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1.BEVEZETES

1.1 Szubjektiv el6zmények és indittatas

A Pécsi Idegsebészeti Klinika Intenziv Osztalyan az altalunk kezelt betegek kozt
a daganatos ¢és subarachnoidealis vérzés mellett nagy aranyban fordult és fordul el sulyos
koponyasériilés is. Ez utobbi Dbetegcsoport epidemioldgiai vizsgéalata soran
megallapithatd, hogy a hazai betegpopulacio fokozottan terhelt mind 1égzdészervi, mind
keringési, illetve anyagcsere-betegségekkel. Kiemelked6éen magas az antikoagulalt
betegek aranya is, mely nagyban befolyasolja és rontja a kimenetelt. Ezen utdbbi
problémaval szamos esetben taldlkoztunk mi is, igy évek Ota a kezelésiink egyik

alappillére az alvadasi statusz monitorozasa ¢s korrekcioja volt.

Az utdbbi évek soran a javulo siirgésségi ellatas és stroke-diagnosztika, valamint
az endovaszkularis technika fejlédése kovetkeztében osztalyunkon novekvd szamban
latunk el a sulyos koponyasériiltek mellett iszkémias stroke-ot szenvedett beteget is. Az
antikoagulalas és trombocitaaggregaciot gatlo kezelés stratégidja modosult az idok
folyaman, egyre tobb betegiink all a véralvadast befolyasolo kezelés alatt balesete, ill.

ictusa idején.

Szerencsés helyzetben voltunk, 2013 ota lehet6ségiink van a Multiplate
késziilékkel bedside trombocitaaggregacid mérésre, igy a klinikai képet modunkban volt
egzakt adatokkal egyiitt megitélni. A trombocitdk viselkedésének, a klinikai
sokféleségének tapasztalasa vezetett ahhoz az igényhez, hogy e kérdésben mélyebben
elmeriiljek. Régota foglalkoztatott tovabba az a gondolat is, hogy a Bogar Lajos
professzor altal igazolt Leukocyta Antiszedimentacios Rata (LAR) analdgidjaként a

trombocitak ilyen jellegii viselkedését is tanulmanyozzam.

Korabban a PhD tervem a sulyos koponyasériiltek adatbazisanak (koagulopathia
¢és kimenetel) feldolgozasa volt. Mivel ez szamos akadaly miatt technikailag nem volt
lehetséges, ezért egy nem kevésbé izgalmas téma felé fordultam: tudomanyos
érdeklédésem fokuszaba a trombocitdk aggregacioban betdltott szerepének mélyebb

megértése kertilt.



1.2. Vérlemezkék — Rovid torténeti attekintés

A véralvadashoz kapcsolodo elsd megfigyelés a két évezreddel ezelott élt gorog
filozofus Platon nevéhez fiizddik. O volt az elsd, aki leirta, hogy amint a vér elhagyja a
test hdjét, vérszalakat (fibrint) képez. Platon nézetét a véralvadasrdl mas korabeli és
késobbi filozofusok is osztottdk egészen a 19. szazadig, amikor is uttérd felfedezések

lattak napvilagot a koagulacio vizsgalata terén (1).

1841. George Gulliver el6szor rajzolta le a trombocitakat, az 1830-ban Joseph
Jackson Lister altal feltalalt ikerlencsés mikroszkdpban latott kép alapjan.1842. William

Addison latotérbe hozta és lerajzolta a trombocita-fibrin trombust (2).

A német sziiletésit Max Schultze (Freiburg, 1825) tudomanyos vizsgalodasainak
célja nem a vér Gsszetevlinek elemzése volt, hanem a hdmérséklet emelésének hatasara
bekovetkezd protoplazma valtozas leirdsa. Mindekdzben észlelte — sajat és mas,
kiilonb6z6 korosztalyt személyeknél — a szabalytalanul képzddd, sok kis kerek, szintelen
gdmbokbdl allo, kiilonb6zé méretl ,,csomokat” (1. abra). Megallapitotta, hogy az egyes
gombok kiilonbozé méretiiek, 6-8x kisebbek (0.001-0.002 mm), mint a vorosvértestek, s
felismerésiik csak erds lencsével lehetséges. Ezen megfigyelését a sajat maga alapitotta
LArchiv fiir mikroscopische Anatomie” cimi ujsagban (Bl. 1.1965.5.36.) irta le ,,Arbeit

iiber die Histologie des Blutes” cimen azzal a megjegyzéssel, hogy ajanlja tovabbi

elemzésre azoknak, ,,akik érintettek az emberi vér tanulményozasaban”.
) S

Schultze’s figures 17 (left) and 18 (right). Schultze’s legends:

Fig. 17. The granular formations which often occur in larger collections in normal human blood.
Fig. 18. The same after the fibrous material of the drop of blood has clotted under the cover slip.
Source: Schultze (1865).

1. abra: Schultze eredeti abraja és eredeti angol leirdasa az altala kis, kerek gombként jellemzett
swharmadik” elemrél



A vérben talalhato ,,harmadik” elemnek, azaz a vérlemezkének az elnevezése
(piastrine, lille plates) és funkcidjanak vizsgélata az olasz szdrmazast orvos és tudds
Giulio Bizzozero (1846, Varese) nevéhez fiiz6dik. Munkajaban tovabb folytatta Schultze
eredményeinek vizsgalatat és 1882-ben, egy nagy Osszefoglaloban olasz ¢és német
nyelven is leirta a vérlemezke funkcionalitdsat a véraramban, valamint az 0sszefliggést a

vérlemezke adhézid, az aggregacio €s az ezt koveto fibrin képzddése és lerakddasa kdzott

).

Megallapitotta, hogy a voros- és fehérvérsejtek mellett egy harmadik morfologiai
elem is kering véredényekben. Formajukat tekintve nagyon vékony lemezkék, korong,
ritkan lencse alaktak, parhuzamos feliiletekkel, s atméréjik 2-3-szor kisebb, mint a

vorosvértesteké (2. abra).
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Bizzozero’s figure 2. A small artery in the mesentery of a guinea pig in which the circulation has been
stopped. The clarity of the area illustrated is due to the very few red cells present. (A) Surface view of
a platelet; (B) the same in profile view; (C) red blood cell (Gundlachimmersion No. VII). Source:

2. abra: A vér alakos elemeinek (vérlemezke felszini képe: B) sematikus abrazolasa és eredeti angol
jellemzése Bizzozero munkajabol



crers

hogy érsériilés esetén a vérarammal a sériilés helyére aramlanak, kezdetben 2-4-6, majd
rovid 1d6 mulva tobb szazra emelkedik szamuk, majd a trombus eléri azt a nagysagot,

amivel kitolti az ér lumenét, megakadalyozva a tovabbi véraramlast (3. abra).

Bizzozero’s figure 8. Two small mural thrombi formed in a small artery in the mesentery of a guinea
pig. In the larger thrombus one sees a white cell amongst the platelets (Gundlach No. VII immersion).
Source: Bizzozero (1882a).

3. 4bra: Erfali trombusképzédés sematikus abrizolasa és eredeti angol leirasa Bizzozero altal

1883-ban Hayem 0Osszefiiggést talalt a vérlemezke és a bérben kialakul6 purpura
kozt (TTP: trombotikus trombocitopénias purpura). A 20. szdzadtdl rohamos 1éptekben
haladt a vérlemezke véralvadasban és egyéb élettani folyamatokban jatszott szerepének
tisztazasa. 1923-ban Roskam felfedezte, hogy dsszefiiggés van trombocitak, a fibrinogén
és az alvadasi kaszkad kozt. 1960 koriil Hugues és Bounameaux Liégeben arra a
kovetkeztetésre jutott, hogyha a kotdszovetben 1€vé kollagén felszabadul, akkor az

trombocita aktivaciohoz vezet.

1962-63-ban Born és Cross nevéhez fiizoédik az optikai aggregometria, melynek
elve az, hogy a trombust formald vérlemezkék optikai denzitasa csokkent. 1964-ben
Gaarden, Lalane a Nature-ben publikalta, hogy az ADP egy potens induktora a
trombocitaaggregacionak.1967-69-ben Aledorf megallapitotta, hogy ASA hatasban a
vérzeési 1d6 megnyulik. Az 1990-es évektdl kezdve a molekularis biologia fejlodésével az
intracellularis szignaltranszdukcids mechanizmusok kutatdsa indult el, a vérlemezkék
gyulladésban betdltott szerepét (trombocita-leukocita interakcid) nézték, valamint azt,
hogy milyen szerepiik van a tumorgenezisben, metasztazisképzddésben, valamint a
vizsgaltak a trombocitak hatasat a transzplantalt szervek rejekcidjaban (2,5).
1992-ben latott napvilagot a ,.cell-based model”, mely értelmében a hemosztazis
egyensulyat az aggregicio-antiaggregacio, koagulacid-antikoagulacid, fibrinolizis-

antifibronolizis folyamatok tartjak fenn (1).



1.3. Vérlemezkék

1.3.1. Elettani alapok

A vérben keringd trombocitdk a csontvelében 1évé megakariocitakbol
keletkeznek, egy Osszetett folyamat kdvetkezményeként (4. abra). A megakariopoesis
soran a megakariocitak differencidlodnak, plazmamembranbol és sejtplazmabol allo
nyulvanyokat, allabakat (pszeudopodium) képeznek a csontveldi szinuszoidok iiregébe
(6). Ezek a nyulvanyok a trombopoézis soran lefizddnek, és mint trombocitak
(vérlemezkék) keriilnek a keringésbe (6,7,8). Egy megakariocita 5000-10000 trombocita
képzésére képes (9). A megakariopoesis, trombopoézis (kb. 5 nap) szamos citokin és
novekedési faktor altal szabalyozott, melyek koziil a trombopoetin jatssza a kulcsszerepet

(8).
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4. abra: A vérsejtképzodés folyamata. A megakariocita-eritrocita progenitor sejtb6él indul ki a
trombocitaképzés

A keringésbe jutott — a csontveldben naponta kb. 10! képzddik — érett trombocita
sejtmag nélkiili, 2-5 um atmérd;ji, diskoid, bikonvex alaku testecske. Hozzavetdleg 2/3 a
vérben kering, 1/3-a a lépben raktarozodik. Egy egészséges egyén vérében 150-
400x10%/l vérlemezke cirkulal. Elettartamuk 7-10 nap, s ha nem szekvesztralodnak a
vérzés és/vagy gyulladas helyén, €letciklusuk végén a maj és a 1ép makrofagjai kiiiritik

Sket (4,8,9,10,11).



A vérlemezke fobb szerkezeti egységei (5. abra):

1. Periférias zona:

Plazmamembran: kétrétegli, fehérjébdl és lipidekbdl allo egység. Fo lipidje a
foszfolipid, mely a membran dominans szerkezeti eleme, és fontos sajatsaga az, hogy a
vérlemezke aktivalodasa soran egy anionos, negativ toltésti foszfolipid, a foszfatidil-
szerin keriil a felszinre, mely a VIII és IX valamint a X és V. koagulacids faktorok
enzimatikus  folyamatait tobb nagysagrenddel képes gyorsitani (10,11). A
plazmamembran szelektiven permedbilis, a kettds rétegii foszfolipid tAmogatod funkciot

tolt be a belso rész aktivalasaban ¢és a kiilso teriilet aggregacioban valé részvételében.

Glikokalix: A trombocitak felszinét egy negativ toltésti, 20-30 nm vastagsagu
(vastagabb, mint a leukocitak ¢és eritrocitak feliileti rétege) réteg képezi, mely féleg oligo
- ¢s poliszaharidokbol, valamint fehérjébdl, foleg fibrinogénbdl all. A vérlemezke
felszine fiziologids kornyezetben negativ toltésli marad, igy akadalyozva azt, hogy

kolcsonhatasba keriiljon a szintén negativ t6ltésii endotéllel (10,11).

2. Membran szerkezet

A plazmamembran behatol a vérlemezke belsejébe, ezaltal a feliilethez
kapcsolodo ugynevezett ,, csatorna rendszert” (SCCS: Surface-Connected Canalicular
System) kialakitva biztositja, hogy azon keresztiil a vérlemezkében tarolt hemosztatikus
fehérjék a glikokalixra jussanak. Parhuzamosan és szorosan illeszkedve a SCC
rendszerhez taldlhatd az endoplazmas retikulum maradvanyaként funkcionald zart
tubulusrendszer (DTS: Dense Tubular System), amely elsésorban a Ca®

szekvesztracioban vesz részt a G-proteinhez kapcsolt PAR-1 receptor aktivalasaval.

A trombocitdk membranjdban tobb mint 50 féle receptor taldlhatd. A
hemosztazisban résztvevo receptorok koziil kiemelendé a von Willebrand-faktor
adhézios receptora, a GP-1b-V-IX (~40000/trombocita), valamint a kollagén/fibronektin
GP-la-lla  receptor. Az aktivacios receptorokhoz tartozik a mar alacsony
trombinkoncentracional is gyors folyamatként aktiv kotést biztositd PAR-1 (proteaz
aktivalta receptor-1) és a magasabb trombinkoncentracional lassi folyamatként
miikddésbe 1ép6 PAR-4. A vérlemezke aktivalasaban kiemelkedd szerepe van két
purinerg receptornak, az aktivacio kezdeti fazisaban a P2Y1 receptornak, a késobbi

aktivacios szakaszban pedig a gyogyszercélpontként is szolgald P.Y12-es receptornak.



Ezekhez a dense granulumbdl felszabaduldo ADP kotédik. Az aktivalasban fontos tényezd
még az adrenalin (epinephrin), amely az 02 receptoron keresztiil fejti ki hatdsat a
vérlemezkék cAMP szintjének csokkentésével, potencidlja emellett az ADP, trombin €s
a TXA2 (tromboxanA2) hatasat. A szerotoninreceptoron kotddd szerotonin (5-HT: 5-
hidroxitriptanin) feladata a vérlemezke Ca szintjének novelése, aktivélasa, ezéltal az
aggregacio erdsitése. A legfontosabb aggregdacios receptor a GP-11b/11la, mely csak az
aktivaciot kovetden keriill a membran felszinére és valik mikodoképessé (affinitasa
nyugalomban alacsony) azaltal, hogy bivalens ligandja a fibrinogén hidként koti 6ssze a
trombocitdkat. A GP-IIb/Ill/a receptorok szama magas, kb. 40-80000/vérlemezke
(9,10,11).

3. Struktir zoéna (vérlemezke citoszkeleton)

A mikrotubulusok korkoros kotegei tartjak fent a vérlemezke diszkoid alakjat, s
ezek parhuzamosak a kiilsd feliilet sikjaval. Hidegben a mikrotubulusok szerkezete
megvaltozik, kovetkezményképp a vérlemezke kerek format vesz fel, azonban 37 °C -n
ismét visszanyeri eredeti diszkoid allapotat. A mikrotubulusok és a membran kozti
keskeny savot aktinbol képzodott mikrofilamentumok vastag haldzata tolti ki, mely
kontraktilitasaval rogziti a plazmamembran glikoproteineket és proteoglikanokat (10). A
citoplazma 8-12 nm atmérdjii intermedier filamentumokat is tartalmaz, melyek
kapcsolodva az aktinnal €s a tubulusokkal a vérlemezke alakvaltozasdnak szabalyozasa

mellett befolyasoljak a pszeudopddiumok kiterjedését €s a granulumok tartalmanak

crer

4. QOrganellum zbéna

A vérlemezke plazmajaban harom kiilonbozd tipust szekretoros granulum

talalhato: a-granulum, dense granulum és lizoszoma.

a-granulum: egy trombocitaban kb. 50-80 (volumenének 10%-at adja) a-
granulum talalhat6, 10x tobb, mint a dense granulumok szdma. Miutdn a vérlemezke
aktivalodik, a a-granulum membranja fuzional a SCCS-sel és tartalma azon keresztiil a
mikrokornyezetbe aramlik, segitve az adhézidt, aggregaciot €s tamogatva plazma
koagulaciés folyamatait. Tartalmazza egyrészt az adhézidhoz sziikséges VWF-t,
fibronektint, trombospondint, valamint a plazma koagulans fibrinogént, V., VIIL., XI.
faktorokat, valamint a nagy molekulatomegli kininogént. Emellett antikoagulans (o2-

makroglobulin), fibrinolitikus (plazminogen) és antifibrinolitikus (o2-antiplazmin, PAI-
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1) elemek is talalhatok benne, valamint taroljak a prokoagulans trombocita 4-faktort

(10,11,12).

dense granulum: szamuk trombocitanként 2-7, a megakariocita differencialodas
folyaman kés6bb alakulnak ki, mint az a-granulumok. A dense granulumok kiilénb6z6
hemosztatikusan aktiv, nem fehérje jellegi molekuldkat tarolnak, melyek a vérlemezke
aktivalodasa folyaman szekretdlodnak. Ezen kozé tartozik a szerotonin, mely
vazokonstriktor, az endotelsejtet koti 6ssze a vérlemezke-membrannal, a Ca®* és Mg?*,
mely az aggregécios alakvaltozdshoz fontos, valamint segiti, timogatja a vérlemezke
aktivaciojat ¢és a koagulaciot. Az aggregécio folyamatanak tovabbi erdsitését szolgalja a
granulumban talalhato ATP és ADP is. Az ADP fontos szerepet tolt be a szomszédos
vérlemezkével vald aggregacioban azaltal, hogy a felszini P2Y1 és a P2Y12 receptorhoz
kotodik (10,11).

A harmadik granulumtipus a 300 nm atmérdjli, neutrophilekhez hasonld
lizoszoma. Arilszulfatazt, B-glucuronidazt, foszfatazt és prozetazt (catepszin) tartalmaz.
Valoszinli, hogy az in vivo aggregacio folyaman megemészti az érfalmatrix
komponenseit €s a keletkez6 tormelékeket is (8,10,12).

4. oOrganelie zone
Mitocondrion

Dense

body
Lysosome
Alpha
granules

1.
Pheripheral zone
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2. Membrane

Membrane systems

Open canalicular =
system Structural zone
Dense tubular Microtubules
system Submembranous
cytoskeleton
- Actin (G and
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Myosin
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5. abra: A vérlemezke fobb szerkezeti egységeinek sematikus abrazolisa
A trombocitak régota ismert, ,elsédleges” funkcidja a primer hemosztazis
(adhézio, aktivacio és aggregacio) fenntartasa az érpalyan beliil. Ezen f6 funkcio mellett
azonban szamos egyéb ¢lettani szerepe is van a vérlemezkéknek, mint pl. az

immunfunkci6 és a mikropartikulumképzés.



1.3.1.1. Vérlemezkék szerepe a hemosztazisban
1.3.1.1.1. Fiziologias hemosztazis

A hemosztazis (hemo+sztazis) a vérzés és a vérzés megallitasara, csillapitasara
vonatkozo kifejezés. Osszetett szabalyozo rendszerét az endotelium, a maj és a csontveld
altal termelt alakos elemek, vérplazma aktiv alvadasi tényezdi alkotjak. 1992-ben latott
napvilagot a ,,cell-based model” fogalma, mely értelmében dinamikus az egyensuly az
aggregacios-antiaaggregacios, koagulacios-antikoagulacios, fibrinolitikus-
antifibrinolitikus folyamatok kozott (1,2). Ezen hemosztatikus folyamatok legfontosabb
feladata, hogy 1., érfalsériilés esetén rogképzédéssel ,,zarja” a megszakadt
folytonossagot, ezaltal akadalyozva a tovabbi vérvesztést, 2., a vért ,folyékony”
allapotban tartsa, valamint 3., a vaszkularis integritds helyreallitdsa utdn eltavolitsa a

képzodott alvadékot.

A hemosztazist didaktikusan harom f6 részre oszthatjuk fel (2,3): primer
hemosztazisban (6. abra) a trombocitak a kulcsfontossagi elemek, a szekunder
hemosztazisban vesznek részt a vérplazmaban talalhat6 alvadasi faktorok altal biztositott

koagulacios folyamatok, mig a tercier az alvadék feloldasat, a fibrinolizist jelenti.

