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1. Introduction

Hemorheology is the science of blood flow that deals with the deformation and flow
properties of blood and its elements under mechanical forces. Blood is a non-Newtonian fluid,
a suspension of cells, chylomicrons, carbohydrates, proteins, electrolytes in an aqueous

medium.

Numerous studies have investigated the effects of aging on different hemorheological
parameters. Age-associated changes have been described among others in the rheological
properties of erythrocytes, plasma proteins, fibrinogen level, fibrin degradation products and
blood viscosity. It is suspected that the increased incidence of cardio-and cerebrovascular
diseases in the elderly may partially be due to age-related hemorheological alterations, i.e.
hyperviscosity due to elevated fibrinogen level and altered erythrocyte properties may
negatively influence hemodynamics and impair tissue oxygenisation. A significant rise was
found in plasma viscosity and fibrinogen associated with aging in several studies. Platelet

aggregation showed an increase with age in hypertensive and normotensive individuals.

Diabetes mellitus is a clinical term denoting a group of metabolic impairments which
affect glucose utilization and lead to hyperglycemia. As vascular disease represents the main
etiology for death, and accounts for a great percent of morbidity in diabetic patients, poorly
controlled diabetes is considered to be a vascular disease. Glycemic control seems to be a
major factor for determining the hemorheological consequences of diabetes. Positive
associations have been found between parameters of glycemic control (HbAIC,
fructoseamine), fibrinogen levels and red blood cell aggregation; fibrinogen levels are also
closely correlated to insulin resistance. Both type-1 and type-2 diabetes are associated with
diabetic thrombocytopathy, a condition related to increased platelet adhesiveness and
aggregability. The binding of fibrinogen to the GP IIb-IIla receptor is increased in diabetic
patients, and they also have a higher ratio of platelets expressing activation-dependent
adhesion molecules such as activated GPIIb-IIIa, lysosomal Gp53, thrombospondin and P-
selectin; plasma fibrinogen levels are also increased in both types of diabetes. Platelets may
interact with glycosylated low density lipoproteins, von Willebrand factor or immune
complexes, and platelet turnover may be shortened in diabetes, thereby contributing to the
observation that antiplatelet agents such as aspirin and clopidogrel have a diminished effect in
these patients. Soluble P-selectin is a widely accepted marker for platelet activation: elevated

plasma levels have been proved to be significantly associated with diabetes mellitus.



Chronobiology is the scientific discipline concerned with the definition, mechanisms,
and significance of the so-called time structure of life forms. While homeostasis presumes a
relatively constant internal state, chronobiology presumes human bioprocesses and functions
exhibit predictable variability in time, biological rhythms, at every level of organization.
Variations in the annual per capita death rates in different countries are well documented.
Less well known are seasonal variations in death rates with the highest levels occurring
during the colder winter months as it has been described in many countries. A seasonal
variation in the incidence of MI, cardiac death, and stroke is consistently described. CVD-
related deaths account for the majority of excess winter deaths (up to 70% in some countries).
Seasonal deaths from MI may partially be due to endogenous physiological rhythms in
cardiovascular risk factors. Large annual blood presssure amplitude has been observed with a
peak in winter and a through in the summer. Circannual rhythms have been described in
parameters as fibrinogen, hematocrit, platelet count, hormones, serum lipids, and glucose.
Total cholesterol, HDL-C and LDL-C showed seasonal alterations in many studies with a
peak in winter and a through in the summer months. While improvements in lifestyle, diet,
housing and medical care may have contributed to decreased mortality rates, seasonal

fluctuations remain a significant problem.



2. Aims

2.1. Rheological factors and increased platelet aggregation are convincingly implicated in the
development of micro- and macrovascular diseases associated with diabetes mellitus. The
presented examination has been designed to describe the effects of a standard oral glucose
load on hemorheological parameters, platelet activation and aggregation in patients with

normal and pathologic glucose tolerance.

2.2. T aimed to investigate the association between the effectiveness of the most widely used
antiplatelet therapies (100 and 300-325 mg acetylsalicylic acid (ASA), 75 mg clopidogrel,
500 mg ticlopidine and the combination of 100 mg aspirin and 75 mg clopidogrel), fibrinogen

levels and aging.

2.3. In the third part of my work I aimed to investigate whether hemorheological parameters
and platelet aggregabiliy show seasonal differences in a population with established vascular
disease. A possible association with certain meteorological factors as ambient temperature,
daily amount of sunshine hours, relative humidity and simultaneous changes in air pressure

was also investigated.



