mivel atfedések vannak a gydgyszerek altal gatolt
intracellularis mechanizmusokban, masrészt az antitrombocita monoterdpia esetén
alkalmazott mdédszerek nem feltétlenil hasznalhatok kettés trombocita gatlo kezelés soran.
Valdjaban szamos, clopidogrel rezisztenciat vizsgald kutatads kett6s trombocita gatlason
(Aspirin + clopidogrel) 1év6 betegeket vont be, és néhdnyuk az Aspirin altal befolyasolt
laboratériumi technikat alkalmazott. Fontos hangsulyozni azt, hogy bar az ADP indukalta
trombocita aggregaciot gyakran ,gold standard”-nak tartjuk a clopidogrel hatas
monitorozasara, az Aspirin hatas befolyasolja ezt a tesztet, és kett6s trombocita gatlé kezelés
esetén nehéz meghatarozni, milyen mértékben gatolta a trombocitdkat az Aspirin illetve a
clopidogrel (vagy mas P2Y12 receptor blokkold). Vizsgaltunkban csak azokat a technikdkat
mutattuk be, amelyeket P2Y12 receptor specifikusak és nem befolydsolja az Aspirin hatas
Gket, ezzel kett6s trombocita gatld kezelésben részesiil6 betegekben a clopidogrel hatds

monitorozasdra javasoltak.
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Annak ellenére, hogy az AA indukalta trombocita funkcids teszteket altaldban Aspirin
specifikusnak tartjuk, vizsgalatunk soran bizonyitottuk, hogy a clopidogrel monoterapia
gatolja az AA indukalta trombocita aggregaciot. A clopidogrel altal kifejtett AA indukalta
trombocita szekrécié és AA indukdlta TXB2 képz&dés gatlasa kifejezettebb volt, mint a
trombocita aggregacié gatlds mértéke. Ezek az eredmények magyarazhatdak azokkal az in
vitro kisérletekkel, amelyek igazoltdk, hogy a TXA2 képz6dést fokozzdk a P2Y12 receptor
medidlta utvonalak (66,67). A potencirozo hatds clopidogrel altali blokkoldsa eredményezheti
a vizsgdltunk soran észlelt csokkent TXB2 képz&dést és a karosodott trombocita szekréciot.
MeglepS mddon a clopidogrel monoterapia nem befolyasolta a VN Aspirin tesztet. A teszt a
felszini fibrinogén receptorok elérhet6ségétdl fligg, és nem flgg a trombocita szekrécidtol és
aggregaciotol. Elképzelhet6, hogy a clopidogrellel kezelt betegekben a csokkent TXA2
képz6dés a fibrinogén receptor szignalizacidjahoz még elegendd, de a trombocita
szekrécidhoz és aggregacidohoz mar nem. Nyilvanvald, hogy ezt a feltételezést kisérletekkel kell
igazolni.

Osszefoglalva, vizsgalatunk eredménye az, hogy a clopidogrel nem befolydsolja
szignifikdnsan a VN Aspirin tesztet, ami azt jelenti, hogy kettds trombocita gatlo kezelés esetén
az Aspirin hatdsat mutatja. Clopidogrel hatdsvizsgalatdhoz kett6s trombocita gatld kezelésben
részesll6é betegek esetén a P2Y12 receptor specifikus teszteket nem befolydsolja az Aspirin
hatasa, ezért ezen tesztek alkalmazasa javasolt.