A vérlemezkék normal, €lettani koriilmények kozt inaktiv formaban keringenek
az érpalyaban, felsziniikon azonnali adhéziora, aktivaciora képes GP-II/b/Illa és GP-VI
receptorokkal. Sériilés, vérzés esetén a primer hemosztdzis soran trombocitadugot
alakitanak ki, ezzel megakadalyozva az intravaszkularis volumendepléciot, majd a
késébbi szekunder hemosztazisban is fontos feladatuk van: biztositjak az alvadék
lokalizaciojat és facilitdljak a fibrin kialakuldsat, valamint hozzajarulnak a vérrog

retrakcidjahoz is (3,4,5).
A vérlemezkék véralvadasban gyakorolt mitkodése harom részre oszthato fel:

1. Adhézionak nevezziik a vérlemezkék kapcsolodasat mas struktirakhoz,
jelen esetben az endotélhez. A vérplazmaban inaktiv formaban keringé von
Willebrand-faktor (VIIL. faktor) érfalsériilés esetén a szabadda valo
kollagénhez kapcsolddik. A véraramléas sordn kialakuld nagy nyirderdk
révén aktivalodik és kapcsolddik a trombocitdk GP Ib-1X-V receptorahoz,
az igy kialakult komplex a vérlemezkéket sériilt érfalhoz koti (3,5,6,8).

2. Az adhézié soran intracelullarisan Ca*™* emelkedés alakul ki, amely

elinditja az aktivaciot. A tartosan fenndllo intracellularis hiperkalcémia

9



Osszetett, energiaigényes folyamatok megindulasat facilitalja. Aktivacio
magaba foglalja a vérlemezkék alakvaltozasat, a membranszerkezetben
kialakuld valtozasokat, valamint a tarolt és de novo képzddd mediatorok
szintézisét, véraramba torténd emissziojat. Az aktivacio pozitiv feedback
hurokként értelmezhetd folyamat, melyet a véralvadasi folyamat soran
termel6dd anyagok receptorokhoz torténd kapcsoldodasa idéz eld,
kiemelend6 a PAR-1 receptor €s trombin kapcsolodas, ADP kapcsolddasa
az ADP (P2Y1, P2Y12) receptorokhoz, tovabba a TXAx-TXA:
receptorinterakcid (6). A nyugvo trombocitak felszine sima, aktivacio
soran apro6 kis tiiskék alakulnak ki, melyek soran erds vérlemezke-fibrin-
vérlemezke kapcsolat alakul ki. Expresszalodik az aggregaciohoz
szlikséges GP-IIb/I1la receptor is. Membranszerkezet is megvaltozik, a
foszfatidil-szerin felszinre keriilésével lokalis erés negativ toltés alakul ki
a véremezkék felszinén, ezzel facilitdlva a faktorok, faktorkomplexek
(tenaz, protrombinaz) miikodésének hetékonysagat (4,5,6). A szekreteros
granulumok degranulacidjuk soran a benniik tarolt anyagok koncentracioja
lokalisan megnd, parakrin modon tovabbi vérlemezkéket vonzva a trombus
felszinére. Autokrin modon tromboxanszintézis indul meg, ami lokélisan
vazokonstrikciot okoz, valamint tovabbi trombocitaaktivaciot- és
aggregaciot indukal.

Aggregacionak nevezzik a trombocitdk egymdashoz csapzodasat. A
vérlemezkéket a glikoprotein IIb/Illa receptorokhoz kapcsolddo bivalens
fibrinhidak kotik Ossze. Az aggregacids kapacitast tudjuk mérni ex vivo,

ezaltal jutunk indirekt kdvetkeztetésekre a primer hemosztazist illetden.
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6. abra: A primer hemosztazis élettana. Sériilést, vérzést kovetden a vérlemezke kapcsolodik az
endotélhez (adhézid), majd az aktivaciot kdvetden 1étrejon az aggregacio

1.3.1.1.2. A ,,vérelégtelenség” korélettana

A traumads sériilések — kardiovaszkularis haladlokok mellett — tovabbra is vezetd
halalokként szerepelnek a vilagstatisztikdkban, és a betegek 40%-aban a stlyos kivérzés
tehetd felel6ssé a rossz kimenetelért. A siirgdsségi osztalyra vérzéssel, véralvadasi
zavarral érkezok talélési esélye szignifikansan rosszabb, mint a megtartott hemosztazissal
jelentkezd betegek kimenetele. A massziv vérzés talajan kialakult komplex
patofiziologiai katasztrofa hatterében a vérzés okozta sulyos oxigénaddssag és a

kovetkezményes ,,vérelégtelenség” (,,haemorrhagic blood failure”) kialakulasa all (9).

Egy 10j, az utobbi években napvildgot latott megkdozelitések szerint a vér, mint
szervrendszer foghato fel, mely sokkal komplexebb és dinamikusabb, mint barmelyik
masik szervrendszeriink. Alapjat a mintegy 102 sejt altal alkotott, megkdzelitSleg 4000-
7000 m? feliiletet kitevé endotélium és a vele felbonthatatlan egységet képezd vér adja,
mely jol definilt, szovetspecifikus funkcidkkal rendelkezik: a hemosztazis regulacidja,
a pro- és az antiinflammatoros egyensuly beallitdsa, az oxidans-antioxidans effektusok
pufferelése és a vazoregulacid. Ezen felsorolt funkciok 6sszehangoldsaban szdmos egyéb
szerv (elsGsorban a csontveld, a maj, a vegetativ idegrendszer) is részt vesz, az emlitett
egyensulyok végs6 homeosztatikus beallitasa a vér-endotél egység szuverén feladata. Az
emlitett egység (az angolszdsz szakirodalomban: ,blood-endothel unit”) specifikus

¢lettani szerepe akkor mérhetd fel leginkabb, mikor funkcidéi kiesnek, azaz

11



manifesztalodik a vér ,elégtelensége”. A vér-endotél egység diszfunkcidjanak

legfontosabb okozoja az oxigénaddssag.

Az elOrehaladott oxigénadossag talajan kialakult patofiziologias folyamatok
(iszkémia, reperfuzios karosodas, oxidativ stressz, diszreguldlt gyulladasos valasz) a
szervek karosodéasahoz, végsd soron szervelégtelenségekhez (tudat, 1égzés, vese, maj,
keringés) vezethetnek. A tobbi szervhez hasonloan a vér-endotél egysége is sériil: romlik
az oxidans-antioxidans effektusok pufferelése, diszregulalttd valik a pro- ¢és az
antiinflammatoros egyensuly beallitasa, sériil a mikrocirkulacio szabalyozasa, romlik az
érfal ateresztoképessége (kapillaris ,,leak™ alakulhat ki), trombocitadiszfunkcio6 jon létre
(9). A folyamat progresszidjaval parhuzamosan kifejlodik a koagulopatia is. Az endotél,
valamint a vér cellularis és molekularis elemei kozotti koordinalt egylittmiikodés teljes
megbomlasa véralvadasi zavarhoz, valamint a vérzés progresszidjahoz vezet. A sulyos
hipoperfuzié és oxigéndeficit talajan kialakult endotelopatiat és a kovetkezményes akut
traumds koagulopatiat (7. abra) egyiittesen nevezziik ,vérelégtelenségnek”. A
vérlemezke-diszfunkciot tovabb rontja a hipotermia, valamint a folyamat elérehaladtaval

kialakult az acidozis (9,10,11).

A sulyosan vérzd betegek esetén ezért a legfontosabb feladatunk a vérzésforras
definitiv ellatasdig az azonnali vérzéscsillapitas mellett az oxigéndeficit és a hipoperfuzid

mieldbbi rendezése (kevés folyadék + korai vazopresszor) illetve a hipotermia elkertilése.
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7. abra: A ,,vérelégtelenség” (,,haemorrhagic blood failure”), traumas koagulopatia kialakulasanak
folyamata. A trauma kovetkeztében fellépé vérzés, szovetkarosodas hipoperfuzidhoz vezet, mely
kovetkeztében kritikus oxigéndeficit alakul ki. Az alacsony szoveti oxigénszint endoteliopatiat okoz, a
vaszkularis permeabilitds fokozddni kezd, trombocitadiszfunkcio, hiperfibrinolizis jon Ilétre. A
koagulopatia kialakulasat befolyasolja az alvadasi faktorok vesztése, elhasznalodasa, a hipotermia és az

acidozis.
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1.3.1.2. Immunfunkciok

A vérlemezkéknek nem csak a hemosztazisban, hanem az immunitasban is fontos
szerepiik van. Két évtizeddel ezeldtt fedezték fel, hogy a vérlemezkék felszinén egy
nagyon fontos ligand, a CD44L helyezkedik el, melyet a T-sejtek hasznalnak fel a B-
limfocita aktivacidja soran. Morell és munkatarsai 2014-ben kozolték, hogy a
vérlemezkék felszinén tobbféle, az immunfolyamathoz kapcsoldédd receptor és ligand
talalhatd (1. tablazat). Ezt kovetden még szadmos, az immunfolyamatokért felelds
molekulat sikeriilt a trombocitak felszinén azonositani. llyenek példaul a humén P-
szelektin, a Toll-like receptorok, scavenger receptorok, Siglecs, komplement receptorok,
valamint az immunoglobulin receptorok koziil az Fc-éta-RI ¢és az Fc-gamma-RII1

(23,24,25,26).

A trombocitak intracellularis tartalma kompartmentalizalt, kiilonféle szekretoros
granulumokban (alfa, dense és a lizoszomak), kiilonféle anyagok tarolodnak. A
szekretoros granulumok tartalma egyrészt a megakariocitak altal szintetizalt, csak tarolt
anyag, mig vannak de novo szintetizalt anyagok is a mar meglévé mRNS-ekbdl, példaul
ilyen az IL-1b (Interleukin-1b). Proteomikai tanulmanyok bizonyitottak, hogy a
vérlemezkék kb. 300 féle kiilonboz6 mediatort tartalmaznak, mig a genomikai analizisek
azt igazoltak, hogy a trombocitadkban 9500 mRNS ismert, melyeken proteinkodolo
lokuszok helyezkednek el (23,24,25,26).

Az a-granulumok féleg protein mediatorokat tartalmaznak, melyek igen diverz
hatassal rendelkeznek, vannak koztiik alvadasi faktorokok (fibrinogén, von Willebrand-
faktor, V. faktor), kemokinek (PF4: platelet factor 4, CXCL7) és adhézios molekulak is
(P-szelektin, alfa-1lb-béta3). Funkcionalitas szempontjabol elmondhatd, hogy a
trombocitdk potencidlisan a medidtorok széles repertodrjat képesek szekretalni. Ezek
kozott vannak olyan anyagok, melyek letalisak a patogénekre, ide tartoznak a kiilonb6z6
antimikrobidlis faktorok, mint példdul a PF4 és a CCLS, protedzok, elasztdzok. A
granulumokban 1évé molekulak koziil az immunitasért felelnek a kiilonb6z6é adhézids
molekuldk és sejtfelszini receptorok, amelyek eldsegitik a trombocitdk interakcidjat a

kiilsnféle sejtekkel (23,24,25,26).
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IMMUNITAS IMMUNREGULACIO

C3 + C4 PREKURZOROK C1INHIBITOR
KOMPLEMENT FAKTOR D KOMPLEMENT FAKTOR H
CXCL-7 DERIVATUMOK (PBP,
TAP-111, TROMBOCIDIN-1,-2, BETA | TIMP-1,-4
TROMBOGLOBULIN)
IMMUNGLOBULIN G
MMP-1,-2,-9
TIMOZIN-BETA4
KATEPSZIN-D,-E

1. tablazat: Az immunitast és az immunregulaciét befolyasolé legfontosabb faktorok (sajat tablazat)

Vérlemezkék direkt modon képesek részt venni az immunitasban, azaltal, hogy
target molekulajukat elpusztitjak (,,killing funkci6”), példaul baktériumot csomagolnak

be, vagy aggregacioindukcio révén degranulaciohoz vezetnek.

Kiilonleges és kiemelendd az, hogy fiziologids koriilmények kozott is képesek a
vérlemezkék leukocitakhoz, vagy limfocitakhoz, dendritikus sejtekhez, monocitakhoz,
eozinofilokhoz, bazofilokhoz, neutrofilokhoz k&tédni. A trombocitakon 1évo P-szelektin
(CD62P) ¢és a leukocitdkon elhelyezkedd PSGL-1(CD162) képes ezen adhézids
interakcid kialakitasara. Tovabba a CD40/CD40L interakcio, valamint az alsaM-béta2
(Mac-1,CD11b/CD18,CR3) interakciok (mieloid sejtek) esetében szintén fontosnak
tinnek.  Keringésben 1évé  trombocita-leukocita — aggregatumok  mennyisége
megnovekszik szeptikus betegekben, azonban azokban, akiknél tobbszervi elégtelenség
is kialakul, ez a mennyiség alacsonyabb, feltehet6en a fokozott periférias szekvesztracid

miatt (23,24,25,26).

A trombocitak szamos, diverz szerepet toltenek be az immunrendszer kiilonb6z6

folyamataiban (23,24,25,26).

- anyirokcsomédkban mutatjak az utat a limfocitdknak az endotelidlis venuldkhoz,
ezaltal hidat képeznek az interakciok kialakitdsdhoz

- vérlemezkék co-stimulans szignalokat képesek a dendritikus sejtekhez szallitani

- mieloid sejtek esetén a trombocitakapcsolddas altalaban proinflammatorikus
aktivacidhoz vezet a leukocitdkban, pl. a monocitdkban, eozinofil és neutrofil

granulocitakban
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- szamos neutrofil-trombocita komplex fordul elé akut ¢és kronikus gyulladasos
betegségekben, azonban ezen komplexek kialakulasanak gatlasa antitestblokad
révén nagymértékben képes csOkkenteni az akut gyulladdsos allapotok
sulyossagat

- szepszisben az endotoxinok altal aktivalt trombocitak neutrofilokhoz kapcsolodva
képezik az un. ,,neutrophil extracellular trapset” (NETs), melyek extracellularis,
hisztonnal koriil 6lelt genomialis DNS-bdl, és egyéb antimikrobidalis peptidekben
allnak, és halot alkotva intravasalisan facilitaljak a bakterialis eliminéciot

- trombocita-monocita kooperacié révén kronikus gyulladas talajan az
ateroszklerotikus plakkok kialakuldséban is szerepet jatszanak

- agyulladas rezolucids fazisat segitik

1.3.1.3. Mikropartikulumok

A mikropartikulumok (MP) — 0,1-1,0 um nagysagu, sejteredetii vezikularis
strukturak — sejtaktivacio vagy apoptozis Gtjan sejtmembran-lefiizédéssel keletkeznek.
Membranjuk lipidekben és fehérjékben gazdag, kiilsé rétege foként foszfatidil-szerint
(PS) ¢és foszfatidil-etanolamint (PE) tartalmaz. A sejteredetiikre specifikus felszini

antigéneket/fehérjéket hordoznak, melyek révén azonosithatok (27,28,29).

Els6ként Wolf irta le 1967-ben Oket, mint trombocitaeredetli prokoagulans
részecskéket. A mikropartikulumok nagy része (70-90%) trombocitakbol szarmazik,
azonban leukocitdkbdl, eritrocitakbol, endotelsejtekbdl és simaizomsejtekbdl is
keletkezhetnek (27,28,30). Keletkezésiik folyaman (sejtaktivacio) kiilonboz6 agonistak
kotddnek a sejtfelszini receptorhoz, mely kovetkezménye intracellularis Ca?* szint
emelkedése lesz. Trombocitdk esetén ez a stimuldlé agens a trombin, az ADP és a

kollagén (27,28).

A vérlemezke eredeti MP-ok képzOdésében szerepe van a GPIIb/Illa
komplexnek. Ez a komplex fibrinogénreceptor-funkcidt tolt be a trombocita felszinén és
fibrinogént kotve aktivalodik, ami fokozott MP képzédéshez vezet (27). A GPIb receptor
aktivitdsa révén a trombocitdk a von Willebrand-faktorhoz tudnak kd&tédni, igy
sejtaktivacio esetén a trombocita membranjabol MP-ok fiizédnek le (31).

A mikropartikulumok funkcidja sokféle lehet, a keletkezési helyiiktdl fiiggéen
mind fizioldgias, mind pedig patofizioldgias szerepet is betolthetnek. Részt vesznek a

sejtek kozti kommunikacidban, illetve a genetikai informaci6 atvitelében (32). Szerepiik

16



crer

vaszkularis funkcidkban is.

A trombocita eredeti MP-ok felszine 50-100-szor nagyobb prokoagulans
aktivitassal rendelkezik, mint példaul a trombocitafelszin (33). A trombocitaeredetii MP-
ok felszinén jelen 1év6 PS-nek fontos szerepe van a véralvadas mechanizmuséban. Ca®*
jelenlétében a PS-hez kotddnek az alvadasi faktorok (IXa., VIIL, Va. és Ila.), amelyek
tendz- és protrombinaz-komplexek kialakuldsahoz vezetnek, ami végiil trombinképzdodést
eredményez (34). A trombocitaeredetli MP-0k felszinén expresszalodo P-szelektin és TF
(TF: tissue factor). Az endotélsejt eredetli MP-ok nagyméretii von Willebrand-faktor
multimereket expresszalnak, trombocitaaggregaciot eredményezve novelhetik az

aggregatum stabilitasat (35).

1.3.2. Patofiziologia (Ateroszklerozis)

Az ateroszklerdzis gordg eredetii szo, az ,,atero” jelentére megfaradt. Marchand
nevéhez kothetd az ateroszklerdzis leirdsa, aki Osszefiiggést talalt az erek zsiros
degeneracioja és az érfal megmerevedése kozott (37). Féleg az elasztikus és a muszkularis
artériak érintettek (aorta, karotisz, proximalis koronariak, iliofemoralis artériak), azok
progressziv ~ obliterativ  betegségét nevezzilk  ateroszklerézisnak  (magyarul
érelmeszesedésnek) (38). A nyugati orszagokban 1évé morbiditas és mortalitas 50%-aért
tehetd feleldssé. Egyre novekvd kiilonbségek figyelhetok meg a megjelenésben és a

kimenetelben a kiilonb6z6 orszagok, valamint a kiillonboz6 tarsadalmi szintek kozott (39).

Epidemioldgiai tanulmanyok szamos genetikai és kornyezeti (2. tablazat)

rizik6faktort azonositottak (36):

Genetikai faktorok Kornyezeti hatasok

LDL/VLDL emelkedett koncentracioja Magas zsirtartalmu diéta

Csokkent HDL szint Dohanyzas

Magas lipoprotein szint Alacsony antioxidans szint
Magasvérnyomas betegség Mozgasszegény életmod
Homociszteinémia Korokozok (pl.Chlamydia pneumoniae)

Diabétesz és elhizas, metabolikus szindroma

Depresszio

Nem (férfi>n6)

Szisztémas gyulladas (emelkedett CRP)

Pozitiv csaladi anamnézis

2. tablazat: Az ateroszklerdzis kialakulasanak genetikai és kornyezeti rizikofaktorai (sajat tablazat)
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Az ateroszklerézis kronikus gyulladasos betegség (40,41). Az endotelialis
karosodas, sériilés kezdeményezd szerepe elengedhetetlen. A turbulens véraramlas
endotéldiszfunkciohoz vezet, meggaltolva a nitrogén monoxid termelését, ami potens
vazodilatator ¢és stimuldlja kiilonféle adhézios molekulak szintézisét. Ennek
kovetkezménye az, hogy a monocitak és a T-sejtek az endotélsejtekhez kapcsolodnak és
a subendotelidlis térbe vandorolnak A vérben nagy koncentracioban keringd lipidek
(LDL: low-density lipoproteins, VLDL: very low-density lipoproteins) az
endotélsejtekhez kotddnek, majd a szubedotelialis térben oxidalédnak. A monocitak az
endotél alatti rétegben ,,elnyelik” az oxidalt LDL molekulakat, igy habsejtekké alakulnak
at. Ez felel meg az elsd stadiumnak, amikor az érfalon egy zsiros csik latszik. Ezen zsiros
csikok mar a 11-12 éves gyermekekben is megjelennek (42). A makrofagok
proinflammatorikus citokineket termelnek, melyek aktivaljak a simaizomsejteket.
Excessziv simaizomreplikacié kezdddik meg az extracelullaris matrixban, ami végiil
szubendotelidlis fibrozus plakk kialakuldsdhoz vezet, mely lipid magbol all,

simaizomsejtek és kotdszovet veszi koril (43).

