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BEVEZETES

A normalis haemostasis a véralvadasért felelds cellularis és molekularis elemek
kiegyensulyozott interakcidjanak eredménye, melynek célja az intakt keringés fenntartasa. A
haemostasisban résztvevo sejtek és fehérjék koros mitkodése fokozott thrombosiskészséghez vagy
vérzékenységhez vezet.

A hiperkoaguldbilis allapotok artérids vagy vénas thrombembolids betegségben
nyilvanulhatnak meg. A fejlett orszagokban a halalozas ¢s rokkantsag f6 oka az artérids
érbetegség. Az akut koronaria szindroma (ACS) patogenezisében kdzponti szerepet jatszik a
thrombosis. A kiilonb6zé vérlemezke funkciot gatlo gyogyszerek kardiovaszkularis és
thrombotikus szovédményeket megel6z0 hatasat klinikai vizsgalatok bizonyitottak. Tekintettel
azonban arra, hogy e szerekre adott valaszban jelentds egyéni kiilonbségek figyelhetk meg,
melyekrdl kideriilt, hogy a klinikai kimenetelt is befolydsoljak, sziikség van olyan egyszerd,
megbizhatd modszerre, mellyel a thrombocytagatld kezelés effektivitasa meghatarozhato.
Vizsgalatunk soran egy Gjonnan kifejlesztett, teljes vér aggregometrian alapulé modszert vezettiink be,
a tobbszords parhuzamos elektrodat hasznald thrombocyta aggregacios modszert, azaz a ,,multiple
electrode aggregometry”-t (MEA).

A mélyvénas thrombosis (MVT) és a tiiddembodlia ugyanannak a klinikai entitdsnak, a
vénds thrombembolidnak (VTE) két kiilonb6z6é manifesztacidja. Az elsd vénds thrombosis
incidencidja 1-2 esemény/1000 lakos/év, és kb. a betegek 30%-anal kovetkezik be ismételt
thrombosis a kovetkezd 10 éven beliil. A betegség mortalitisa magas, €és stulyos hosszatava
szovédmények alakulhatnak ki, mint a kronikus pulmonaris hypertenzié és a postthrombotikus
szindroéma. Néhany esetben mind az artérias, mind a vénas thrombembolia rizikofaktorai jelen
lehetnek, mely a klinikai képet még komplexebbé teszi. A vénads thrombemboliat ma
multifaktoridlis betegségnek tartjuk, melynek kialakuldsidban genetikai tényezdk és kornyezeti
hatasok egyiittesen vesznek részt. A tulélés javitasa, a recidivak és a szovodmények megeldzése
¢és az egészsegligyi kiadasok redukaldsa érdekében a VTE el6forduldsat minél nagyobb mértékben
meg kell el6zni. Ennek érdekében fontos a rizikonak kitett személyek azonositasa. A thrombosisra
valé fokozott hajlam (azaz a thrombophilia) lehet velesziiletett, szerzett, vagy a Kkettd
kombinaciodja. Jelenleg nem all rendelkezéslinkre olyan laboratériumi modszer, mellyel a vér
globalis hypo- vagy hyperkoagulébilis allapotat diagnosztizalni, vagy az egyes betegségek ill. az
orvosi beavatkozasok pro- vagy antikoagulans hatasat pontosan kovetni tudnank. A
thrombelastographia, mely egy globélis véralvaddsi moddszer, potencidlisan képes a
thrombophilias allapotok diagnosztizaldsara a legtermészetesebb kornyezetben: teljes vérben.
Vizsgalatunk soran a rotacios thrombelastographia alkalmazhatdsagat vizsgaltuk a thrombophilia
detektalasara VTE betegek esetében.



CELKITUZESEK

I. A teljes vérbél végzett thrombocyta aggregicio Osszehasonlitd vizsgalata Kkiilonb6zo
modszerekkel

1. A multiple electrode aggregometria validalasa a spontan thrombocyta aggregacio, az
ADP-, kollagén- és TRAP-6-indukalta thrombocyta aggregacié mérésével.

2. Két antikoagulans, a leggyakrabban hasznalt natrium-citrat, és a direkt thrombin
inhibitor hirudin thrombocyta aggregéciora kifejtett hatdsdnak osszehasonlitasa.

3. A MEA 0sszehasonlitasa single platelet countinggal (SPC) ugyanazon induktorok
hasznélataval.

4. Az aszpirin és az ADP-scavenger enzim apyrase in vitro thrombocyta aggregacio gatld
hatasanak kiértékelése MEA és SPC modszerekkel mérve.

5. A két thrombocyta ADP receptor (P2Y; és P2Y),) thrombocyta aggregacioban valo
részvételének vizsgalata a P2Y, receptor antagonista MRS2179 és a P2Y, receptor antagonista

AR-C69931MX segitségével.

6. MEA alkalmassaganak vizsgalata a clopidogrel kezelés thrombocyta aggregacio gatld
hatasanak ex vivo mérésére.

II. A rotacios thrombelastographia alkalmazasa a thrombophilia diagnézisaban

1. A rotacids thrombelastographia alkalmazhatosaganak vizsgélata hyperkoagulabilis
allapot detektalasara vénas thrombembdlidn atesett betegek esetében.

2. A rotécios thrombelastographia szerepének vizsgalata a thrombophilia diagn6zisaban.

3. A férfiak és nok koagulabilitasanak Osszehasonlitasa rotacios thrombelastographia
segitségével.

4. Az INTEG ¢és nNATEG tesztek érzékenységének vizsgalata natrium-heparin és
alacsony molekulatomegii herapin jelenlétében.



MULTIPLE ELECTRODE AGGREGOMETRIA

1. Bevezetés

A thrombocytak iszkémids vaszkularis betegségekben jatszott szerepének vizsgdlata,
valamint a thrombocyta aggregacid gatld gyogyszerek hatdsossaganak ellendrzése kardio- és
cerebrovaszkularis korképekben megbizhatd thrombocyta funkcidt vizsgaldé modszert kovetel
meg. A leggyakrabban a turbidimetrids elven miikddé optikai aggregometriat (LTA, ,,Born”
aggregometria) hasznaljak, amelyhez natrium-citrattal vagy heparinnal alvadasgatolt
thrombocytabd plazma (PRP) sziikséges. A modszer f6 hatranya, hogy a thrombocytakat
centrifugalassal el kell elkiiloniteni a vér tobbi alakos elemétdl, és ennek soran az
oriasthrombocytak is elveszhetnek, mely az eredményeket jelentdsen befolyasolhatja.

Ezen okok miatt ijabb, a thrombocyta funkciot teljes vérben méré modszerek keriiltek
bevezetésre. Az egyik ilyen modszer, amely teljes vérben mér thrombocyta aggregaciot, a
Cardinal és Flower altal leirt impedancia aggregometria. A mddszer azon alapul, hogy amikor a
vérlemezkék a kiivettaban 1évé két platina elektrodahoz kapcsoldodnak, megné az elektromos
rezisztencia az elektrodak kozott. Az ellenallas megvaltozasa aranyos az elektroddhoz tapado
thrombocytak mennyiségével. Nemrégiben egy ujabb, teljes vér impedancia aggregometriat mérd
miuszert fejlesztettek ki. Ez az eszk0z a korabbiaktol eltéréen egyszer hasznalatos, eldobhato
kiivettaval mukodik, és kiivettanként 4 elektrodat alkalmaz, mely alapjan multiple electrode
aggregometrianak (MEA) nevezték el.

Egy masik modszer, a nem aggregalodott thrombocytak mérése, azaz a ,,single platelet
counting” (SPC), melyben konvenciondlis haematologiai automatak segitségével mérik az
indukcio el6tt €s utan az alvadasgatolt vérben a thrombocytaszamot, a kiilonbségbdl kovetkeztetve
az aggregalddott thrombocytak aranyara.