3. Materials and methods
RBC aggregation:

RBC aggregation was measured in Myrenne aggregometer (MA-1 Aggregometer, Myrenne
GmbH, Germany) applying the light transmission method of Schmid-Schonbein et al. The
aggregometer has two modes of operation: M and M1. For both modes blood sample (30 ul)
is first sheared at 600 s to disperse all pre-existing aggregates, then shear rate decreases
rapidly to zero (MO mode) or low shear (M1 mode). The extent of aggregation is
characterized by the aggregation index (Alm, Almi), calculated from the surface area below

the light intensity curve in a 10 s measurement period.
Hematocrit:

Venous blood collected into lithium-heparin coated Vacutainer tubes was centrifugated in
hematocrit capillaries at 12000 rpm for five minutes in a microhematocrit centrifuge

(Hemofuge, Heraeus Instr., Germany).
RBC filtration:

RBC filterability, a variable refering to cell deformability was measured in a Carat FT-1
Filtrometer (Carat Diagnostics Ltd., Hungary) using the St George’s technique. In this
apparatus RBC suspension flows through a Nucleopore filter with 5 pm pores. Filtration rate
is calculated from the data measured at four pairs of light sources and detectors. The device is
interfaced to a computer, which automatically analyses sequential flow rates and thus
distinguishes the cell transit time (relative cell transit time) and the pore clogging rate. In our

experiments, filtrating pressure was set to 4 cm of water.
Platelet aggregation:

Platelet aggregation was measured by Carat TX-4 optical platelet aggregometer (Carat
Diagnostics Ltd., Hungary) using ADP, collagen and epinephrine inducers.

sP-selectin:

Determination of the level of sP-selectin was performed by using a sandwich ELISA

procedure from platelet poor plasma.



4. Summary

1. Oral glucose tolerance test was performed in 30 patients suspected to have diabetes
mellitus. After an overnight fast, fasting glucose levels were measured, then patients were
loaded with 75 g glucose. Blood samples were taken 1, 2, and 3 hours after the oral glucose
load. Based on the 2-hour result of the tests, patients were divided into a normal glucose
tolerance (NGT) group (glucose levels below 7.8 mmol/l at the 2-hour sampling) and an
impaired glucose tolerance/diabetes mellitus (IGT/DM) group, where 2-hour glucose values

were above the normal limits.

BMI was significantly higher in the IGT/DM group. Red blood cell aggregation
showed a significant elevation in the course of time in all groups, however, in IGT/DM
patients the elevation was more expressed and could already be observed in the 2nd hour of
the examination. Both the MO and MI indices correlated significantly with BMI in the
IGT/DM group, but no significant association could be found between these parameters in
patients with normal glucose tolerance. MO and M1 indices did not correlate significantly
with coinstantaneous blood glucose levels. The M1 index was significantly higher in the
IGT/DM group than in the NGT group at the 2- and 3-hour samplings. Plasma viscosity in the
IGT/DM group showed significant decrease in all samplings compared to baseline values,
while no statistically significant changes could be observed in the NGT group. Whole blood
viscosity was significantly higher in the IGT/DM group at the one-hour measurements, but
not at the other tested time-points. However, it did not change significantly in the course of
time in either groups. Hematocrit decreased statistically significantly in the IGT/DM group in
the 2nd hour, while in the NGT group only in the 3rd hour and to a lesser extent. Red blood
cell filtration did not show significant changes at any time points in this study, and no
significant difference was found between the two groups either. Platelet aggregation showed
statistically significant decrease at the 1-hour measurements compared to baseline values both
in the non-diabetic and in the diabetic/IGT group in the case of higher ADP concentrations,

but no significant changes could be observed with other inducers.

2. Between 2001 and 2005, platelet aggregation was checked in 5026 patients with
clinical evidence of vascular diseases receiving antiplatelet therapy in our laboratory. Platelet
aggregation tests were performed to analyze whether the chosen antiplatelet medication was
effective. Age, sex, and antiplatelet agent taken were recorded in all patients. Patients were
under antiplatelet therapy for at least 4 weeks at the time of testing. 3389 patients received

aspirin therapy (100, 300 or 325 mg per day). 970 patients took 75 mg clopidogrel. 362



patients took 500 mg ticlopidine. We also investigated 305 patients who received a
combination of 100 mg ASA and 75 mg clopidogrel. Patient compliance to antiplatelet
treatment was assessed by interview. Fibrinogen level was measured in 3243 patients by the

method of Clauss.