A kiilonbozd érrétegek szekvencidlis folyamat soran karosodnak, eldszor az
intima, majd a média, végiil pedig az adventica valik érintett. A centralis lipid maggal
rendelkezd, gyulladasos sejtekkel, simaizomszovettel, kotdszovettel felépiild plakkok az
érfalat megvastagitjak, 0j vasa vasorumok Iépnek be a megvastagodott falba, amelyek
intramuralis hemorragiat okozhatnak, ezaltal tovabb fokozva a kotészovet-szaporulatot

(44).

Kétféle plakktipust kiilonboztethetd meg: stabil és instabil. A stabil plakkok
regredialnak, statikusak maradnak, vagy lassu ndvekedési rataval jellemezhetok. A ’low
risk” plakkokban a fibrotikus kotdszovet mennyisége dominal, €s az esetek nagy részében
okkluziot nem okoznak. Ezzel szemben a ,high risk” plakkokban nagy zsiros mag
talalhato, melyet vékony fibrozus sapka hatarol, ami az érlumen nem szignifikans
sztikiiletét (<50%) okozva noveli a ruptira veszélyét (45). A legfébb klinikai események
az instabil plakkokhoz kéthetdek. A plakkruptarat a makrofagok altal szekretalt enzimek
idézik eldé. Ha egy plakk megreped, akkor annak tartalma az érpalyaba jut, lokalis
trombozishoz vezet. A trombdzis megvaltoztathatja a plakkok alakjat, lumen okkluziéhoz
vezethet, disztalisan emboliat okozhat. Az Amerikai Kardiologiai Tarsasag Konszenzus
Klasszifikacioja szerint az ateroszklerozisnak morfologiailag (3. tablazat) kiilonb6z6

stadiumai vannak (46).
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I No

n-ateroszklerotikus intimalézidk

Trombozis

I./A Intimavastagodas

simaizomsejt szaporulat az intimaban,

lipidek, makrofagok, habsejtek nélkiil

nincs
feliiletes habsejtgylilem, nekrotikus mag,
/B Intimalis xantoma '
fiboritkus sapka nélkiil
Il. Progressziv ateroszklerotikus 1éziok
. simaizomsejtben gazdag plakk,
I1./A Patologias ‘ . .
o proteoglikan matrixszal és fokalis
intimamegvastagodas o )
extracelullaris lipidakkumulécioval
I1./B Fibrotikus sapkas ) ) ) )
korai nekrdzis/késoi nekrozis nincs
ateroma
<65 um-nél vékonyabb fibrotikus
I1./C Vékony sapkas ] )
sapkamakrofag- és limfocita-
aterofibroma . . )
infiltarcioval, nagy nekrotikus maggal
1. Lézidk akut trombusképzddéssel
luminalis trombus kommunikal a okkluziv/non-
III./A Plakkrupttra ) o
nekrotikus lipidmaggal okkluziv

111./B Plakker6zid

nincs kommunikéaciod a trombus és a

plakk nekrotikus magja kozott

altalaban non-

okkluziv

kalcifikalt nodulus vedlése, alatta

1V./B Fibrokalcifikus

II1./C Kalcifikalt ] o ] altalaban non-
fibrokalcifikus plakk legfeljebb
nodulus okkluziv
minimalis nekrdzissal
IV.  Léziok gydgyult trombussal
IV./A Fibrotikus kollagénben gazdag plakk, szignifikans
luminalis sztendzis, altalaban nagy teriilt )
nincs

involvalt, minimalis gyulladasos sejt,

kisfoku vagy hidnyzé nekrozis

3. tablazat: Az ateroszklerdzis stadiumai az Amerikai Kardiolégiai Tarsasag Konszenzus

Klasszifikacidja beosztasa sze

rint

Az ateroszkler6zis kezdetben aszimptomatikus, tiinetek akkor jelentkeznek, ha a

1ézidk a keringést limitaljak. Ha a plakk novekedni kezd és az artéria lumene csokkent,

akkor tranziens iszkémias epizodok alakulhatnak ki, mint példaul stabil (effort) angina,
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klaudikacid intermittensz, instabil angina, szivinfarktus, stroke, aneurizma, érdisszekcio

(45,47).

A trombocitdk szerepe igen diverz az aterogenezisben. Intakt, nem aktivalt
endotéliumhoz a vérlemezkék nem kapcsolodnak. Gyulladasos allapotokban azonban —
ami az érelmeszesedés kezdeti szakaszdban is megfigyelhetd — a vérlemezkék
stimulalodhatnak, egzakt endotél sériilés nélkiil (48). Ennek pontos mechanizmusa még
nem teljesen tisztazott, fontos etiopatologiai tényezok kozé tartozik azonban az
endotélium antitrombotikus fenntartasaért felelds mechanizmusok karosodasa, reaktiv
oxigéngyokok felszaparoddsa, valamint a protrombotikus/proinflammatorikus

mediatorok keringésben valo megjelenése, endotélhez tapadasa (49).

Az aktivalodott endotélium a vérlemezkék érfalhoz sodrodasat okozhatja, még
magas nyirofesziiltség esetén is. A mechanizmusban krucialis fontossaggal bir a P-
szelektin, az adhézio kialakitdsdban pedig az integrinek jatszanak fontos szerepet.
Ismeretes, hogy a P-szelektin hidnya véd az ateroszklerotikus 1ézidk kialakulasaval
szemben knock-out egerekben (50). A vérlemezkék érfalhoz vald hozzéacsapzodasaért
ezenkivil feleldsek még a GPIIb/Illa receptor medialta interakciok és a von Willebrand-
faktor is. Az aktivalt vérlemezkék intracellularis granulumaiban szamos olyan anyag
talalhato, amely a sejtadhézidért, proliferacioért, koagulacioért, valamint a gyulladasos
citokin termelddésért tehetdek feleldssé. Ezaltal a vérlemezkék képesek akceleralni azon
gyulladasos folyamatokat, melyek az ateroszkler6zis sulyosboddsdhoz, a plakkok

kialakulasdhoz vezetnek.

A trombocitakban nagy mennyiségben vannak jelen mikroRNS-ek, amelyek a
fehérjeexpressziot modositjak azaltal, hogy lebontjak a messenger RNS-eket vagy
specidlis agonistak altal eldidézett vérlemezke-aggregaciod kialakuldsdban, valamint
patologis allapotokban. A mikroRNS-ek potencidlis biomarkernek tekintenddk a
vérlemezke-aktivitasban és a vaszkularis tromboézis kialakulasaban. Fontos szereppel
birnak a mikroRNS-eket transzportald molekuldk, a trombocita asszocialt

mikropartikulumok is (51,52).

A vérlemezék hidként funkcionalnak azéltal, hogy medialjk a leukocita-endotél
interakciokat az ateroszklerdzis korai fazisaban, valamint fontos szereppel birnak a

gyulladasos allapotok kialakuldsaban is. Ennek egy impozéans példaja az, hogy a

20



vérlemezkék szallitanak és tarolnak is magukban RANTES-eket (regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted) és PF4-et, amelyek a monocitak és az endotél

falahoz kotddnek. Evvel a kotodéssel segitik eld a monocita asszocialt integrinek

crer

Az aktivalt vérlemezkék, valamint az endotelidlis sejtek akitivan képesek
szekretalni gyulladasos citokineket, mint példaul a CD40 ligandot, az IL-1T-t. Ezek az
endotélium tovabbi stimulacioja révén aktivaljak az endotelialis NFkB-t, amely a

crcr

1 — melyek nélkiilozhetetlenek a monocitak érfalhoz kapcsolodasaban  és

crer

Ujabb tanulméanyok mutattak ki, hogy a vérmelezkék progenitor toborzasaért is
felelosek, ami a vaszkularis regeneracidé szempontjabol nagyon fontos. A vérlemezkék
jelentés mennyiségben tarolnak stroma derived factor-1-et (SDF-1), amely potens
kemokinreceptor a progenitor sejtek szamara, igy segiti el a progenitor sejtek adhéziojat
az endotéliumra, illetve a trombusok felszinére. A progenitor sejtek képesek habsejtekkeé,

illetve bizonyos allapotokban endotelialis sejtekké is differencialodni (55).

1.4. A vérlemezke és az aggregaciogatlas

1.4.1. Az aggregaciogatlas gyogyszerei

Az akut cerebrélis iszkémia, mely megjelenhet tranziens iszkémias attak,
iszkémias stroke formajaban, gyakran szovodik rekurrens vaszkularis eseményekkel (56).
A recidiv iszkémias epizodok megel6zésének terén kulcsfontossagn az adekvat
trombocita-aggregaciogatlo kezelés (57). Az alabbiakban ismertetésre keriil az Food and
Drug Administration Authority altal elfogadott, kiilonb6z6 kutatasok, szakmai iranyelvek
soran vizsgalt, szekunder prevencioban alkalmazhato gyogyszerek (57,58). A 2014-es
AHA/ASA szekunder prevencios iranyelve I.A evidencia szinttel javasolja a

trombocitaaggregacios gyogyszerek alkalmazasat a terapia részeként (59).

Aszpirin  (acetilszalicilsav) irreverzibilisen inaktivalja a vérlemezkék
ciklooxigenaz enzimét, mely intracelullarisan csokkent prosztaglandin- és tromboxan-
szintézishez vezet. A tromboxan A, potens trombocita-aktivator és proaggregator.
Telitddozisa 300 mg, fenntartdé dozis 75-300 mg lehet. EQy meta-regresszios analizisben

placebo-kontrollalt aszpirinterapids csoportot vizsgalva, azt talaltdk, hogy a relativ
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rizikoredukceio (iszkémias €s hemorragias) stroke esetén 15% (95% Cl:6%-23%) (60). A
hataser6sség a dozisdependenciat mutatott 75 mg és 1500 mg kozott (61,62,63,64,65).
Azonban nem elhanyagolhat6 a szintén dézisdependes gyogyszertoxicitas, melyek koziil
az életet veszélyeztet gasztrointesztinalis vérzések emelenddek ki. Azon betegek, akik
alacsony dozisu aszpirint (<325 mg/nap) szednek hossza idon keresztiil, az éves GI vérzés

rizikdja 0,4%, ami két ¢és félszerese a gyogyszert nem szedd egyénekének

(62,63,65,66,67).

Aszpirin-dipiridamol kombinaciéban alkalmazhato. A dipiridamol trombocita-
aggregaciogatld hatdsanak tobb mechanizmus 4all a hatterében: képes gatolni a
vérlemezkék ciklikus-AMP-foszfodiészteraz enzimét, csokkenti a vér alakos elemeinek
adenozinfelvételét, tovabba serkenti az adenozin lebomlasat, képes potencirozni a

prosztaciklin (PGl2) antiaggregacios hatasat a PGl bioszintézis fokozasanak révén (68).

Clopidogrel a tienopiridenek csoportjaba tartozé molekula, melynek aktiv
metabolitja (R-130964) szelektiven képes gatolni az ADP sejtfelszini P,Y 12-receptorhoz
val6 kotodését, igy blokkolja az ADP-medialta GPIIb/Illa komplex kialakulasat, ami
nélkiilozhetetlen az aggregacioban (69,70). Akutan a telitédozis 300-600 mg, majd

fenntartd kezelés esetén 75-150 mg/nap.

Ticagrelor reverzibilis P2Y 1o-receptor antagonista, a clopidogrellel ellentétben,
itt nincs sziikség intrahepatikus konverziora, hogy aktiv metabolit jojjon 1étre. A bevett
gyogyszer biohasznosuldsa megfeleld, hatdsiddtartama rovidebb, igy naponta kétszer kell

bevenni.

1.4.2. Az aggregaciogatlas effektivitasa

A nemzetkozi szakirodalom attekintése soran gyakran taldlkozunk az alébb
ismertetett fogalmak szinonimaként valé megfeleltetésével, azonban esszencialis a két
jelenség elkiilonitése (71). Samara és munkacsoportja a témaban végzett Uttord
munkassaga soran demonstralta azt, hogy a megfeleléen reagald, tehat reszponder
betegek bizonyos hanyaddban a jelentds valtozas ellenére az elvartndl magasabb
vérlemezke-reaktivitas maradhat vissza (72). Korabbi tanulmanyokbol tudjuk azt, hogy a
kezelés ellenére fennalld rezidualis magas trombocitareaktivitais (HTRPR, high on
treatment residual platelet reactivity) erés prediktora a recidiv iszkémias epizodok
kialakulasanak, s ezt a jelenséget részletesen vizsgaltak az akut koronaria szindroma

vonatkozasaban az intervencidés beavatkozasokat kovetéen is (73). Egy magyar
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kutatocsoport altal végzett metaanalizis eredményei szerint a HTRPR fennallasa esetén a
varhatd kardiovaszkularis mortalitas 3,4-szeresére novekszik a kezelés mellett normal

trombocitareaktivitassal bird egyénekéhez képest (74).
1.4.2.1. Terapias valaszkészség

A valaszkészség (responsiveness) meghatarozasat végezziik laboratoriumi
modszerekkel abban az esetben, hogyha az els6 trombocitaaggregaciot gatld gydgyszer
bevétele elotti allapothoz képest a gyogyszer hatdsara létrejott valtozast mérjik.
Clopidogrel non-reszponziérél beszéliink abban az esetben, hogyha az alaphelyzethez

képest 1étrejott valtozas kevesebb, mint 10% (8. abra).
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Komoesi, Cardiologia Hungariea 2011, 41:03-X

8. abra: Terapias valaszkészség vizsgalata trombocitaaggregacios
kezelésben
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1.4.2.2. Maradék reaktivitas

A gyogyszer rendszeres szedését kdvetden kiilonbozé stimulusokkal hatarozzuk
meg a maradék trombocitareaktivitist (post-treatment reactivity). Kezelés ellenére
fennallo rezidualis magas trombocitareaktivitasrol (HRPR) definiciéo szerint akkor
beszéliink, ha a gyogyszeres kezelést kovetden hatdrozzuk meg a vérlemezkék
reaktivitasat és egy kivanatos hatar folotti értéket kapunk (9. abra), mig a megfeleld
gyogyszerhatast (aggregaciogatlast) alacsony reaktivitasként (LRPR: low residual

platelet reactivity) hataroztuk meg.
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Kezelés utdni rezidudlis reaktivitds

Komaoesi, Cardiologia Hengarica 2011, 41:03-X
9. abra: Trombocitaaggregacios kezelés utani rezidualis reaktivitas
mérése
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1.4.3. Aggregaciogatlas stroke esetén

Az alabbi tablazatban (4. tablazat) Osszefoglalva keriilnek bemutatasra azon
klinikai tanulméanyok, melyek azt vizsgaltak, hogy az akut iszkémias stroke kezelése
soran adott gyogyszerek koziil az aszpirin, aszpirin-dipiridamol és a clopidogrel milyen

hatassal van a betegség lefolyasara, kimenetelére.
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Aszpirin

Vizsgalat neve

Résztvevok

Beavatkozas tipusa

Utankovetés ideje

Végeredmény

19435 beteg akut iszkémias

ASA 300 mg/nap vs. nem

IST (75) stroke, 48 oran beliili 6 ho 11-gyel kevesebb halal/recidiv iszkémia 14 napon beliil 1000 fére vonatkoztatva
szedett gyogyszert
kezdettel
21106 beteg akut iszkémias
) ASA 160 mg/nap vs. .
CAST (76) stroke, 48 oran beliili laceb 4 hét 7-tel kevesebb halal vagy nem fatalis stroke 4 héten beliil 1000 fore vonatkoztatva
acebo
kezdettel P
40000 beteg, akut iszkémias|
IST+CAST poolozott ) ASA 160-300 mg/nap vs. )
stroke, 48 oran beliili 3 hét 9-cel kevesebb stroke vagy korhazi halalozas, 1000 fére vonatkoztatva
analizis (77) nem szedett gyogyszer
kezdettel
) 17% (p=0,001) redukecio sulyos vaszkularis érintettség esetén, 36% (p=0,03) RR csokkenés nonfatalis MI esetén, 21% (p=0,01) RR|
6170 szekunder prevencio,
ATC-3 metaanalizis ASA kiilonboz6 . csokkenés major koronaria eseményeket tekintve, 90%-0s (p=0,03) novekedés vérzéses stroke tekintetében, 21% (p=0,05) RR
10 db poszt-stroke/TIA ) nem jelzett o ) ) )
(78) - dozisokban csokkenés definitiv iszkémias stroke-ban, 22% (p=0,001) RR csokkenés lehetséges iszkémias stroke-ban, 17% (p=0,01) RR
vizsgalatbo
€ csokkenés barmilyen tipusu stroke-ban
Aszpirin-dipiridamol
ASA 25 mg/nap,
6602 beteg komplett dipiridamol 200 R o
) . Osszesitett stroke/halalozas csokkenés 13.2%-Kkal (p=0,016) ASA esetén, 15.4% RR csokkenés (p=0,015) dipyridamol kezelés
ESPS-2 (79) iszkémias stroke/TIA 3 mg/nap, ASA 25 2¢v .
L. soran, 24,4%-o0s RR csokkenés (p<0,001) kombinalt kezeléskor
napon beliil mg/nap+dipyridamol
200 mg/nap, placebo
ASA 30-325 mg/nap és
2739 beteg 6 honapon o . ) ) )
ESPRIT (80) dipyridamol 200 mg vs. 3,5¢v Osszesitett vaszkularis halalozast csokkentette a kombinalt terapia 8HR 0,8), 95% Cl, 0,66-0.98)
beliili minor stoke/TIA
ASA monoterapia
o 7795 beteg cerebralis L
ASA-dipiridamol . . . ASA+dipiridamol, ASA . ) ) . .
iszkémiaval 6 vizsgalat nem jelzett RR=0,82 (95% Cl, 0,74-0,91) 6sszetett vaszkularis halalozas, nemfatalis stroke, fatalis MI tekintetében

metaanalizis (81)

elemzésével

monoterapia
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Clopidogrel

Vizsgalat neve

Résztvevok

Beavatkozas tipusa

Utankovetés ideje

Végeredmény

19185 vaszkularis beteg, ebbdl 6431

clopidogrel 75 mg/nap vs. ASA 325

8,8% (p=0,043) RR csokkenés az oOsszetett stroke, MI, vaszkularis halalozas tekintetében,

CAPRIE (82) 191 év
akut iszkémias stroke mg/nap 7,3% (p=0,26) RR csokkenés stroke csoportban
7599 beteg, friss iszkémias stoke vagy clopidogrel 75 mg/nap és ASA 75 RRR=,.4% (p=0,244) az els6dleges végpont tekintetében, ARD 1,26% (p<0,0001) életet
MATCH (83) TIA legalabb egy egyéb vaszkularis mg/nap vs. clopidogrel 7 5mg/nap 18 hénap veszélyeztetd vérzés tekintetében, ARD 0,40% (p=0,029) primer intracranialis vérzés
faktorral monoterapia vonatkozasaban)
SPS3 (84) 3020 beteg, szimptomatikus lakunaris ASA 325 mg/nap és clopidogrel 75 344 HR=0,92 (p=0,48) rekurrens stroke esetén, HR=1,97 (p<0,001) major vérzésekre
A4év
stroke vagy TIA, 180 napon beliil mg/nap vs. ASA 75-162 mg/nap vonatkozoan, HR 1,52 (p=0,004) az Gsszesitett mortalitast illetden
15603 kardiovaszkularis beteg, ebb6l clopidogrel 75 mg/nap és ASA 75-162 RR=0,93 (p=0,22) a primer Osszetett kimenetelt illetéen az dsszes beteget figyelembe véve,
CHARISMA (85) i ) 28 honap
4320 TIA/iszkémias stroke mg/nap vs. ASA 75-162 mg/nap RR=0,81 (0,62-1,03) a rekurrens stroke/TIA/stroke csoportban
HR=1,01 (95% CI, 0,92-1,11) az ASA ERDP rekurrens stroke, HR=0,99 (95% CI: 0,92-1,07)
20332 beteg friss iszkémias stroke-kal ASA-ERDP 25+200 mg/nap vs. ) )
PROFESS (86) . ) 2,5¢év stoke/MI/vaszkularis halalozas, HR=1,15 (95% CI: 1,00-1,32) a major vérzéseket illetéen,
(<90 napon beliil) clopidogrel 75 mg/nap monoterapia
HR=,.42 (1,11-1,83) az intracranialis vérzésre vonatkozdan
) clopidogrel (300 mg/nap telitddozis,
5170 beteg 24 6ran belill kezd6d6 minor .
) . S majd 75 mg/nap) és ASA 75 mg/nap vs. HR=0,68 (p<0,001) stroke, HR=0,75(p=0,01) fatalis/rokkantsagot okoz stroke, HR= 0,87
CHANCE (87) iszkémias stroke vagy magas rizikéju ) 90 nap ) . )
TIA ASA 75 mg/nap, kettés aggregacio (p<0,001) iszkémias stroke, HR=0,94 (p=0,94) sulyos vérzést illetden
gatlas 21 napig
4881 beteg, 12 oraval a tiinetek 600 mg telitddozis majd 75 mg/nap o ) ) ) .
HR=0,75 (p=0,02) major iszkémias epizodok, HR=0,72 (p=0,01) iszkémias stroke, HR=2,32
POINT (88) kialakulasat kovetéen, minor stroke vagy | clopidogrel és 50-325 mg/nap ASA vs. 90 nap . ) o
o . (p=0,02) major vérzés, HR=2,45 (p=0,04) non-intracranialis vérzés
magas rizikoju TIA ASA 50-325 mg monoterapia
13199 beteg nem stlyos iszkémis stroke 180 mg telit6dozist, majd 90 mg/nap ) )
o ) . HR=0,89 (p=0,07) stroke/MI/halalozas, HR=0,87 (p=0,046) iszkémias stroke, HR=0,83
SOCRATES (89) vagy magas riziko csoportba sorolt TIA, ticagrelor vs. ASA 300 ms telit6dozis, 90 nap

24 6ran beliili kezdettel

majd100mg/nap

(p=0,45) major vérzés

4. tablazat: Aszpirin, Aszpirin-dipiridamol és clopidogrel tanulmanyok
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1.5.Vérlemezke laborparaméterei és klinikai relevanciaja

A vérlemezkék ex vivo élettani és patologias tulajdonsagainak laboratoriumi
vizsgélata mindenkor nagy kihivds. A trombocita egy reoldgiailag, morfologiailag
érzékeny struktura, mely fizika-kémiai behatasokra rendkiviil sériilékeny. A véralvadas
bonyolult mechanizmusaban betoltott funkcidja aramlas-fiiggd, feliilete érzékeny és
aktiv. Az alédbbiakban roviden attekintjiik a trombocitak laboratoriumi vizsgéalatanak
modszereit és klinikai alkalmazasat. Ezek koziil véalasztottuk ki a legmegfelelobbeket a

tanulmanyunkban felvetetett kérdések megvalaszolasara.