Tanulmanyunkban az Gjonnan kifejlesztett multiple electrode aggregometriat hasonlitottuk
Ossze a single platelet countinggal, a spontan thrombocyta aggregaci6, az ADP-, kollagén- és
TRAP-indukalta thrombocyta aggregacié segitségével. Vizsgaltuk a kiilonb6z6é antikoagulans
technikdk hatdsat a thrombocyta aggregaciora, valamint a COX gatlé aszpirin és az ADP-
scavenger apyrase, ¢s az ADP receptor P2Y, receptor antagonista MRS2179 és a P2Y, receptor
antagonista AR-C69931MX gatlo hatasat. Emellett megvizsgaltuk a MEA alkalmassagat a
clopidogrel kezelés thrombocyta aggregacio gatlo hatasdnak ex vivo mérésére.

2. Modszerek

2.1. A vérmintak elokészitése

Egészséges onkéntesektdl vettiink vért, melyet 1:10 aranyu rekombinans hirudin (lepirudin) vagy
natrium citrat segitségével antikoagulaltunk. Az egészséges Onkéntesek koziil senki sem szedett
thrombocyta miikodést befolyasold gyodgyszert a vérvételt megel6z6 két hétben. Bizonyos
vizsgalatokhoz a vért aszpirint (ASA, 1 mmol/l-es végkoncentracid a vérben) tartalmazd
véralvadasgatlohoz adtuk, hogy az aszpirin teljes oldodasat elérjik. Az ex vivo kisérletek



esetében, hat egészséges onkéntestodl tortént vérvétel a clopidogrel adasa elétt, illetve 3, 6 és 78
oréaval az els6 dozist kdvetden (az elsé napon 300 mg telitd dozis, majd 75 mg fenntartd dozis a
2., 3., és 4. napokon), és két héttel az utols6 gyogyszerbevétel utan. A méréseket a vérvételt
kovetd 0,5-4 oran beliil végeztiik el.

2.2. A thrombocyta aggregacio mérése multiple electrode aggregometriaval

A teljes vér thrombocyta aggregaci6 mérését egy Uj generdciés impedancia
aggregométerrel (Multiplate® késziilék, Dynabyte Medical, Miinchen) végeztiik. A miiszer 5
parhuzamos mérésre alkalmas csatornaval rendelkezik, minden egyes kiivettaban két par
impedancia szenzor talalhatd, minden szenzor 2 egyenes elektrodat tartalmaz. Az impedancia
valtozasat a szenzorok egymastol fiiggetleniil mérik. A mddszer a kiivettanként 2 par elektrodanak
koszonheti a nevét (multiple electrode aggregometria, MEA). A mérés alatt a vérminta keverése
egy eldobhatd magneses keverd segitségével biztositott. A vizsgalatok egy részében a Multiplate
késziilék egy specialis, masfajta keverdvel rendelkezd verzidjat hasznaltuk, ezen kisérletek célja a
turbulencia thrombocyta aggregacidra gyakorolt hatasanak vizsgalata volt. Ebben az eszkdzben a
magneses keverd felvaltva fordul 180°-kal jobbra illetve balra. A megfelelé aramlés elérésére a
szokasosnal nagyobb magneses keverot (6x3 mm szemben a megszokott 4x2 mm-es keverdvel)
alkalmaztunk. Egy méréshez 300 pl vér sziikséges.

Az 1:1 ardnyban fiziologids soval higitott teljes vért folyamatos keverés kozben 37°C-n 3
percig inkubaltuk, majd a mérést elinditottuk 12 pl megfeleld higitasu agonista, ill. kontroll
vizsgalatoknal 12 pl fiziologias sdoldat hozzaadasaval. A higitashoz hasznalt fiziologias sooldathoz
adtuk a megfeleld higitdsu antagonistdkat az inkubéacid megkezdése eldtt. A thrombocytaknak az
elektrodakhoz torténé adhézidja és aggregacidja impedancia valtozast okoz, melyet folyamatosan
detektalunk. A két szenzor kiivettanként két aggregacidos gorbét regisztral mérésenként. A két
mérés atlagat onkényesen megallapitott aggregacios egységekben fejeztiik ki. A mérési 1dd
altalaban 5 perc volt. Az idoegység alatt regisztralt aggregacios valaszt az aggregacios gorbe alatti
teriilet nagysagaban (AUC, mértékegység: AU*min) adtuk meg.

A thrombocyta aggregacido vizsgalatira harom agonistat hasznaltunk kiilonb6z6
koncentraciokban: ADP-t, kollagént és TRAP-6-ot. Vizsgaltuk az aggregacios készség valtozasat
az id6 fiiggvényében. A thrombocyta aggregacidé nem valtozott a vérvételtdl szamitott 30-240
percig. A modszer reproduktivitasa (intra - assay variabilitdsa) 6+3% (variacios koefficiens atlag
[%CV] + SD, n=8) volt. A maximalis aggregacié (AU), és a gorbe alatti teriilet (AUC)
tekintetében linearis korrelaciot talaltunk az ADP és a TRAP-6, ill. exponencialis korrelaciot az
ADP és kollagén valamint TRAP-6 ¢és kollagén 4ltal indukalt thrombocyta aggregacio kozott.

2.3. A thrombocyta aggregacio mérése single platelet counting modszerrel

A single platelet counting-ot (SPC) Fox ¢s munkatarsai, illetve Haseruck és munkatarsai
altal leirt modszert alkalmazva végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy fiziologias soéoldattal 1:1
aranyban higitott vért alkalmaztunk, hogy a MEA-val 0Osszehasonlithatéak legyenek az
eredmények. A higitott vért (15 ul) fixaciés pufferhez (30 ul) adtuk, majd a fixalt mintaban 1évé
nem aggregalodott thrombocytdk szamat a Sysmex Platelet Counter PL-100 (TOA Medical



Electronics, Kobe, Japan) segitségével hataroztuk meg. Az aggregacid mértékét szazalékban
kaptuk meg azéltal, hogy az indukcio eldtt és az utan mérhetd thrombocytaszam kiilonbségét
viszonyitottuk az alapértékhez.

2.4. Statisztikai analizis

Az eredményeket 4-8 kiilonbozo vérmintan végzett kisérletbol atlag = SD formajaban
adtuk meg. Az intra-assay, az intra- és inter-individualis variabilitast variacios koefficiensben
fejeztiik ki (%CV = SD / atlag x 100). Az intra-assay variabilitds meghatarozasara két onkéntes
veérét szimultan 4 alkalommal mértiik le. Az 50%-os effektiv koncentraciot (ECsp) manualisan
hataroztuk meg minden dozis-véalasz gorbébdl, a kovetkezd egyenlet segitségével: Yso = (Ymax-
Ymin)/2+Ymin, @ megfeleld Xsg értéket a grafikonrol olvastuk le (ahol Yso: a maximalis aggregaciod
fele (AUC), Ymax: maximalis aggregacido (AUC), ymin: kontroll, thrombocyta stimulacioé nélkiili
aggregacio (AUC)). Ezutan az ECs értékeket statisztikailag is kiértékeltiik (4tlag = SD, t-proba).
Az 50%-0s gatld koncentracié (ICso) hasonldan keriilt meghatarozasra. A mintak statisztikai
Osszehasonlitasara a Microsoft Excel 2000 paros ¢€s fliggetlen két mintas Student-féle t-probajat,
illetve linearis regressziojat hasznaltuk.

3. Eredmények

3.1. Spontan thrombocyta aggregacio és az ADP-, kollagén- és TRAP-6-indukalta thrombocyta
aggregacio meérése multiple electrode aggregometriaval

A modszer validalasa céljabol a spontan thrombocyta aggregaciot, a ,,gyenge” agonista
ADP-vel, és két ,,er6s” agonistaval, kollagénnel és a PAR1 receptor agonista TRAP-6-tal indukalt
thrombocyta aggregiciot mértik. A multiple electrode aggregometriaval egy kicsi, de nem
elhanyagolhaté mértékli spontdan aggregaciot talaltunk, mely 0-123 AU*min kozott valtozott a
mérések soran. Ezzel szemben, amikor turbulens keverést hasznaltunk, a spontdn aggregacio
sokkal nagyobb volt (280+108 AU*min, atlagtSD, n=6 hirudinnal antikoagulalt vérben), mint a
normal keverés mellett (37£23 AU*min, atlagtSD, n=8, p<0.05).

