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OSSZEFOGLALAS

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

Az aszpirin hatas kovetésére jelenleg alkalmazott rutin laboratoriumi tesztek valtozo
eredményeket adnak, melyek pontos értékelésére referencia modszerrel vald 6sszehasonlitas
valt sziikségessé. Bizonyos esetekben az aszpirin nem eldzi meg az akut vaszkularis
eseményeket, ill. egyes laboratériumi moddszerek inkonzekvensen mutattdk ki az aszpirin
hatasat, ezért bevezetésre keriilt az "aszpirin rezisztencia" fogalma, melyre nem sziiletett
pontos, altalanosan elfogadott definicid, megnehezitve az eredmények értelmezését és a
terapias javaslatok kialakitasat.

Két 1) referencia modszert fejlesztettiink ki az aszpirin altal eldidézett ciklooxigenaz-1
acetilacié kozvetlen és kozvetett kimutatdsdra. Az elsd koézvetlen modszer miikddési elve
monoklondlis anti-humén ciklooxigenaz-1 ellenes antitestek alkalmazasa, melyek csak az
acetilalt (inaktivalt) ciklooxigenaz-1-el vagy csak az aktiv (nem acetilalt) ciklooxigenaz-1-el
adnak reakciot. Az antitesteket a human ciklooxigenaz-1 525-533 reziduumok aminosav
szekvencidjanak megfeleld acetilalt €s nem acetilalt nonapeptidek ellen termeltettiik. Western
blotting technikdval az antitestek egyértelmiien kiilonitették el az acetilalt- és nem acetilalt
enzimet trombocita lizaitumban.

A masodik modszer arachidonsav indukciot kovetden trombocitdk altal képzett
tromboxan A; inaktiv, stabil metabolitjanak, a tromboxan Bj-nek a mennyiségét méri
trombocita dis plazmaban. Ez a modszer a trombocitdk tromboxan B, képzd kapacitasat
hatarozza meg és kozvetetten jelzi az aszpirin altal eldidézett ciklooxigendz-1 gatlast.

A két referencia mddszerrel 108 kis dozist aszpirint szedd egészséges Onkéntesen
vizsgaltuk az aszpirin hatast. Az Onkénteseket egy hétig napi egy alkalommal 100 mg
enteroszolvens bevonatos aszpirinnel kezeltiik. A vérmintakat az elsé aszpirin bevétele elétt,
azt kovetden 24 oraval ill. 168 oraval nyertiik (0. napos, 1. napos és 7. napos mintdk). Az
aszpirin kezelés elkezdését kovetd 7. napon nyert valamennyi mintaban a trombocita
ciklooxigenaz-1 teljes acetilaciojat figyeltiik meg, mig a kiindulasi (0. napos) mintakban csak

nem acetilalt ciklooxigenaz-1 volt jelen. Ennek megfeleléen a 7. napon a trombocitdk



tromboxan B; képzd kapacitasanak teljes gatlasat tapasztaltuk, azaz a 108 onkéntes koziil egy
sem volt rezisztens az aszpirin hatdsara.

A referencia médszerekkel az 6nkéntes csoporton kapott eredményeket parhuzamosan
elvégzett, az aszpirin hatdsanak detektalasara a klinikai gyakorlatban altalanosan hasznalt
alabbi rutin modszerek eredményeivel hasonlitottuk 06ssze: PFA-100 zarodasi 1do
meghatdrozasa kollagén/epinefrines patronnal, VerifyNow Aspirin Assay, arachidonsav,
ADP, adrenalin és kollagén agonistak altal indukalt trombocita aggregacié és ATP szekrécio
mérése lumiaggregométeren. A kezelést megel6z6 (kiindulasi) és 7. napos eredményeket a
referencia modszerekkel Osszehasonlitva, az arachidonsav agonistat alkalmazé tesztek
(arachidonsav-indukalta trombocita aggregacié ¢és szekrécio, VerifyNow Aspirin Assay)
detektaltdk megbizhatdéan az aszpirin hatasat. A tovabbi moddszerek esetében jelentds
atfedéseket tapasztaltunk a 0. és 7. napos értékek kozt, azaz az esetek egy részében fals
pozitiv aszpirin rezisztenciat mutattak.

Az uj, altalunk kidolgozott referencia modszerekkel kapott eredmények azt
bizonyitjak, hogy egészséges populdcioban a kémiai ("valds") aszpirin rezisztencia, ha
egyaltalan 1étezik, ritkasagnak szamit. Véleményiink szerint, csak az acetilalt- és nem acetilalt
ciklooxigenaz-1-et egyértelmiien elkiilonitd referencia modszerek altal validalt arachidonsav
agonistat haszndld moddszerek alkalmasak az aszpirin trombocita géatld hatdsanak

megitélésére.



SUMMARY

Low dose aspirin therapy is widely used in the prevention of acute atherothrombotic
complications. It irreversibly acetylates the Ser529 residue in cyclooxygenase-1 and prevents
thromboxane A, formation from arachidonic acid in platelets.

Laboratory methods currently used to detect this antiplatelet effect of aspirin provide
variable results. Comparison with reference method(s) is required to validate these routinely
used methods. As aspirin is ineffective in preventing acute vascular events in some patients,
and some of the routine laboratory methods give inconsequent results the term ™aspirin
resistance"” was introduced. This term has not been unequivocally defined creating difficulties
in the interpretation of results and also in setting up recommendations for the treatment of
patients.

We developed two novel reference methods that directly and indirectly assess the
acetylation of platelet cyclooxygenase-1 by aspirin. The first direct method uses two
monoclonal anti-human-cyclooxygenase-1 antibodies one of which only detects acetylated
(inactivated) cyclooxygenase-1, while the other only reacts with active (non-acetylated)
cyclooxygenase-1. The antibodies were raised against acetylated and non-acetylated
nonapeptides corresponding to the amino acid sequence of human cyclooxygenase-1 525-533
residues. Using Western blotting technique the antibodies clearly distinguished between
acetylated and non-acetylated cyclooxygenase-1 in platelet lysate.

The second method measures the arachidonic acid-induced formation of thromboxane
B,, the inactive, stable metabolite of thromboxane A, in vitro in platelet rich plasma. This
method determines the thromboxane B, producing capability of platelets and indirectly detects
the inhibition of cyclooxygenase-1 by aspirin.

Using the aforementioned methods we analized the effect of aspirin among 108
healthy volunteers. The volunteers involved in the study received daily 100 mg enteric-coated
aspirin for one week. Blood samples were collected before, 24 hours and 168 hours after the
first dose of aspirin (day 0, day 1 and day 7 samples). In all samples obtained on day 7
following the initiation of aspirin treatment cyclooxygenase-1 in the platelets was fully
acetylated whereas only non-acetylated cyclooxygenase-1 was present in the day 0 platelets.
Further, thromboxane B, production by day 7 of platelets was completely blocked, i.e. none of

the 108 healthy individuals was resistant to the effect of aspirin.



The results obtained with the reference methods on the healthy individuals were
compared to the results of the following, in the clinical practice generally used routine
laboratory tests for the determination of aspirin's effect: PFA-100 closure time with
collagen/epinephrine cartridge, VerifyNow Aspirin Assay, platelet aggregation and ATP
secretion using arachidonic acid, ADP, epinephrine and collagen as agonists.

Comparing the pre-treatment and day 7 values with the results obtained with the
reference methods, laboratory tests that use arachidonic acid as platelet agonist (arachidonic
acid-induced platelet aggregation/secretion and VerifyNow Aspirin Assay) showed high
discriminative power. In contrast, results obtained on day 7 and day O by the other tests
showed considerable overlap, i.e., they demonstrated false positive aspirin resistance in a part
of the cases.

Our results obtained with the newly developed reference methods prove that chemical
("true™) aspirin resistance, if it exists, must be a rarity among healthy individuals. In our
opinion, only assays that use arachidonic acid as agonist are useful for establishing the
antiplatelet effect of aspirin.
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atmérdjik 2-4 pum, granulumokat (o, denz ¢és lizoszémak), mitokondriumot, feliilettel
kozlekedd csatorna rendszert és denz tubularis rendszert tartalmaznak [1]. A trombocita DNS
genommal nem, csak némi megakariocita eredeti mRNS-e¢l és a fehérje szintézishez
sziikséges transzlacios apparatussal rendelkezik, ami csak igen limitalt mértéki fehérje
szintézishez elegendd [2]. A trombocitak normal esetben a keringésben 150-400 x 10°/L
koncentracioban talalhatok meg, életidejiik 7-10 nap [1].

Elsddleges feladatuk a primér hemosztizis biztositdsa szOveti traumat vagy érfal
sériilést kovetden. Erfal sériilést megel6z3en a trombocitakat a prosztaciklin, az endotél sejtek
altal termelt nitrogén monoxid és az endotél sejtek felszinén 1évé CD39 ADP-az tartja
nyugalmi allapotban. Az érfal sériilés helyszinén a vérzés megallitasat célzo trombocita dugd
kialakulasat a szubendotelialis matrix hirtelen szabadda valé kollagénje és a lokalis trombin
generacid inditja el. A trombocitdk a kollagénnel és a von Willebrand faktorral
kolcsonhatasba 1épve aktivalodnak és egy elsédleges fedoréteget képeznek, majd az altaluk
szekretalt TXA,, ADP és mas vérlemezke agonistak hatdsara, melyek tobbsége a trombocita
felszinen megtalalhatdé - G proteinhez kapcsolt - receptorok ligandja, a trombocitak
aktivalodnak. Az aktivacio soran a trombocitak felszinén a glikoprotein IIb-llla komplex
konformécio valtozasa révén kialakul a fibrinogén receptor. A fedd trombocita réteghez
fibrinogénen keresztiil tovabbi trombocitak kapcsolddnak. Végiil a novekedd hemosztatikus
dugoban a véralvadas soran képzodott keresztkotott fibrinhald stabilizalja a trombocita
aggregatumot [1].

Patologias koriilmények kozott a trombocita aggregacid/aktivacio szerepet jatszik a
koszoruér betegség, a stroke, a periférias artérias érbetegség ischaemias komplikacidinak
patomechanizmusaban [1]. Bar a vérlemezkék adhézidja az erodalt vagy megrepedd ateromas
plakkot elfedd valasznak is tekinthetd, az ezt kovetd trombus képzddés, atmeneti
ischaemiahoz vagy infarctushoz, s ezen keresztiil sulyos szervkarosodashoz vezethet [3].