In patients treated with 100 and 300-325 mg ASA platelet aggregation increased
significantly across age decades, in the case of the former dosage with all but the collagen
inducer, while in the latter with all used inducers. Patients aged >80 years exhibited
significantly higher aggregation indices than individuals aged less than 40 years. At the same
time we found no association between platelet aggregation and aging either in patients treated
with 75 mg clopidogrel or with 500 mg ticlopidine. However, in the case of combination
therapy with 100 mg aspirin and 75 mg clopidogrel the association between platelet
aggregation and age was similar to that seen in patients treated only with ASA. Fibrinogen
levels increased significantly across age decades in ASA treated patients, and significant
difference was found between the oldest age group and patients aged less than 40 years. In
patients treated with thienopyridines no association was found between fibrinogen levels and
aging. Neither was any difference found between different age groups in patients taking
ASA-—clopidogrel combination therapy. Fibrinogen levels were significantly lower in the case
of clopidogrel and ticlopidine treatment than in patients treated with ASA, and ticlopidine
treated patients had significantly lower fibrinogen levels than patients treated with
clopidogrel. Individuals treated with a combination of ASA and clopidogrel exhibited
fibrinogen levels which did not differ significantly from results detected in either ASA or
clopidogrel monotherapy, but that were significantly higher than in the case of ticlopidine

treatment.

3. Between 2001 and 2005, platelet aggregation was checked in our laboratory in 2693
patients (1417 males, 1276 females, mean age: 62.9 + 11.2 years) with clinical evidence of
vascular disease receiving a daily dose of 100 mg aspirin. Platelet aggregation tests were
performed to analyze whether the chosen antiplatelet medication was effective. Patients were
under antiplatelet therapy for at least 4 weeks at the time of testing. In a subgroup of 1873
patients fibrinogen level was measured by the method of Clauss. In 1260 patients plasma and
whole blood viscosity and hematocrit were also tested. In a third subgroup of 724 patients we
assessed erythrocyte aggregation. Patients are residents of an area within 40 km-s from the
local station of the Hungarian Meteorological Service. External temperature at 8 a.m., daily

maximal and minimal temperatures, air pressure at 8 a.m. and 10 a.m., relative humidity and



daily amount of precipitation were assessed in the local station of the Hungarian
Meteorological Service. Daily temperature variation (difference between daily minimal and
maximal temperatures) was assessed. Difference between air pressure at 8 and 10 a.m. (Ap)

was calculated as an indicator of meteorological front activity at the time-point of sampling.

Similarly to other investigators we found significantly higher fibrinogen levels in the

winter than in the summer with a peak in December and a trough in July.

Both the MO and M1 indices proved to be significantly higher in the winter than in the
summer months with a peak in December (M0) and January (M1) and a through in July and
June, respectively. Differences between winter-and summer results of whole blood viscosity
measurements were not significant. Plasma viscosity showed significantly higher values in the
hottest months than in the winter. Epinephrine-induced platelet aggregation was highest in
April and May, while its minimum was in August and September. Significant negative
correlation was found between external temperature measured at 8§ a.m. as well as daily
minimal and maximal temperatures and MO and M1 indices. Plasma viscosity showed a
positive correlation with daily minimal temperatures. A weak, but statistically significant
correlation was found between platelet aggregation induced with ADP 10 and all examined
temperature parameters, however, no significant association was found with either the smaller
dose of ADP inducer or with the other applied inducers. Fibrinogen and hematocrit exhibited
a weak negative association with ambient temperature. Neither of the examined
hemorheological and platelet aggregation parameters were associated with daily temperature
variability or with changes in air pressure between 8 and 10 a.m. Air pressure measured at 8,
9, and 10 a.m. showed a significant positive correlation with MO and M1 indices. Plasma- and
whole blood viscosity were negatively correlated to air pressure. Daily precipitation and
humidity at 8 and 10 a.m. were not associated with any examined hemorheological or platelet

aggregation parameters.

5. Conclusions

Glucose consumption influences hematocrit, plasma viscosity and red blood cell
aggregation, however, a direct association between actual glucose levels and these parameters
could not be shown in this study. Red blood cell aggregation is associated with BMI, possibly
through low-grade inflammation known to be present in obesity. Erythrocyte aggregation

after glucose consumption might be influenced by changing insulin levels in the course of



time. Changes in plasma viscosity and hematocrit levels might be caused by an influx from

the interstitial space into the circulation due to elevated osmolality.

Age associated increase in fibrinogen level may play a crucial role in increased platelet
aggregation in elderly patients found in the second part of my work. Independence of
fibrinogen levels of age in both clopidogrel and ticlopidine treated patients might be
contributed to the beneficial effect of these drugs on fibrinogen levels also seen in this study.
Platelet aggregability may be negatively influenced by several factors in the elderly. Elder
patients tend to have more co-morbidities and take more drugs that raise the potential of drug
interactions. NSAIDs have been shown to interact with aspirin’s antiplatelet effect. A higher
prevalence of chronic diseases as diabetes, hypertension, dyslipidemia and chronic heart
failure may further increase the propensity for increased platelet activation and aspirin
resistance. An other possible cause of increased in vitro platelet aggregation in older people
may be due to long-lasting aspirin treatment, as this has been shown to be associated with a
progressive reduction in platelet sensitivity to this drug. The present study has a number of
limitations. This was a non-randomized, observational study. Several factors that may further
explain the differences observed in platelet aggregation and fibrinogen levels in the different
age and drug groups (plasma lipid levels, concomittant medication, case history) were not
investigated. The type and dosage of antiplatelet agent(s) taken were documented based on
medical records and interview. However, compliance was not checked with direct methods.
Further tests exist to investigate platelet aggregability (urinary thromboxane measurements,
arachidonic acid induced aggregation, etc.) that were not used in this study and might lead to
different results. Data of patients less than 40 and more than 80 years could not be evaluated
in the case of certain regimens because of low number of cases. Prospective, randomized