Vizsgalatunk korlatjanak tartjuk a betegpopuldciot, akik stabil koszoriérbetegbdl
tevédtek Ossze, érdemes lenne az eredményeket akut korondria szindromaban szenveddé

betegeken ellendrizni.
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OSSZEFOGLALAS

A tobb mint 3500 éves multra tekint6 szalicilsav szarmazékok az egyik legrégebben
haszndlt gydgyszercsalad, azonban trombocita aggregdacié gatléd hatasuk csak a XX. szazad
masodik felében valt ismertté. Nagy betegszdmmal végzett tanulmanyok eredményei
bizonyitjak, hogy a kis ddzisu Aspirin eredményesen csokkenti az aterotrombotikus
megbetegedések szovédményeit. Ugyanakkor nem minden esetben védi ki az (ismételt) akut
aterotrombotikus eseményeket, mely megfigyelés vezetett az Aspirin rezisztencia fogalmanak
megsziiletéséhez. Az antitrombocita kezelés masik sarokkovét a tienopiridin szarmazékok
jelentik, melyek irreverzibilisen gatoljdk a trombocitdk felszinén Iévé P2Y12 ADP

receptorokat. A leggyakrabban alkalmazott képvisel6jik a clopidogrel.

Célunk volt a kronikus Aspirin monoterapian |évd, igazolt koronaria betegeken a
korabban kidolgozott referencia médszereket alkalmazva az Aspirin kémiai és a laboratériumi
modszerekkel kimutathaté hatékonysaganak a vizsgalata. Célunk volt tovabba kettds
trombocita gatlas esetén, annak a clopidogrel hatast vizsgdlé modszernek a meghatarozasa,
amit nem befolydsol Aspirin hatds, illetve annak a vizsgdlata, hogy a clopidogrel mennyire

befolyasolja az Aspirin hatast vizsgald mddszereket.

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

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

végzett ADP aggregdcids teszt és a VASP foszforilacids assay eredményeire.

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

javasolt, mert ezeket nem befolyasolja az Aspirin hatasa.
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SUMMARY

Salicylic acid derivatives have been known for more than 3 500 years, and belong to
the oldest medicines, but their effectiveness in inhibiting platelet aggregation inhibition
became evident 50 years ago. Clinical trials involving high number of patients prove that small
dose Aspirin effectively decreases the acute complications of atherosclerotic diseases. At the
same time it also became evident that Aspirin is not always protective against such events,
which led to the concept of Aspirin resistance. The thienopyridine group represents the other
cornerstone for antithrombotic treatment by irreversibly inhibiting the P2Y12 ADP receptors
on the surface of the platelets. Clopidogrel is the most frequently used drug for such a

purpose.

Our aim was to investigate the chemical and laboratory effectiveness of Aspirin using
the previously defined reference methods on cardiovascular patients being on long-term
prophylactic Aspirin monotherapy. Another aim was to determine which methods, used for
testing the effect of clopidogrel, are influenced by Aspirin and which methods used for the
detection of Aspirin’s effect are affected by clopidogrel in patients with double antiplatelet

therapy.

Platelet COX-1 became fully acetylated by Aspirin, along with drastic decrease of TXB2
synthesis. Consequently, arachidonic acid induced platelet aggregation was uniformly low.
Part of the patients expressed COX-2 mRNS, but no Aspirin resistance could be proven in this
patient group, either. Clopidogrel monotherapy significantly inhibited arachidonic acid
induced platelet aggregation and secretion, along with significant decrease in TXB2
production. The vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP) phosphorylation assay and the

arachidonic acid induced platelet aggregation showed good correlation, whereas clopidogrel
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monotherapy had no effect on the result of the VerifyNow test. Aspirin monotherapy
significantly inhibited the ADP induced platelet aggregation and secretion, but had no effect
on the VASP phosphorylation assay results and on the ADP aggregation tests of prostaglandin

E pretreated platelets.

Our results clearly suggest that Aspirin resistance if it exist at all, is extreme rare. It was
observed that arachidonic acid induced platelet aggregation and secretion tests, that
specifically demonstrate the effect of Aspirin monotherapy, were influenced by the effect of
clopidogrel. Clopidogrel therapy did not influence the results of VerifyNow Assay, i.e. it shows
the effect of Aspirin even in the case of dual antiplatelet therapy. P2Y12 specific tests (e.g.
VASP phosphorylation or ADP aggregation in the presence of PGE1) are recommended for
testing the effect of clopidogrel in patients on dual antiplatelet therapy, since the results of

these tests are not influenced by Aspirin.
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