A trombocita funkcioban kiemelt jelentéségli a telitetlen 20 szénatomos zsirsav
szarmazek csaladba tartozo eikozanoidok szintézise. Az eikozanoidok jelentds képviseldje a
trombocitdk éltal a denz vagy az o granulumokban nem tarolt és mindig Ujonnan képzett

tromboxan A, (TXA), mely kifejezetten erds vazokonstriktor [4] és vérlemezke aktivator,
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trombocita TXA; receptort aktivalva irreverzibilis trombocita aggregaciot indukal és felerdsiti
a vérlemezkék kiilonboz6 agonistakra adott valaszreakcidjat [6-8].

A trombocita TXA; képzés elsé 1épésében a trombocitat aktivald agonistak hatasara
felszabadulo Ca®" altal aktivalt foszfolipaz A, (PLA;) a membran foszfolipidekbél
arachidonsavat (AA) szabadit fel. Az AA-at a prosztaglandin-H-szintaz-1 alakitja ciklikus
endoperoxidokka (1A é&bra és 2. dbra). A prosztaglandin-H-szintdz-1, a mieloperoxidaz csalad
hemoproteinje, kétféle enzimatikus aktivitdssal is rendelkezik. A ciklooxigendz (COX)
aktivitas az AA-bol prosztaglandin G, (PGG,)-t képez, melyet az enzim peroxidaz aktivitisa
prosztaglandin H, (PGH,)-vé alakit. Ez az arachidonsav lehasadasatol a PGH»-ig terjedd
folyamat szamos sejtben végbemegy, majd a kiilonb6z6 szdvetekben, sejtekben specifikus
izomerazok PGHy-b6l prosztanoidokat: PGD,-t, PGE,-t, PGF,,-t, prosztaciklint (PGl,), ill.
TXA,-t képeznek. A trombocitakban ez a specifikus izomeraz, a tromboxan szintetaz felelds a

TXA, képzddésért.
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1. abra. (A) A trombocita TXA; képzés sémas abrazolasa. A COX-1 homodimer
katalitikus iiregében egymas kozelében helyezkedik el az aktiv centrum ¢€s az aszpirin
hatasmechanizmusa szempontjabdl jelentds 529-es szerin reziduum (Ser529). (B) A COX-1
Ser529 acetilacio kovetkezményeinek sémas abrazolasa. Az aszpirin a COX-1 Ser529

acetilacigja altal megakadalyozza az aktiv centrum elérhetdségét az AA altal.




2. abra. A COX-1 és az AA komplexének szerkezete. A UCSF Chimera programcsomag
1.7-es szoftverével késziilt abran a helikalis szerkezeti elemeket narancs, a B-szalagokat lila
szinnel jeloltiik. A proteint hdrom domén alkotja: N-termindlis EGF (Epidermal Growth
Factor)-szerii-domén (az abran jobbra lent), a membranhoz kotodésért felelds helikalis
szerkezeti elemekbdl all6 domén (az abra alsé részén) €s egy nagy C-termindlis katalitikus
domén. A fekete palcika modellel abrazolt arachidonsav molekula feliiletét attetszd fekete
szinnel jeloltik. A Ser529 aminosav zolddel jeldlve az arachidonsavat kotd iireg mellett

lathato.
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Gerincesekben a prosztaglandin-H-szintaz enzimnek ismert egy masodik izoformaja
IS, a prosztaglandin-H-szintaz-2 vagy COX-2. A COX izoenzimek aminosav szekvenciaja kb.
60%-ban egyezik meg [8]. Mindketté6 membranhoz kotott homodimer, alegységeinek tomege
kb. 70 kDa. A COX-1 a konstitutiv PGH; képzésért felels [8-10], mig a COX-2 expressziot
els6ésorban kiilonféle patologias folyamatok indukaljak [11], melyek kozt jelentOs szerepet
jatszanak a gyulladésos folyamatok.

Az aszpirin vagy acetilszalicilsav a gydgyaszatban az egyik elséként hasznalt
szintetikus vegyiilet, 1899 juniusaban keriilt a gyogyszerpiacra, hosszu ideig lazcsillapito,
fajdalomcsillapitd, gyulladascsokkentd hatdsai miatt keriilt alkalmazasra. Az aszpirin
jotékony hatasa aterotrombotikus betegségek akut komplikacidinak a megelézésében a 20.
szazad kozepétdl ismert [12-14]. Azota a kis dozish, napi 75-100-mg-os aszpirin terapia az
akut miokardialis infarktus vagy stroke prevenciojanak alapeleme lett [15-19].

Kiilonbozo6 nagy esetszdmu tanulmanyokat elemzd metaanalizisek alapjan a preventiv
aszpirin terapia fokozott rizikdji betegcsoporton a vaszkularis haldl és a nem fatalis
vaszkularis események kialakulasanak eléfordulasat 15% ill. 30%-al csokkenti [15-19]. Ezen
beliil az aszpirin hatdsdra a nem fatdlis miokardidlis infarktus kialakuldsdnak gyakorisaga
34%-kal, a nem fatalis stroke 25%-kal és a vaszkularis vagy ismeretlen eredetli halal
gyakorisdga egyhatodaval csokken. Azon betegek esetében, akiknél a vérzéses rizikd6 mas
okok miatt nem fokozott, a vérzéses szovodmények kialakuldsdnak marginalis emelkedésének
negativ hatasat a kedvezo6 protektiv hatas szignifikansan feliilmulja [15, 17, 20].

Az akut vaszkularis események kialakuldsdnak primér prevenciojat elemzé
metaanalizis szerint a kis dozisu aszpirin alkalmazasa manifeszt vaszkularis megbetegedés
hianyaban csokkenti a vaszkularis események el6forduldsat, de az abszolut rizikoé csokkenés
lényegesen kisebb, mint szekunder prevencioban [18].

A kis dozisu aszpirin terdpia fent részletezett kedvezd hatdsdnak mechanizmusa
intenziv kutatas targyat képezte. Ma mar egyértelmii, hogy ez a hatds az aszpirin trombocita
gatlo szerepének tulajdonithatd, mely a trombocita COX-1 gatlasaval, az enzim 529-es szerin
(Ser529) reziduumanak acetilacioja altal valosul meg [8, 16, 21] (1B abra). Emellett az
aszpirin nagyobb ddzisban a gyulladasos citokinek [22] és a szabad oxigén gyokok [23]
felszabadulasanak mértékét is csokkenti.

Az aszpirin a sejtmembranon keresztiil a trombocitaba diffundél, ezt kovetden a denz
tubularis rendszer membranjaban 1évé COX-1 sziik, alapvetéen hidrofob csatorndjaba jut,
mely az enzim katalitikus tiregéhez vezet (1B abra). Feltehetéleg el6szor az Argl20-hoz

kapcsolodik, mely k6zos dokkold site a nem-szteroid gyulladascsokkentd szerek szamara,
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majd a COX-1 aktiv site iireg falaban elhelyezkedd Ser529-et kovalensen moédositja. Az
atészterezési reakcid soran az in silico vizsgalatok szerint a Ser529-Hy - ASA karboxil-
csoport oxigénje kozotti kotés kialakulasa parhuzamosan torténik a Ser529-Oy- ASA C
(acetilszalicilsav karbonil) kotés kialakulasaval [24]. Az acetilacio megakadalyozza, hogy az
AA elérje az aktiv centrumot, azaz meghiusitja a TXA, képzést (1B abra). A gatlas
irreverzibilis és kiterjed a trombocita teljes ¢lettartamara.

Az indukalhat6 ciklooxigenaz-2 enzim (COX-2) Ser516 oldallancanak hasonld mértéki
acetilacidjadhoz a COX-1 acetilacidhoz viszonyitva 10-100x-os acetilszalicilsav koncentracio
sziikséges. Ennek valoszinli oka az, hogy a COX-2 nagyobb katalitikus tliregében a Ser516 ¢és
az ASA relativ orientacidja kevésbé segiti el6 az acetilacot [21, 25].

Az acetilszalicilsav gyorsan szivodik fel a gyomor és a vékonybél felsé szakaszanak
nyalkahdrty4jan keresztiill. A bevonatmentes aszpirin a plazmaban 20 perccel a bevételt
bevonatos készitmények esetében ez csak 3-4 oraval a bevételt kovetéen varhatd [26]. A
hagyomanyos aszpirin szisztémas biologiai hozzaférhetdsége koriilbeliil 40-50%-0s, melytdl
fiiggetlen a COX-1 gatlds hatdsfoka, ugyanis a szalicilsav mar a portalis keringésben
taldlkozik a vérlemezkékkel ahol a trombocitdk a szisztémas keringésre jellemzd
koncentracional 1ényegesen magasabb gyogyszerszintnek vannak kitéve [26]. Az aszpirin
féléletideje a plazmaban 15-20 perc [16]. A trombocita TXA; képzés és a trombocita
aggregacio gatlds szempontjabol, kronikus aszpirin terapia esetén, az enteroszolvens
bevonatos és a hagyomanyos készitmények egyforman hatékonyak [27].

Napi 30 mg aszpirin adagolasa egy hét utan a trombocita TXA, képzés szérumban
mért teljes szupressziojat okozza [28], mely kumulativan alakul ki [29]. A kis dézisu aszpirin
kezelés soran alkalmazott napi 75-100 mg-os dozis meghaladja a teljes farmakodinamids
hatashoz sziikséges minimalisan hatékony dozist, a gyogyszerre adott valaszreakciot tekintve
bizonyos foku interindividualis variabilitast is engedélyezve [16]. A keringésbdl vald gyors
kivalasztodasa ellenére, az aszpirin gatlo hatasa a vérlemezke egész élettartamara kiterjed a
COX-1 irreverzibilis inaktivaciojanak kovetkeztében. A trombocitdk nem tudnak COX-1-et
szintetizalni, tehat az aszpirin hatdsat csak a vérlemezkék wjraképzésével lehet megforditani
[30].

A megfigyelés, hogy az aszpirin csak a betegpopulacio egy részében eldzi meg az akut
vaszkularis események kialakulasat, a gyogyszerre adott valaszreakciot tekintve jelentOs
egyéni varidciok lehetOségére enged kovetkeztetni. Bevezetésre keriilt az "aszpirin

rezisztencia" fogalma, melyre nem sziiletett pontos, egyértelmii definici6, megnehezitve az
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eredmények értelmezését és a terdpias javaslatok kialakitdsat. A korabbiakban szamos
tanulmanyban vizsgaltak az aszpirin rezisztencia el6fordulasanak gyakorisagat és a kapott
eredmények széles tartomanyban, 5-66%-ig szortak [31-33].

Az "aszpirin rezisztencia" fogalmat elvileg négyféleképpen is meghatarozhatjuk:

1.) Kémiai (valds) aszpirin rezisztencia: trombocitakban 1évé COX-1 enzim 529-es szerinje
nem acetilalhat6 aszpirinnel.