further examinations are needed to confirm our results in a multivariate analysis.

The third part of my work shows that certain hemorheological parameters and platelet
aggregability exhibited seasonal differences in aspirin treated vascular patients. The observed
differences might contribute to the seasonal fluctuation in the mortality of cardiovascular
diseases known from the literature. These results might also be of importance in the case of
longitudinal investigations when consecutive samplings take place in different periods of the
year. In these cases seasonal alterations may interfere with study results. The results support
the theory that beside seasonal variations in diet and physical activity, annual fluctuation in

ambient temperature may contribute to seasonal variation in certain hemorheological
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parameters. Meteorological front activity do not seem to have an immediate effect on the

examined parameters.
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Roviditések jegyzéke

ADP - adenozin-5’-difoszfat

ASA - acetil-szalicilsav

BMI - testtomeg index

CRP - C-reaktiv protein

IGT - koros gliikdz tolerancia

NGT - normalis gliik6z tolerancia
NSAID - nem-szteroid gyulladdscsokkentd
OGTT - oralis gliikdz tolerancia teszt
PPP - trombocita szegény plazma
PRP - trombocita dus plazma

RBC - vordsvérsejt

S.E.M.- az atlag szorasa

sP-selectin - szolubilis P-szelektin

vWF - von Willebrand faktor
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1. Bevezetés

crer

tudomanyag. A vér nem-newtoni folyadéek; sejtek, kilomikronok, szénhidratok, fehérjék és

elektrolitok alkotta szuszpenzio.

Szamos vizsgalat foglalkozott mar az Oregedés hemoreologiai paraméterekre kifejtett
hatésaival. Korfliggd valtozasokat irtak le tobbek kozott a vorosvérsejtek és plazmafehérjék
reologiai tulajdonsagaiban, a plazma fibrinogén és a fibrin degradacios termékek szintjében €s
a vérviszkozitasban. Feltételezhetd, hogy a kardio- és cerebrovaszkularis betegségek iddskori
magasabb incidencidja részben az Oregedéssel kapcsolatos hemoreoldgiai valtozasokkal
hozhat6 Osszefliggésbe, pl. az emelkedett fibrinogénszint okozta hiperviszkozitas €s a korral
megvaltozott vorosvérsejt jellemzOk eldnyteleniil befolyasolhatjdk a hemodinamikat és
ronthatjdk a szoveti oxigenizacidt. Szamos vizsgalat irt le az oregedéshez kapcsoloddan
jelentds plazma viszkozitas és fibrinogén szint emelkedést. Hyper- és normotenziv vizsgalati

alanyokban a trombocita aggregacio is emelkedett az ¢letkor elérehaladtaval.

A diabétesz mellitusz jelentdségét jol tiikrozi a tény, hogy prevalencidja 2025-re varhatoan
vilagszerte megkétszerezddik és eléri, vagy akar meghaladja a 300 milliot. Mivel a
diabéteszes betegek esetén az érbetegségek szerepelnek a haldlozas {6 etioldgiai
tényezdjeként, és a morbiditds jelentds szazalékaért feleldsek, igy a nem megfeleléen
beallitott cukorbetegséget érbetegségnek tekinthetjiik. A  diabétesz hemoreologiai
kovetkezményeinek fontos meghatirozdja a megfeleld vércukor-beallitds. Osszefiiggést
talaltak a vércukor-kontrollt jellemzd paraméterek (HbA1C, fruktdzamin), a fibrinogén szint
€s a vorOsvérsejt aggregacid kozott. A fibrinogén szint szorosan Osszefiigg az inzulin
rezisztenciaval is. Mind az 1-es, mind a 2-es tipusu diabétesz mellitusz kapcsolatba hozhat6 a
fokozott trombocita adhézidos készséggel ¢és aggregabilitassal jaré  diabéteszes
trombocitopatiaval. A fibrinogén fokozottan kotddik a GPIIb-Illa receptorokhoz
diabéteszesekben, ¢és esetiikben magasabb az aktivacio-fiiggd adhézidés molekuldkat, mint az
aktivalt GP IIb-Illa-t, lizoszomalis Gp53-t, trombospondint és P-szelektint expresszald
trombocitdk aranya. A plazma fibrinogén szint szintén emelkedett mindkét tipusu diabétesz
esetén. A trombocitak ¢életideje csOkken diabéteszben, ami hozzajarulhat ahhoz a
megfigyeléshez, hogy cukorbetegekben csokken a trombocita aggregacio gatlok, mint az