1.5.1. A mindennapi gyakorlatban hasznalt laborparaméter — trombocitaszim

A periférias vérben keringé trombocitaszam meghatarozasra tobb modszer is
elterjedt. Kezdetben szamlalé kamraban hataroztak meg, azonban napjainkban kizarélag
automata hematologiai analizatorokon mérik a teljes vérkép részeként, ami nagyban
egyszerlsitette, pontosabba tette és jelentds iddmegtakaritast tesz lehetdveé a vérlemezkék
szdmanak meghatarozasakor.

A legtobb hematologiai automata a trombocitaszam mérésére az impedancias
mérési alapelvet hasznalja. A sejtek egy kapillarisban hidrodinamikai fokuszalas utan
egyesével haladnak at egy apertiran. Ennek mindkét oldalan elektrodék helyezkednek el,
melyen egyenaram folyik at. Az 4thalado sejtek ellenallasvaltozast hoznak létre, melynek
nagysdga aranyos a sejt méretével. A méretiik alapjan azonositott sejteket
térfogateloszlasi gorbén Un. hisztogrammon lehet dbrazolni (10. abra). Fizioldgias
koriilmények kozott a vorosvértest- és a trombocitapopulacio méret alapjan egyértelmiien

elvalaszthaté egymastol.

Sheath Auid

Sample nozzle Collection tube

& wemex educatianal enhancement and devslopment /avgest 2016 /EEED Hasmatolosv

10. abra: Hidrodinamikai fokuszalas és DC (direct current) detektalas: RBC/PLT csatorna
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1.5.2. Specialis vérlemezke-paraméterek

Az 1j generacidos hematologiai automatdk innovativ vérlemezke-paraméterek
mérésének széles korét teszik lehetové (90). Ezek a kovetkezOk : plateletcrit,
trombocitokrit (PCT) — a trombocitafrakci6 szazaléka a teljes vérhez viszonyitva ; mean
platelet volume, (MPV) — az atlagos trombocitatérfogat ; platelet distribution width
(PDW) — a trombocitatérfogat eloszlasgorbe szélessége; platelet larger cell ratio (P-LCR)
—a > 12 fL térfogatu trombocitak szazaléka (91) (11. abra). Néhany vérképautomata

képes az immature platelet fraction (IPF) — éretlen trombocitafrakcio meghatarozasara is

a keringésben (92).
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Briggs C. Harrison P, Machin SJ. Int J Lab Hematol. 2007 Apr:29(2):77-91.

11. abra: Tipusos trombocitaeloszlas-gorbe egy hematoldgiai automatan. PL, a trombocita-
méreteloszlas also megkiilonboztetése; PDW, trombocita méreteloszlas szélessége; P- LCR, nagyméretii
trombocitak aranya; PU, a trombocita méreteloszlas felsé6 megkiilonboztetés

1.5.2.1. Eretlen vérlemezkealakok klinikai vonatkozasai

Az éretlen, fiatal, a csontvel6bdl a keringésbe tjonnan kijutd vérlemezkéket
retikulalt trombocitaknak nevezziik (RPs: reticulated platelets), melyek RNS-t
tartalmaznak és nagyobb méretliek, mint az érett trombocitdk. A vOrdsvértest vonal
retikulocitdinak feleltethetdé meg. Reaktivabbak, mint az érett trombocitdk, szamuk a

trombopoézist tiikkrozi. A trombocitak RNS-tartalma a megakariocita aktivitassal korrelal.

Az éretlen trombocitaszam-meghatarozas segitséget nyujthat a trombocitopénia

okainak elkiilonitésére. JOl hasznalhaté nem-invaziv teszt a trombocitopénids betegek
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vizsgélatara kiilonboz6 klinikai allapotokban. Csontveld-elégtelenségben szdmuk
alacsony, mig a trombocitak periférids pusztuldsa vagy konszumpcidja sordn a fokozott
csontveld-tevékenység eredményeként szamuk magas. Az éretlen trombocitaszam
meghatarozasara kezdetben az aramlési citometria terjedt el. Azonban az analitikai
standardizalas hianya miatt a kiilonb6z6 laboratoriumukban mért eredmények nehezen
Osszehasonlithatoak. Jelenleg két olyan nagy teljesitményili hematologiai automata van
piaci forgalomban, amely az éretlen trombocitak és az éretlen trombocitafrakcido mérését
teljesen automatikusan méri : a Sysmex (XE- és XN-sorozat) és az Abbott (CELL-DYN
Sapphire) (5. tablazat).

Aramlisi citometria Sysmex IPF
Valtozd: nincs, fixacio,
trombocitaizolalas
Thiazole orange, acridin | Polimetine (XE-sorozat) :

Mintaelokészités Nincs

Fluoreszcens festék

orange oxazin (XN-sorozat)
Inkubaciés id6 Valtozo 15 perc—2,5 6ra Nincs adat
Pontossag normal
trombocitaszam esetén, Nincs adat 7%-11%
CV%
Pontossag alacsony
trombocita szamesetén, Nincs adat 9%-36%
CV%

Nagyon valtozo 1%—
15% 1,1-6,6

Referenciatartomany, 109! Atlag 3,2 2-17
Hoffmann, J. (2014). Chemistry and Laboratory Medicine, 2014. 52(8), 1107-1117. nyoman

5. tablazat: Az éretlen trombocita mérésére hasznalt Aramlasi citometria és a Sysmex sorozat néhény
jellemzéjének 6sszehasonlitasa

Referenciatartomany, %

A Sysmex XN-sorozat hematologiai analizatorainak bevezetésével az éretlen
trombocitak meghatarozasa a fluoreszcens trombocitamérés része lett, mely az RNS
festésre oxazin alapu festéket haszndl. AZ IPF az atmend fényszords (sejtméret) és az
oldaliranyl fluoreszcens (RNS-tartalom) eloszlasdiagramjarol szarmazik. Az érett
trombocitdk kék pontokként, mig az éretlen trombocitdk zold pontokként jelennek meg
az eloszlasdiagramon, ez utobbiak alkotjak az IPF paramétert. A szamitogép algoritmusa
kiiloniti el az oldalirdnyt fényszoras €s a fluoreszcenciaintenzitas alapjan az érett és az

éretlen trombocitakat.

A Sysmex-XN 9000 integralt hematoldgiai automata rendszeren (Sysmex Co,
Japan, 2017) a trombocitaszam (PLT-F) és az éretlen trombocitafrakcido (IPF)
meghatarozas a késziilék fluoreszcens trombocitacsatornajan torténik. Ezen a csatornan a

trombocitak specidlis intracelluléris fluoreszcens festése megy végbe, egy CELLPACK
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DFL reagenssel valo elokezelés utdn, mely a sejtmembran atjarhatésagat teszi lehetéveé.
A mérés aramlési citometriaval az dtmend fény (FSC-forward scatter), az oldalra szort
fény (side scatter) és az oldalra szort fluoreszcens (SFL — side fluorescent light)
detektalasaval torténik. A trombocitaszam mellett az éretlen trombocitafrakcio is
meghatarozhatd, a magas fluoreszcencia intenzitast mutatd trombociték , kikapuzasaval”
(Az FSC/SFL plot-on az IPF teriiletre es6, magas fluoreszcencia intenzitast mutatod

trombocitak) (12. abra).

.-
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’ d
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12. abra: Fluoreszcens trombocitamérés Sysmex XN hematologiai
automatan. RBC: vorosvértest, WBC: fehérvérsejt, PLT-F:
fluoreszcens trombocita, IPF: éretlen trombocitafrakcio, FSC: atmend
fényszoras, SF: oldaliranyu fluoreszcens fényszoras.

Az IPF-et hagyomanyosan %-os formaban adjak meg a teljes trombocitaszamhoz
viszonyitva. Az abszoltt IPF (IPF#) szam, az éretlen trombocitak koncentracioja (10%1),
jobban tiikrozi a trombocitak valos idejii termel6édését (93). Ezt néhany irodalmi adat
bizonyitja Gjsziilttkori infekciok (94) és kronikus majbetegség (95) esetén. Ugy tiinik,
hogy az abszolut IPF# szamot a trombocita-transzfuzié nem befolyasolja, mig az IPF%
csokken, valosziniileg a kihigulas miatt (96). Erdekes modon az éretlen trombocitak és P-

LCR ko6z6tt szoros pozitiv korrelaciot irtak le, az aplasztikus anémia kivételével (97).

Az éretlen vérlemezke-frakcidt az utobbi években igen szé€les korben vizsgaltak

vaszkularis betegségek patomechanizmusaban, a legtobb cikk az akut koronéria
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szindromaval Osszefliggésben sziiletett. A kordbban megjelent tanulmanyokat két 6
csoportra oszthatok. Voltak olyan vizsgalatok, amelyek az éretlen trombocitak
aggregaciot gatlo gyogyszerekre adott valaszat vizsgaltak, illetve a biomarker-kutatasok
folyaman azt nézték, hogy az éretlen vérlemezke-frakcio és a betegek kimenetele kozott

milyen korrelaciot lehet kimutatni.

Szamos vizsgalat soran szignifikans interindividualis variabilitds volt
megfigyelhetd az aszpirinre illetve clopidogelre adott farmakodindmiés valaszban, mig
ez elhanyagolhat6 volt a prasugrellel vagy ticagrelorral kezelt csoportokban. A retikulalt,
éretlen vérlemezkéket protrombotikus, hiperreaktiv egyedekként tartjuk szamon, igy a
magas IPF arany Osszefiiggésbe volt hozhat6 a fokozott gyogyszeres valasszal (98). A
keringésben cirkuldléo nagyobb retikulalt vérlemezke-arany prasugrelre adott csokkent
valasszal volt Osszefiiggésbe hozhatd, akut miokardialis infarktuson ateset betegekben
(99). Stratz és munkacsoportja az egyszerlien alkalmazhato, és relative olcso vérlemezke-
reaktivitdst detektdldo modszerként az IPF meghatarozasat facilitdlja, automata

sejtszamlalo alkalmazasaval (100).

Karpatkin 1969-ben kimondta, hogy a keringésbe 0jonnan jutd vérlemezkék
sokkal fontosabb szereppel birnak a tromboézis kialakulasaban oreg tarsaikkal szemben
(101). Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a retikalt vérlemezke-szam eldre jelzi a
farmakologiai hiporeszponzivitast aszpirin ¢és clopidogrel esetén koronariabetegségben
(102,103). Széles spektrumi, nagy betegszamot tartalmazo vizsgalatok stabil koszoruér-
betegségben szenvedOk esetén kimutatta, hogy éretlen trombocitafrakcié aranya
elorejelezheti a halal, rekurrens angina, miokardialis infarktus kialakulasat. Ibrahim és
kutatocsoportja meghatarozott egy cut off értéket az éretlen vérlemezkék szdmanak
vonatkozasaban (7,632/mm?3), amikor a klinikai események valdsziniisége nagyobb
eséllyel alakul ki (104). A jol megtervezett, homogén betegpopulacié eredményeit
0sszegz6 ExcelsiorLOAD tanulmany (Extent of Clopidogrel-Induced Platelet Inhibition
during Elective Stent Implantation Clinical Event Rate-Advanced Loading Strategies)
demonstralta azt, hogy az éretlen vérlemezke-frakcio értéke a leger6sebb independens
prediktora a vérlemezke hiporeszponzivitdsnak a tienopiridinekre adott valaszban (600

mg clopidogrel telités v. 30 ill. 60 mg ticagrelor telitddozis alkalmazasa esetén) (105).
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1.5.2.2. Atlagos vérlemezke-térfogat és klinikai vonatkozasai

A fenti paraméterek koziil a legnagyobb irodalma az MPV-nek van. Kimutattak,
hogy fontos szerepet jatszhat bizonyos betegségek kifejlddésében, progresszidjaban és
szovodményeinek kialakulasdban azaltal, hogy a nagy vérlemezkék tobb protrombotikus

anyagot valasztanak ki és gyorsabban aggregalodnak.

Az emelkedett MPV egyértelmiien Osszefliggésbe hozhatd a miokardialis
infarktus (MI) rizikojaval, és a mortalitas, valamint koronaria-angioplasztika utan a
resztenozis fiiggetlen prediktoranak bizonyult MI utan (106). A vénas tromboembodlia
kialakulasanal is az emelkedett MPV fiiggetlen rizikofaktornak bizonyult (107). Kronikus
majbetegeknél a hepatocellularis karcinoma elérejelzésére jobb prediktornak bizonyult,
mint az AFP (108). Metasztatikus kolorektalis karcindomaban szenved6 betegek esetén a
betegség progresszidja szignifikdnsan csokkent az alacsony MPV értékii betegeknél
(109).

Szamos tanulmany igazolja azt is, hogy az MPV nem csak a kardiovaszkularis
események, hanem az iszkémids stroke eléforduldsat, kimenetelét is befolyasolja. Gul és
munkatarsai tobbek kozt az vizsgalta, hogy milyen Osszefliggés van az MPV, az akut
iszkémias stroke (AIS) és nonvalvularis pitvarfibrillacio6 (NVAF: nonvalvular atrial
fibrillation) k6zt. Tanulmanyukban kimutattak, hogy az MPV-szint szignifikansan
magasabb volt akut iszkémids stroke-ban és NVAF-ben szenvedd betegekben, mint
azokban, akiknek nem volt NVAF-juk. Ebbdl arra a megallapitasra jutottak, hogy a
vérlemezke reakcioképességét jelz0 MPV feltételezhetéen az AIS kockazati
tényezdjeként tekintheté NVAF-ben szenvedd betegekben (110). Megvizsgalva, hogy az
atlagos vérlemezke-térfogat szerepet jatszik-e az akut agyi infarktusbhan szenvedé betegek
kimenetelének eldrejelzésében, Wan és munkatarsai azt talaltdk, hogy az MPV fiiggetlen
rizikofaktor, és érzékeny mutatd a betegek progndzisanak megitélésében (111). Felmeriil
az kérdés is, hogy az MPV az akut iszkémias stroke-ban ok vagy kovetkezmény? Ayas
munkacsoportja megnézték az MPV értékének valtozasat 24 oréval, valamint egy hét utdn
olyan akut stroke-ban szenvedd betegeknél, ahol az ictus el6tti érték rendelkezésre allt.
Azt taldltak, hogy az eseményt kovetd egy héttel mért MPV-érték szignifikansan
magasabb volt, mint el6tte (112).

Az MPV nagysagat szdmos genetikai tényez6 befolyasolja. Az irodalombol ismert

az a tény is, hogy egyes gyogyszerek, mint pl. a rocuvastatin, amlodipin, és a nebivolol
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csokkentik az MPV-t, mérsékelve ezaltal a stroke-rizikot és javitva annak kimenetelét.
Hasonl6 0sszefiiggést keresett Haungsaithong és munkacsoportja is a trombocita-
aggregaciogatld gyogyszerek ¢és az MPV nagysaga kozt. Azt talaltak, hogy ezen
gyogyszercsoport mindegyike csokkenti az MPV-t, de leginkabb a clopidogrelnek van a
legjobb hatasa az MPV-re és ezaltal a kimenetelre (113). Az akut iszkémias stroke
kezelése a trombolizis vagy a mechanikus trombektomia. Mindkét kezelés fliggetlen

rizikofaktora az emelkedett MPV-érték (114,115).

Osszefoglalasképp megallapithatjuk, hogy az eddigi tanulmanyok Osszefiiggést
talaltak a vérlemezke atlagos térfogatanak emelkedett értéke, a tromboziskialakulas és a
rossz prognoézis kozt. Tovabbra is kérdés azonban, hogy a megndvekedett vérlemezke-
méret vajon oka-e vagy sem a tromboézis kovetkezményének? Az MPV nagysaganak
valtozasat szamos tényezO befolyasolja, tobbek kozt a nem, életkor, az etnikai
hovatartozas, igy kérdés az is, hogy mennyire lehet figyelembe venni az értékét az egyes
betegségek prognosztikajaban (116). Tobbek kozt ezen kérdésekre is valaszt ad
Vasudeva kdzleménye, melyben arra utal, hogy a vérlemezkéket és MPV-t érint6 tovabbi
komplex genetikai vizsgalatok segitséget adhatnak neurovaszkularis betegségek kezelési
stratégiainak kidolgozasaban (117). Ezek alapjan az MPV igéretes prognosztikai

markernek igérkezik bizonyos betegcsoportokban.

1.5.3. Vérlemezke-funkcio vizsgalata

Sulyos vérzéses szovodményhez vezethetnek nemcsak a kiilonb6zd okokbol
fellépd trombocitopéniak, hanem a trombocitak hibas miikddése is. A trombocitafunkciot
kiilonb6z6 mérési eljarasokkal vizsgalhatjuk. Ennek jelentdsége az drokletes és szerzett
(aggregaciot gatlod szerek) trombocitafunkcios rendellenességek kimutatasaban van. Az
eljaras minden klinikai szakteriiletén rendkiviili fontossaggal bir, hiszen az eredmény
birtokdban az egyes beavatkozasok elvégzése vagy halasztisa dontd jelentdségii lehet.
Laboratériumi trombocitareaktivitds mérésére szolgald tesztekbdl ma mar széles paletta
all rendelkezésiinkre, melyek koziil mindegyiknek megvannak a maga korlatai. A
trombocitamtikodés vizsgalatara régen a vérzési id0 mérése volt hasznalatos, de ezt
kiszoritotta a gyakorlatbol nem megfeleld érzékenysége miatt a trombocitafunkcio-
analizator (PFA-100: Platelet Function Analyser). Ezen kiviil napjainkban igen elterjedt
az aggregometria — citratos vagy teljes vérbdl torténik a mérés — mely tobbféle hozzaadott
agonistaval  (ADP, adrenalin, kollagén, risztocetin) ad informaciét a

trombocitaaggregaciorol. Aramlasi citometriaval a trombcitdk felszini glikoproteinjeit
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fluoreszcens CD markerekkel jelolve, meghatarozhatdé az aktivalt allapotban 1évo
vérlemezkék szama.