2.) Laboratériumi ,,aszpirin rezisztencia”: az aszpirinre adott csokkent valasz egy adott
laboratériumi teszttel mérve.

3.) Bizonyos esetekben a fokozott trombocita turnover miatt a fiatal és még nem acetilalt
trombocitak képzddésének és keringésbe vald felszabadulasanak folyamata felgyorsul [34-
36].

4.) Klinikai "aszpirin rezisztencia" (klinikai hatdstalansdg): az aszpirin nem védte meg a

beteget egy bekovetkezett akut vaszkuléris eseménytol.

A fokozott trombocita turnover, bar klinikailag lehet jelentds, nem értelmezhetd "aszpirin
rezisztencia" jelenségként, ugyanis a dozirozds gyakorisagdnak valtoztatisaval az
acetilszalicilsavra adott valasz mértéke megndvelhetd [37]. A klinikai hatastalansag egyedileg
csak retrospektive allapithaté meg, a hatdstalansdg populacios szinten torténd értékeléséhez
pedig statisztikai feldolgozas sziikséges. Az akut aterotrombdtikus események megeldzésének
sikertelensége nem feltétleniil a COX-1 acetilaciéo hianyanak tulajdonithatd, ugyanis az
aszpirin az AA-nal erésebb trombocita agonistak, mint pl. a nagy dozisu kollagén vagy
trombin altal kivaltott trombocita aktivacid gatldsara nem képes. Természetesen iszkémias
vaszkularis esemény nem aterotrombotikus mechanizmussal is kialakulhat, pl. embolias
mechanizmus, hialinos vagy mikroateromas okkluzi6, aorta disszekcid6 vagy példaul
vaszkulitis, ahol az aszpirin klinikai hatasossaga kevésbé varhato.

Az aszpirin hatds mérésére alkalmazott rutin laboratoriumi modszerek magas inter- és
intraindividudlis variabilitdst mutatnak, és a kiilonbozd tesztek altal kapott eredmények
jelentdsen eltérnek. Ezen laboratériumi tesztek értékelésére referencia modszerekkel vald
Osszehasonlitas sziikséges. A referencia mddszerek altalaban olyan laboratériumi eljardsok,
melyek nagy diagnosztikai biztonsaggal rendelkeznek, de kivitelezésiik iddigényes, tal
komplikaltak a mindennapi diagnosztikaban vald elterjedéshez. A referencia modszerek
ugyanakkor alkalmasak egy kérdés biztos eldontésére €s a rutin laboratériumi modszerek
evalualasara. Az acetilalt trombocita COX-1-et direkt modon kimutatd referencia modszerrel

eddig nem rendelkeztiink, pedig ez feltétleniil sziikséges a valddi (kémiai) aszpirin

13



rezisztencia gyakorisagadnak a megallapitasahoz, ill. a rutin modszerek megbizhatésaganak

értékeléséhez.
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CELKITUZESEK

Célunk volt olyan mddszerek kifejlesztése, melyek magas biztonsaggal mutatjak a trombocita
COX-1 acetilaltsagi statusat és ezeket referencia modszerként felhasznalva, a valodi aszpirin
rezisztencia gyakorisaganak a megallapitasa, illetve az aszpirin hatds kimutatasara
laboratoriumi diagnosztikaban hasznalt modszerek megbizhatdsagéanak a tesztelése:

1. Az acetilalt COX-1-re (acCOX-1) és nem acetilalt COX-1-re (nacCOX-1)
specifikus monoklondlis antitestek eldallitaisa ¢és felhaszndlasukkal olyan modszer
kifejlesztése, mely kozvetleniil detektilja a trombocita COX-1 acetiléltsagat vagy annak
hianyat.

2. Egy modszer kifejlesztése, mely trombocita dus plazmaban (platelet rich plasma;
PRP) a trombocitak altal AA hatasara képz6dott tromboxan Bo-nek (TXB;) - a TXA; stabil,
inaktiv végtermékének - a mennyiségét méri. Ez a moddszer a trombocitdk TXBj-képzo
kapacitasat hatdrozza meg és kozvetetten jelzi az aszpirin altal kifejtett COX-1 gatlas
jelenlétét vagy annak hianyat.

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

4. A referencia modszerekkel vald Gsszehasonlitds alapjan annak megallapitasa, hogy
mely(ek) az(ok) a rutin laboratoriumi moddszer(ek) mely(ek) a legbiztonsdgosabban

alkalmazhato(ak) az aszpirin hatas ellendrzésére.
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ANYAG ES MODSZER

1. Vizsgalt populacid, bevalasztasi és Kizarasi kritériumok

A vizsgalatba egészséges, egymassal rokoni kapcsolatban nem 4llo, 18 éves életkort
betoltott egészséges onkénteseket valasztottunk be. Egészségi allapotukat fizikalis vizsgalattal
¢és kérdoives felméréssel ellendriztiik.

Az alabbi eldzetes (a priori) kizarasi kritériumokat alkalmaztuk: az aszpirin kezelés
ellenjavallatai (pl. ismert aszpirin intolerancia, fokozott vérzéses rizikd, terhesség, szoptatas),
kronikus betegségek, ismert vérlemezke defektusok és a megel6zé két hétben barmilyen
gyogyszeres terapia alkalmazisa (az oralis antikoncipiensek kivételével). Kizarast
eredményezett tovabba az alkalmazott kis dozisi aszpirin kezelés soran az aszpirin kezelés
mellékhatasainak jelentkezése, barmilyen mas gyodgyszer bevétele vagy a tovabbi vérvételi
alkalmaktol val6 elzarkozas.

A 121 toborzott 6nkéntesbdl 6 jelentkezOt a tanulmény elkezdését megel6zd két
hétben ill. annak id6tartama alatt torténd nem-szteroid gyulladdscsokkentd bevétele miatt
kizartunk. Harom esetben enyhe vérlemezke funkcios rendellenességet diagnosztizaltunk.
Tovabbi harom résztvevo nem jelent meg a masodik vérvételi iddpontban. Egy esetben non-
compliance lehetdsége meriilt fel és igazolddott egy masodik kontrollalt gydgyszer adagolasi
periodus soran. A fennmaradd 108 egészséges Onkéntesbdl allé csoporton értékeltiik az
eredményeket.

A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsdganak jovahagyasaval tortént. A vizsgalat teljes mértékben
megfelel a Helsinki Deklaraci¢ Etikai elveinek, minden dnkéntes résztvevo irasos és szdbeli

tajékoztatast kovetden irasos beleegyezését adta a vizsgéalatban vald részvételhez.

2. Az aszpirin Kezelés és a mintagyiijés protokollja

A tanulményban résztvevo egészséges onkéntesek egy hétig napi egy alkalommal 100
mg enteroszolvens bevonatos aszpirint szedtek (Aspirin Protect, Bayer). Az aszpirin tablettak
bevétele 8 és 9 oOra kozott tortént. A compliance-t tabletta szamlaldssal ellendriztiik. Az

egyetlen non-compliance lehetdségét felveté esetben az egy hetes aszpirin terapiat
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megismételtiik és a tablettdk ismételt bevételét kozvetleniil ellendriztik. A vérvétel
¢hgyomorra tortént a konyokhajlati véndbdl 0.109 M-os trinatrium-citrat tartalmii csébe
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) az els6 aszpirin tabletta bevételét megel6zden,
majd azt kovetden 24 ill. 168 draval (0. napos, 1. napos €s 7. napos mintak) (3.abra). PRP-t
120 g-n, 37°C-on, 15 perc centrifugalassal nyertiink. Trombocita depletalt plazmat (platelet
depleted plasma; PDP) két egymast kovetd centrifugalas segitségével allitottunk eld (1500 g,
25°C, 20 perc). A teljes vér és a PRP trombocita szamanak meghatarozasa Sysmex KX-21N

(Kobe, Japan) hematoldgiai automataval tortént.

o O o O O O O

S S S S B B

0.nap | 1. nap 7.nap -
Oh 24 h 168 h

3. abra. Az aszpirin adagolas és a vérvételek protokollja

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

A human COX-1 525-533 reziduumok aminosav szekvencidjanak megfelelé nem
acetilalt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-Ser-Leu-Lys-Gly-Leu-OH) és acetilalt (H-Gly-Ala-Pro-Phe-
Ser(Ac)-Leu-Lys-Gly-Leu-OH) nonapeptideket szintetizaltattunk (Bachem, Bubendorf,
Svajc). A peptidek N-terminalisan egy, a konjugaciohoz hasznalt, Cys reziduumal is
rendelkeztek, melyek felhasznalasaval 3-maleimido-propionyl csoporton keresztil a
peptideket kovalensen orias lyukas csigabol kinyert hemocianinhoz (keyhole limpet
hemocyanine; KLH) vagy bovin szérum albuminhoz (BSA) kotottik. Teljes Freund
adjuvansban emulgedlt 50 ng KLH-konjugatumot Balb/c egerekbe injektaltunk szubkutéan,
majd 2 hét mulva 50 pg aluminium hidroxid gélre adszorbealt KLH-konjugatumot adtunk be

intraperitonedlisan, amit tovabbi két alkalommal két hetes 1dokdzonként megismételtiink. Ezt
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kovetden aluminium hidroxid gélre adszorbealt BSA-konjugadtumot adtunk kéthetes
id6intervallumokban két alkalommal.
A peptid specifikus valaszok kimutatdsdra indirekt ELISA modszert hasznaltunk,

melynek alabbi 1épései soran a mikrolemez egyes lyukaiba az alabbi oldatokat mértiik:

1/ a microplate lemezek felszinének fedése a két nem-konjugalt peptid valamelyikével (50 pL
2 ug/ml peptid 0.1 M pH 9.6 -os natrium karbonat pufferben, inkubalas +4 °C-on 20 6ran at).
2/ a szabad felszin blokkol4sa 100 pL higité pufferrel (0.5 % humén szérum albumint, 0.5 M
NaCl-t és 0.05% Tween 20-at tartalmaz6 0.01 M pH 7.2-es foszfat puffer, phosphate-buffered
saline: PBS) torténd 1 6ras inkubalassal.

3/ 50 uL antitest tartalma minta (higitott egér szérum vagy higitatlan hibridoma feliilaszo)
bemérése, majd inkubalds 1 6ran at szobahdmérsékleten.

4/ 50 uL HRPO-jelzett kecske anti-egér IgG antitest (Southern Biotechnology Associates Inc,
Birmingham, USA) bemérése és inkubalas 1 6rdn at szobahdmérsékleten.