Az ADP id6- és dozisdependens modon egy mérsékelt foki thrombocyta aggregaciot
indukalt a teljes vérben. Az ADP indukalta maximalis thrombocyta aggregacio a kiilonbozd
donorok kozott nagy kiilonbségeket mutatott, 27-900 AU*min kozott valtozva. Ugyanazon két
donor esetében 4 honapon belill kiilonb6z6 iddpontokban meghatarozott ADP-indukalta
thrombocyta aggregacioban joval kisebb variabilitast talaltunk. Az “A” donor esetében 276-435
AU*min (365+68, atlag+SD, n=5, CV: 18%), és a “B” donor esetében 413-483 AU*min (448+49,
mean+SD, n=3, CV: 11%) kozott valtozott.

A kollageén indukalta thrombocyta aggregacio egy lag fazis utdn kezd6dott, mely dozis- és
donor-dependensen valtozott. A kollagén (2.5 pg/ml) altal indukalt maximalis aggregacio 225-
899 AU*min kozott valtozott a kiilonbozé donorok kozott. A kollagén stimulaciot kovetd
maximalis aggregacional kisebb meértékli variaciot lehetett megfigyelni, mint ADP stimulécio
utan.



A TRAP-6 indukalta thrombocyta aggregacio egy gyors kezdeti valasszal volt
jellemezhetd lag fazis nélkiil, és gyorsan elérte a maximalis aggregaciot. A TRAP-6 (20 umol/l)
altal kivaltott maximalis aggregacid 230-1028 AU*min kozott valtozott a kiilonbozé donorok
kozott. Az interindividualis variacio kisebb volt TRAP-6 esetében, mint az ADP indukalta
aggregacio esetében.

A MEA-val végzett mérések soran a spontan thrombocyta aggregacido nem korrelalt az
indukalt thrombocyta aggregacioval. Az ADP-, kollagén- és TRAP-6 indukalta maximalis
thrombocyta aggregacid egymadssal linedris korrelaciot mutatott citrattal ¢és hirudinnal
antikoagulalt vérben.

3.2. A kiilonbozo antikoagulans technikak hatdasa a thrombocyta aggregaciora

Az antikoagulalas hatasanak vizsgalatara parhuzamos thrombocyta aggregacios méréseket
végeztiink citrattal és hirudinnal antikoagulalt vérben. A spontdn thrombocyta aggregacio
fokozottabb volt citrattal, mint hirudinnal antikoagulalt vérben. A hirudinnal antikoagulalt vérben
az apyrase szignifikdnsan csokkentette a spontan aggregaciot. Az aszpirinnek nem volt hatdsa a
spontan aggregaciora egyik antikoagulans esetében sem.

Az indukalt thrombocyta aggregacional megfigyeltiilk, hogy minden agonista magasabb
aggregaciot indukalt hirudinnal antikoagulalt vérben, mint citrattal antikoagulalt vérben. Az ADP
altal indukalt maximalis thrombocyta aggregacié alacsonyabb volt citrattal (304+136 AU*min),
mint hirudinnal antikoagulalt vérben (4834224 AU*min, atlag+SD; n=20; p<0,00001). Ez a
kiilonbség valamennyi hasznalt ADP koncentracio esetében megfigyelhetd volt, de single platelet
counting esetében nem taldltunk ilyen kiilonbséget.

A kollagén altal indukalt maximalis aggregacio szintén alacsonyabb volt citrattal
(421£128 AU*min), mint hirudinnal (674110 AU*min, p<0.00001, n=19) antikoagulalt vérben.
A kollagén aggregaciot kivaltdo kiiszob-koncentraciéo viszont alacsonyabb volt citrattal, mint
hirudinnal antikoagulalt vérben, amely arra utal, hogy a thrombocytak érzékenyebbek a kollagén
stimulaciora citratos vérben, mint hirudinnal antikoagulalt vérben. A TRAP-6 indukalta
thrombocyta aggregacid szintén magasabb volt hirudinnal (691+184 AU*min), mint citréttal
antikoagulalt vérben (531+194 AU*min, p<0,0001, n=15) MEA-val mérve.

3.3. A multiple electrode aggregometria és a single platelet counting ésszehasonlitasa

Mindkét modszerrel ki lehetett mutatni spontan thrombocyta aggregaciot a kevert higitott
teljes vérben. Az ADP indukalta thrombocyta aggregéacio vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a
maximalis aggregaciot gyorsabban elértiik, ha single platelet countinggal végeztiik a mérést, mint
amikor MEA-val. Emellett 1 umol/l ADP-vel indukalt thrombocyta aggregacidé részben
reverzibilisnek bizonyult single platelet countinggal mérve, de ez MEA esetében nem volt
megfigyelhetd. Az ADP-re adott dozis-valasz gorbék hasonldéak voltak a két modszernél.
Mindazonaltal a single platelet countinggal kapott ECs, érték kissé alacsonyabb volt, mint MEA
esetében, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikans.

A kollagén dozis-valasz gorbék kiilonboztek a két modszer esetében. A kollagén effektiv
koncentracioja (ECsy) szignifikdnsan alacsonyabb volt single platelet counting esetében, mint



MEA esetében, mind citrattal, mind hirudinnal antikoagulalt vérben. A TRAP-6, mint erélyes
thrombocyta aggregaciot indukald anyag, irreverzibilis aggregaciot valtott ki az Gsszes vizsgalt
koncentracional a MEA mérések soran. A TRAP-6 dozis-valasz gorbéi és ECs értékei hasonloak
voltak a két modszerrel mérve. Az SPC esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két
antikoagulans kozott az ADP, kollagén és TRAP-6 indukalta thrombocyta aggregacidban.

3.4. Az aszpirin és az apyrase in vitro thrombocyta aggregacio gatlo hatasanak vizsgalata

A klinikumban leggyakrabban hasznalt thrombocyta aggregacié gatlok célpontja a
cyclooxygenase-1 (COX1) enzim és az ADP receptor P2Y,,. Vizsgalatainkban a COX gatlo
aszpirint és az ADP scavanger apyrase-t hasznaltuk annak meghatarozéasara, hogy a MEA képes-e
detektalni a hatasukat, és ezt Osszehasonlitottuk SPC-al. Ahogy mar emlitettiik, a spontan
thrombocyta aggregacio hirudinnal antikoagulalt vérben szignifikansan gatolhat6 volt apyrase-zal,
mig az aszpirinnek nem volt ilyen hatdsa. Nem volt hatdsa a spontdn aggregéiciora sem az
aszpirinnek, sem az apyrase-nak citrattal antikoagulalt vérben MEA-val, ill. SPC-vel mérve egyik
antikoagulans esetében sem.

Masrészt, amikor turbulens keverést alkalmaztunk, magas spontan aggregaciot talaltunk,
mely mind aszpirinnel, mind apyrase-zal gatolhaté volt, mely az aktivalt thrombocytakbol
felszabaduld TxA,; ¢€s az aktivalt thrombocytakbol és/vagy sériilt vorosvérsejtekbdl felszabaduld
ADP szerepére utal.

A MEA-val és SPC-vel mért kollagén indukalta thrombocyta aggregaciot részlegesen
gatolta mind az apyrase (10 U/ml) mind az aszpirin (I mmol/l). Az aszpirin gatlé hatdsa
kifejezettebb volt a MEA, mint a SPC esetében. Az apyrase MEA-val mért gatld hatdsa
kifejezettebb volt hirudinnal antikoagulalt vérben.

Az aszpirin nem gatolta a TRAP-6 indukalta thrombocyta aggregaciot egyik modszer
esetében sem, fliggetleniil a hasznalt antikoagulanstol. Az apyrase kismértékben gatolta a TRAP-6
indukalta thrombocyta aggregaciot mindkét modszer esetében.