A Point of Care Testing (POCT), vagy betegagy melletti labordiagnosztika
definicié szerint magaban foglal minden olyan laboratoriumi vizsgélatot, melyet a
hagyoméanyos kozponti laboratoriumokon kiviill végeznek: akar fekvdbeteg
intézményekben kozvetleniil a betegdgy mellett, vagy a hdaziorvosi ellatasban a
rendeldben, illetve a beteg altal kivitelezve otthonaban.

A POCT diagnosztika elterjedésében a laborvizsgalatokkal szembeni gyorsabb
eredmények — rovidebb ,turn-around-time” (TAT) — ezzel a betegapolasi napok
lerovidiilése, konnyen kezelhetdség, minimalis minta-eldkészitési igény, és a siirgdsségi
ellatasban valo alkalmazhatdsaga jatszottak {6 szerepet. Legismertebb forméja a betegagy
melletti vércukormérés, de POC tesztek alkalmazhatok ezen feliil kardioldgiai marker
(troponin) vizsgalatara, klinikai kémiai tesztek (vérgazok, ionok, laktat, vesefunkcio,
kooximetria) elvégzésére, néhany hormon (vizelet-hCG, intraoperativ PTH) szintjének
mérésére, toxikologiai vizsgalatokra és a hemosztazis és hematologiai tesztek
kivitelezésére. Hemosztazis vizsgalatira POCT segitségével a PI-INR és az aPTI
meghatirozasa lehetséges. A protrombin idé meghatarozasara az u.n. CoaguCheckR®
késziilék alkalmazhato, mely a vércukormér6hdz hasonldan kevés vérbol, 1 perc alatt
pontos, kozponti laborban mért értékekkel korrelaldo eredményt ad. A Hemochron ITC
nevll késziilék az aPTI mérésére alkalmas, de megbizhatésiga elmarad az el6bb
ismertetett PI méréshez képest. Az ATC (Activated Clotting Time) a nem frakcionalt
heparin (UFH) antikoagulans hatasdnak monitorozasara alkalmas teszt. Legelterjedtebb
az intervencids kardioldgiaban és a szivsebészetben, foleg "extracorporeal membrane
oxygenation" (ECMO) alkalmazasa soran. A miiszer az aktivalt alvadasi id6t méri, amely
az aPTI analogja. Normal értéke 90-120s, és 400-480s kozott tekinthetd kardiopulmonaris
bypass (CPB) folyaman biztonsdgosnak.

Point of Care tesztek egy 1j, teljes vérbol végezhetd aggregometrian alapuld

modszere a Multiplate impedancia-aggregometria (MEA) (1118,119).

1.5.3.1. Platelet function analyser (PFA-100)

A PFA-100 az elsok kozott alkalmazott olyan POC késziilék, amely a velesziiletett

és szerzett trombocitafunkcido karosodasanak kimutatasara alkalmas a trombocitak

--------

hasznalatos patron, melynek egyik nyilasaba kertil a vizsgalathoz hasznalt, Nas-citrattal
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alvadasgatolt teljes vér, ami vakuum segitségével, egyenletes aramlassal egy membrannal
lezart rezervoarba keriil. Ez a membran kétféle lehet, attdl fliggéen, hogy milyen
trombocitaaktival6 anyagokkal van atitatva. Egyik tipusi membran adrenalin és kollagén,
masik ADP és kollagén alapi. A rezervoaron egy nyilas talalhatd, amin a vér egyenletesen
aramlik at — szimulalva a kis kapillarisok in vivo hemodinamikajat — és az aktivalt
trombocitak ezen nyilas falahoz kitapadva fokozatosan elzarjak azt. A késziilék ezt az un.
zarodasi id6t (closure time) méri, amikor a Kitapadt trombocitadugé teljesen elzarja az
utat az aramlo vér elott (13. abra). A PFA-100 érzékeny szamos velesziiletett
trombocitafunkcios betegségre, mint a von Willebrand betegség (vWD) vagy a
Glanzmann trombasténia, valamint alkalmas ezen betegségek terapias monitorozasara is.
Alkalmazhat6 a trombocta-aggregaciogatld szerek, mint a clopidogrel, vagy az aszpirin,
¢és a tromboltikus terapia soran eldidézett trombocita-funkcidézavar detektalasara

(120,121).

In vivo haemostasis PFA-100®
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13. abra: Platelet function Analyser (PFA-100TM) késziilék miikodési elve. A késziilék f6 eleme az
egyszer hasznalatos patron, melynek egyik nyilasaba keriil a Nas-citrattal alvadasgatolt teljes vér. Vakuum
hatasara a minta egyenletes aramlassal egy kis rezervoarba keriil, melyen van egy nyilas. A nitrocelluloz
membran vérlemezke-aktivalod (kollagén és adrenalin, illetve kollagén és ADP) anyagokkal van atitatva,
igy a vér kontaktusba keriil vele, s ez altal a trombocitak aktivalodnak, majd nagy sebességgel aramlanak
tovabb, mikozben kitapadnak a nyildshoz €s fokozatosan eltomitik azt. A késziilék ezt a zarddasi id6t méri.
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1.5.3.2. Aramlasi citometria (Flow cytometria)

Az aramlasi citometria egy olyan vizsgaloeljaras, amely nagyszamu kiilonallo
sejtek gyors, fényelnyelési, fényszorasi és fluoreszcenciai tulajdonsagait képes detektalni.
Lehetoévé valik felhasznaldsaval kevert sejtpopulacioban az egyes sejttipusok kiilon
mérése, analizdldsa ¢és szeparaldsa funkcionalis allapot vagy fenotipus szerint.
Vérplazmaban vagy sejttenyészté médiumban szabadon 0sz6 sejteket képes pl. méretiik
szerint felismerni, megszamolni és — ha sziikséges — kigylijteni az oldatbol tovabbi
vizsgéalatok szamara. Informaciot ad a relativ sejtméretrdl, a sejtek relativ
granulaltsagarol, belsé komplexitasarol és fluoreszcencia intenzitasukrol. A
folyadékrendszer biztositja a sejtek aramlésat €s a sejteket a gerjesztés helyére fokuszalja.
A keresztiilhalado sejteket a késziilékben 1ézersugar vilagitja meg, és az optikai jeleket a

késziilék detektalja, dolgozza fel (14. abra).

“Tolcsér” L
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Vivofolyadék
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l (Fluorokrémmal jelolt sejtek)

Hidrodinamikai
fokuszalas
(sejtek sorba allitasa)

/ A fluoreszkalo sejtekbol

/ szarmazo jel (SFL)

| Az dsszes sejtbol
’ érkezd jel (FSC)

|
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https://mbf hu'assats/sejtanalitila /aramlasicitomeatria pdf
14. abra: Az aramlasi citométer miikodési elve: az aramlési fej kdzepén a
,tolcsérben” a minta (fluorokrommal jelolt sejtek) aramlik, amit a kdpenyfolyadék
(sheat fluid) koncentrikus aramlasa biztosit. Ez a hidrodinamikai fokuszalés, ennek
célja a sejtek sorba rendezése azért, hogy egyesével tudjanak athaladni a
1ézerfényforras el6tt. A piros nyil az dbran a fluoreszkald sejtekbdl szarmazo jel
(SFL), a zold nyil a sejtek atmend fényszordsat jeloli. A miszer mindkét adatot
detektalja és a sejteket ez alapjan kiiloniti el
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Alkalmazasi teriiletei tag hatarok kozott mozognak, felhasznalhaté immunhianyos
allapotok, malignus hematoldgiai korképek diagnosztikajaban ¢és differencial
diagnosztikajaban, autoimmun betegségek nyomonkovetésében, HLA-haplotipus
vizsgalataban, fertdz6 betegségek diagnosztikajaban, pre- €és poszttranslacios allapotok
nyomonkovetésében. Felhasznalhat6 DNS-, RNS-tartalom mérésére és quantitativ
mérésekre, mint pl. a vizsgalt markert expresszalo sejtek mennyiségének, ill. sejtfelszinen
expresszalodo antigének meghatarozéasara. A trombocita aktivacidja €s analizise ez utobbi
alkalmazason beliil mérhetd. A trombocitdk membranjan 1évo glikoproteinek mennyisége
tajékoztat a vérlemezke-aktivacid szintjérol, meghatarozhato az aktivalt trombocitak
szama, a GP 1Ib/Illa molekula mennyisége is. Aramlasi citometrias vizsgalat sziikséges a
kiilonb6z6 glikoproteinek hianyaval jaro ritka betegségek diagndzisanak megerdsitéséhez

(122,123).

1.5.3.3. Optikai aggregometria

Az optikai aggregometria az 1960-as években kerilt felfedezésre, és azota is gold
standardnak szamit a trombocitafunkciok tesztelésében. Annak ellenére, hogy hasznalata
sz¢les korben elterjedt, kevéssé standardizalt €s szamos valtozata 1étezik a laboratoriumi
gyakorlatban. Az aggregométer a tromboctaaggregacio meghatarozasara szolgal6 eszkoz,
alapjait tekintve tulajdonképpen egy fotométer, amivel egy oldat fényateresztd-
képességét tudjuk mérni. A méréshez Nasz-citrattal alvadasgatolt vér centrifugaldsa utan
nyert vérlemezkedus plazma (PRP) és vérlemezke-szegény plazma (PPP) sziikséges.
Elészor a fényateresztd képességet, a transzparenciat kell beéllitani a miszeren,
mégpedig ugy, hogy a PPP oldat transzparencidja lesz a 100%, mig a PRP
transzparencidja 0%. Ezutan a PRP oldathoz trombocta agonista adasaval — ADP,
adrenalin, kollagén, risztocetin — megindul az aggregaci6, amivel parhuzamosan né a
transzparencia, a PPP oldat 100%-os értékéhez kozeledve (15. abra, bal oldal). A
folyamat egy id6 — transzparenciagorbével abrazolhatd, ahol a legmagasabb mért
transzparencia a maximalis aggregacionak felel meg (15. abra, jobb oldal) (124).
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15. abra: Az aggregométerben elhelyezett minta (PRP) atvilagitisa agonista addsa el6tt és utin
(balra), és egy egészséges egyén ido - aggregacidésgorbéje (jobbra).

1.5.3.4. Multiplate® Analyser

A trombocitafunkcié mérésének szamos lehetdsége koziil a betegagy mellett is
hasznalhato kompakt, gyors mérésre alkalmas, az 1980-as években Cardinal és Flower
altal kifejlesztett (125) Multiplate® Analyzer (Roche) (16. abra) terjedt el leginkabb a
mindennapi gyakorlatban. Nevének Osszetétele a *multiple platelet function analyzer”

szavakbol adodik.

16. abra: Multiplate® Analyzer késziilék

A miszer a trombocitafunkcié kozvetleniil teljes vérben végzett, szenzitiv
vizsgalatara alkalmas. A vizsgalat elokészitést nem igényld, csupan 300 pl, hirudinnal

(direkt trombin inhibitor) alvadasgatolt teljes vérmintabol torténik. A kis mennyiség teszi
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lehetévé széles korti elterjedését a klinikai gyakorlatban (gyermekgyogyaszat) illetve

kutatasi alkalmazéasokban (allatkisérletek) egyarant.

A mérés alapelve az, hogy a nyugalmi allapotban 1évé trombocitdk nem
trombogének. Aktivalodast kdvetden azonban aggregaldodnak (in vivo: endotélhez, in
vitro: elektroda felszine), majd kitapadnak a tesztcelldkban (kiivettakban) 1évo két
eziistboritasu, magas vezetOképességgel rendelkezd 3,2 mm hosszi rézrad elektroda

felszinéhez, megvaltoztatva ezaltal azok ellenallasat (17. abra).

Mérdécella a két par Teljes vér a Aktivalt thrombocytak Fokozott thrombocyta
elektrédaval thrombocytakkal adhéziod és aggregacio,
megnovekedett
impedancia

(Az elektromos vezetés mértékét a sarga nyilak jelzik)

17. abra: A trombocitaaggregacio és kitapadas hatasa a szenzor elektrodak kozti impedanciara

Az aggregacio mérésekhez a mérdcellakban 1€v6 300 pl hirudinos teljes vérmintat
1:2 ardnyban 0,9% NaCl oldattal kell higitani. Ezutan 37 °C fokon 3 perc inkubaciot
kovetden a kovetkezd 1€pés a teszt agonista hozzaadasa. Az impedanciavaltozas
eredménye 6 perc elteltével jelenik meg a miliszer képernydjén (18. abra). A késziilék 5
csatornan, egyidejiileg 5 cellaban végzi a méréseket, egy a rendszerhez integralt Windows
XP alapt szoftver segitségével. Az ellenallasvaltozds mérése paralel torténik a két
elektrodon, igy biztositva a mérések kozotti kongruenciat. A szenzor elektrodakkal
detektalt impedanciandvekedést a komputerprogram automatikusan atalakitja
onkényesen valasztott aggregacio egységekké (AU: arbitrary aggregation units,), ami a
kijelzé képernydjén szamszeriien és az id6 fliggvényében grafikusan dbrazolva jelenik
meg (AU*min). Koriilbeliil 8 AU felel meg 1 ohm ellenallasnak. A miiszer mennyiségileg
az aggregacio mértékét az AU*min gorbe alatti teriilet nagysagaval (AUC: Area Under
the Curve,) automatikusan hatarozza meg. A csatornakon kijelzett AUC eredmény az egy
cellaban végzett két mérés szamtani kozépértéke. Tovabbi két fontos paraméter keriil még
kiszamitasra: az aggregécidé (az impedancia novekedése a vizsgalat ideje alatt) és a

sebesség (az aggregacios gorbe maximalis meredeksége) (19. abra).
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Multiplate® Analyzer
impedancia aggregométer
(Roche)

Kiivetta behelyezése
a mérohelyre

Erzékel6 kabelek csatlakoztatisa

300 pl 0,9%-0s NaCl
+

300 pl hirudinos teljesvér
betoltése

3 perc inkubalas

Agonista hozzaadasa
ADP-teszt
ASPI-teszt

TRAP-teszt
COLL-teszt

Aggregation (AU)

1d6 (perc)

Terulet a gorbe alatt

Mérési id6 6 perc
EREDMENY

18.

abra: A tromboctaaggregacié mérési folyamata
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19. abra: A trombocitafunkcié mérés jellemzé paraméterei

A csatornakijelzén m:

egjelenitett adatok a kovetkezok: betegazonositd, a teszt

tipusa, a vizsgalat ideje, idGtartama és az aggregacios paraméterek (20. abra).

Referencia tartomany <
AUC aktualis mérési eredmeny /

7
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ADPtest (Hirudin blood), V1

Stant: /Runtme :

15. Sep. 2010, 12:48 <€— Mirésiids

Area under the curve : Aggregacios gorbe alatti terilet (AUC)

59 U( ——1— Normil érték

Aggregaton Aggregicié: impedancia névekedés
RUOD: 1148AU [~ avizsgalat ideje alatt

Velocty :

Sebesség: az aggregacios gorbe
maximalis meredeksége
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Multiplate Compendium, 2007

20. abra: A csatornakijelzon megjelenitett szamszertii és grafikus adatok
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A trombocitafunkciok széles korli megitélésére a Multiplate® kiilonféle tesztek
elvégzésére képes. Ezek hatdsmechanizmusdnak sematikus abrazoldsa az 21. abran
lathato.

e ASPI-teszt: arachidonsavstimulaci6 — COX enzim szubsztratja — TXA2
képzddés, mely egy potens trombocita aktivaciot elinditd anyag (aszpirinhatas
vizsgalata) ArA 0,5 mmol

e COL-teszt:

arachidonsav-felszabadulast eredményes, az igy képz6dott TXA?2 aktivalja a

kollagén aktivalja a kollagénreceptort, amely endogén

trombocitakat

e TRAP-teszt: TRAP-6 stimuldlja a trombocitdk felszinén 1évé trombin
receptort, a trombin potens trombocita aktivator. (GPIIb/Illa rec. antagonistak
hatasanak vizsgalata)

o ADP-teszt: az ADP a P2Y12-receptor gatld hatasdnak meghatarozasara

szolgal (clopidogrel, prasugrel, ticagrelor) — ADP 6,5 umol

e ADP-teszt HS (high sensitive): ADP + endogén PGEI inhibitor teszi lehetdve,
hogy a clopidogrelhatast még pontosabban meghatarozzuk.

TRAPtest
T — TRAP Clopidogrel
= activation / *TXA 1 ADPtest F’r-ﬂsuurlel
* inhibition i GCOLtest - ~—~_ 4 ADP _ — = Cangrelor
Collagen

PGE1 ADPtest HS
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' release of
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1 [=h1]] ni

THA, '
acid | —~.
cox )
ASPltest '>C_--"
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Aspirin &
NEAID

Arachidanic ~ / {@P
Acid ; S
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Recpro ® (abciximab)
Aggrastat @ (Tirofiban)
» Integrillin ® (Eptifibatid)
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Wwltiplate Compendivm, 2007
21. abra: Az alkalmazott trombociaagonistak hatasmechanizmusa
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A Multiplate® hasznalatanak legfontosabb prediktiv értéke a személyre szabott
trombocita-aggregaciogatldo  gyogyszerek  kivalasztasaban, a  gyogyszerdozisok
megallapitasaban van. Ismert, hogy a betegek 20%-a inadekvat moédon reagal a
clopidogrel kezelésre. A gyogyszeres kezelés ellenére fennallo, magas rezidualis
trombocitareaktivitas (HRPR) 5-10-szeresére noveli a recidiv iszkémias epizodok
kialakulasanak esélyét (125,126,127). A legjobb prediktiv értékkel rendelkezik a vérzéses
rizikd meghatarozasaban is: kettds trombocita-aggregaciogatld kezelésben részesiild
betegek fokozott intra- és posztoperativ vérzéses rizikonak, transzfuzios igénynek vannak
kitéve, tovabba clopidogrel high-responder betegek esetén 2,6-szer magasabb vérzéses
rizikoval kell szamolni (128,129). Trombocitopatiak kimutatasara is alkalmas (szemben
az optikai aggregometriaval), gy, mint Glanzmann-trombasténia, Bernard-Soulier-
trombasténia, von Willebrand betegség, heparin indukalta trombocitopénia (130,131). A
Multiplate® késziilékkel kovetkezetes eredményeket kapunk jol standardizalt modszer, a
kis mennyiségii vérigény miatt jol reprodukalhato (132,133). A nemzetk6zi irodalomban
446 PubMed(Medline), 76 Cochrane cikkben hivatkoznak ra, tovabba klinikai szakmai

ajanlasok, valamint konszenzusjavaslatok alapjaul is szolgal.

1.5.4. Antiszedimentacios technika

A kiilonb6z6 akut és kronikus gyulladassal jaro folyamatokrol a vérsejtsiillyedés
(ESzR: eritrocita szedimentacids rata, mas elnevezéssel We: Westergren), mint nem
specifikus, egyszerli és érzékeny vizsgalat, informaciot adhat. Ismert, hogy értéke nem
utal a betegség milyenségére, a gyulladas pontos okara sem. A mult szazad els6 felében
mar megallapitottak az akut fazis reakcid €s az ESzR kozti 6sszefiiggést és azt is, hogy
mindezt a nagy molekulasulyu akut fazis fehérjék, foleg a fibrinogén, gyorsitjak. Ismertek
azok a mechanizmusok, kolcsonhatdsok, fizikai-kémia folyamatok is, melyek mindezt

befolyasoljak (134).