5/ 50 uL 3,3',5,5'-tetrametil-benzidin (TMB) szubsztrat (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
bemérése és inkubalas 0,5 6ran at szobahOmérsékleten.

6/ 50 uL 2 M H,SO,.

7/ spektrofotometrias mérés 450 nm-en.

Az immunizalt egerekbdl eltavolitott Iépsejteket Sp-2/0 myeloma sejtekkel
fuzionaltattuk [38]. ElGszor azokat az antitesteket termeld hibridomakat szelektaltuk, melyek
a nem acetilalt peptiddel adtak reakciot, az acetilalt peptiddel pedig nem reagaltak. Ezek az
antitestek az aszpirinnel nem kezelt egyénektdl nyert trombocita lizatumban talalhaté6 COX-1-
el reagaltak. A masik szelekcids eljaras soran ezzel szemben csak az acetilalt peptiddel
reagalo antitesteket termeld hibridomakat szelektaltuk; ezek az antitestek csak az aszpirinnel
kezelt egyének trombocita lizatumaban 1évé COX-1-el reagaltak. A szelektalt hibridomakat
hatarhigitasos mddszerrel klonoztuk. Az antitesteket ascites folyadéktol Protein G affinités
kromatografiaval tisztitottuk meg. fgy két tipusu antitestet allitottunk eld; egyik a nem
acetilalt COX-1-re specifikus (anti-nacCOX-1), a masik pedig csak az acetilalt COX-1-el ad
reakciot (anti-acCOX-1).

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

nem tett kiilonbséget az acetilalt- és a nem acetilalt forméak kozott.

4. Az acetilalt és nem acetilalt COX-1 kimutatasa trombocita lizitumban Western blottinggal

PRP-b8l készitett mosott trombocita szuszpenziét (1000 x 10%/L) [39] nem redukald
natrium dodecil szulfat poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE) minta pufferben
szonikalassal (4°C, 3x10 masodperc) lizaltuk. A sejttormelék eltavolitasa céljabol 5 perc
centrifugalast (14000 g, Eppendorf 5415R centrifuga) kovetden a feliillusz6 trombocita
lizatum protein tartalmat BCA protein assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)
segitségével hataroztuk meg. A kovetkezd 1épésben a mintakat redukaltuk 5% merkaptoetanol
hozzaadasaval, majd 5 percig forrasban 1évo vizben inkubaltuk. A tovabbiakban SDS-PAGE-t
kdvetden az analizis Western blotting technikaval tortént. A blottokat az anti-nacCOX-1 ¢és az
anti-acCOX-1 monoklonalis antitestekkel inkubaltuk. Az immunreakciot biotinalt anti-egér
IgG-vel majd avidin-biotinalt peroxidaz komplexszel hivtuk el (Vectastain ABC kit, Vector,
Burlingame, CA, USA) és az immunreakciot felerdsitett kemilumineszcens detektalassal
tettiik lathatova (ECL Plus+, Amersham, Little Chalfont, UK). A Western blottokat GS800

kvantitativ denzitométerrel (Bio-Rad, Hercules CA) szkenneltiik be.

BCA Protein Assay

‘ Centrifugalas ‘

trombocita

szuszpenzio
(1000 x 10°%/L) SDS PAGE gél elektroforézis

(7 pg thr prot./sav)

Transzfer PVDF membranra
Blokkolas

(5% zsirmentes tejport
tartalmazo TBS-Tw 20 puffer)
Megjeldlés
(anti-nacCOX-1/anti-ac-COX-1,
biotinalt anti-egér IgG)
Detektalas

(avidin-biotinalt peroxidaz
komplex, felergsitett
kemilumineszcencia)

Lizis |

—

Szonikalas
4°C, 3x10 sec

‘ Western blotting

4. abra. Az ac-COX-1 és a nacCOX-1 trombocita lizatumbél Western blottinggal torténo

kimutatasanak sémaja.
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5. Médositott TXB, assay a trombocitak AA-indukalta TXB,-képzésének mérésére

A PRP mintak trombocita szamat PDP-vel valo higitassal 30 x 10%L-re allitottuk be.
A trombocita TXB; képz6édést 12.5 pL 5 mg/mL-es AA (Helena, Gateshead, UK) 237.5 uL
higitott PRP-hez torténd hozzaadasaval indukaltuk. 37°C-on torténd 5 perces inkubaciot

kovetden a reakciot 12.5 pL 2 M HCI hozzaadasaval allitottuk le. A mintat 15 percig 4°C-on

hiitottiik, majd 12000 g-n centrifugaltuk (4°C, 10 perc).

A modszer bedllitasa soran annak ellenére, hogy az AA az alkalmazott TXB, assay
antitestével csak kis mértékben adott keresztreakciot (0.1 %), a képzddott TXBo-hoz
viszonyitva az AA 10000x-es molaris talsilya miatt interferenciat tapasztaltunk. A
feliiluszoban talalhaté TXB,-t az interferalé anyagoktol, mindenekeldtt az AA-tdl, Discovery

C18 oszlopon (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) szekvencidlis szilard fazisu extrakcios

modszerrel valasztottuk el (5. abra).

5 mg/ml AA

37°C

5min 12000 x g_
PRP (30 G/L) | | Savas kicsapas
TXB, kompetitiv €| Assay pufferben
immunoassay oldas

5. 1-4.

HZO |

etanol
C18 | aceton:hexan1.5:8.5
hexan

® il v

acetat \

v Szennyez6 anyagok,
interferalé anyagok
eltavolitasa

| Eliicio etil-acetattal |

Tarolas -70°C

\A

<_| Olddszer elparologtatasa |

5. dbra. A trombocitik AA indukalta TXB; képzédésének mérése. AA jelenlétében
torténd aktivaciot kdvetden a trombocitak altal képzett TXB; -6t szekvencidlis szilard fazisu

extrakcios modszerrel valasztottuk el a szennyez és az interferdlé anyagoktol, majd a TXB,

koncentraci6 meghatarozasara kompetitiv immunoassayt alkalmaztunk.
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125 pL TXB; tartalmu feliiliszot C18 oszlopra vittiink, majd szekvencialisan 2 x 1 mL
HPLC-tisztasagu vizzel, 15%-os etanollal, aceton:hexan 1.5:8.5 aranyu elegyével és hexannal
mostuk. A TXB,-t 2 mL etil-acetatban elualtuk. Az eludtumot 200 pL-enként nitrogén alatt

szaritottuk majd 500 uL, a reagens kithez biztositott assay pufferben oldottuk. Amennyiben a

crer

on taroltuk.

A TXB; koncentraciot kompetitiv imunoassay-vel (Assay Designs, Ann Arbor, Ml,
USA) hataroztuk meg 96 lyuka kecskében termelt anti-nyal IgG-vel fedett mikrotiter

lemezben:

1/ TXB; standard sor elkészitése: 10000, 3333, 1111, 370, 123, 41.1 és 13.7 pg/mL-es TXB;
koncentracioval (TXB; torzsoldat higitasa Assay pufferben);

2/ 100 uL assay puffer pipettazasa az NSB és By helyekre;
3/ 100-100 pL TXB; standard és minta pipettazasa a megfeleld helyekre;

4/ 50 puL TXB,-vel konjugalt alkalikus foszfataz enzim oldat (a kitben kék szinil) pipettazasa
a Blank kivételével minden lyukba;

5/ 50 uL TXB,-hoz kotd6dd nyul poliklonalis antitest (a kitben sarga szinii oldat) pipettazasa
az NSB ¢és Blank kivételével minden lyukba;

6/ Inkubacio szobahdmérsékleten 2 oraig, S00 rpm-es razatassal;
7/ Plate mosasa lyukankeént 400 pL higitott mos6oldat hozzaadéasaval 3x;

8/ Az utolsé mosas utan 200 uL p-nitrofenil foszfat szubsztrat hozzédadasa minden lyukhoz,

majd inkubéci6 szobahdmérsékleten 45 percig, razatas nélkiil;

9/ Az enzim-szubsztrat reakcié leallitasa 50 uL stop-oldat (NasPO, oldat) hozzaadasaval

minden lyukhoz;
10/ A képz6dott sarga szin optikai denzitasanak leolvasasa microplate-readerrel 405 nm-en.

A kotddést jelzd sarga szin intenzitasa forditottan ardnyos a mintdkban ill. standardokban
talalhatd  TXB,-koncentraciokkal. @ A  mintadkban  talalhatdo  TXBj,-koncentraciok

meghatdrozasara a mért optikai denzitdst hasznaltuk (6. abra).
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6. abra. A TXB; koncentracié meghatarozasa kalibraciés gorbe segitségével tortént. A
mért optikai denzitdsbol kiszamolt abszorpcids szazalékot logaritmikus skalan a TXB,

koncentracionak feleltettiik meg.

A trombocitak altal képzett TXBy-t pg TXB2/10° trombocita egységben fejeztiik ki.
Az aszpirinnel nem kezelt egyénektdl nyert trombocitdk AA-indukalta TXB, képzési
tartomanyaban, 13363 pg/mL-es TXB; koncentraciondl, a modszer varidcids koefficiense
(CV) 6.9%-nak addodott. Az aszpirinnel egy hétig kezelt egyénektdl nyert trombocitak AA-
indukalta TXB, képzési tartomdnyadban, nagyon alacsony, 888 pg/mL-es TXB;
koncentracional, a CV 11.7% volt. A mintdkhoz hozzaadott és a teljes procedliran végig vitt

TXB; visszanyerése jol reprodukalhatdoan 75% koriil volt, magas endogén TXB;

cre

cre

6. A trombocita funkci6 vizsgalata rutin laboratériumi médszerekkel

A PFA-100 zarodasi 1d6t kollagén/epinefrines (CEPI) patronnal mértiik. A mddszer
olyan egyszer hasznalatos patront hasznal, melynek nyilasaba mért citrattal alvadasgatolt

vérminta vakuum segitségével egyenletesen dramlik egy kapillarison €s rezervodron at
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trombocita agonistakkal (kollagén és epinefrin vagy kollagén és ADP) atitatott sziik nyilassal
(aperturaval) rendelkez6 membranon 1évé apertiran keresztiil (7. abra). Az aramlo aktivalt
trombocitdk kitapadnak a membranon talalhatd apertura falahoz majd aggregalodva eltomitik
a nyilast. A nyilas eltomddését egy vakum szenzor érzékeli €s ezt az un. zarddasi idot méri

masodpercben.