3.5. A két thrombocyta ADP receptor (P2Y, és P2Y;;) thrombocyta aggregacioban valo
részvételenek vizsgalata

3.5.1. Az ADP receptor antagonista MRS2179 ¢és AR-C69931MX effektiv  gatld

crer

A MEA-val mért ADP indukalta thrombocyta aggregacidt koncentracio-dependens modon
gatolta az ADP receptor P2Y; inhibitor MRS2179 ¢és a P2Y, inhibitor AR-C69931MX. Az
aggregacio bizonyos antagonista koncentraciok (>100 pumol/l MRS2179 és >100 nmol/l AR-
C69931MX) felett teljesen gatolhatd volt. Meghataroztuk az 50%-os thrombocyta aggregacid
gatld koncentraciot (ICsp) 5 umol/l ADP-vel indukalt aggregacio esetén mindkét antikoagulans
hasznalataval. Az AR-C69931MX ICsy értéke 3 nmol/l volt hirudinnal, és 4 nmol/l citrattal
antikoagulalt vérben, mig az MRS2179 ICs értéke 1.5 umol/I volt hirudinnal, és 6 pmol/l citrattal

crer
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1 umol/l ill. (az ex vivo vizsgalatoknal) 100 nmol/l végkoncentracioban, az MRS2179-t 100
umol/l végkoncentracioban hasznaltuk, hogy az ADP receptorok szerepét megvizsgaljuk a
spontan ill. a kiilonboz6 agonistak altal indukalt thrombocyta aggregacidban.

3.5.2. AzMRS2179 és az AR-C69931MX gatl6 hatasa a spontan thrombocyta aggregaciora

Mindkét ADP receptor antagonista gatolta a MEA-val mért spontan thrombocyta
aggregaciot hirudinnal antikoagulalt vérben. A két antagonista kozott additiv hatdst nem
detektaltunk. A spontdn thrombocyta aggregacio atlagosan 44.9 AU*min, 17.0 AU*min, 15.2
AU*min ill. 13.9 AU*min volt a kontroll méréseknél, 1 umol/l AR-C69931MX, 100 pmol/l
MRS2921 ill. mindkét antagonista hozzaadéasa utan. Az eredmények arra utalnak, hogy a spontan
aggregaciot a hirudinnal antikoagulalt vérben keverés kdzben felszabaduld nyomnyi mennyiségi
ADP mind a P2Y;, mind a P2Y, receptoron keresztiil medialja. Citrattal antikoagulalt vérben
azonban csak a P2Y,; receptor antagonista MRS2179-nek volt statisztikailag szignifikdns gatlo
hatdsa (a spontdn aggregaciot 40%-kal csokkentette). A spontan thrombocyta aggregacid
atlagosan 36.2 AU*min, 32.4 AU*min, 21.7 AU*min ill. 18.9 AU*min volt a kontroll
méréseknél, 1 pmol/l AR-C69931MX, 100 pmol/l MRS2921 ill. mindkét antagonista hozzdadésa
utan.

3.53. Az MRS2179 ¢és az AR-C69931MX gatlo hatdsa a kollagén indukalta thrombocyta
aggregaciora

Hirudinnal antikoagulalt vérben mindkét ADP receptor antagonista kozel azonos gatld
hatast fejtett ki a kollagén indukalta aggregaciora. A kiillonb6z6 kollagén koncentracioknal (0.5, 1
ill. 2.5 pg/ml) az MRS2179 (100 pmol/l) a thrombocyta aggregaciot 71.6-49.1 ill. 39.8 (8.1-24.9-
17.3) %-kal, az AR-C69931MX (1 pmol/l) 62.0-55 ill. 30 (20.8-10.7-9.9) %-kal gatolta (atlag
(SD)). Az MRS2179 kisebb gatlo hatast fejtett ki citrattal antikoagulalt vérben, 1 ill. 2.5 pg/ml
kollagén altal indukalt aggregacid esetében ez a kiillonbség szignifikans szintet ért el. A két
antagonista egylittes adasakor szinergizmus volt megfigyelhetd a gatlo hatasban.

Ha a tobbi aggregacids eredményt a hirudinnal antikoagulalt vérben, antagonista nélkiil
mért, kollagén indukalta aggregaciohoz viszonyitottuk (100%), észrevehetd volt, hogy a rezidualis
thrombocyta aggregacido durvan azonos volt a citrattal és a hirudinnal antikoagulalt vérben
barmelyik ADP receptor antagonista hozzaadasa utan, és a gatlo hatas feler6sodott, amikor egyiitt
adtuk az antagonistakat.

3.54. Az MRS2179 ¢és az AR-C69931MX gatld hatasa a TRAP-6 indukalta thrombocyta
aggregaciora

Az AR-C69931MX mindkét antikoagulans esetén ca. 25-80%-ban gatolta a TRAP-6
indukalta thrombocyta aggregaciot. Minél magasabb volt a TRAP-6 koncentracidja, annal kisebb
gatlo hatast lehetett elérni AR-C69931MX-szel. Az MRS2179 azonban nem gatolta a TRAP-6
indukalta thrombocyta aggregaciot citrattal antikoagulalt vérben, sot, szignifikansan fokozta a 10
umol/l TRAP-6 kivaltotta aggregaciot. Masrészt hirudinnal antikoagulalt vérben az MRS2179 ¢és



az AR-C69931MX azonos mértékben gatolta a 3.75 umol/l TRAP-6 altal kivaltott thrombocyta
aggregaciot, de az MRS2179 gatlo képessége a TRAP-6 koncentracido novelésével fokozatosan
megsziint. Bar onmagaban hianyzott az MRS2179 gatl6 hatasa, a két antagonista kozotti
szinergizmust még magasabb TRAP-6 koncentraciok esetén is megfigyelhettiik.

3.6. A clopidogrelre adott valasz vizsgalata MEA-val teljes vérben (ex vivo vizsgalatok)

Vizsgalataink sordn a kontroll ("spontan") thrombocyta aggregaciot nem befolyasolta a
clopidogrel szedése. A clopidogrel bevétele utan 3, 6 és 78 oraval az ADP (5 pmol/l) indukalta
thrombocyta aggregacio gatlasat figyeltilk meg, melynek mértéke a vizsgalt onkéntestdl fliggott.
Hirudinnal antikoagulalt vérben két személynél (P1 és P2) talaltunk tobb mint 90%-os gatlast, mig
két személy (P3 és P5) clopidogrel rezisztensnek bizonyult (<10% gatlas). Két személy (P4 és P6)
részlegesen reagaltak clopidogrelre (49 és 57 %-os gatlas). A maximalis hatds mar 3 oraval a
telité clopidogrel dozis (300 mg) bevétele utan elérhetd volt, €s a hatas a vizsgélat soran kozel
allando maradt. Az in vitro hozzdadott AR-C69931MX (100 nmol/l) maximalisan gatolta az ADP
indukalta thrombocyta aggregaciot minden onkéntes esetében, ezaltal jelezve a clopidogrel szedés
mellett fennmarad6 funkcionalis P2Y, receptor rezervet (azaz a clopidogrel nem gatolta teljesen
a thrombocyta aggregaciot). Citrattal antikoagulalt vérben hasonld eredményeket kaptunk.
Azonban ebben a kisérletsorozatban is megfigyelhetd volt, hogy az ADP indukalta thrombocyta
aggregacio alacsonyabb volt citrattal, mint hirudinnal antikoagulalt vérben, ezaltal a clopidogrel
gatld hatasa is kevésbé volt detektalhatd. PGE; (10 nmol/l hirudinnal antikoagulalt vérben és 6
nmol/l citrattal antikoagulalt vérben) dnmagaban 30-50%-kal gatolta a thrombocyta aggregaciot,
¢és potencirozta a clopidogrel okozta thrombocyta gatlast ca. 40%-rol ca. 60-85%-ra hirudinnal
antikoagulalt vérben. P1 és P2 személyek kivételével, akiknél az ADP indukalta thrombocyta
aggregaciot a clopidogrel teljesen gatolta, a PGE;| hozzaadasaval nagyobb relativ gatlast értlink el,
mint anélkiil. Amint az varhat6 volt az AR-C69931MX részleges gatlo hatasabol, a TRAP-6 ¢és a
kollagén indukalta thrombocyta aggregaciot nem befolyasolta jelentdsen a clopidogrel. A
kollagén indukalta thrombocyta aggregacidé gyakorlatilag valtozatlan volt clopidogrel bevétele
utan. Két héttel az utolso6 clopidogrel adag utan az aggregécio visszatért a korabbi értékekre.