aszpirin vagy a clopidogrel hatdsossaga. A szolubilis P-szelektin a trombocita aktivacid
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elfogadott markere; emelkedett plazma szintjei Osszefiiggésbe hozhaték a diabétesz

mellitusszal.

A kronobioldgia az ¢l6lények iddstruktirajanak meghatarozasaval, mechanizmusaival ¢és
jelentdségével foglalkozé tudomanyag. Mig a homeosztazis viszonylag éallando belsd
allapotot feltételez, a kronobioldgia kiindulopontja a bioldgiai folyamatokban az él6 szervezet
minden szintjén megmutatkozd6 megjosolhaté idoébeli variabilitds, a biologiai ritmus.
Kozismert, hogy a kiilonb6z6é orszdgokban az éves haldlozési arany jelentdsen eltérd lehet.
Kevésbé ismertek a haldlozési arany szamos orszagban leirt szezondlis eltérései a hideg téli
honapokra esé legmagasabb értékekkel. A MI, szivhaladl és stroke incidencidjaban
kovetkezetesen szezonalis eltéréseket talaltak. A téli magasabb haldlozés legnagyobb részéért
(egyes orszagokban akar 70%-ért) a kardiovaszkularis betegségek feleldsek. A MI miatti
szezondlis haldlozas hatterében részben a kardiovaszkularis rizikéfaktorokban jelentkezd
belsd élettani ritmusok allhatnak. A vérnyomas értékekben nagy éves amplitudot figyeltek
meg téli csuccsal és alacsonyabb nyari értékekkel. Eves ritmust irtak le a fibrinogén,
hematokrit, trombocitaszam, szdmos hormon, szérum lipidek ¢és a plazma gliik6z szintjében is.
Az Osszkoleszterin, a HDL és az LDL koleszterin szdmos vizsgalatban mutatott szezonalis
eltéréseket téli cstcesal ¢és nyari mélyponttal. Mig az életmod, a taplalkozés, a
lakaskoriilmények és az egészségiigyi ellatds javuldsa hozzajarultak a mortalitasi arany

csokkenéséhez, a szezonalis ingadozas ma is problémat jelent.
2. Célkitiizések

2.1. Reologiai faktorok és a fokozott trombocita aggregacid bizonyitottan szerepet jatszanak a
diabétesz mellitusz kovetkezményeként fellépd kis- és nagyér-betegség kialakulasaban. A
vizsgalat soran a standard oralis gliikkdz terhelés hemoreoldgiai paraméterekre, trombocita
aktivaciora és aggregaciora kifejtett hatdsat kivantuk tanulmanyozni normalis és koros gliikkoz

tolerancidju egyénekben.

2.2. Munkdm masodik részében a leggyakrabban hasznalt trombocita aggregacid gatld
terapiak (100 és 300-325 mg ASA, 75 mg clopidogrel, 500 mg ticlopidin ill. 100 mg ASA ¢és
75 mg clopidogrel kombinacidja) in vitro hatasossaga, a fibrinogén szint és az életkor kozotti

Osszefiiggést vizsgaltam.

2.3. Vizsgalataim harmadik szakaszdban arra kerestem a valaszt, hogy a hemoreoldgiai
paraméterek €s a trombocita aggregacié mutatnak-e szezonalis ingadozast acetilszalicilsavval

kezelt érbetegekben. Vizsgaltuk a hemoreologiai faktorok esetleges 0sszefiiggését bizonyos
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meteorologiai paraméterekkel, mint a kornyezeti hdmérséklet, napi napfényes o6rdk szama,

relativ paratartalom vagy az egyidejii Iégnyomas-valtozas.