A fehérvérsejtek (fvs) mozgasanak dinamikaja kevésbé volt a vizsgalat targya. A
stillyedéses cs6ben torténd felfelé mozgasarol Cutts €s munkatarsai 1970-ben azt
allapitottdk meg, hogy az egyenesen aranyossagban van a vordsvertest-siillyedéssel.
Annak mértékét, befolyasold tényezdGit viszont nem vizsgaltak (135). Bogar és
munkatarsainak az 1990-es évek kozepén az volt a hipotézisiik, hogy a leukocitdk
aszcendald mozgasat nem csak a vordsvértest-aggregatumok, hanem egyéb tényezok is
befolyasoljak, ugy, mint a sejtaktivaciot kovetd fajsuly - €s tapadékonysagvaltozas. Azt

feltételezték, ha mérik a véroszlop felso felében 1év6 fehérvérsejtek szamat, akkor az jelzi
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az akut fazis reakciora utald korélettani valtozast, s ezzel egy egyszeriien kivitelezhetd,

specifikus teszthez jutottak (136).

Ennek mérésére a kovetkezd technikat dolgoztak ki: A Westergren-csébe levett
vérminta egyoras ililepitése utan a véroszlop magassaganak fele feletti részt eltavolitottak,
majd mindkét frakciobol meghataroztak a fvs-koncentraciot. Azt feltételezték, hogy a fvs-
ek kezdetben homogén eloszlast adnak, igy a szedimentacio el6tti értéket 100%-nak véve
kiszamithatd, hogy egy ora elteltével a leukocitdk hany %-a halad a csében felfelé, illetve
lefelé. A szerzok a jelenséget leukocita antiszedimentéacios ratanak (LAR) nevezték el,
A LAR szazalékos értekét megkapjuk, ha a fels§ és also rész fehérvérsejtszam-

kiilonbségét osztjuk a két érték dsszegével és szorozzuk szazzal (22. abra).

A LAR eredmény pozitiv eldjelil, ha a fels6 részben 1év0 fvs koncentracid az egy
orés vérsejtsiillyedés utdn magasabb, mint a kiindulasi vérminta fvs szdma. A negativ
szadm pedig arra utal, hogy a fels6 véroszlop leukocitaszama kisebb az als6éndl, vagyis a

leukocitak fajstilya jelentésen nagyobb, mint a plazmaé.

felso rész fvs-s2am — also rész frs-szam
LAR (%)= — - — —x100
®lwo resz firs-smam = also resz firs-szam

Fielsd réar
fehénsirsajiszam
Telps wibe ten
fehisrvirafisrdm
Sy

Adsd ras
Behénersejiszam
{GL)

o 60"

22. abra: A leukocita antiszedimentacio Kivitelezése és a leukocita antiszedimentacidés rata
kiszamitasa (LAR)

A szerzok elsé eredményeik utan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fvs-ek az
akut fazis reakcid soran sokkal gyorsabban aktivalédnak, mint az akut fazis fehérjék
(PCT, CRP) termelddése, igy a LAR a gyulladdsos folyamatok korai és érzékeny tesztje
lehet (136).

A LAR felhasznélasanak lehetdségeit tovabb vizsgalva megnézték, hogy 33 beteg
nyel6écsdmiitétét kovetden a korai posztoperativ szakban a prokalcitonin (PCT) és a LAR

eldre jelzi-e a fenyegetd 1€gzési elégtelenséget. Eredményeik azt mutattak, hogy a LAR

45



¢s a PCT elkiilonitette egymastél a harmadik napon a normoxids ¢és hipoxids

betegcsoportokat, jelezve ezzel a fenyegetd 1€gzési elégtelenséget (137).

A LAR tovabbi gyakorlati alkalmazasat kutatva ugyanezen munkacsoport arra
kereste a valaszt, hogy vajon bacterémia esetén kialakulé laz befolyasolja-e a
fehérvérsejtek antiszedimentécios tulajdonsagat. Vizsgalatukba intenziv osztalyon fekvo
39 beteget vontak be, akiknél a kezelés soran eldszor jelentkezett 1az. Hemokultara
levétele mellett LAR-vizsgalat is tortént. Azt talaltdk, hogy a LAR szignifikdnsan
magasabb értéket adott pozitiv hemokultura esetén a negativ eredményhez képest.
Kovetkeztetésként arra jutottak, hogy a lazzal kapcsolatos terdpias dontéseket segitheti a

LAR meghatarozasa (138).

Az agyi torténések és az azt kovetden fellépd nem specifikus gyulladési
folyamatok kozti 0sszefliggés ismert. A tiidégyulladas és a hugytti infekcié alakul ki
leggyakrabban az akut ischaemids stroke szovédményeként, jellemzden a 4-5. poszt-
stroke napon, melyet rosszabb klinikai kimenetel kisér. A LAR gyulladdsos
folyamatokban adott valtozasat alapul véve Molnar és munkatarsai azt nézték, hogy a
CRP ¢és a bed side tesztként végezhetd LAR eldre jelzi- ¢ az iszkémias stroke korai
szakaszaban az infekciot és a kimenetelt. Azokndl a betegeknél taladltak magasabb
fertdzési aranyt, akiknél 24 6ranal elmaradt a LAR emelkedés, viszont 72 ora elteltével a
basline értekhez képest emelkedett CRP volt. A hianyz6 LAR emelkedés az immunvélasz
diszfunkciojara utal és a CRP-nél korabban jelzi a poszt-stroke infekcio kialakulasat.
Megallapitottak, hogy a CRP és a LAR segithetnek a fertézések rizikojanak becslésében
(139).

Politrauma esetén és égésbetegséghez tarsuldan szintén kialakul a szisztémas
gyulladasos valaszreakcio, mely soran leukocitaaktivacio torténik. Meghatarozva ezen
betegek CRP- és LAR-értékeit Rozanovic és munkacsoportja azt taldlta, hogy az
elhalalozott szeptikus betegekben a CRP és a LAR az elsé két napon szignifikdnsan
magasabb volt, mint a talélékben és a kontroll csoportban, azonban szepszis el6tt egy
nappal jelentés csokkenést mutatott. Megallapitottak, hogy a LAR- és a CRP-szintek

csokkenése figyelmeztetd jele lehet a szeptikus szovodmények kialakulasanak (140).

A vorosvertestsiillyedés (ESzR) és a leukocita antiszedimentécios rata (LAR)
mechanizmusa illetve a klinikai gyakorlatban bet6ltott szerepe alapjan felmeriilt a kérdés,

hogy vajon a trombocitdk hogyan viselkednek a siillyedéses csOben? Talalhato-e
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valamilyen Osszefliggés az igy kapott eredmények és az egyes betegségek kozt? Erre a
kérdésre irodalmi adat nem allt rendelkezésre, igy arra gondoltunk, hogy a LAR-hoz

hasonl6an megvizsgaljuk a vérlemezke-mozgast.
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1.6. A vérlemezke morfologiajanak vizsgalata

1.6.1.Transzmisszios Elekronmikroszkopia (TEM)

A transzmisszios elektronmikroszkop (TEM: transmission electron microscopy)
a vizsgalni kivant minta specialis sajatossagainak nagyitott, képszeri megjelenitésére és
vizsgalatara alkalmas eszkoéz. Az els6 TEM-et 1931ben E. Ruska és M. Knol német

mérnokok szerkesztették.

A képalkotashoz fotonok helyett elektronokat hasznal, amelyek keresztiilhaladnak
a mintan, innen a transzmisszios elnevezés. Mivel az elektronok hullamhossza harom

nagysagrenddel kissebb, mint a lathat6 fényé, a TEM felbontasa <1 nm.

TEM lényegében atomi felbontasu, azaz az ugynevezett pontfeloldas 0,14-0,4 nm.
A TEM a vékony minta egyik oldalan elhelyezkedé megvilagitoé rendszerbdl és a minta
masik oldalan elhelyezkedd képalkotd-, vetitérendszerbdl all. Az elektronsugar a vizsgalt
mintan athatolva, annak egyes részein kiilonb6zéképpen szordodik, majd igy jon létre a
kontraszt (23. abra). Az clektronnyalab fluoreszcens képernyén vagy a szamitogép
képernydjén keriil megjelenitésre. Ezen tulajdonsagai alapjan szamos kutatasi tertileten

kapott egyre nagyobb teret.

elektronmikroszkop

Filament

Elektronok

Transz

lencsek

Fokuszalt

- Elektronsugar
Sugar
ey Minta
=0 Ultravak
Valkuum- - Itravakuum
rendszer \
Ablak

Foszforbevonati képernyd
Harnadi. Nanokompozitok (2012) 8z=zadi Todomanyeszvetem

23. abra: A transzmisszios elektronmikroszkép (TEM) szerkezetének sematikus abrazolasa
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A vérlemezkék fobb infrastruktirajanak morfologiai vizsgalata az 1970-es
években kezdddott. Elészor az egészséges vérlemezkék szerkezetét térképezték fel
elektronmikroszkoppal (140), majd a trombocitakhoz asszocialt rendellenesség esetén is
torténtek vizsgalatok. A technika fejlddése, a mintdk egyre pontosabb elokészitése
lehetové tette, hogy a legfinomabb szerkezeti egységek (24. abra) (mikrotubulus,
mikrofilamentumok, a feliilethez kapcsolt csatornarendszer) is lathatova valhassanak
(142,143), a trombocitadk mikodés kozbeni (25. abra) morfologiai valtozasanak

megjelenitése mellett (144).

Scamning Electron Microscopy (1985) hitp://dx.doi.org/10.5772/60673

24. abra: Trombocita elektronmikoszkopos képe 24./1B abra: a-granulum (A), dense-granulum (D),
mitokondrium (M), mikrotubulus (MT). 24/b &bra mikrotubulus (MTC), open canalicular system (OCS),
dense tubular system (DTS), a-granulum (a), Hyalomere (HM), granulome (GM)

& v : BN ) \ 35

J Cardiol and Cardiovasc Sciences. 2019:3(1):4-10
25. abra: Trombocita transzmisszios elektronmikroszkopos felvétele. d abra: Staphylococcus aureus az

OCS-ben (open canalicular system), e abra: az E.coli teljes bekebelezése az OCS-ben. OCS-m = OCS
membran, bw = baktérium fala
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1.6.2. Atomerdé-mikroszkopia (AFM, atomic force microscopy)

Az atomer6 mikroszkopia (AFM, atomic force microscopy) a pasztazo, tiiszondas
mikroszkopidk kozé tartozik. A pdsztdzd mikroszkdpos modszerek megjelenése és
elterjedése a nyolcvanas években tortént. 1981-ben Heinrich Rohrer és Gerd Binning
kifejlesztette a pasztazo alaghtefektus-mikroszkopot, mely munkajukért 1986-ban fizikai
Nobel dijat kaptak. Pasztazo alagutefektus-mikroszkopianal egy igen hegyes tli nagyon
kozel halad el egy elektromosan vezetd felszinhez. Az alagutefektus kovetkeztében a ti
¢s a felszin kozott aram folyik, melynek erdssége a tii és a felszin kozti tavolsag
fliggvényében valtozik. A mddszer igy alkalmas a tii és a felszin kozti igen kis tdvolsagok
nagyon pontos meghatarozasara (145). A pasztazé mikroszkopos modszerek elénye a
diffrakciolimitalt modszerekkel szemben az, hogy a legkisebb feloldhat6 tavolsagot nem
korlatozza a fény hullamtermészete. A pasztazd mikroszkdépok miikddési elve kicsit
eltérd lehet, de minden esetben egy szonda pdsztizza a vizsgalt minta felszinét, mely
topologiai képet eredményez. A ti preciz mozgatasat a felszin felett piezoelektromos

atalakitok végzik. A felbontast a tii alakja és a tii hegyének mérete hatarozza meg.

Binning 1985-ben talalta fel a pasztazo atomerd mikroszkopiat, mely a minta és a
szonda kozott fellépd atomi kdlcsonhatasok mérésén alapul. A pasztazo alagutefektus-
mikroszkdpiaval szemben az AFM eldnye, hogy elektromosan nem vezetd minta
topologiai képe is felvehetd, igy bioldgiai mintdk, példaul fehérjék leképezésére is
alkalmas. Az AFM-szonda a rugolapka, mely egy rugalmas lemezbdl és annak a végén
talalhat6 igen hegyes tiibdl all. A mérés elve a kovetkezd: nagyon hegyes, néhany atomnyi
gorbiileti sugart thi és a felszin kozott vonzo vagy taszitd atomi kolcsonhatasok ébrednek.
Ennek kovetkeztében a rugolapka elhajlik €s sajatfrekvencidja is megvaltozik. A
onnan visszavert 1ézersugar segitségével kovetjlik, melyet egy pozicidérzékeld, kvadrans

fotodidda detektal.

A topografiai képalkotds soran a rugolapka X-Y irdnyt elmozdulasat
piezoelektromos kristallyal vezérelik, igy pasztdzva végig a mintat. A képalkotas tobb
modon is megvalosithatd. A rugdlapkat a sajatfrekvencidjdhoz kozeli frekvencian
rezgésbe kell hozni. A felszinhez kdzeledve a tii hegye és a minta atomjai kozott fellépd
vonzo atomi kolcsonhatasok kovetkeztében a rugolapka sajatfrekvencidja lecsokken. A
piezo altal keltett kényszerrezgés frekvencidja viszont nem valtozik, igy a rezgés

amplitddojanak csokkenése tapasztalhatd, aminek mértéke a felszintdl valo tavolsaggal
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aranyos (26. abra). A minta topografiai képe igy akar szdzad nanométernyi pontossaggal

rekonstrualhato (145,146).

@ SPM data

26. abra: Atomero6-mikroszkép sematikus miikodési elve

Az AFM a kozelmultban rendkiviil hatékonynak bizonyult az ¢€l6 sejtek
vizsgalataban. Paratlan eldnye a kivalo térbeli hatds demonstralasa. Alacsony szkennelési
erénél a feliilleti domborzat valik lathatova, mig nagyobb erdknél a helyi rugalmassag
jelentésen hozzajarul ahhoz, hogy a belsé strukturdk, mint példaul a citoszkeleton is
lathatéva valjon. Ezen tulajdonsaga tette lehetové a kiilonbozo sejtek, beleértve az
érrendszer elemeinek (vérlemezkék (27. abra), endotelidlis sejtek) biomechanikai

mérését (147).

Marchant, Current Protein and Peptide Science (2002)
27. abra: Vérlemezke morfologidja fiziologias koriilmények kozott. AFM-felvétel az elteriilt
vérlemezkérdl (10 x 10 mm) 0,52 nN nyomaték alatt
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2. CELKITUZESEK

Hipotézisiink az volt, hogy a leukocitdkhoz hasonldéan a vérlemezkék is
szeparalddnak valamilyen fiziko-kémiai tulajdonsaguk alapjan, illetve aktivacidjukkal
aranyosan. Mivel a teljes vér egyoras iilepitése utan két vérfrakciot (also és felsd)
valasztottunk szét, mind a teljes vérben, mind pedig a vérfrakciokban kiilon-kiilon
(Multiplate aggregometria), illetve a morfologiai (TEM, AFM) jellemzoiket. Két

tanulmanyt terveztiink: egészséges egyéneknél (Vérlemezkék funkciondlis és morfologiai

vizsgdlata egészségeseken (Vizsgdlat L) illetve iszkémias stroke miatt clopidogrelt szed6

betegeknél (Vérlemezkék funkciondlis és morfologiai eltéréseinek vizsgalata clopidogrelt

szedok esetében (Vizsgalat I1) a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

2.1. Trombocitak flotacigjanak vizsgalata

Célunk az volt, hogy megnézziik, mi torténik a vérlemezkékkel 1 oras lilepités

soran. A LAR mintajara képeztiik a trombocita antiszedimentécios ratat (TAR).
2.1.1. TAR vizsgalata egészséges kontrol csoportban.
2.1.2. TAR vizsgalata clopidogrelt szedd betegek esetében.

2.1.3. A TAR értékek Osszehasonlitasa a két csoport kozott.

2.2. Eretlen trombocitafrakeié (IPF) és atlagos trombocitatérfogat
(MPV) vizsgalata

Vizsgalni kivantuk, hogy a trombocitaszam mellett az éretlen trombocitafrakcio
(IPF), az atlagos trombocitatérfogat (MPV), a nagyméretii trombocitaarany (P-LCR),
valamint a magas fluoreszcencia intenzitast mutatd éretlen trombocitafrakcio (H-IPF)

mutat-e kiilonbséget az iilepités utan nyert also €s felsd vérfrakcidjaban.

2.2.1. IPF, MPV, P-LCR és H-IPF értékeinek laboratoériumi kimutatasa a kontroll

csoportban.

2.2.2. IPF, MPV, P-LCR ¢s H-IPF vizsgélata clopidogrelt szedd betegek

esetében.
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2.2.3 Kérdésiink az, hogy van-e kiilonbség a szedimentalodott és felfelé szalld
TCT-4ak fenti értékeiben.

2.3. Trombocitaaggregacio (TAG) mérése

Arra kerestiik a valaszt, hogy a teljes vér aggregacioja, valamint a szeparacio soran
kettévalasztott az also és fels6 részben mért aggregacio (AUC, aggregacio, velocity)
mutat-e kiilonbséget. Az irodalmi adatok alapjan ismert tény, hogy az emelkedett IPF
rizikéfaktora a stlyos kardiovaszkularis események kialakulasanak, igy célunk volt azt is
megnézni, hogy a clopidogrel hatdsa és az értetlen vérlemezke eredmények kozt van-e

Osszefligges.

2.3.1. Teljes vér vs. alsé és fels6 frakcio TAG vizsgalata kontroll csoportban és

clopidogrelt szedd betegek esetében.

2.3.2. Also vs. fels6 frakcio TAG vizsgalata kontroll csoportban és clopidogrelt

szedo betegek esetében.

A clopidogrel szedd betegeket a teljes vér TAG alapjan reszponder és non-

reszponder alcsoportokra osztottuk.
2.3.3. Kivéancsiak voltunk, hogy az IPF mutat-e kiilonbséget a reszponder és non-
reszponder alcsoportok kozott.
2.4. Trombocitak transzmisszios elektronmikoszkopiai vizsgalata

A képalkot6 vizsgalatokkal azt szerettiik volna megtudni, hogy van-e kiilonbség

crer

2.4.1. Ossze kivantuk hasonlitani, hogy van-e eltérés az alsé és a fels6 frakcioban
1évo vérlemezkék area, periméter, konvex area, konvex periméter

tulajdonsagaiban.

2.4.2. Vizsgalni kivantuk, hogy a két frakcioban lathato sotét (alfa-granulumok)

és vilagos (dense-granulumok) granulumok szamaban van-e eltérés.

53



2.5. Trombocitak atomero-mikroszképos vizsgalata

Ezzel a kiilonleges képalkoto vizsgalatokkal arra szerettiink volna valaszt kapni,

hogy van-e kiilonbség a szeparalodd trombocitdk atomerd mikroszkopos

e ey
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3. ANYAG ES MODSZER

A vizsgalati protokollt a Pécsi Tudomanyegyetem Klinika K&zpont Regionalis és
Intézményi Kutatés-Etikai Bizottsdga jovahagyta és engedélyezte a klinikai tanulmanyt.
(2017.06.10, tigyiratszdm: 6735). A betegek ¢és az egészségesek alapos tdjékoztatast
kovetden a beleegyezd nyilatkozat alairasaval adtdk hozzajarulasukat a vizsgalathoz.

Tanulméanyunkat két idGintervallumban végeztiik.

Verlemezkék funkciondlis és morfologiai vizsgdlata egészségeseken (Vizsgalat 1.)

A periddus els¢ szakaszdba 21 egészséges egyén keriilt vérvételre a trombocita
flotacigjanak, az ¢éretlen trombocitafrakci6 ¢és az 4atlagos trombocitatérfogat
meghatdrozasara, valamint a  vérlemezke-aggregometriai  vizsgdlatira. Az
elektronmikroszkopos és az atomerd-mikroszkopos felvételekhez sziikséges vérvételre 6-

6 egészséges személyt vontunk be.

Verlemezkék funkciondlis és morfologiai eltéréseinek vizsgdlata clopidogrelt

szedok esetében (Vizsgalat 11.)

A masodik szakaszba 46 clopidogrelt szedé beteg és 15 egészséges kontroll

személy kertilt bevonasra.