4. A thrombocyta aggregacios vizsgalatok osszefoglalé értékelése

Munkank soran elséként mutattunk be egy uj, impedancia modszeren alapuld teljes vér
aggregometriat. A modszert “multiple electrode aggregometrianak” (MEA) nevezték el, mivel egy
mérés soran Osszesen 4 elektrodat hasznal. A mérés egy elektromos jel detektalasan alapul, ezért
elonye, hogy fiiggetlen a minta optikai tulajdonsagaitol (pl. lipémia). Minden analizis egy
kinetikus jelet eredményez, mely a gorbe alatti teriilettel jellemezhetd. Vizsgalatunk soran a
késziilek konnyen kezelhetdnek bizonyult, az eredmények pedig nagymértékben reprodukalhatdak
voltak.

Mind a spontan, mind az indukalt thrombocyta aggregacioban nagy egyéni variabilitast
figyeltiink meg a MEA-val végzett mérések sordn, és a thrombocyta aggregacio variabilitasa az
ADP stimulus esetén volt a legnagyobb. A kiilonb6z6 agonistak altal kivaltott aggregacid kozott
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szignifikans korrelaciot talaltunk, ugyanakkor a spontan és az indukalt thrombocyta aggregacio
mértéke kozott nem volt szignifikans Osszefiiggés.

A MEA-val végzett mérések soran minden vizsgalt agonista szignifikansan magasabb
thrombocyta aggregaciot indukalt hirudinnal, mint citrattal antikoagulalt vérben, megerositve
Wallén és munkatarsai eredményeit. Meglepd modon a MEA-val mért spontdn thrombocyta
aggregacio alacsonyabb volt a hirudinnal, mint citrattal antikoagulalt vérben (a maximalis
aggregacio 7% 1ill. 16%-a), mely kizarja a hirudin altal okozott miitermék lehetdségét.
Mindazonaltal, mivel a citrattal antikoagulalt vérben sem az aszpirin, sem az apyrase nem gatolta
a spontan aggregaciot, kovetkezésképpen sem a TXA, sem az ADP nem jatszhatott szerepet a
magasabb spontan aggregacio létrejottében. A magasabb spontan aggregaciot a citrattal
antikoagulalt vérben jelenlévdé nyomnyi mennyiségii aktiv thrombin hatasaval magyarazhatjuk.

A MEA-t a single platelet counting (SPC) modszerrel hasonlitottuk 6ssze, mely egyike a
teljes vér aggregometria standard modszereinek. Azt talaltuk, hogy a MEA-val kapott eredmények
jol osszeegyeztethetdek voltak a SPC eredményeivel. Hirudinnal antikoagulalt vérben az apyrase
szignifikdnsan gatolta a spontan thrombocyta aggregaciot MEA esetében, mely a
vorosvérsejtekbol vagy thrombocytakbol felszabadulé ADP szerepére utal. Egy turbulensebb
keverést alkalmazd6 MEA késziilék esetében szignifikdnsan magasabb spontdn aggregaciot
talaltunk. Mivel ekkor mind az aszpirin, mind az apyrase gatolta a spontan aggregaciot, ez mind
ADP felszabadulassal, mind az aktivalt thrombocytak altal termelt TxA, hatasaval magyarazhato.

A jo egyezés mellett kiilonbségeket is talaltunk a két modszerrel meghatarozott
thrombocyta aggregacid kozott. A single platelet counting érzékenyebb volt az alacsony
aggregaciora, mig nem volt kiilénbség a TRAP-6 indukalta thrombocyta aggregacioban. Ezek a
kiilonbségek feltehetden annak kdszonhetoek, hogy a SPC mar akar a két thrombocytabol allo
aggregatumok létrejottét is detektalja, mig az impedancia aggregometria a fémszenzorokon erdsen
rogziild thrombocytdk 4ltal létrehozott elektromos jelvaltozason alapul. Ennek megfeleléen a
single platelet counting esetében gyorsabban elértiik a maximalis thrombocyta aggregaciot mint a
MEA esetében. Ugyanakkor, a MEA mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a vér normal kation
koncentracioja is fontos a thrombocyta aktivacioban és aggregacioban, mivel az ADP, kollagén és
TRAP-6 indukalta thrombocyta aggregacio alacsonyabb volt citrattal antikoagulalt vérben, ez a
kiilonbség azonban hianyzott a SPC-al végzett mérések esetén.

Az impedancia aggregometria érzékenységét alacsony d6zisu aszpirin irdnyaban korabban
Sathiropas és munkatarsai ex vivo vizsgalatban bizonyitottak. Riess és munkatarsai megmutattak,
hogy egy egyszeri dozisu aszpirin kollagén indukalta thrombocyta aggregaciora kifejtett gatlo
hatasa hosszabb ideig kimutathaté impedancia aggregometriaval, mint turbidimetrids modszerrel.
A MEA mérések soran az aszpirin még a legmagasabb koncentracioban (2.5 pg/ml) hasznalt
kollagén esetén is szignifikans gatld hatassal birt, szemben a SPC-gal végzett mérésekkel.

Osszehasonlitva az ADP scavenger apyrase gatlo hatdsat citrattal és hirudinnal
antikoagulalt vérben mindkét modszerrel azt talaltuk, hogy a gatlo hatas kifejezettebb volt
hirudinnal antikoagulalt vérben. Megvizsgaltuk a két thrombocyta ADP receptor szerepét is a
felszabaduld6 ADP hatdsanak kozvetitésében. Az ADP receptor antagonistak effektiv gatld
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gatolhat6é volt. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy mindkét receptor aktivacioja sziikséges
ahhoz, hogy a thrombocytdk erdteljesen rogziiljenek a MEA elektrodaihoz, illetve feltehetden
egyeb nem fiziologias feliiletekhez, mint példaul az atherosclerotikus plakkok felszine.

Az antagonistak gatldé hatasa koncentraciofiiggé modon valtozott, hasonloképpen, mint
ahogy azt kordbban turbidimetridval, VASP foszforilacidval, single platelet countinggal vagy
aramlasi cytometriaval detektalt PAC-1 expresszidos vizsgalattal megfigyelték. Az AR-
C69931MX ICs értékei kozel azonosak voltak a hirudinnal ¢€s citrattal antikoagulalt vérben, mig
az MRS2179 hatékonyabbnak bizonyult hirudinnal antikoagulalt vérben. Ez az eredmény arra
utal, hogy a citrattal antikoagulalt vérben, feltehetben az alacsony kation koncentracionak
koszonhetoen a P2Y; receptor vagy a receptorhoz tartoz6 szignal transzdukcids rendszer nem
mikodik megfelelden.

Mindkét ADP receptor antagonista gatolta a kollagén indukalta thrombocyta aggregaciot,
mely arra utal, hogy a thrombocytakbol masodlagosan felszabadulé ADP fontos szerepet jatszik a
kollagén indukalta thrombocyta aggregéacio létrejottében. Azt talaltuk, hogy az MRS2179
jelentoésen kisebb gatld hatassal birt a citrattal, mint a hirudinnal antikoagulalt vérben, de
Osszességében a rezidualis thrombocyta aggregacio csaknem azonos volt a két antikoagulans
kozott. Masrészt, a citrattal antikoagulalt vérben mért thrombocyta aggregacié alacsonyabb volt a
hirudinnal antikoagulalt vérben mért aggregacional. Ezek az eredmények is azt sugalljak, hogy a
citratos vérben mérheté csokkent aggregacio egy P2Y; dependens jelatviteli ut defektusaval
kapcsolatos, mely az afiziologias divalens kation koncentracidé miatt jon létre. Mivel ez a hatas
nem volt kimutathatdé a microaggregaciot méro single platelet countinggal, feltételezziik, hogy a
P2Y, receptor dependens jelatviteli ut felelds a macroaggregatum képzodésért.