7. abra. A PFA-100 zarédasi ido meghatarozasra alkalmazott egyszer hasznalatos
patron szerkezete. A patronba pipettazott citrattal alvadasgatolt vérminta egy kapillarison
(A) és rezervoaron keresztill aramlik, majd az aperturaval rendelkez6 membranon (B)

athaladva a membrant atitatd trombocita agonistak aktivaljak a vérlemezkéket.
A VerifyNow (VN) Aspirin Assay elvégzése a gyartd eldirasa szerint tortént. Ez a

betegagy mellett is haszndlhatd (point of care) trombocita funkcios teszt is citrattal

alvadasgatolt vérmintat hasznal (8. 4bra).
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8. abra. A VN Aspirin Assay hasznalata. A meghatarozas a késziilékbe helyezett egyszer
hasznalatos patron segitségével torténik, melynek nyildséba helyezziik a citrattal alvadasgatolt

vérmintat tartalmazo vérvételi csovet.

A teszt alkalmazasa soran a vérben 1évo trombocitdk AA agonista hatdsara aktivalodnak. A
képzddott TXA, biokémiai jelatvivé utvonalat indit el mely végsé soron a trombocita
membranban 1évé GPIIb/Illa komplexszet fibrinogén kotd receptorra alakitja. Az aktivalt
trombocitak az egyszer hasznalatos patronok keverdkamrajaban talalhaté fibrinogénnel fedett
gyongyokhoz kotddnek és agglutindljak azokat (9. &bra). Az agglutinacid fokozott fény
ateresztést (transzmissziot) eredményez. Amennyiben az aszpirin gatolja a TXA, képzddést
nem alakul ki trombocita aktivacid €s a fény transzmisszid sem ndvekszik (10. abra). Az
eredményeket Aspirin Reaction Unit-ban (ARU) fejezziik ki. A gyartdi eldiras szerint az 550

ARU cut-off érték alatti eredmények megfeleld aszpirin hatast mutatnak.
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9. abra. A VN Aspirin Assay egyszer hasznalatos patron szerkezete. A citrattal
alvadasgatolt vérmintdban megtalalhaté trombocitdk a tesztpatron keverdkamraiban AA
agonista hatasara aktivalodnak, fibrinogénnel fedett gyongyokhoz kotddnek és agglutinaljak

azokat.
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10. abra. A VN Aspirin Assay alapelve. AA agonista hatasara az aktivaloédott trombocitak a
késziilékbe helyezett egyszer hasznalatos patron keverOkamréjdban fibrinogénnel fedett
gyongyokkel agglutindlodnak és a minta fényateresztése fokozodik. Az aszpirin gitolja a
trombocita aktivaciot, ennek kovetkeztében az agglutinaci6 akadalyozott, igy a minta

fényateresztése csak kismeértékii.

A trombocita aggregaciot és szekréciot Chrono-log 700 lumiaggregométeren (Chrono-
Log, Havertown, PA, USA) vizsgaltuk PDP-vel 260 x 10°%/L trombocita szamra beallitott
PRP-ben. A meghatarozashoz esetenként 450 pL PRP-t, trombocita mentes referencia
mintaként 450 uL PDP-t, 50 uL luciferin-luciferaz (LL) reagenst (Biothema AB, Handen,
Svédorszag) ill. 50 pL agonista oldatot hasznaltunk. Utdbbi esetben kivételt jelentett a
kollagén, amit 5 plL-ben adtunk a rendszerhez. Az agonistak végkoncentracidja a kdvetkezo
volt: 500 ug/mL (1.53 mmol/L) AA (Helena, Gateshead, UK), 10 pmol/L ADP, (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA), 10 ug/mL (54.6 umol/L) adrenalin (Richter Gedeon, Budapest,
Magyarorszag), 1 pg/mL fibrillaris Horm kollagén (Nycomed, Zurich, Svajc). Az aggregacios
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¢s szekrécios gorbéket ADP agonistdval végzett aktivacido sordn 6 percig (6B abra), AA
jelenlétében 8 percig (6C abra), adrenalin és kollagén jelenlétében 10 percig (6A és 6D abrak)
rogzitettilk. Az eredményeket a maximalis transzmisszi6 valtozéas szazalékaban fejeztiik ki.
modszerrel, luciferin-luciferaz reagens (Biothema AB, Handen, Svédorszdg) segitségével
detektaltuk. A maximalis ATP szekréciot pmol ATP/10* trombocita egységben fejeztiik ki.

Az agonista indukdlt trombocita aggregicid és ATP szekrécido kimutatadsanak Ilépései

lumiaggregométeren az aldbbiak voltak:

1/ a kiivettahaz referens helyére 450 uL, a vizsgaland6 PRP-nek megfeld PDP-t helyeztiink;
2/ az el6termosztalt, magneses keverdvel ellatott kiivettdkba 450 pL PRP-t mértiink, és 3 perc
eldmelegités utan a kiivettadt a PRP-vel jelzett lyukba helyeztiik;

3/ a PRP-hez 50 uL LL-reagenst adtunk és a késziiléket nullaztuk;

4/ ezutan a trombocitak aktivacidjat agonista hozzaadasaval indukaltuk, a kiivettakba 50-50
uL AA-t/ ADP-t/adrenalint, ill 5 pL Horm kollagén szuszpenziot mértiink és kovettiik az
aggregacios ill. ATP szekrécids gorbék lefutasat;

5/ a meghatarozas végén a mintakhoz 2 uL 1 mmol/L ATP standard-ot adtunk, s ehhez

viszonyitottuk az aktivacio sordn a trombocitak altal szekretalt ATP mennyiségét.
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11A 4bra. Jellegzetes adrenalin indukalta trombocita aggregacios és szekrécios gorbék
az aszpirin kezelés elott, ill. 1 és 7 napos aszpirin kezelés utan levett mintakban.
Aggregacio 0., 1., 7. nap: kék-fekete-bordd. Szekrécio: 0., 1., 7. nap: vilagoskék-sziirke-

narancssarga.
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11B abra. Jellegzetes ADP indukalta trombocita aggregacios és szekrécios gorbék az
aszpirin Kkezelés elétt, ill. 1 és 7 napos aszpirin kezelés utan levett mintakban. Aggregécio

0., 1., 7. nap: kék-fekete-bordo. Szekrécio: 0., 1., 7. nap: vilagoskék-sziirke-narancssarga.
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11C abra. Jellegzetes AA indukalta trombocita aggregacios és szekrécios gorbék az
aszpirin kezelés elott, ill. 1 és 7 napos aszpirin kezelés utan levett mintakban. Aggregéacio

0., 1., 7. nap: kék-fekete-bordd. Szekrécio: 0., 1., 7. nap: vilagoskék-sziirke-narancssarga.

TABEC Kollagén
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11D abra. Jellegzetes kollagén indukalta trombocita aggregacios és szekrécios gorbék az
aszpirin Kkezelés elétt, ill. 1 és 7 napos aszpirin kezelés utan levett mintakban. Aggregacio

0., 1., 7. nap: kék-fekete-bordo. Szekrécid: 0., 1., 7. nap: vilagoskék-sziirke-narancssarga.
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7. Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatokat SPSS (v.16) szoftver (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA)
segitségével végeztik. A valtozokat Kolmogorov-Smirnov teszttel megvizsgalt eloszlasuknak
megfelelden atlag ¢€s standard deviacio (SD) vagy median, interkvartilis tartomany (IQR) és
teljes tartomany értékekkel fejeztiik ki. A 0., 1. és 7. mintavételi napokon kapott eredmények
kozti kiilonbségek elemzésére Wilcoxon-féle eldjeles rangszamossszeg probat (Wilcoxon
signed rank test) alkalmaztunk. A korrelacioelemzést Spearman teszttel (Spearman's rank
correlation test) végeztiik. Az egyének alcsoportjai kozti kiilonbségek elemzése Student féle t-

probaval tortént.
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EREDMENYEK

1. A vizsgalt populacio jellemz6i

A kizérasi kritériumok alkalmazasat kovetden 108 egészséges onkéntes (60 nd és 48
férfi) felelt meg a kovetelményeknek. Atlagéletkoruk 33.5 év (SD 9.3, tartomany: 19-59) volt.
69.4%-uk soha nem dohanyzott, 9.3%-uk kordbban dohanyzott és 21.3%-uk aktiv dohdnyos
volt. A kiindulési atlagos trombocita szam 271.3 x 10%/L (SD 62.5, tartoméany: 138-429) volt,
az egyes egyéneknél a kiilonb6zé mintavételi idopontokban a trombocita szdmban csak

Iényegtelen eltérések voltak.

2. Az aszpirin terapia hatasa az AA-indukalt trombocita TXB,-képzésre

Az elsO aszpirin tabletta bevételét megelézoen (0. nap) AA hatdsara a trombocitak
jelentés mennyiségi TXB,-6t szintetizaltak, jollehet, a TXB; képzd kapacitas széles
tartomanyban szort. Annak ellenére, hogy a 0. és az 1. mintavételi napokon mért TXB,
értekek kozott az eltérés statisztikailag magasan szignifikans volt (p<0.0001), a jelentkezdk
10%-anal egyetlen enteroszolvens bevonatos aszpirin tabletta bevétele utan 24 éraval a TXB,
képzés nem csokkent a 0. napon mért tartomany als6 hatara ald. Tovabba, az 1. napon mért
TXB; értékek 65%-a a 7. napon kapott értékek maximuma felett helyezkedett el, tehat
ezekben az esetekben egyetlen aszpirin tabletta bevétele nem volt elegendd a maximalis
trombocita gatld hatas eléréséhez. Az egy hetes aszpirin kezelés kivétel nélkiil hatékonyan
lecsokkentette a TXB, képzést egy sziik tartomanyba, tehat elmondhatjuk, hogy a hét napos
aszpirin terapia minden résztvevo esetében hatékony volt és részleges "aszpirin rezisztenciat"
sem lehetett detektalni. A 7. napon kapott TXB, értékek medidnja a 0. napos értékek
medianjanak csak 1.4%-a volt. A 7. napon kapott értékek nem mutattak korrelaciot a 0. napon
mért TXB; képzés mértekével (r=-0.061, p=0.528), tehat a kezelést megel6z0 trombocita
reaktivitas mértékétdl fliggetleniil az aszpirin egyOntetiien egy nagyon alacsony szintre
csokkentette a trombocitak TXB; képzd kapacitasat (12A és 12B abrak).
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12. abra. Az aszpirin kezelés hatasa a trombocitak AA altal indukalt TXB; képzésére. Az
4bra felsd részén (A) az aszpirin kezelés soran meghatarozott 0. napos (O), 1. napos (o) és 7.
napos (A) egyéni értékeket abrazoltuk. A hosszu vizszintes vonalak a medianokat, a rovid
vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany (IQR) also és felsd hatarait jelzik. A 7. napon
mért minden esetben nagyon alacsony egyéni TXB; képzés kovetkeztében az egyes értékek
nehezen kiilonboztethetok meg egymastol és a vizszintes vonalak nehezen észrevehetok. A
pontosabb értelmezhetdség kedvéért az dbra alsod részén (B) numerikusan is feltiintettiik a

median értékeket, az IQR-t és a teljes tartomanyt.