3. Hemoreoldgiai mérések
Vorosvérsejt aggregacio:

A VVT agregiacido meghatarozéasa litium-heparinnal bevont Vacutainer csovekbe vett vénas
vérbol, Myrenne MA-1 aggregométerben (Myrenne GmbH, Németorszag) tortént Schmid-
Schonbein fény-transzmissziés modszerét alkalmazva. Az aggregométernek két beallitasi
modozata van. Mindkét esetben 30 pl vérmintat elészor 600 s™'-al centrifugalunk, hogy a
meglévé VVT aggregatumokat diszperzaljuk. Ezt kdvetoen a forgasi sebességet hirtelen vagy
0-ra (MO moddozat), vagy alacsony forgasi sebességre (M1 modozat) csokkentjiik. Az ekkor
mért aggregaciot u.n. aggregacidés index-szel jellemezzik (AIMO, AIMI), melyet a

fényintenzitas-gorbe alatti teriiletbdl szamolunk 10 mp mérési periddus alatt.
Hematokrit:

Litium-heparinnal bevont Vacutainer csovekbe vénds vért vettlink, majd hematokrit
kapillarisokban 12000 rpm-en 6t percig centrifugdltuk Hemofuge mikrohematokrit

centrifugdban (Heraeus Instr., Németorszag).

Vorosvérsejt filtracio:

A vorosvérsejt filterabilitast, amely a sejt deformabilitasara utalé paraméter, Carat FT-1
filtrométerben mértiik (Carat Kft, Budapest) a St George’s technikat alkalmazva. A
késziilékben a vordsvérsejt szuszpenzié egy 5 um porusatmérdjii Nucleopore membranon
halad at. A filtracidés aranyt 4 par fényforras és hozzajuk tartozd detektorok adataibol
szamoljuk. A késziilékhez egy szamitdogép kapcsolddik, amely automatikusan elemzi a
szakaszok aramlasi adatait, ¢és igy meghatirozza a sejt athaladasi i1d6t és a relativ
sejtathaladési id6t, ill. a porus elzarodasi ratat. A vizsgalatok soran a filtraciés nyomas 4

vizcentiméterre volt allitva.
Trombocita aggregacio:

Trombocita aggregometrids méréseinket Carat TX-4 tipusii trombocita aggregométerrel
végeztik. A mérémiiszer az induktorokkal kivaltott aggregacio mértékét a PPP-PRP optikai
striiségkiilonbséghez viszonyitva szamolja és az id6 fliggvényében abrazolja. A trombocita

aggregacio mértékét adenozin-difoszfat, kollagén és adrenalin induktorokkal mértiik.
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sP-szelektin:

Az sP-szelektin szint meghatarozés szendvics ELISA modszerrel tortént trombocita szegény

plazmabol.

4. Osszefoglalas

1. Modositott oralis gliikdéz tolerancia tesztet végeztink 30 olyan betegen, akiknél
felmeriilt a diabétesz mellitusz lehetdésége. A betegeket 12 6ra koplalast kovetéen 75 g
gliikézzal terheltiik meg. A gliikkdz elfogyasztdsa utan 1, 2 és 3 6raval vérmintat vettiink. A 2
oras eredmények alapjan a betegeket normal gliikkoz toleranciaji (NGT) ill. koros gliikoz

tolerancidju (IGT/DM) csoportokra osztottuk.

Az IGT/DM csoportban jelentdsen magasabb volt a BMI, mint a NGT csoportban. A
vorosvérsejt aggregacid az idé mulasaval szignifikansan emelkedett mindkét csoportban, de
az IGT/DM csoportban ez az emelkedés kifejezettebb volt és mar a vizsgélat 2. érajaban
jelentkezett. Mind az MO, mind az M1 index szignifikdnsan korrelalt a BMI-vel az IGT/DM
csoportban, de nem taldltunk Osszefiiggést ezen paraméterek kozott a normalis gliikoz
tolerancidju betegekben. Az MO és M1 index nem mutatott Osszefiiggést az egyidejii
vércukor-szinttel. A 2. és 3. draban vett mintdkban az M1 index szignifikdnsan magasabb volt
az IGT/DM csoportban, mint a NGT csoportban. Az IGT/DM csoportban a plazma
viszkozitds az Osszes mintavétel soran szignifikansan csokkent a kiindulési értékhez képest,
mig a normalis gliik6z tolernciaji csoportban nem talaltunk szignifikans csokkenést. A teljes
vér viszkozitds jelentdsen magasabb volt a kéros gliikdz tolerancitiju egyénekben az 1. 6rdban
tortént mintavételkor, mint a NGT csoportban, de a tobbi vizsgalt idopontban nem volt
jelentés eltérés a két csoport kozott. A kiilonbozé vizsgalt idopontokban a teljes vér
viszkozitas egyik csoportban sem mutatott jelentds eltéréseket. A vordsvérsejt filtracid nem
valtozott jelentdsen a vizsgalt idopontokban, és a két csoport kozott sem talaltunk kiilonbséget
ebben a paraméterben. Az ADP indukalta trombocita aggregacio statisztikailag szignifikdnsan
csokkent az 1. oraban a kiindulési értékhez képest mindkét csoportban, de csak a magasabb
vizsgalt ADP koncentracio6 esetén. A tobbi vizsgalt induktor esetén nem tapasztaltunk jelentds