A TRAP-6 a G-protein-kapcsolt PAR-1 thrombin receptor szintetikus peptid ligandja.
Vizsgalataink szerint a TRAP-6 indukalta thrombocyta aggregacio részlegesen gatolhatdo P2Y,
receptor blokaddal, ugyanakkor a P2Y; inhibitor MRS2179 csak kismértékben hatott a
thrombocyta aggregacidra. Ez megfelel annak, hogy az aktivalt PAR-1 kozvetleniil aktivalja a
Go, proteint, és masodlagosan fokozza a release reakciot. A felszabadult ADP elsdsorban a P2Y,
receptoron keresztiil stimulalja a thrombocyta aggregaciot, mivel a P2Y, receptor-kapcsolt Goy
mar eleve aktiv.

Miutan demonstraltuk, hogy a MEA képes az ADP receptor gatlas detektalasara,
elkezdtiik a clopidogrel gatlo hatasanak ex vivo vizsgalatat, mely az aszpirin mellett a
leggyakrabban hasznalt thrombocyta aggregacido gatld gyogyszer az akut koronaria szindroma
(ACS) szekunder profilaxisaban. A majban képzddd aktiv metabolitjain keresztiil a clopidogrel
irreverzibilisen gatolja a thrombocytak P2Y;, receptorat, ezaltal csokkenti a thrombocyta
aggregaciot. Egy kis egészséges populacion vizsgalva demonstraltuk, hogy a MEA-val végzett
mérések soran a jelenleg javasolt clopidogrel adag (egy telité majd fenntartd dozis) szignifikansan
csokkentette az ADP indukalta thrombocyta aggregaciot mar harom éraval a gyogyszer bevétele
utan. A gatlds mértékében azonban jelentds kiilonbségeket taldltunk az onkéntesek kozott. A
vizsgalt csoportban 2/6 személy clopidogrel rezisztensnek, 4/6 személy clopidogrel reszpondernek
bizonyult, ha 0sszehasonlitottuk a gyogyszer bevétele eldtti €s utani értékeket. Tapasztalataink
szerint a clopidogrel nem gatolja teljes mértékben a P2Y,, ADP receptort, mivel az in vitro
hozzaadott AR-C69931MX megnovelte a gatld hatast. Korabban leirtak, hogy a P2Y,
antagonistak hatasat fokozni lehet természetes prosztaglandinokkal, mint pl. a PGE;, mivel a
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prosztaglandinok ndvelik az intracellularis cAMP koncentraciot és a PKA aktivaciot, és ezaltal
megakadalyozzdk az aktivalt thrombocytakban a cAMP koncentracio P2Y, receptor aktivacid
hatasara bekovetkezd csokkenését. Azt is leirtdk korabban, hogy a VASP foszforilacio
hatasosabban detektalta a clopidogrel hatasat, ha az ADP-t PGE;—gyel vagy iloprosttal
kombinaltdk. Tanulmdnyunkban a PGE; potencirozta a clopidogrel gatlé hatasat. Tomoren,
egészséges Onkéntesekben a clopidogrel hatds detektalasira MEA modszerrel mérve az ADP
indukalta thrombocyta aggregacido vizsgalata volt a legmegfelelobb, hirudinnal antikoagulalt
vérben PGE —gyel kombindlva. Vizsgélatunk sordn a clopidogrel maximalis gatlé hatdsa mar 3
oraval a gyogyszer bevétele utan észlelhetd volt, mely egyetértésben van korabbi tanulmanyok
eredményével. A reszponderek és non-reszponderek kozotti hatar meghatarozasahoz nagy
esetszamu tanulmanyokra van sziikség mind egészséges populacioban, mind ACS betegek
korében.

Osszefoglalva, kiilonb6z6 thrombocyta agonistakat hasznalva demonstraltuk, hogy a MEA
egy gyors, megfeleld teljes vér thrombocyta funkciot mérd modszer, mely point-of-care forméaban
is lehetové teszi a thrombocyta aggregacid mérését. A hirudin alkalmazasa antikoagulansként
kedvezobbnek bizonyult a citratnal. Az aggregacios mérések eredményei jol Osszevethetdek
voltak a single platelet counting-gal kapott eredményekkel. A MEA képesnek bizonyult
kiilonb6z6 agonista koncentraciok hasznalata mellett az aszpirin, apyrase és az ADP receptor
antagonistak aggregaciogatld hatasanak kimutatasara in vitro €s ex vivo korilmények kozott is,
ezaltal alkalmasnak latszik a kiilonbozd klinikai esetekben alkalmazott thrombocyta aggregacio
gatld gyogyszerek akar korai hatasanak a vizsgalatara is.
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A ROTACIOS THROMBELASTOGRAPHIA ALKALMAZASA A
THROMBOPHILIA DIAGNOZISABAN

1. Bevezetés

A véralvadasi zavarokkal rendelkezé betegek rutin véralvadasi vizsgalatdhoz a natrium-
citrattal antikoagulalt plazma hasznalata terjedt el. Mig a plazma a véralvadasi folyamatban résztvevo
véralvadasi faktorok tobbségét tartalmazza, a teljes vérben megtalalhatoak a phospholipid felszint
szolgaltatd fehérvérsejtek és vérlemezkék is, melyeknek a véralvadas és fibrinolizis folyamataban
jatszott fontos szerepét a kozelmiltban megjelend tanulmanyok bizonyitottak. Ezek alapjan a
véralvadas vizsgalatdhoz a teljes vér hasznalata kedvezdbb, mint a plazméaval végzett, prothrombin id6
és aktivalt parcialis thromboplastin id6 alapi modszerek alkalmazasa. Emellett a koagulacios profil
folyamatos regisztralasa tovabbi informaciokat szolgaltathat a teljes haemostasisrol.

1948-ban Hartert irta le eldszor a thrombelastographidt (TEG), mely a véralvadas soran
fellépd viszko-elasztikus valtozasokat detektalja folyamatosan az egész koagulacios folyamat alatt.
Kezdetben a TEG technikai nehézségek miatt nem terjedt el a rutin laboratériumokban. Manapsag a
TEG-et szdmos klinikai helyzetben alkalmazzdk, igy majtranszplanticiok és szivsebészeti miitétek
monitorizalasanal, hypokoagulabilis allapotok vizsgalataban, hyperkoagulaciéval jard allapotok
kimutatasdban, és a haemostaticus beavatkozasok ex vivo monitorizalasaban. Bar a TEG teljes vér
hyperkoagulabilitast detektdld képességét szdmos vizsgalatban bizonyitottdk, a modszer
hasznossagarol a thrombophilia diagnézisaban csak néhany beszamolo sziiletett. Nemrégiben egy uj,
hordozhatd, a korabbi technikai problémakat nélkiil6z6 TEG késziiléket (ROTEG® Coagulation
Analyzer, Pentapharm, Miinchen, Németorszag) fejlesztettek ki. Ebben a TEG-ben a folyamatos
mérések soran nyert adatokat digitalis formaban kapjuk meg, melyek kinyerhetok tovabbi szamitasok
céljabol. A modszer alkalmasnak bizonyult a hemosztazis atfogo, betegdgy melletti analizisére. Jelen
vizsgalatunkban 55 klinikailag thrombophilias beteget analizaltunk rotacios thrombelastographiaval és
eredményeiket egészséges Onkéntesek paramétereivel vetettiik Ossze. Vizsgalatuk a nemek szerinti
globalis alvadaskészséget a thrombosis utan 3 honap elteltével, és a kiillonb6zo tesztek érzékenységét
heparinra.