3. A trombocita COX-1 acetilacio egy hetes aszpirin terapia soran

Az aszpirin hatasat a COX-1 acetilacios status direkt kimutatasaval is igazoltuk. A COX-1

acetilacio mértékének meghatarozasa az acCOX-1 vagy nacCOX-1-re specifikus

monoklonalis antitestekkel tortént. A 13. abran egy ezt demonstrald reprezentativ kisérletet
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mutatunk be. A 0. mintavételi napon az acCOX-1 ellenes antitesttel nem volt kimutathato
reakcio, ezzel ellentétben nagyon intenziv reakciot kaptunk a nacCOX-1 ellenes antitesttel.
Az 1. mintavételi napon a COX-1 savval mindkét antitest adott reakciot, utalva a COX-1
acetilacido részlegességére. A 0. napos eredményekkel szoges ellentétben, a 7. napon az
acCOX-1 ellenes antitest nagyon intenziv reakciot adott, mig a nacCOX-1 ellenes antitesttel
nem volt kimutathat6 reakci6. Egyetlen ,,non-compliance” eset kivételével (1asd késobb), az

Osszes résztvevo esetében megegyezd eredményeket kaptunk.

acetilalt COX-1 nem-acetilalt COX-1

kD ellenes monoklonalis antitest

205 - —
116 e <o
92 - -
66 W - - gy - +«— COX-1
42 - o

Std. 0 1 7 Std. 0 1 7
napos aszpirin teripia

13. abra. A trombocita COX-1 acetilaciéo kimutatasa Western blottinggal. A COX-1-nek
megfeleld sav alatt lathato alacsony intenzitasi sdv, mely mindkét antitesttel reakcidt mutat,
nagy valosziniiséggel a COX-1 transzkripcids variansdnak megfelelé 37 aminosavval

rovidebb 2-es izoforma (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/18104968).

Az altalunk hasznalt Western blot technika érzékenységét aszpirinnel nem kezelt egészséges
onkéntesektdl nyert trombocita lizatum higitasi soraval ellendriztiik (14. dbra). A nacCOX-1
fehérje 40x-es higitas esetén is kimutathatd volt, tehat az assay alkalmas a nacCOX-1
mennyiseég 2.5%-anak a detektdlasira. Az abran lathato, hogy a reakci6 denzitometridsan is
jol értékelhetd. Tekintettel arra, hogy a 7. mintavételi napon a nacCOX-1 ellenes antitestekkel

nem volt reakcio, ennek az alkalmazésara nem volt sziikség.
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14. abra. A nac-COX-1 kimutatas érzékenysége Western blottinggal. A 2x-es higités
esetében 7 pg trombocita fehérjét vittiink fel a gélre.

Kovetkezésképpen, az AA-indukélta TXBj-képzd kapacitdst elemzd eredményeinkkel
Osszhangban, ezzel a moédszerrel sem tudtunk kimutatni egyetlen esetben sem valddi aszpirin
rezisztenciat. Az 1. mintavételi napon az anti-nacCOX-1 ¢és anti-acCOX-1-el adott reakciok
mértéke mintanként valtozott, az aszpirin hatasa azonban minden mintaban kimutathat6 volt.
A 108 Onkéntessel ellentétben egyetlen onkéntesnél a 7. mintavételi napon az anti-
nacCOX-1-gyel intenziv reakciot kaptunk, és nem kaptunk reakciot anti-acCOX-1-gyel (15.
abra). Ennek megfeleléen a 7. napon mért AA indukalta TXBy-képzddés a kiindulasi (0.
napos) tartomanyban maradt. Felmeriilt a non-compliance lehetdsége, ezért az onkéntes egy
masodik gyogyszer adagolasi periodusban is részt vett, mely id0szakban a tabletta bevételét
ellendriztiik. Az ismételt eredmények a 7. napon teljes COX-1 acetilaciot mutattak €s a
vérlemezkék TXBy-képzd kapacitasa a tobbi Onkéntes eredményének megfeleld tartoméanyba

csokkent.
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15. abra. A non-compliance idészakat és a szigoruan ellenorzott ismételt
gyogyszerszedési periodust bemutaté Western blottok. A non-compliance idészak alatt az
anti-acCOX-1-el nem volt kimutathatd reakcidé trombocita lizatumban, ezzel ellentétben a
masodik, szigoruan ellendrzott gyogyszerszedési periddusban intenziv reakcidt kaptunk.
Minden minta reakciot adott egy poliklonalis COX-1 ellenes antitesttel, mely nem tett

kiilonbséget az acetilalt és a nem acetilalt formak kozt.

4. Az aszpirin hatas vizsgalata rutin laboratériumi modszerekkel

A referencia modszerek kivaloan elkiilonitették a kiindulasi és a hét napos aszpirin
szedést kovetden kapott eredményeket, részleges "aszpirin rezisztencia" sem volt kimutathato,
ezért a 0. és 7. mintavételi napokon kapott eredmények alkalmasak voltak a parhuzamosan
elvégzett rutin laboratériumi tesztekkel kapott értékekkel vald Osszehasonlitdsra. Ha a 7.
napos értékek nem tértek el a 0. napos értékek tartomanyatdl az az adott mddszer altal mért

fals pozitiv aszpirin rezisztenciat jelent.

4.1. A PFA-100 CEPI zarodasi idok- és a VN Aspirin Assay eredményeinek értékelése

Bar a 0. és 7. napon mért PFA-100 CEPI zarddasi idok kozt statisztikailag szignifikans
eltérés volt (p<0.0001), a két tartomany jelentds atfedést mutatott és a zarédasi idok 38.9%-a
az egy hetes aszpirin szedést kovetden is a 0. napnak megfeleld kiindulasi tartomanyban

maradt (16. dbra, 1. tablazat).
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16. abra. PFA-100 zarodasi idé és VerifyNow Aspirin Assay alkalmazasa az aszpirin
hatas vizsgalatara. A citrattal alvadasgatolt vérmintakat az egészséges Onkéntesektdl az elsd
aszpirin tabletta bevétele eldtt (0. nap) és az egy hetes aszpirin terapiat kdvetden (7. nap)

nyertliik. A PFA-100 zarddasi 1d6t kollagén/adrenalin patronnal hatdroztuk meg. A vizszintes

vonalak a medianokat jelzik.

Amennyiben a végso értékeket nem a kezelést megel6z6 sajat egyéni értékekhez hasonlitjuk,

hanem az aszpirinnel nem kezelt populacid szdmara megallapitott referencia intervallumhoz,

az esetek jelentds részében, tévesen, aszpirin rezisztenciat diagnosztizalunk.
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Laboratériumi modszer 0. nap median 7. nap median A 7. napos értékek

(egység) (IQR; teljes (IQR; teljes atfedése a 0. napos
tartomany) tartomany) tartomannyal

PFA-100 CEPI zarodasi id6 103 177 38.9 %

(sec) (90-116; 63-153) | (128->300; 77->300)

VerifyNow Aspirin Assay 657 428 0.9%

(ARU) (651-662; 586-671) | (407-467; 350-590)

AA-indukalt trombocita 80 5 0%

agerepAci6 (AT%) (75-87; 50-99) (4-6; 0-13)

ADP-indukalt trombocita 78 66 99.1 %

agerepAci6 (AT%) (72-85; 39-99) (60-72; 16-91)

Adrenalin-indukalt trombocita 80 21 100 %

agerepAci6 (AT%) (52-87; 2-98) (15-29; 3-73)

Kollagén-indukalt trombocita 79 9 4.6 %

agoresdcié (AT%) (72-85; 46-99) (3-21; 0-52)

1. tablazat. A Kiilonb6zo trombocita funkcios tesztekkel kapott eredmények az aszpirin
kezelést megel6zéen és egy hetes aszpirin kezelést kovetéen. A 0. és 7. napon mért PFA-
100 CEPI zarodasi id6k atfedését a 0. napos tartomany felsd hatara alatt 1évd 7. napos értékek
szézalékos ardnya adja meg. A trombocita aggregacios tesztek és a VerifyNow Aspirin Assay
atfedés tartomanyat a 0. napos tartomany alsé hatara felett 1évé 7. napos értékek szazalékos

aranya adja meg.

A PFA-100 CEPI zarodasi 1d6 meghatarozassal ellentétben, egyetlen kiesd érték
»outlier” kivételével (590 ARU), nem volt atfedés a VN Aspirin Assay-vel a 0. és 7. napon
mért értékek kozott. A kiesd értéket is figyelembe véve az atfedés szdzalékos aranya
minddssze 0.9% volt (16. abra, 1. tablazat).

A PFA-100 zar6dasi 1d6 meghatarozéasa esetében a kiindulasi értékek szignifikdnsan
korrelaltak a 7. napos értékekkel, tehat az aszpirin kezelés eldtt is fokozott reaktivitdsu
trombocitakkal rendelkezé egyének aszpirin kezelést kdvetden is relative magas trombocita
reaktivitdst mutattak (2. tablazat). A VN Aspirin Assay esetében hasonld Osszefiiggés nem
volt, azaz az aszpirin kezelés el6tt mért trombocita reaktivitas, az AA indukélta TXB;

képzddéshez hasonldan, nem befolyasolta az aszpirin hatékonysagat.
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Laboratériumi médszer Korrelaciés koefficiens (r) | Szignifikancia
AA-indukalt trombocita -0.061 p=0.528
TXA; képzés

PFA-100 CEPI zarodasi id6 0.577 p<0.0001
VerifyNow Aspirin Assay 0.039 p=0.686
AA-indukalt trombocita 0.019 p=0.844
aggregacio

ADP-indukalt trombocita 0.561 p<0.0001
aggregacio

Adrenalin-indukalt 0.483 p<0.0001
trombocita aggregacio

Kollagén-indukalt trombocita 0.259 p<0.007
aggregacio

2. tablazat. Az egy hetes aszpirin kezelést megel6zoen és azt kovetden kapott

eredmények korrelacidja.