3.1. Bevalasztasi kritériumok

Vizsgalat I:
e tanulményba 6nként jelentkezd, egészséges egyenek keriiltek vérvételre
Vizsgalat 11:

e A betegcsoportba olyan kronikus cerebrovaszkularis korképpel kezelt felndttek
keriiltek bevalogatasra, akik mar legalabb 3 honapja iszkémias stroke miatt,
prevencid céljabol napi 75 mg clopidogrelterapiaban részesiiltek. A vizsgalathoz
a betegek kivalasztasa a PTE Neurologiai Klinika Stroke Ambulanciajan kontroll
vizsgalatra megjelent személyekbdl tortént, akik idopontegyeztetést kdvetden
jelentkeztek vérvétel céljabol a PTE Idegsebészeti Klinika Intenzivosztalyan.

e Kontroll csoportba egészséges, 6nként jelentkez6 személyeket vontunk be.

55



3.2. Kizarasi kritériumok mindkét tanulmanyban résztvevok esetén:

akut vaszkularis esemény

e trombocitopénia (tct<50 G/L — a Multiplate-tel valé mérés alsé hatara)

e velesziiletett trombocitafunkcids zavar

e velesziiletett véralvadasi zavar

e anémia

e hemorreoldgiai paramétercket befolyasold gyodgyszer szedése (OAC, NOAC,
NSAID, diuretikumok, antiglikémids gyogyszer)

3.3. Trombocita flotaciéjanak (TAR: trombocita antiszedimentacids
rata) vizsgalata

A tanulmanyba bevont személyektdl 2x3 ml vért vettiink az EDTA-s Vacutainer
csObe (REF: 368856, 5,4 md EDTA). A mintavétel a kontroll és a beteganyag esetében a
konyokhajlati vénabol, rovid leszoritds utan 21 G-s tlivel, zart vérvételi rendszerrel
tortént. Az egyik cs6bdl vérsejtszamlalo automataval (Sysmex XN 9000) a PTE Kozponti
Laboratériumaban a teljes vérkép meghatarozasa tortént. A masik EDTA-s cs6ben 1évd
vért 1 6ra hosszan iilepitettiik, majd a csében 1év0 véroszlop magassaganak felso Y2 részét
atpipettaztuk egy masik EDTA-s csébe (TF: trombocita felsd). Az eredeti cs6 alsé felében
maradt %2 részbdl (TA: trombocita alsd) és a felsé frakciobol (TF: trombocita felso)
vérkép mérésével meghatirozzuk a trombocitdk szdmat, majd ,.,trombocita fels6” (TF) —
»trombocita als¢” (TA)/ TF+TA egyenlet szerinti értéket (a LAR analogidjara: [100*(TF-
TA)/(TF+TA)]. kiszamoltuk és szazalékban adtuk meg. Az ebbdl képzett hanyadost
Trombocita Antiszedimentaciéos Ratanak (TAR) neveztik el. A TAR az eredeti

trombocitaszam szazalékaban adja meg azoknak a trombocitaknak a szamat, amelyek az
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egyoras szedimentacio soran felfelé atlépték a csében 1év6 vérminta felezOvonalat (28.

abra).

TAR (14) = 1B réa tetaim - also rést tetszim
felzo resz tct-szam < alwo resr tot-s2Am

2B.A abra

- 250,000/
200,000/ul

- 150,000/l

28.B abra i

28. abra: Az 28.A abran a trombocita antiszedimenticiéos rata képlete (TAR=TCT(F-
A)/TCT(F+A)x100) lathaté. A 28.B sematikus abrin a trombocitik szeparalasat mutatjuk a
Westergren csében valé egyoras iilepités utan.

3.4. Eretlen trombocitafrakcié (IPF: Immature Platelet Fraction) és az
atlagos trombocitatérfogat (MPV: Mean Platelet Volume) vizsgalata

Az éretlen trombocitafrakcio mérése a Sysmex XN 9000 integralt hematologiai
automata analizatorral tortént (Sysmex Co, Japan, 2017) az el6z6 fejezetben leirt vérvételi
¢és szeparacios modszerrel nyert als6 — €s felsd vérmintabol.

A trombocitaszam (PLT-F) és az éretlen trombocitafrakcio (IPF) meghatarozas a
késziilék fluoreszcens trombocita csatornajan tortént. Ezen a csatornan a trombocitdk
specialis intracellularis fluoreszcens festése torténik, egy CELLPACK DFL reagenssel
valo eldkezelés utan, mely a sejtmembran atjarhatosagat teszi lehetévé. A mérés aramlasi
citometriaval az atmend fény (FSC: forward scatter), az oldalra szért fény (side scatter)
¢és az oldalra szort fluoreszcens (SFL: side fluorescent light) detektalasaval torténik. A
trombocitaszam mellett az éretlen trombocitafrakcié is meghatarozhatd, a magas
fluoreszcencia intenzitast mutato trombocitak “kapuzasaval” (az FSC/SFL plot-on az IPF
terliletre esO, magas fluoreszcenciaintenzitast mutato trombocitak). A trombocitaszam és
az éretlen trombocitafrakcio (IPF) mellett, az atlagos trombocitatérfogat (MPV), a
nagyméretli trombocitaarany (P-LCR), a trombocita-gorbeeloszlas szélessége (PDW), a
trombocitokrit (PCT) valamint a magas fluoreszcenciaintenzitast mutatd éretlen
trombocitafrakcié (H-IPF: High-Immature Platelet Fraction) — szarmaztatott paraméterek

—is rogzitésre kertilt.
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3.5. Trombocitaaggregacio mérése

A tanulményban résztvevoktol 2x3 ml vénas vér vettiink egy Hirudin Blood Tube
for Multiplate analysis Vacutainer csébe (REF: 06608311). Ezt kdvetéen az egyik
hirudinos cs6bdl elvégeztiik a teljes vér trombocitaaggregacios vizsgalatot (TAG-teljes)
a PTE Idegsebészeti Klinikan talalathaté késziilékkel (Multiplate® Analyzer, Roche). A
masik cs6 hirudinos vért iilepitettiik 1 6ra hosszan, majd a csdben 1év0 vér felso V4 részét
(a véroszlop felsd felét) atpipettazzuk egy lires hirudinos csébe. Az igy kapott két
mintabol (also- és felsd rész) megmértiik a trombocitaaggregaciot (TAG-also és TAG-
felsé). Az igy kapott eredményekbdl az AUC-t (area under the curve — gorbe alatti
teriilet), az aggregaciot (az impedancia novekedése) és a velocity-t (aggregacios gorbe
maximalis meredeksége) hasznaltuk fel kutatdsunkhoz. Az értékek jelolése a
kovetkezoként tortént: AUC-teljes, AUC-also, AUC-felso, aggregacio-teljes, aggregacio-

also, aggregacio-felsd, velocity-teljes, velocity-also, velocity-felso.

3.6. A trombocitak transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalata

A trombocitadis plazma nyerése c€ljabol 6 egészséges személytdl tortént vérvétel
EDTA-s csObe, az el6z0 részekben ismertetett modszerrel. Egy 6rés iilepités utan a felso
részt atpipettaztuk egy masik EDTA-s csdbe, majd az also és a felso részt 5 percig 200 g-
n centrifugaltuk. Ezt kovetden mindkeét csé feliiluszojat egy j nativ csdbe tettiink, s ezt
1200 g-n 5 percig centrifugaltuk. A feliilusz6 eltavolitas utan a két csdben alul maradt a
trombocitadlis plazma, melyet azonnal az elektronmikroszkdpos laborba vittiik tovabbi
feldolgozas céljabol.

A trombocitak fixalasa 2,5%-os glutaraldehiddel tortént 4 °C-on, ,,overnight”.
Eppendorf csOben tortént centrifugalas utdn az iiledék postfixalasa kovetkezett 1%-0s
osmium-tetroxiddal 4 *C-on 60 percig. A fixalt szediment 3%-os agarba keriilt, majd 1
mm? blokk kivagasa és 3x10 percig 0,1M-os foszfat pufferben valé mosasa kdvetkezett.
Az etil-alkoholos dehidracié és mosas utan propilén-oxidba helyeztiik és beagyaztuk
Durcupan gyantaba (Sigma, Budapest, Hungary). A félvékony metszeteket toluidine-
kékkel megfestettiik és fénymikroszkoppal megvizsgaltuk. Az ultravékony rétegeket
racsokra helyeztiik és 60lom-citrat és uranil-acetat (,,contrasted) és a JEOL JEM 1200EX
transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) megvizsgaltuk. A digitalis fényképek az
ITEM szoftver (Olympus, Japan) segitségével késziiltek. Az elektronmikroszkopos

felvételekkel a kovetkezd vizsgalatok késziiltek:
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1., TEM kép az als6 - és felsd részben 1évo trombocitakrol

2., ITEM program segitségével (interpolalt poligon) megmértiik a felso - €s also részben
1évo 21-21 vérlemezke (50000x nagyitas) teriiletét, keriiletét, konvex teriiletét és konvex
keriiletét.

3., Meghataroztuk az also - és fels6 részben 1évé 70-70 kozel azonos nagysagu (2 um)
vérlemezkében (50000x nagyitas) lathatd sotét (alfa-granulumok) és vildgos (dense-

granulumok) granulumok szamat.

3.7. Atomerdé-mikroszkopia (AFM, atomic force microscopy)

Minta és elokészitése

A vizsgalatokhoz a vért egészséges egyének antekubitalis véndjabol volt levéve,
K-EDTA-t tartalmaz6 cs6be (N=6). Egyoras, szobahdn torténd iilepitést kovetden a vér
felso felét azonnal egy masik K-EDTA-t tartalmazé csébe pipettaztuk és mindkét felet
150 g-n, 8 percig centrifugaltuk szobahdn, 2-es leallasi sebességgel. A trombocitak
aktivalodasanak minimalizalasa miatt 0,1 mL felsé trombocitadis plazma réteget
pipettaztunk 10 m HBS pufferbe (HEPES buffered physiological saline), amely 0,001 M
EDTA-t és 0,1 % glukézt is tartalmazott, minkét fél centrifugalasa utan. Az o6vatos fel-
leforgatassal a mosott trombocitakat a cs6 aljara centrifugaltuk (szobahd, 2000 g, 5 perc).
A mosopuffer ledntése €s a cs6 falardl vald dvatos leitatdsa utan tiszta mosopufferben

szuszpendaltuk a trombocitakat, gy hogy a trombocitaszam 100 G/L legyen.

A szuszpenzidkbdl frissen hasitott csillampala korongra (d=12mm) 0,025 mL-t
cseppentettiink, nedves kamraban 20 percig hagytuk iilepedni, majd 0,025 mL 2%-0s
glutdraldehid oldatot adtunk hozz4, korkoros dontogetéssel kevertiik €s 30 percig hagytuk

fixalodni. Végiil a felszint Milli-Q vizzel mostuk €és aramlo N2 gazzal szaritottuk.

AFM-fotok

A csillampala felszinre tlepedett, fixalt és szaritott trombocitdkat Cypher ES
atomerd-mikroszkoppal (Asylum Research, Santa Barbara, CA), tapogaté modban (AC)
pasztaztuk, AR16 programmal. A pasztazashoz szilikon-nitrid rugélapkat hasznaltunk,
amelynek a rugoallanddja ~42 N/m és a rezonanciafrekvenciaja ~300 kHz (OTESPA-R3,
Bruker, Billerica, MA). A szabad amplitadot 1V-ra allitottuk, 0,5-0,7 V-ra a pasztazasi

amplitadot, az erdsitést 7-10 - szeresre.
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AFM-adatok analizise

A pasztazas soran alkotott képet az AFM AR16 programjaval analizaltuk (Igor
Pro 6.34 A, Wavemetrics, Lake Oswego, OR). A pasztazott teriilet 20x20 pum-es volt,
amelyen a programmal megfelelé élesen korbe hatarultuk a trombocitak teriiletét (29.

abra).

nm

A

29. abra: A trombocitak Kkijelolése képanalizisre AFM-mel késziilt magassagképen. Statisztikai
analizisre csak a teljes trombocitakat hasznaltuk. Az abra A része felsd, a B része az also fazisbol szarmazo
trombocitakat mutatja

A trombocitdk analizise 18 paramétert eredményezett, amelyek koziil felszinen
rogzitett, diszkoid alaka cellularis elemeket feltételezve a kovetkezOk lehetnek
hasznosak: magassag maximum (Z max), a kdzéppontban (Z Center), atlagmagassag (Z
Average); terlilet (Area), térfogat (Volume), keriilet (Perimeter), hossz (Length) és
sz¢lesség (Width).
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3.8. Statisztikai analizis

Az adatokat SPSS software package (Version 19.0, SPSS Inc, Chicago, USA)
segitségével analizaltuk. A diszkrét valtozokat Chi-négyzet probaval elemeztik. A
folyamatos valtozokat normalitasvizsgalatnak vetettiik ala Smirnov-Kolmogorov teszttel.
A normal eloszlast mutaté értékekeket két-mintas Student-t probaval hasonlitottuk Gssze.
A nem normal eloszlast mutaté paramétereket Mannn-Whitney-teszttel hasonlitottuk
Ossze, mig a tobbvaltozos korrelaciora Spearman-korrelaciot hasznaltunk (Spearman-
korrelacids koefficiens, r). A kategorikus valtozokat, mint abszolat szam és (szazalék)
abrazoltuk. A kvantitativ adatokat pedig, mint median és interkvartilis tartomany (25" —
75" percentilis) vagy atlagtszoras (SD) abrazoltuk. A p-érték <0,05 tekintettiik

szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

Az aldbbiakban a két kiilon tanulmany eredményeit foglaljuk 6ssze (Tanulmany
|.: Vérlemezkék morfologiai és funkcionalis vizsgadlata egészségesekben ¢s Tanulmany
Il: Clopidogrel szedo és egészséges kontroll csoport vizsgalata) A két tanulményban

szereplo egészséges kontroll csoport nem azonos.

4.1.Vérlemezkék funkcionalis és morfologiai eredménye
egészségesekben

4.1.1. Vérlemezkék funkcionalis vizsgalatanak eredményei

A vizsgalati periodusunk elsé felében Osszesen 21 nem dohanyzo, egészséges
személyt (életkor: 36£¢v, né/férfi: 12/9) vontunk be kontroll csoportként. A modszertani
fejezetben ismertetett modon levett vérminta egyoras szedimentaciot kovetden a felsd

frakcioban szignifikdnsan tobb trombocitat talaltunk, mint az iilepedett alsé frakcioban

(p<0,001).

Az egészségesekben a vérlemezke antiszedimentaciés rata (TAR) atlaga 50,8+

SD: 18,7 % volt.

Az atlagos vérlemezketérfogat (MPV), az abszolut értékli éretlen
trombocitafrakcio (IPF), valamint a szazalékos aranyban kifejezett H-IPF szignifikansan
magasabb volt a fels6 frakcidban az alséhoz viszonyitva (p<0,001, p=0,001, p=0,005) (6.

tablazat).
teljes vér felso rész also rész p*

trombocitaszam 239476 9851132 85 433 0,003
(G

MPV (fl) 10,4+1,2 10,3+0,6 1,2+0,6 0,644
IPF (abs) 8,8+4,4 7,6+5,3 3.5+2,2 0,003
H-1PF (%) 1,5+1,0 1,4+0,8 1,3+0,9 0,021
LCR 27,5+4,0 26,9+5,1 26,9+4.,9 1,000

MPV= mean platelet volume, IPF= immature platelet fraction, H-IPF= high-fluorescent IPF, LCR= large
cell ratio. Az adatokat, mint 4tlagtSD dbrazoltuk. p* a fels6 vs alsé6 rész kozott.
6. tablazat: Egészséges onkéntesekben mért vérlemezke paraméterek
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A vérlemezke-aggregometria soran a Multiplate analizator Aaltal készitett
reprezentativ gérbéket mutatjuk az 30. abran (A: teljes vér, egy oras szedimentacid utan

szeparalt, B: felso illetve C: also vérfrakcio AUC gorbéje).

30. dbra
A B C

ubplate® platelet funchion analysis - W2 0313 [Multiphate® platelet funchion analysis -¥2.03.13  [Mulliplate® platelet funchon analysis - V2 0313
o (20041 3 I ’ 7120040

AL

- OAU

30. abra: A vérlemezke-aggregometria soran nyert gorbék egy egészséges egyénben. Teljes vér (A), a
fels6 frakcio (B) és az alsé frakcio (C) Multiplate analizator altal készitett gorbéje

Az aggregometriai vizsgalat soran szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk az alsé
(atlag AUC: 69,9+13,1 vs 26,149,6) és a felso frakcid (69,9+13,1 vs 103,3+35,8) gorbe

alatti tertiilet (AUC) értékei kozott a vér egyoras szedimentaciojat kovetden (7. tablazat).

Impedancia-aggregometria
teljes vér fels6 rész alsé rész P
AUC 69,9+13,1 103,3+35,8 26,1+9,6 <0,001
aggregicio 130,9+23,7 174,3+53,0 52,2416,2 <0,001
velocity 15,5+3,8 26,5+10,9 6,5+1,7 <0,001

Az adatokat, mint atlag+SD dbrazoltuk. p* a fels6 vs also rész kozott. AUC= area under the curve
7. tablazat: Egészséges onkéntesekben mért vérlemezke-aggregabilitasi adatok
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A gorbe meredekségét jelzo ,,velocity” értékek szignifikans kiilonbséget mutattak
mind a teljes vér vs felsd illetve alsd, mind pedig a felsé vs als6 vér frakciok
Osszehasonlitasakor (valamennyi, p<0,001) (31. abra A). Az AUC értékek a felsd és az
als¢ frakcioban szignifikansan eltértek egymastol (p<<0,001). Kiemelend6, hogy a felso
frakcidban mért AUC értékek az egészséges kontrollok 38%-ban (n=8) tullépték a normal
tartomany felsé hatarat (AUC: 53-122), mely arra enged kovetkeztetni, hogy a felfelé
vandorl6 trombocitak ex vivo hiperaggegabilitast mutatnak ADP jelenlétében (31. abra
B). Annak ellenére, hogy az egészséges kontroll csoport nem részesiilt antitrombotikus
kezelésben, az AUC értékek az alsé frakcioban az effektiv antithrombotikus kezelés soran
vart tartomanyban voltak (AUC: 0-53) Ez arra enged benniinket kovetkeztetni, hogy a
szedimentalodott trombocitak ex vivo nem aktivalhatok ADP hozzaadasaval, olyan,

»mintha clopidogrelhatasban lennének™ (31. abra).

3. abra
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Az adatokat, mint median és 23-73 percentilis dbraz oltuk.

31. abra: A gorbe meredekségét jelzo ,velocity” értékek a teljes vérben, valamint az 1 6éras
szedimentacié utan szeparalt felsé illetve also frakciéban (A). A gorbe alatti teriilet (AUC) a teljes
vérben, valamint az 1 éras szedimentacié utan szeparalt felso illetve als6 frakciéban (B)

Fontos tovabba, hogy a TAR szignifikans negativ korrelaciot mutatott az AUC,
az aggregacio, valamint a gorbe meredekségét jelzd ,,velocity” értékekkel az also
frakcioban (r=-0,661, p<0,05, r= -0,700, p=0,01, r=-0,636, p<0,05). Hasonléan az
elébbihez, a résztvevok kora is negativ korrelaciot eredményezett az alsé frakcidé AUC,
aggregacios és a velocity adataival (r= -0.553, p<0.05, r= -0.553, p<0.05, r= -0.535,
p<0.05 respectively). Mindazonaltal a vizsgalati csoportunkban nem talaltunk korrelaciot

az ¢életkor és a vérlemezke-antiszedimentacios rata értékei kozott.
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4.1.2. Elektonmikroszkopos vizsgalat

Az egészséges egyének vérébol nyert, also és felsd frakciobol szarmazod
trombocitdkat  transzmisszids  elektronmikroszkoppal — vizsgaltuk,  morfoldgiai
informéciok nyerésének céljabol. Kis nagyitds sordn kiilonbséget tapasztaltunk a
kiilonb6z6 vérfrakciok mind morfoldgiai megjelenésében, mind pedig szdmukban. A
trombocitdk teriilete és kertilete szignifikdnsan nagyobb volt a felsd frakcidobdl szdrmazo
trombocitak esetében az alsé frakcioban mért értékekkel Osszehasonlitva (p<0,001).
Meéréseinket a kordbban részletezett iTEM program segitségével végeztiik (8. tablazat)
Nagyobb nagyitas soran hatdroztuk meg a trombocitdkban 1év6 alfa és dense granulumok
szamat. A fels6 frakcioban elhelyezkedd trombocitdkban 1,6-szor tobb alfa granulumot

talaltunk az alsokhoz képest (32. abra).

also rész felso rész p

vérlemezke-teriilet
(nm?)

vérlemezke-keriilet
(hm)

Az adatokat, mint atlag+SD &brazoltuk.