2. Médszerek
2.1. Vér- és plazmamintak elokészitése

Vizsgalatunkban 66 egészséges onkéntes (kor: 34.9+10.7 év; férfi:n6=32:34), valamint a klinikdnk
hemosztazis szakrendelésén megjelend 55 vénas trombembolidban szenvedd beteg (kor: 37.6+12.6 év;
férfi:n6=12:43) vett részt. Felvilagositott beleegyezésiik elnyerése utdn nativ ill. trinatrium-citrattal
(végkoncentracio: 12.9 mmol/l) alvadéasgatolt vért vettiink kubitalis vénabdl. Az oralis antikoagulans
kezelésben részesiilo betegeket a vérvétel el6tt két héttel alacsony molekulatomegii heparin (LMWH)
profilaxisra (4ltalaban 0.01 ml nadroparine/kg vagy 1 mg enoxaparine/kg naponta egyszer) allitottuk
at. A vérvételre legkordbban a TE esemény utan 3 honappal, 24 6raval az utolso6 LMWH doézis beadasa
utan, reggel, ¢hgyomorra keriilt sor. A ROTEG méréseket és a rutin véralvadasi teszteket a vérvétel
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utan 4 oran beliil végeztiik el. A specialis véralvadasi vizsgalatokhoz az alvadasgatolt vért 20 percen at
2000 G-n centrifugaltuk, majd az aliquotokat -70°C —on taroltuk a vizsgalatok elvégzéséig.

2.2. Véralvadasi- és thrombophilia vizsgalatok

Vizsgalatunk soran a prothrombin idd, fibrinogén, aktivalt parcialis thromboplastin idd, thrombin id6,
antithrombin aktivitas €s antigén, protein C aktivitas és antigén, protein S aktivitas és szabad antigén,
aktivalt protein C rezisztencia, lupusz antikoaguldns, plazma homocisztein szint meghatarozas,
valamint a FV:Q506 Leiden-mutaci6 és a FII 20210A allél vizsgalata tortént meg.

2.3. Rotacios thrombelastographia

A nativ és alvadasgatolt vérmintak thrombelastographias analizise modositott thrombelastograph

segitségével tortént (ROTEG®; Pentapharm Co., Miinchen, Németorszag), mely a Hartert éltal

kifejlesztett rendszeren (TEG®) alapul. A TEG a véralvadasi folyamat soran kialakult elaszticités

valtozast regisztralja az alvadékképzddés és az azt kovetd fibrinolizis soran. A ROTEG és a

hagyoméanyos TEG" meghatarozasok eredményei kozott jo korrelaciot talaltak. A ROTEG® mérések

eredményei pontosak és reprodukalhatoak voltak a vérvétel utan szamitott 30 perctdl 4 ordig. A

rotacios thrombelastographia (ROTEG") egy csapagyas rendszert hasznal az erdatvitelhez, mely a

hagyomanyos TEG-hez képest ellenallobba teszi a mechanikai behatdsokkal, vibracioval, mozgatassal

szemben. A ROTEG® analizis soran hasznalt paraméterek az alvadasi id6 (CT), az alvadékképz6dési
id6 (CFT), a maximalis alvadékszilardsag (MCF), az alfa-szog és a maximalis lizis (ML). A mérések
soran négyféle tesztet alkalmaztuk:

1. Az nNATEG teszt soran 360 pL nativ teljes vért helyeztiink a kiivettaba kdzvetlenil a vérvétel
utan, és a mérést azonnal elinditottuk.

2. A NATEG teszt soran 300 pL citrattal alvadasgatolt teljes vért 20 uL kalcium-kloriddal (0.2 M,
Start-TEG; Pentapharm Co., Miinchen, Németorszag) rekalcifikaltuk kdzvetleniil a mérés inditasa
elott.

3. Az INTEG teszt soran 300 pL alvadasgatolt vérhez 20 pL kalcium-kloridot és 20 pL kontakt
aktivatort (nytlagybol eléallitott parcialis thromboplastin, In-TEG reagens, Pentapharm Co.,
Miinchen, Németorszag) adtunk.

4. Az EXTEG teszt soran 300 pL alvadasgatolt vérhez 20 pL kalcium-kloridot és 20 pL szoveti
thromboplastint (Ex-TEG reagens, Pentapharm Co., Miinchen, Németorszag) adtunk.

A heparin in vitro hatasat vizsgaldé mérésekben 16 pL megfeleld higitasi natrium-heparint vagy

nadroparint (Fraxiparine, GlaxoSmithKline) vagy ugyanannyi fiziol6gias sooldatot adtunk a kiivettaba

a mérés inditasa elott.
2.4. Statisztikai analizis
A kiilonbdz6 betegecsoportok és egészséges Onkéntesek eredményeit atlag = SD formaban

adtuk meg. A csoportok kozotti kiilonbségeket Microsoft Excel 2000 egymintas és kétmintas t-
probaval vizsgaltuk.
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3. Eredmények
3.1. Vénas thrombembolian dtesett betegek és egészséges onkéntesek dsszehasonlitasa

Vizsgalatunk soran 55, klinikdnk haemostasis szakrendelésére iranyitott, vénds trombembolian
atesett beteg eredményeit hasonlitottuk Ossze 66 egészséges Onkéntes eredményével. A vénas
trombembolian atesett betegek csoportjaban az alvadasi id6 (CT) az INTEG tesztben, az
alvadékkeépzodési idé (CFT) az INTEG és EXTEG tesztekben szignifikdnsabban rdvidebb, a
maximalis alvadékszilardsag (MCF) szignifikansan magasabb és az alfa szog szignifikansan nagyobb
volt az INTEG ¢és EXTEG tesztekben, mint a kontroll csoportban. Nem észleltiink szignifikans
kiilonbséget a két csoport paraméterei kozott a NATEG teszt soran. Meglepd moédon az nNATEG teszt
soran az CFT szignifikansan hosszabbnak, az MCF szignifikansan alacsonyabbnak és az alfa szog
szignifikansan kisebbnek bizonyult a kontroll csoporthoz képest.

3.2. Thrombophilia pozitiv és negativ VTE betegek 6sszehasonlitasa

A vizsgalt 55 VTE beteg koziil 21 (39%) bizonyult az elvégzett specidlis tesztekkel
thrombophiliasnak (13 FV Leiden heterozigéta, 2 FV Leiden homozigéta, 2 FI120210 heterozigota, 1
lupusz antikoagulans pozitiv, 1 I-es tipust protein C hianyos, 2 hyperhomocysteinaemia), 34 (61%)
betegnél nem igazolodott thrombophilia. A thrombophilia pozitiv és negativ betegek 6sszehasonlitasa
soran nem talaltunk szignifikans kiillonbségeket, bar a CT és CFT értékek tovabbra is szignifikansan
alacsonyabbak voltak a kontroll csoporthoz képest az INTEG teszt esetében.

3.3. Az LMWH hatdsa a véralvadisra a ROTEG® vizsgdlat sordn

Az nNATEG teszt soran észlelt diszkrepanciara magyarazatot keresve kiegészito vizsgalatokat
végeztink. Mivel a VTE betegek nagy tobbsége LMWH profilaxisban részesiilt a mérés idején,
feltételeztilk az LMWH zavar6 hatasat az nNATEG teszt soran mért eredményekre. Megvizsgaltuk az
INTEG és nNATEG tesztek in vitro érzékenységét nadroparinra. Azt taldltuk, hogy a nadroparin
volt kis mennyiségli nadroparinra, mint az INTEG teszt (a CT-re vonatkozo IC50 0.65 ill. 15 U/ml
volt a nNATEG ill. INTEG teszt esetében).