4.2. A trombocita aggregacios- és szekrécios vizsgalatok eredményeinek értékelése

A 0. mintavételi napon adrenalin agonista hatdsara bekovetkezett trombocita
aggregacio mértéke, az esetek 30%-aban igen alacsony volt, és a 7. mintavételi napon mért
értéktartomanyba esett (17. dbra). Hasonloképpen, a vizsgalt populacié 26%-anal a 0. napon
mért adrenalin-indukalt ATP szekrécio mértéke mérési hatar alatt volt (3. tablazat). Az
adrenalinra gyenge valaszt adok jelentds szdma miatt ez az agonista nem alkalmas az aszpirin
hatds megitélésére.

Az ADP jelenlétében végzett trombocita aggregacios vizsgalatok esetében, a
statisztikailag szignifikdns valtozés ellenére, a 0. €s 7. napos eredmények kozott jelentds volt
az atfedés (13. abra, 1. tdblazat). Az egyetlen, ADP agonistara gyengébb valaszt ado, 39%-0s
transzmisszio ndvekedést mutatd, outlier érték kizarasa utan is, a 7. napon kapott eredmények
94.4%-a atfedést mutatott a kiinduldsi értéktartomannyal. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy az ugyanannal az egyénnél meghatarozott kiindulasi (kezelést megel6z0)

érték hidnyaban, az ADP aggregacio sok esetben alpozitiv "aszpirin rezisztenciat" mutat. A 0.
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napos ADP indukalta ATP szekrécios értékek széles tartomdnyban szortak (3. tablazat), ez a

paraméter sem hasznalhat6 az aszpirin hatas ellendrzésére.

. .
adrenalin ADP AA kollagén
100+ o oo °
-1} °° °
oo ooete . Sagoge ‘o
°33§“"° ek o098 Sa0ag?
oc?000%, 5208 . saucTehge o o
80°° 000 000 * . mo (-] .-
80 GO:%:OG . o o0 00 O“:a o0
N "8"“"&! o %" —ere 00—
2 Paseee™ e D e e
Q ®00° * Egeeesw : ‘.0.‘3 °°e§geo°° asgsaa
~— ooog ey 2998 oo, “80
0 “gocey S 8200 00 0o
008
S " . = oSS s &
m 60 ° M 3’:’3 :
w e o6 +3 :‘o . oo
L] X D& X2 *e
- g 0: * 0: * ° * ° ¢ A
-]
.
N ° *
w 4 0 h * : : o ot
c o Tesy? s
m * 3 : * . * * *e
| - ‘e -
et ® 0;0;.:::0; - :’:'0'0
< 204 oo® et ‘e :o. -
(-] .'..0".0‘0 +
QD:S '..“0.0:0 - *e * * e
*
d o L
:17 4 00. ., + 4 + .:: N
t t O
° hd %ﬁ
G L] L) L] L) 1 L) T T
0 7 0 7 0 7 0 7
napos aszpirin terapia

17. abra. Az aszpirin hatiasa a Kiilonboz6é agonistak altal kivaltott trombocita
aggregaciéra. PRP-ben adrenalinnal, ADP-vel, AA-al és kollagénnel aktivaltuk a
trombocitdkat. A vérmintakat az egészséges onkéntesektdl az elsd aszpirin tabletta bevételét
megeldzden (0. nap) €s az kdvetden egy héttel (7. nap) vettiik. Az eredményeket a maximalis
fénytranszmisszid valtozasban (Atranszmisszio %) fejeztiik ki. A vizszintes vonalak a

medianokat jelzik.
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Agonista pmol ATP/10* trombocita A 7. napos értékek
0. nap median 7. nap median atfedése a 0. napos
(IQR; teljes (IQR,; teljes tartomannyal
tartomany) tartomany)
AA 1.1 0 0%
(0.9-1.4; 0.4-2.6) (0; 0)
ADP 1.0 0 100 %
(0.7-1.2; 0-2.2) (0; 0-0.8)
Adrenalin 1.2 0 100 %
(0.2-1.5; 0-2.8) (0; 0)
Kollagén 1.0 0.2 25 %
(0.8-1.3; 0.3-2.2) (0.1-0.3; 0-1.9)

3. tablazat. Az aszpirin hatasa a Kkiilonb6zoé agonistak altal indukalt trombocita ATP
szekréciora. Az egészséges Onkéntesektdl az elsé aszpirin tabletta bevételét megeldzden (0.

nap) és azt kovetden egy héttel (7. nap) vett mintdkban végeztiik el a vizsgalatokat.

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

Az AA-indukalt trombocita aggregacid és ATP szekrécid esetében a 0. és 7. napos
értektartomanyok kozt nem volt atfedés, azaz ez a teszt kivaldan alkalmas az aszpirin hatés
detektalasara (17. abra, 3. tablazat).

Az egy hetes aszpirin kezelést kovetden mért adrenalin-, ADP- és kollagén-indukalt
trombocita aggregacios valasz mértéke szignifikansan korrelalt a kiindulasi értékekkel (2.
tablazat). AA agonista esetében ilyen Osszefliggés nem volt, hasonléan az AA-indukalt TXB,-

képz6 kapacitas meghatarozasa soran kapott eredményeinkhez.
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MEGBESZELES

A trombocita COX-1 aszpirin altal torténé acetilaciojat nagy biztonsaggal kimutatd két
referencia moddszert fejlesztettiink ki. A COX-1 acetilaciojanak mérésére egy indirekt
modszert mar korabban leirtak [30, 40]. Ez esetben a trombocita lizatum 180.000 g
feliiluszojaban a COX-1 az aszpirin hatasara bekovetkezett inaktivacidjanak mértékét a [*H-
acetil]-aszpirin, egy 85 kDa-os fehérjéhez (feltehetéen COX-1-hez) vald kotdédésének
csokkenésével mérték. A modszer amellett hogy meglehetdsen nehézkes, nem lett validalva és
nem is terjedt el a laboratoriumi gyakorlatban. Az altalunk kifejlesztett acCOX-1-re illetve
nacCOX-1-re specifikus monoklonalis antitesteket alkalmazé modszerek a COX-1
acetilaltsagi statusat mutatjak ki trombocita lizatumban. Az aszpirin altal acetilalt Ser529
reziduum a COX-1 belsejében fedett allapotban van, igy az antitestek szekvencialis
epitopjukkal csak a molekula szekundér és tercier strukturdjat denaturdld anionos detergens
kezelés (SDS) alkalmazasat kovetden reagaltak. Ezért az antitestek és a COX-1 Ser529-et
magaban foglald epitopok interakcidjanak kimutatasara Western blottingot (SDS-PAGE és
immunoblot) alkalmaztunk. Az antitestek specificitasat a megfeleld acetildlt, illetve nem
acetilalt peptidekkel valo reagélds mellett az aszpirinnel nem kezelt onkéntesektdl nyert
trombocitdkban az anti-acCOX-1-el adott reakcid hidnya és az aszpirinnel egy hétig kezelt
onkéntesekt6l nyert trombocitdkban az anti-nacCOX-1-el adott reakcié hianya is igazolta.
Tudomasunk szerint ez az elsé COX-1 Ser529 acetilaciot kozvetleniil kimutaté modszer, mely
alkalmas a kémiai (valodi) aszpirin rezisztencia vagy annak a hianyanak a megallapitasara.

A TXBy-képzés jellemzésére kifejlesztett mddositott TXB, assay megtervezésénél
célunk volt a trombocitak altal képzett TXA, mennyiségének meghatarozasa fiiggetleniil a
mas sejtek altal in-vivo vagy in-vitro koriilmények kozott képzett TXA,-t6l, kikeriilve a
receptor-medialt trombocita aktivaciot, melyet az AA-TXA, atalakulastol eltéré tényezdk
befolyasolnak. Modszeriink egy meghatarozott trombocita szamra beallitott higitott PRP-ben
vizsgalja a TXB; képzddést, ami lehetdvé teszi az egy trombocita altal képzett TXB,
meghatarozasat, azaz fiiggetleniti a TXB, képzddést, ill. annak gétladsat az egyénileg eltérd
trombocita szamtol is. A TXB; képzddés jellemzésére, ill. az aszpirin hatds detektdlasara
korabban leirtak a véralvadas soran képzodott TXB, mérését szérumban, és a 11-dehidro-
TXB, meghatarozast vizeletben [33, 41, 42]. Bar mindkét emlitett modszer értékes
informacioval szolgal az aszpirin hatasaval kapcsolatban, az elébbi a véralvadasi folyamat

alatt torténd trombin generaciotol fligg, az utdbbit pedig a trombocitaktol fliggetlen forrasbol
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képz6dd TXA; és a vesefunkcio is befolydsolhatja. Emellett a vérben 1évé egyéb esetleg
COX-2-6t tartalmazo sejtek (fehérvérsejtek) altal képzett TXB, is befolyasolhatja az
eredményeket. Az altalunk kifejlesztett modszer a trombocitdk TXAp-képzd kapacitasat
hatarozza meg, az aszpirin hatasara kapott eredmények indirekt moédon mérik a COX-1
acetilacigjat.

Ujonnan kifejlesztett modszereink alkalmazasa bonyolult és iddigényes, jelenlegi
formajukban nem az aszpirin hatas rutin ellenérzését célozzak. Az aszpirin altal eléidézett
COX-1 acetilacié mértékének és a kémiai ("valds") "aszpirin rezisztencia" gyakorisaganak
meghatarozasara egészséges vagy beteg populacioban azonban jol alkalmazhatok.
Felhasznalhatok tovabba az "aszpirin rezisztencia" kimutatdsara haszndlatos rutin modszerek
értekelésére.

Az altalunk kifejlesztett referencia modszerekkel egybehangzdan igazoltuk, hogy 108
onkéntes 4ltal alkotott egészséges populdcioban nem volt "aszpirin rezisztens" egyén.
Megallapitasunk ellentmond szamos korabbi, inadekvat laboratériumi moddszerek
alkalmazéséaval elvégzett tanulmany eredményeinek, melyek alapjdn az aszpirin rezisztencia
gyakorisaga 5-66%-ig terjed [31-33]. Az altalunk vizsgalt egészséges Onkéntesek esetében az
AA-indukélta trombocita TXBj-képzés mértéke egységesen egy nagyon alacsony
értéktartomanyba csokkent. Ennek megfeleléen minden egyénnél egy hetes kis-dozisu
aszpirin kezelést kovetden a trombocita COX-1 teljes acetilacigjat észleltiik. Ez azt is jelenti,
hogy a COX-1-et kodoldo gén gyakori genetikai polimorfizmusai [43-48] nem jatszanak
szerepet az aszpirinre adott valasz kialakuldsdban. Hasonloképpen a kezelést megel6zo,
kiindulasi TXB,-képzési kapacitas (,,platelet reactivity”’) sem befolyasolja a COX-1 aszpirin
gyogyszer hatdsatol mentes egészséges Onkéntes csoporton végeztiik és az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy egészségesek esetében az aszpirin altali COX-1 acetilacid
hianyaval jellemzett "aszpirin rezisztencia" nem létezik, vagy ha igen, az ritkasdgnak szamit.
Eredményeinkkel megegyezOen, aszpirin hatasara 47 egészséges Onkéntesnél a szérumban
mért TXB,-szint is egységesen lecsokkent [33].