valtozasokat.
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2. 2001 és 2005 kozott 5026 klinikailag igazolt, trombocita aggregacid gatld terapiaban
részeslld érbetegben mértliink trombocita aggregaciot. A aggregometria célja a valasztott
trombocita aggregacid gatld terdpia hatékonysaganak ellendrzése volt. A betegek életkorat,
nemét és a szedett trombocita aggregacio gatld szer dozisat minden esetben rogzitettiik. A
betegek a vizsgalat idépontjaban legalabb 4 hete részesiiltek az adott trombocita aggregacio
gatlo terapiaban. 3389 beteg szedett napi 100, 300 vagy 325 mg ASA-t, 970 beteg 75 mg
clopidogrelt, mig 362-en 500 mg ticlopidint. 305 beteg kapott kombinalt 100 mg ASA - 75
mg clopidogrel terapiat. 3243 betegben meghatdroztuk a plazma fibrinogén szintet is. A 100
¢s 300-325 mg ASA-val kezelt betegekben a trombocita aggregacid jelentdsen emelkedett az
¢letkorral. A 80 ¢évnél idOsebb betegek esetén a trombocita aggregacid szignifikdnsan
magasabb volt, mint a 40 évesnél fiatalabbak csoportjdban. Ugyanakkor nem talaltunk
Osszefiiggést a trombocita aggregéacio és az oregedés kozott sem a 75 mg clopidogrellel, sem
az 500 mg ticlopidinnel kezelt betegekben. A kombinalt terdpiaban részesiild betegeknél a
trombocita aggregacio és az életkor Osszefliggése a csak ASA-val kezelt betegek esetén
tapasztaltakra hasonlitott. A fibrinogén szint szignifikdnsan emelkedett az életkorral, és a
legbregebb életkori csoport és a 40 évnél fiatalabbak csoportja kozott jelentds kiilonbséget
talaltunk ebben a paraméterben. A thienopyridinnel kezelt betegekben és a kombinalt
terapidban részesiilok esetén nem taldltunk a fibrinogén szint és az életkor kozott
Osszefiiggést. A fibrinogén szint jelentdésen alacsonyabb volt clopidogrel vagy ticlopidin
terapia esetén, mint az ASA szeddkben. A kombinalt aggregéacid gatlod terapidban részesiilok
esetén a fibrinogén szint nem kiilonbozott jelentdsen sem a csak ASA-t, sem a csak

clopidogrelt szedo betegeknél tapasztalt értékektol.

3. 2001 és 2005 kozott 2693 100 mg ASA-t szedd klinikailag igazolt érbeteg szamara
trombocita aggregometrias vizsgalatot végeztink. Egy 1873 f0s alcsoportban Clauss
moddszere szerint meghataroztuk a plazma fibrinogén szintet is. 1260 f6 esetén a trombocita
aggregometria mellett plazma és teljes vér viszkozitast, ill. hematokritot mértiink. 724 beteg
esetén vorosvérsejt aggregometria is tortént. A betegek az Orszagos Meteoroldgiai Szolgalat
poganyi allomasatol szdmitott 40 km-es korzeten beliil laknak. A 8 orakor mért kiilsd
hémérsékletet, a 8, 9 és 10 orakor mért légnyomas értékeket, a relativ paratartalom és napi
csapadékmennyiség értékeket, a napi minimalis és maximalis hémérsékletet az OMSZ
szivességébol a vizsgalt idészak minden egyes napjara megkaptuk. Meghataroztuk a napi
hdingadozast ill. a 8 és 10 o6rakor mért légnyomas értékek kiilonbségét (Ap), mely a

mintavétel idépontjaban zajlo iddjarasi front aktivitast jellemzi.

19



Mas vizsgéalokhoz hasonléan szignifikdnsan magasabb fibrinogén szinteket talaltunk

télen, mint nyaron, decemberi legmagasabb ¢s juliusi legalacsonyabb értékkel.

Mind az M0 mind az M1 index értékek szignifikdnsan magasabbak voltak télen, mint nyaron.
Ebben az esetben is december-januarban taldltuk a legmagasabb, mig junius-juliusban a
legalacsonyabb értékeket. A teljes vér viszkozitas értékek nem kiilonboztek jelentsen az év
kiilonboz6é szakaszaiban. A plazma viszkozitas jelentésen magasabb volt a legforrobb
honapokban, mint télen. Az adrenalin indukélta trombocita aggregacid csucsa aprilisban ¢€s
majusban, mig mélypontja augusztusban ¢és szeptemberben volt. Szignifikdns negativ
korrelaciot talaltunk mind a 8 oOrakor mért kiils6 kornyezeti hdmérséklet, mind a napi
legalacsonyabb és legmagasabb homérséklet és az MO és M1 index kozott. A plazma
viszkozitas pozitivan korrelalt a napi hdmérsékleti minimummal. Gyenge, de statisztikailag
szignifikans Osszefliggés mutatkozott a 10 pM ADP-vel indukalt trombocita aggregacio és
kiilsé homérsékleti paraméterek kozott, ugyanakkor a tobbi induktor esetén nem talaltunk
hasonlo Osszefiiggést. A 8, 9 és 10 orakor mért légnyomas értékek az MO és M1 indexszel
gyenge pozitiv, mig a plazma és a teljes vér viszkozitdssal gyenge negativ korrelaciot
mutattak. A vizsgdlt hemoreologiai paraméterek nem mutattak kapcsolatot a napi