3.4. A n6i nem hatdsa a véralvadasra a ROTEG® vizsgdlat sordn

Tekintettel arra, hogy a férfi-né arany szignifikansan kiilonbozott a TE betegek és kontrollok
csoportja kozott, megvizsgaltuk, hogy észlelhet6-e kiilonbség a férfi és nd egészséges Onkéntesek
thrombelastographiaval mért eredményei kozott. Vizsgdlatunk szerint nem volt szignifikans kiilonbség
anNATEG, NATEG és INTEG tesztekben mért paraméterekben, azonban az EXTEG teszt soran a CT
és a CFT szignifikansan rovidebb, az MCF szignifikansabb magasabb és az alfa szog szignifikansabb
nagyobb volt ndkben, mint férfiakban.
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4. A rotaciés thrombelastographiaval végzett vizsgalatok osszefoglalé értékelése

Vizsgalatunkban 66 egészséges onkéntes és 55, klinikank hemosztazis szakrendelésére utalt,
trombembolian atesett beteg thrombelastographias paramétereit hasonlitottuk Gssze a nemrégiben
kifejlesztett rotacidos thrombelastographia segitségével. Kimutattuk, hogy a trombembolian atesett
betegek hyperkoagulabilisabbak a kontroll csoporthoz képest, akar a szoveti faktorral, akar a kontakt
aktivatorral aktivalt tesztet hasznaltuk. Az irodalomboél ismert, hogy a TEG® képes detektalni a
hyperkoagulébilis allapotot terhesség és gyermekagy alatt, malignus daganatos betegek esetén, ill.
sebészi beavatkozasokkal kapcsolatban, azonban a TEG paraméterek és a thrombophilia kozott vilagos
Osszefliggést nem sikeriilt bizonyitani. O’Donnel és mtsai thrombophilias betegeket vizsgalva arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a TEG nem hasznalhaté egyediili szlir6tesztként a thrombophilia
vizsgalatokra utalt betegeknél, mivel az a thrombophilias defektusok 43%-at nem mutatta ki.

Mivel vizsgalatunkban a betegek és a kontroll csoport klinikai paramétereiben jelentds
kiilonbség mutatkozott a nembeli megoszlas tekintetében, és korabbi, mddositott ROTEG tesztek
soran szignifikans kiillonbséget figyeltek meg a két nem ROTEG paraméterei kozott, a kontroll
csoporton beliil Osszehasonlitottuk a férfiak és ndk eredményeit. Az EXTEG teszt soran a ndi
kontrolloknal az 6sszes paraméter szignifikansan a fokozott véralvadas irdnyaba mutatott a férfiakéhoz
képest. Sorensen és munkatarsai leirtak, hogy kis mennyiségii szoveti faktorral aktivalt TEG-ekben a
noknél nagyobb alvadékképzodési sebességet talaltak a férfiakhoz képest, mely egyetértésben all a mi
eredményeinkkel. Ezzel szemben a tobbi teszt (azaz NATEG, INTEG, nNATEG) paramétereit nem
befolyasoltak nemek kozotti kiilonbségek. Igy a vizsgalatunkban kialakult nembeli eltolodas ellenére
megallapithatjuk, hogy a kontakt aktivatorral végzett INTEG teszt eredményei elfogadhatoak.

Az nNATEG teszt esetén meglepé mdédon a TE betegesoport “vérzékenyebbnek™ bizonyult a
kontrollcsoportnal, melynek hatterében elsdsorban a TE profilaxisként alkalmazott LMWH szerepe
meriilt fel. Bar nem volt lehetdségiink a mintakban anti-Xa aktivitds mérésére, az nNATEG teszt
kifejezetten magas heparin érzékenysége megmagyarazhatja a kiilonb6zo tesztek eredményei kozott
észlelhetd diszkrepanciat. Ugyanakkor az aktivalt tesztek hasznalataval a mintakban nyomokban
meglévo heparin zavard hatasa eliminalhato.

Meglep6 moddon nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a laboratoriumilag igazolt
thrombophiliaval rendelkezé betegek és a thrombophilia negativ TE betegek thrombelastographias
paraméterei kozott. Ezt magyarazhatja az, hogy a kimutatott defektusok tobbsége nem tartozik a
sulyos thrombophilidk kdzé. Ez, valamint az alacsony esetszam elfedheti a TEG altal is kimutathato
kiilonbségeket. Tekintettel azonban arra, hogy a vizsgalt betegek klinikailag thrombophilidsnak
tarthatok, a két csoport kozotti kiilonbség hianya felveti a szerepét mindezidaig nem azonositott
eltéréseknek is, melyek a napjainkban ismert abnormalitasokhoz hasonld prothrombotikus potenciallal
birnak. Bar a kontroll csoport és a VTE csoport kozotti kiilonbségek kicsik, és igy a mddszer ebben a
formajaban nem alkalmazhaté énmagaban a tromboézisra hajlamos betegek azonositasara, a tesztek
modositasaval lehetové valhat érzékenyebb, rotacids thrombelastographian alapuld tesztek
kifejlesztésére.

Osszefoglalva vizsgalatunkkal igazoltuk, hogy a rotaciés thrombelastographia, és ezen beliil is
elsdsorban az INTEG teszt képes a hiperkoagulabilitas igazolasara a VTE betegek korében, mely
fiiggetlen a specialis laboratoriumi tesztekkel igazolt thrombophilia jelenlététol.
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OSSZEFOGLALAS

A multiple electrode aggregometridval nyert uj eredményeink:

1. Elsoként vizsgaltuk a multiple electrode aggregometriat, mely vizsgalataink alapjan
megbizhatd, reprodukéalhatdé thrombocyta aggregicidos modszernek bizonyult. Kiilonb6zo
thrombocyta agonistak donor-, id6-, és dozisdependens modon indukaltak thrombocyta
aggregaciot, melyet nem befolyasolt a thrombocytaszam a normal tartomanyon beliil.

2. Bebizonyitottuk, hogy a direkt thrombin inhibitor hirudin a MEA mérések soran
kedvezobb véralvadasgatloként, mint a natrium-citrat, mivel ugy tinik, hogy a citrat gatolja a
thrombocyta aggregaciot.

3. A MEA ¢és SPC 0Osszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy a mérési eredmények jol
korrelalnak, bar az SPC joval idéigényesebb, mint a MEA.

4. Megallapitottuk, hogy a MEA érzékenyebben detektalja az aszpirin és az apyrase gatlo
hatasat, mint a SPC.

5. A MEA alkalmas volt a szelektiv ADP receptor antagonistak gatlé hatasanak
vizsgalatara in vitro koriilmények kozott is.

6. A MEA alkalmasnak bizonyult a clopidogrel hatdsossdganak ex vivo vizsgalatira. A
MEA igy alkalmas jelolt a thrombocyta aggregacido tovabbi vizsgalatara kardiovaszkularis
betegekkel végzett nagy esetszamu tanulmanyokban.

A rotdcios thrombelastographia vizsgalatdval nyert uj eredményeink:

1. A rotacids thrombelastographiardl bebizonyitottuk, hogy kimutatja a korabban vénas
thrombembdlian atesett betegeknél a thrombotikus tendenciat.

2. Elséként vizsgaltuk a leggyakrabban hasznalt ROTEG® tesztek (nNATEG, NATEG,
INTEG, EXTEG) alkalmazhatosagat thrombophilias betegeken, és azt talaltuk, hogy kiilondsen az
INTEG teszt alkalmas a hyperkoagulabilis allapotok kimutatasara.

3. Nem volt kiilonbség a laboratériumilag thrombophilia pozitiv és negativ VTE-n atesett
betegek ROTEG® paraméterei kozott. Ez arra utal, hogy klinikailag mindkét csoport hasonld
thrombosishajlammal rendelkezik, melynek oka a hypercoagulablitast mutatd esetekben még
felderitésre var.

4. Az egészséges oOnkénteseken beliil a nok esetében nagyobb thrombosishajlamot
talaltunk az azonos életkoru férfiakhoz viszonyitva a szdveti faktorral aktivalt tesztben.

5. Mind a natrium-heparin, mind az LMWH gatolta a véralvadast a nativ és a kontakt
aktivatorral végzett tesztben, mindazonaltal a nativ teszt kb. 20x érzékenyebbnek bizonyult
heparinnal szemben.

Vizsgalataikkal tehat két 1j teljes vérbdél elvégezheté gyors méodszert allitottunk be
ill. alkalmaztunk a haemostasis két teriiletének, a thrombocyta aggregacios készség és a
fokozott globalis alvadaskészség kimutatasara. A kutatas soran nyert eredmények alapjan
mindkét médszer, az elméleti haemostasis mechanizmusaiba valé részletesebb betekintést
nyujt, ezen kiviil alkalmazhat6 a kozvetlen betegagy melletti diagnosztikaban is.
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