Egyetlen enteroszolvens bevonatos aszpirin tabletta hatdsanak kialakuldsa idében
egyénenként igen valtozo, melyet valosziniileg az egyéni felszivodasi- €s metabolikus
jellemzok kozti kiilonbségek magyaraznak. Az aszpirin kezelés elkezdésekor érdemes
figyelembe venni ezt az egyéni variabilitast.

Az aszpirin trombocita funkciora kifejtett hatdsanak detektalasara a klinikai

gyakorlatban szamos laboratoriumi modszert alkalmaznak [49-51]. Tanulmanyunkban a

42



trombocita COX-1 acetilaciot (inaktivaciot) megbizhatoan kimutatd tesztek azonositasa
céljabol Osszehasonlitottuk az e célra leggyakrabban alkalmazott rutin laboratoriumi
modszerekkel és a két referencia mddszerrel kapott eredményeket.

Aszpirinnel kezelt és nem kezelt betegcsoportban a PFA-100 CEPI zarodasi idok kozti
jelentds atfedést mar korabban is megfigyelték [52, 53]. Tanulmanyunkban a PFA-100
zarddasi 1do6t kollagén/ADP patronnal is meghataroztuk, a kapott kiinduldsi és az egy hetes
aszpirin kezelést kovetd értékek azonban teljes mértékben atfedtek, s igy ezeket az
eredményeket nem vettiik be a tanulmanyunkba. A COX-1-t6] fiiggetlen utvonalak, melyeket
az aszpirin hatas nem befolyasol, fontos szerepet toltenek be a trombocita dugd képzdédésében
a patron membranjanak aperturdjan, ezért a zarddasi id6 csak az esetek egy részében tiikrozi
az aszpirin hatasat. Erdekes modon az aszpirin kezelést kvetéen mért zarodasi idék magas
szignifikancidval korreldltak a kiindulasi zarodasi idokkel (2. tabldzat). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a fokozott kiindulasi trombocita reaktivitds jelentdsen befolydsolja az
eredményeket, ami elfedheti az aszpirin hatast. A PFA-100 zar6dasi id6t a von Willebrand
faktor koncentracioja, a hematokrit érték és a trombocita szam is befolyasolja [51, 54-56]. Az
alkalmazott egy hetes aszpirin kezelés nem valtoztatta meg a trombocita szamot ¢és
feltételezziik, hogy a masik két valtoz6 sem valtozott jelentdsen.

A VN Aspirin Assay sokkal pontosabban jelezte az aszpirin hatas kialakuldsat, mint a
PFA-100 zarodasi id6. A kiindulési értékek a gyartod altal meghatarozott 550 ARU hatarérték
felett, tovabba egyetlen kivétellel (586 ARU), 600 ARU felett helyezkedtek el (16. abra). Az
egy hetes aszpirin kezelést kovetden az AA-ra adott valasz egyetlen kivétellel (590 ARU) 550
ARU al4d csokkent. Tehat, az egészséges Onkéntesek 99%-aban a VN Aspirin Assay
megbizhatéan mutatta a COX-1 acetilacid statusat. Nem volt dsszefiiggés a kiindulasi (0.
napos) és 7. napos értékek kozt, tehat a kezelést megel6zd trombocita reaktivitas mértéke nem
befolyasolta a VN Aspirin Assay-vel mért aszpirin hatést.

Amint azt feltételeztiikk, a hatdsat COX-1 fliggd utvonalon keresztiil kifejtdé AA
agonista indukalta trombocita aggregacid €s szekrécid nagy biztonsaggal kiilonitette el a
kizarolag acCOX-1- et, ill. nacCOX-1-et tartalmaz6 mintakat (17. abra). A 0. és 7. napos AA-
indukalt trombocita aggregacids és szekrécidos eredmények kozt nem volt atfedés. A VN
Aspirin Assay-hez hasonléan, a kiindulasi trombocita aggregabilitds nem befolyasolta az
aszpirin hatas kialakulasat (2. tablazat).

A résztvevOk kb. negyedénél az adrenalinra adott kiindulasi trombocita aggregacios ¢és
szekrécios valasz alacsony volt [57, 58], igy ez az agonista aligha alkalmazhat6 az aszpirin

hatas kimutatasara (17. abra, 3. tablazat). ADP aggregéci6 esetében a 7. napos medianérték
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kisebb volt a 0. naposnal, az eredmények jelentds atfedése miatt azonban, individualis kezelés
elotti sajat értékek hidnyaban, kizart az aszpirin hatds e teszttel torténd megbizhatd
detektaldsa. Még akkor is, ha ismernénk a kezelés eldtti értéket az aszpirin hatdsara
bekovetkezett, kisfoku transzmisszio csokkenés bizonytalanna teszi annak megitélését, hogy a
COX-1 aktivitas teljes mértékben gatolt-e. Az eredmények kozott nem szerepel ugyan, de
végeztiink kisérleteket kiilonb6z6 ADP koncentracid mellett is. Az ADP koncentracid
valtoztatasa 2.5-20 pM kozti tartomanyban nem javitotta az aszpirin hatds kimutatdsanak a
hatékonysagat. Kis dozisu kollagén agonista (1 pg/mL) alkalmazasa az ADP-hez képest jobb
elkiilonitd erdvel birt. A kiindulasi- €s 7. napos értéktartomanyok atfedése azonban, kisebb
mértékben mint ADP vagy adrenalin esetében, ez esetben is észlelhetd volt.

Az ADP- és kollagén-indukalt trombocita aggregacié és ATP szekrécio COX-1
fliggetlen mechanizmusokat is involval, melyeket nem befolyédsol az aszpirin. Ezekben az
esetekben, hasonléan a PFA-100 CEPI zar6dasi id6 meghatirozashoz, a kiindulési értékek
szignifikansan befolyasoltdk a 7. napos eredményeket, az agonistdkra magas reaktivitast
mutatd nem acetilalt trombocitak a COX-1 acetilacidja utan is magas reaktivitast mutattak (2.
tablazat).

Tekintettel arra, hogy a szérum TXB, meghatarozas és a vizeletben 11-dehidro-TXB;
mennyiségének a mérése [42] nem tekinthetd a rutin laboratoriumi diagnosztikaban
altalanosan hasznalt eljarasnak, ezeket a modszereket nem vettik be az Osszehasonlitd
vizsgalatokba. Az eddigi eredmények azt sugalljdk, hogy a véralvadds soran képzodott
trombin altal aktivalddott trombocitdkban a TXA, generacid, melyet a szérumban megjelend
TXB; tiikroz, jol jelzi az aszpirin hatasat. Ugyanakkor az aszpirinnel nem kezelt egyének
esetében a moddszerrel kapott eredmények fiiggnek a trombin generacid6 mértékétdl, ami
egyénenként valtozik, s amit pl. az antikoagulans terdpia befolyasolhat. A szérumban 1évo
TXBy-hoz a vér egyéb alakos elemei is hozzdjarulhatnak, pl. a COX-2-6t tartalmazo
A leukocitak hozzajaruldsat a szérum TXB; szintjéhez jelenleg vizsgaljak intézetiinkben.

Az értekezésben részletezett vizsgalatok egészséges onkénteseken bizonyitottak az
aszpirin rezisztencia hianyat. A preventiv aszpirin terapidban részesiild betegeknél elvileg mas
szempontok is felmeriilhetnek. Az aszpirin gyengébb gatlo hatdsa a trombocita TXA;
képzésre bizonyos patologias allapotokban, mint a gyulladasos betegségek [59-61],
Osszefiigghet a kis dozist acetilszalicilsav altal nem gatolt COX-2 expresszidval bar ennek a
mechanizmusnak a jelentOsége vitatott [62]. Eldzetes kardiovaszkularis betegeken végzett

vizsgalataink arra utalnak, hogy e betegcsoporton az eredmények hasonloak az egészséges
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onkéntesek esetében leirt eredményekhez [63]. Véleményiink szerint, a COX-1 acetilaciora
kifejtett aszpirin hatas hidnyanak az els6dleges oka a non-compliance, igy az aszpirin hatas
ellenérzésének f6 indikacidja valdszinileg a non-compliance laboratoriumi detektalasa.
Tanulményunkban igazoltuk, hogy az 1) referencia moddszerek és az ezeknek megfeleld
specifikus modszerek alkalmasak a non-compliance detektalasara is. Tovabbi indikéacids
teriilet az aszpirinnel esetleg parhuzamosan szedett nem-szteroid gyulladascsokkentd
gyogyszerek interferdld hatasanak a kisziirése. Utobbiak megakadalyozzak az aszpirin
hozzaférését a COX-1 aktiv site tiregben elhelyezked6 Ser529-hez [64-66].

Osszefoglalva, a valodi aszpirin rezisztencia, ha 1étezik extrémen ritka a populacioban.
Az aszpirin hatds detektalasdnak f0 indikdcidja a non-compliance ¢és az interferalod
gyogyszerek hatdsanak a kizarasa. Az aszpirin hatds megbizhat6d detektalasara a kifejlesztett
referencia modszerek mellett az AA-indukalt trombocita aggregacié és ATP szekrécio
mértékének meghatirozasa, a VN Aspirin Assay €s nagy valosziniiséggel a szérum TXB,
meghatarozas is [41] alkalmasak. A PFA-100 CEPI zarodasi id6 mérése és az AA-tdl eltérd
agonistak altal indukalt trombocita aggregacio és ATP szekrécio meghatarozdsa nem
megbizhatdéak erre a célra. Ezeket a teszteket a COX-1-t6l fliggetlen aktivacios
mechanizmusok jelentdsen befolydsoljdk, igy nem javasolhatok az aszpirin hatas
kimutatdsara. Ugyanakkor hasznosak lehetnek az acetilalt COX-1 mellett (vagy attol
fliggetlentil) is magas reaktivitasti trombocitak kimutatasara [67, 68], ennek bizonyitasara
azonban tovabbi széleskori klinikai vizsgélatok sziikségesek.

A kozolt eredményeket a Thrombosis Research nemzetkdzi szakfolyodirat kiilon

szerkesztOségi kozleményben méltatta [69].
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