héingadozéssal, a Ap értékkel, relativ paratartalommal és a napi csapadékmennyiséggel.

5. Kovetkeztetések

A gliikoz fogyasztas befolydsolja a hematokritot, plazma viszkozitast és vorosvérse;jt
aggregaciot, ugyanakkor nem talaltunk kozvetlen 6sszefiiggést a vizsgalt idopontokban a mért
vércukor-értékek és ezen paraméterek kozott. A vordsvérsejt aggregabilitas és a BMI kozott
talalt szoros Osszefliggést az elhizdsban leirt alacsony foku gyulladasnak tulajdonitjuk.
Elképzelhetd, hogy a cukor fogyasztas utan bekovetkezd vorosvérsejt-aggregacios eltéréseket
az inzulin-szint valtozasai befolyasoljak az i1d6 fliggvényében. A plazma viszkozitdsban és a
hematokritban megfigyelt valtozadsokat a fokozddd osmolalitds révén az intersticiumbol a

keringésbe torténd folyadék bedramlas okozhatja.

A fibrinogén szint életkorhoz kapcsolodd emelkedése allhat részben a vizsgalat soran
az 1dds betegcsoportokban talalt emelkedett trombocita aggregacid hatterében. Thienopyridin
terdpia esetén a plazma fibrinogén életkortol valo fiiggetlenségét ezen gyogyszerek fibrinogén
szintre kifejtett jotékony hatdsdval magyarazhatjuk, amit jelen vizsgédlatunkban is igazoltunk.

A trombocita aggregabilitast az iddsekben szdmos faktor negativan befolyasolja. Az idds
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betek altalaban tobb tarsbetegségben szenvednek, ezért tobb gyogyszert szednek, ami fokozza
a gyogyszerkolcsonhatasok lehetdségét. Tobbek kozt a nagyon gyakran szedett nem-szteroid
gyulladascsokkentdkrdl igazolodott, hogy befolyasoljadk az ASA aggregaciogatlo hatasat. A
kronikus betegségek, mint diabétesz, magas vérnyomds, dyslipidaemia vagy a kronikus
szivelégtelenség id6skori magasabb prevalencidja tovabb emeli a fokozott trombocita
aktivaci6 és az ASA rezisztencia lehetdségét. Az idOseknél tapasztalt fokozott in vitro
trombocita aggregacio masik lehetséges oka a hosszantartd6 ASA kezelés lehet, errdl ugyanis
szamos szerzO leirta, hogy a trombocitdk ASA-val szembeni érzékenységének progressziv
csokkenéséhez vezet. Szamos olyan faktort, amely a megfigyelt jelenségek tovabbi
magyardzataul szolgéalhatna (plazma lipid szintek, egyidejii gyogyszeres terapia, anamnézis)
nem tudtunk figyelembe venni. A complience-t nem ellendriztiik kozvetlen moddon, a
gyogyszerek tipusat és dozisat az orvosi dokumentacid €s személyes kikérdezés alapjan

detektaltuk. A felvetett kérdéseket egy prospektiv, randomizalt vizsgalat tisztazhatja.

Munkam harmadik része igazolta, hogy egyes hemoreoldgiai paraméterek és a
trombocita aggregacid szezonalis kiilonbségeket mutat ASA kezelt érbetegekben. A
megfigyelt kiilonbségek hozzdjarulhatnak a kardiovaszkuldris mortalitas szakirodalombol
vizsgalatok esetén is jelentdéséget kaphatnak, amikor a mintavételek idopontja az év
kiilonbozé 1ddészakaira esik, ebben az esetben ugyanis befolyasolhatjdk a vizsgalati
eredményeket. Az eredmények azt az elméletet tdmasztjak ala, hogy az étrend és a fizikai
aktivitds szezonalis valtozasai mellett a kornyezeti hdémérséklet éves fluktuacidja is
befolyasolhat egyes hemoreoldgiai paramétereket. A meteorologiai front aktivitas

eredményeink alapjan nem gyakorol azonnali hatast a vizsgalt paraméterekre.
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