8. tablazat: Transzmisszids elektronmikroszképpal nyert adatok egészségesekben

2,26x10° £ 6,3x10° | 3,69 x10°+9,3 x10° <0,001

7,21x10% + 1,55x10% | 9,17x10% + 1,42x103 <0,001

32.abra

felsd részben léva tct
(10000x nagyitds)

Alsé részben 1évo tct
(10000x nagyitds)

Also részben lévo tct

{50000x nagyitas) felsd részben 1évo tet

(50000x nagyitas)
“®Oom_

32. abra: Az alsé (A és C) és felsé frakcié (B és D) trombocitainak elektronmikroszkopos felvételei.
A kis nagyitasu képek az also (A) és felso (B) frakcioban 1évo vérlemezkék szamat és méretét mutatja. A
C és D jelzés alatt nagy nagyitasban megjelenitett vérlemezke lathato. A nyil a C jelzési felvételen egy a-
granulatumra mutat, mig a D-ben 1év0 csillag egy slrli granulatumot jelol. A skalaértékek A és B
tartomanyban 2 pm, C és D 500 nm.

p— T S
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4.1.3. Atomero-mikroszkopos felvételek eredménye

Az egészséges egyének vérébol nyert, also és felsd frakciobol szarmazod
vizsgalathoz az el6készités a trombocitakat sokkal kevésbé befolyasolja, mint az EM-
vizsgalatokhoz sziikséges el6készités. Rutin szerint az alap hematologiai paramétereket
K2-EDTA-s vérbol hataroztuk meg, ezért a morfoldgiai vizsgalatokhoz is ilyen vért

hasznaltunk.

Az AFM-mel a felszinhez k6t6dd trombocitdkat vizsgaljuk, azonban EDTA-S
vérbdl csak mosott trombocitak rogziiltek a mica felszinen, 20 perces iilepités és 30 perc
glutaraldehides fixalas utan. Azonban ezek is elmozdultak a pasztdzas soran, igy dehidralt
trombocitdkkal dolgoztunk tovabbiakban. A magassidg, az amplitddo, a fazis és a Z
szenzor képek egyarant azt mutattak, hogy mindkét fazis trombocitai rogziilés kozben
gomb alakot vehettek fel, kiteriiltek a felszinen, majd kiilonb6z6 mértékben

Osszehuzodtak (33. abra).

33.abra

o
o™~

Hm

0 4 8 12 16 20
um pm

Alsé rész Felsd rész

33. abra: Trombocitik AFM-képe a szedimentalt vérbél

Az 0Osszehuzodas mértékére jellemzden latszik a kiteriilt membran és annak
Osszehtizodéasakor a felszinen kapaszkodo allabak. A képen jol latszik, hogy az alsé fazis

trombocitai kiterjedésiikben és dsszehuzodott forméjukban is kiesebbek.

Az AFM programja a felszinen rogzitett trombocitdk magassagarol ¢&s
kiterjedésérdl szolgaltat képanalizisre alkalmas adatokat. A analizishez a fixalt és szaritott

trombocitamintak magassagképén kijeloltiik az egyedi trombocitakat és a programmal

66



elvégeztettiik azok analizisét. Az alsé ¢és fels6 fazisban 1évé trombocitdk
Osszehasonlitdsra a térfogatot és a kozéppontban mért magassagot mutatja az 34. abra.
Az 0Osszehasonlito statisztikai analizis szerint (paratlan t-teszt) a fels6 fazis
trombocitainak térfogata nagyobb volt, mint az also fazisé¢ ([fL] atlag+SE: 1,7+£0,12 és
1,1£0,06+ p <0,001). A kozépmagassagok nem kiilonboztek szignifikdnsan ([nm]
atlag+SE: 456+20 és 484+0,20). A maximum minimum értékeit adjuk itt meg a magassag
maximum- ([pum] 351-885), teriilet- ([um?] 8-25), keriilet- ([um] 12-25), hossz- ([um] 3-

7) és szélesség adatokra ([um] 3-5), mert nem kiilonboztek ezek sem.

4. P<0.001 o =NS

a 1 g 10007 T
=, 3 £ 8001 =+ |,
- (@)] —
S ® 600
£ 2 ©
2 S 4001
S 1- S L 1
= w5 200+
L —
04— . 01— .
Alsé  Fels6 Als6  Fels6

34. abra: Trombocitik AFM paramétereinek box és whiskers Tukey-szerinti grafikus abrazolasa. Az
adatok négy negyedes eloszlasanak kozépso két negyedét mutatja doboz (IQR, interkvartilis tartomany),
benne a keresztvonal az adatok medianjat jelzi. A fels6 és alsd szorasvonalak az IQR +1,5xIQR értékeket,
az egyedi jelek az ezen kiviili értékeket mutatjak.
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4.2.Clopidogrelt szeddk és a kontroll csoport vizsgalati eredményei

4.2.1. Demografiai és laboratériumi eredmények

Prospektiv vizsgalatunkban els6é 1épéseként Osszesen 46, stroke szekunder
prevencid miatt gyodgyszeres antitrombotikus kezelésben részesiild beteg adatait
(atlagéletkor: 66+8, férfi: 31) hasonlitottuk Ossze 15 egészséges egyén adataival
(atlagéletkor: 40+13 ¢év, férfi: 6). A csoportok demografiai jellemzoit, kiindulési
laborértékeit tablazatban Osszegeztiik (9. tablazat). Az eritrocita-szedimentacios rata
(ESR) szignifikdnsan magasabb volt a betegpopulacioban (p<0,001), a CRP tekintetében
nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott. Sem a teljes trombocitaszamban,
sem pedig az MPV-értékben nem észleltiink szignifikans kiilonbséget annak ellenére,
hogy a kontroll csoport tagjai jelent6sen fiatalabbak voltak (p<0,001). Hasonléan nem
talaltunk kiilonbséget a BMI, a hematokrit és a leukocitaszam értékében sem. A
clopodogrel csoportban a dohanyosok szama tobb, mint négyszerese a kontrollhoz képest.

(9. tablazat).

Clopidogrel szedék
Kontroll (n=15) p
(n=46)
Eletkor 40+13 668 <0,001
Nem (férfi/né) 6/14 31/15 0,06
BMI 25+3 27+4 0,119
Dohanyzas (%) 2 (18) 9 (19) 0,586
CRP (mgl/l) 1,70 (0,8-3,1) 1,75 (0,7-3,5) 0,237
ESR (mm/éra) 2 (1-4) 10 (6-18) <0,001
Hematocrit (%) 42,8+0,9 43,6+0,7 0,416
Leukocita (G/I) 6,3+1.2 8,3£1.7 0,251
Vérlemezke (G/1) 282+75 239 £ 65 0,098
MPV (fl) 10,2£1.6 10,7+0.9 0,528

BMI= body mass index, CRP= C-reaktiv protein, ESR= eritrocita szedimentacids rata, MPV= mean platelet
volume.Az adatokat mint atlag+SD illetve abszolut érték (%), kivéve CRP és ESR, melyeket median és 25-
75 percentilis abrazoltuk

9. tablazat: A kontroll csoport és a clopidogrelt szed6 egyének demografiai és laboratériumi adatai
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4.2.2. Vérlemezke antiszedimentacios rata (TAR)

A trombocita antiszedimentacidos rata (TAR) nem mutatott szignifikdns
kiilonbséget a kontroll csoport, valamint a beteg populacié értékei kozott, azonban a
betegcsoportban magasabb TAR-tendencia volt megfigyelhet6 (10. tablazat). Mindkét
csoportban meghatarozasra keriilt az MPV. Ezt 0Osszehasonlitottuk a kiilonb6zo
alcsoportokban (teljes vér, alsé frakcid, felsd frakco). Az MPV értékben (10. tablazat)
nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget sem a beteg populéciot Osszehasonlitva az
egészségesekkel, sem pedig a csoportokon beliil (teljes vér vs. felso frakceid, teljes vér vs.

alsoé frakcio, felso vs. also frakcio).

Kontroll (n=15) Clopid(%g:r:é)szedﬁk 0
Felsé tct szam (G/L) 316 (218-478) 345 (301-428) 0,68
Also tct szam (G/1) 88 (51-124) 71 (54-86) 0,43
TAR (%) 58,5 (45,0-67,5) 67,7 (61,7-72,9) 0,15
MPV (1) felsé 10,7 (10,0-10,8) 10,8 (10,2-11,6) 0,30
MPYV (f1) alsé 10,0 (9,8-10,6) 10,5 (9,8-11,2) 0,47
LCR felsé (%) 28,9 (24,5-30,6) 33,0 (26,8-38,9) 0,14
LCR alsé (%) 25,5 (22,7-28,7) 30,5 (24,2-36,2) 0,14

Az adatokat, mint median és 25-75 percentilis abrazoltuk. tct=trombocita, TAR=trombocita
antiszedimentacios rata, MPV= mean platelet volume, LCR= large cell ratio
10. tablazat: Vérlemezke adatok egészségesekben és clopidogrel szedékben

4.2.3. Impedancia-aggregometria betegekben és egészségesekben

Az aggregometriai vizsgalat soran (Multiplate® Analyzer) szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk a betegek also és a felsd frakcidiban mért AUC-értékek kozott
a vér egyoras iilepitését kovetden (teljes vér vs. alsé frakcid: median 41,5, IQR: 29,0-5,0
vs median 18,0, IQR: 14,0-23,0; teljes vér vs. fels6 frakcio: 41,5, 29,0-54,0 vs 57,5, 33,0-
79,0; p<0,001) (35. abra). Szembet(ind, hogy a mért AUC-értékek a felsé frakcioban a
clopidogrelt szedé betegek 59%-aban (n=27) meghaladtdk a terdpias tartomany felsé
hatarat (AUC: 0-53). Kérdés volt, hogy a clopidogrelkezelésre nem reagalo (teljes vér
Multiplate alapjan non-reszponderek, n=12) betegek ¢és a felsd frakcioban mért 53 feletti
AUC értékkel rendelkez6 betegek atfedést mutatnak-e. A 12 non-reszponderb6l 11-nek a
felsé frakcioban is 53 feletti AUC-értéket mértiink, igy a két csoport kdzotti kozotti

koincidencia szignifikans volt (p=0,001).
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Hasonloképp, a teljes vérbol mért AUC-értékek a kontroll csoportban szignifikans
eltérést mutattak mind a felsd, mind pedig az als6 vérfrakciobol meghatarozott AUC-
értékekhez képest (teljes vér: median 73,5, IQR: 59,5-78,5 vs. felso frakcio: 112,5, 73,0-
137; teljes vér: 73,5, 59,5-78,5 vs. als6 frakcio: 23,0, 16,0-35,0, p=0,005) (35. abra).
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35. abra: A Multiplate-tel mért aggregacio (AUC=area under the curve) a teljes vérben és a felso és
also frakcioban, az egészséges és clopidogrel szedé csoportokban

A teljes vér AUC-értékek és a felso frakcioban mért AUC-értékek szignifikansan
magasabbnak bizonyultak a gydgyszert nem szedd egészségesekben a clopidogrel szedd
betegekkel Gsszehasonlitva (p<0,001) (11. tablazat). A felsd frakcioban mért AUC-
értekek az egészséges populacio 40%-aban (n=6) magasabb volt a normal tartomany felsd
értékénél (AUC: 53-122) (35. abra). Mindekdzben, az also frakcidban mért AUC-értékek
szignifikdns kiilonbséget nem mutattak az egészséges €és a betegcsoport kozott
(egészséges vs. beteg: 23,0, 16,0-35,0 vs 18,0, 14,0-23,0). Ezek az értékek a hatdsos
antitrombotikus terapids tartomanyban voltak (AUC: 0-53), még az egészségesekben is
(35. abra). Az aggregacio (AU) és a velocity is szignifikans eltérést (<0,001) mutatott a
csoportok kozt a tejles vérben és a felsod frakcioban egyarant. Az also rész aggregacidja

¢és a velocity kozt ilyen 0sszefiiggés nem volt kimutathat6 (11. tablazat).
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Kontroll Clopidogrel szedok
(n=15) (n=46) P

AUC 73,5 (59,5-78,5) 41,5 (29,0-54,0) <0,001
AUC felsé 112,5 (73,0-137) 57,5 (33,0-79,0) 0,003
AUC alsé 23,0 (16,0-35,0) 18,0 (14,0-23,0) 0,26

Aggregacio, AU 135 (105-146) 76,3 (59,3-107,3) <0,001
Aggregicio felsé AU | 164 (131-203) 100,1 (48,8-138) <0,001
Aggregacié alsé AU | 39,8 (34,1-60,4) 37,4 (30,8-45,8) 0,200
Velocity 15,1 (12,2-16,6) 9.4 (7,4-11,4) <0,001
Velocity felsé 27,5 (17,5-33,6) 12,3 (6,5-21,1) <0,001
Velocity alsé 5,3 (5,0-7,0) 5,1 (4,3-6,5) 0,254

Az adatokat, mint median és 25-75 percentilis abrazoltuk. AUC= area under the curve, AU= aggregation

unit

11. tablazat: Impedancia aggregometriai adatok egészségesekben és clopidogrelt szedokben

4.2.4. Vérlemezke paraméterek és impedancia aggregometria betegekben

A vérlemezke-aggregiciot gatldo gyogyszert (75 mg clopidogrelt) szedd
betegekben, mind a felsé frakcioban mért MPV (r=0,311, p=0,04) (36.A abra). mind
pedig a felsé frakciobol meghatarozott PLCR (%) érték (r=0,373, p=0,04) pozitivan
korrelalt a fels6 frakcioban mért AUC-értékekkel (36.B abra).
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36. abra: A felso frakci6 AUC-eredményének osszefiiggése a felsé rész MPV (A) illetve PLCR% (B)
értékével
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4.2.5. Reszponder vs non-reszponder betegek

A 75 mg clopidogrelt szedd betegeket a Multiplate® analizator segitségével
reszponder (AUC<53, n=34) ¢és non-reszponder (53<AUC, n=12) alcsoportokra
osztottuk. Ezt kdvetden dsszevetettiik a H-IPF (%) értekét az also és a felsd frakcioban a
az egészséges csoport és a clopidogrel szedd reszponder ¢és non-reszponder
alcsoportokban. A felsé frakcioban a H-IPF aranya szignifikansan magasabb a non-
reszponder alcsoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva (median: 1,7, 25-75
percentilis: 1,15-2,0 vs 0,9, 0,8-1,35, p=0,04). A non-reszponder és a reszponder
alcsoport értékeinek Osszevetésekor a kiilonbség nem szignifikans, azonban a trend
hasonlo, mint a fentiekben. A fels6 és az also frakciod dsszehasonlitasakor, a H-IPF (%)
minden egyes alcsoportban magasabbnak bizonyult a felsé frakcidoban (egészséges
csoport: 0,9, 0,8-1,35 vs 0,8, 0,8-1,0, p=0,04; reszponderek: 1,2, 0,8-1,4 vs 0,7, 0,6-1,2,
p<0,001; non-reszponderek: 1,7, 1,15-2,0 - 0,9, 0,7-1,55, p=0,02) (37. abra).
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37. abra: H-IPF (%) az also és a fels6 frakciokban egészséges kontroll csoportban és a clopidogrel
reszponder és non-reszponder alcsoportokban

TAR-értékek nem mutattak szignifikans kiilonbséget a non-reszponder
csoportban a reszponderekhez viszonyitva (median: 71,9, 25-75 percentilis: 63,6-74,3 vs.
67,2, 60,3 71,0, p=0,20). A TAR pozitiv korreldciéot mutat a teljes frakciobol
meghatarozott MPV-értékekkel a teljes betegcsoportban (Spearman korrelacio: r=0,300,
p=0,04) és a reszponder alcsoportban (0,364, p=0,04), azonban ez a korreldciéo nem volt

kimutathat6 a non-reszponder csoport tagjai kozott. Az életkor, a TAR, az ESR és a CRP,
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valamint a felso frakcioban mért H-IPF, LCR, MPV, AUC értékek bevonasaval binaris
logisztikus regressziot végeztiink a clopidogrel kezelés ellenére fennalldo rezidudlis
vérlemezke aggregacio (HRPR, ,,non-reszponder” statusz) fiiggetlen prediktoranak
keresése céljabol. Ez alapjan egyediil a fels6 rész AUC-értéke tekinthetdé a kezelés
ellenére fennallé rezidualis magas trombocitareaktivitas fiiggetlen rizik6faktoranak (OR:
1,06, 95%CI: 1,007-1,120, p=0,027). ROC analizis soran meghataroztuk, hogy a fels6
frakcidban mért AUC>62 értek 84%-0s szenzitivitassal és 71%-o0s specificitassal képes
eldre jelezni a ,,non-reszponder” status fennallasat (Area: 0,863, 95% CI: 0,728-0,998,
p<0,001) (38. abra).
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38. abra: A felsé frakcioban mért AUC-érték ROC gorbéje a non-reszponder status elérejelzésére
(ROC analizis)
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5. DISZKUSSZIO

crer

mozgasat egy Oras gravitacios szedimentécio soran, clopidogrel kezelés alatt all6 poszt-
stroke betegekben, valamint egészséges oOnkéntesekben. Uj fogalomként Kkeriilt
bevezetésre a trombocita antiszedimentacidos rata (TAR, angol nyelven platelet
antisedimentation rate, PAR roviditéssel lett publikalva). Trombocita antiszedimentacios
rata szamitasara egy képletet hoztunk létre, mely a vérlemezkék azon hanyadat fejezi ki
%-ban, melyek a véroszlop kézépvonalat keresztezik a teljes vér egyoras szedimentacioja

soran.

A szeparaciot kovetden az egészséges onkéntesekbdl szarmazo vérlemezkék a
felsd frakcioban ADP jelenlétében az egyének 38%-aban fokozott aggregabilitast
mutattak. Ez korreldl a korabbi irodalommal, miszerint az éretlen vérlemezkék
reaktivitasa fokozott az érett alakokhoz képest, mely protrombotikus tényezd (148).
Morfologiailag a felsé frakcidban elhelyezkedd vérlemezkék teriilete, keriilete nagyobb
volt és a vélhetden fiatalabb trombocitak tobb a-granulumot tartalmaztak az EM-képeken
(149). Korabbi tanulmanyok mar felhivtak a figyelmet, hogy a nagyobb és hiperdenzitast
mutatd vérlemezkék funkcionalisan, az aggregabilitdas szempontjabol fontosabbak
lehetnek, mint a kisebb, kevesebb dense granulumot tartalmazé trombocitak (150). Az
aszcendalo trombocitak 0sszefiiggést mutattak a vérlemezkék koraval (IPF, H-IPF %), és
a trombocitak térfogataval, méretével (MPV, LCR). Erdekes azonban az, hogy a TAR-
értek nem korrelalt az MPV, IPF, H-IPF értékekkel. Szignifikans negativ korrelaciot
sikeriilt azonositanunk a TAR és az AUC, velocity, aggregacio-értekek kozott az also
frakcioban. Feltételezésiink szerint, a TAR az érett/éretlen vérlemezke szubpopulaciok

aranyanak indirekt indikétora lehet.

Az egészséges vérlemezkék individudlis diverzitdsara hivja fel az a megfigyelés a
figyelmet, hogy a fels6 frakcioban 1évo trombocitak ex vivo ADP hozzaadasat kovetden
hiperaggregabilitast mutattak, mig az iilepedd vérlemezkék teljesen aggregacio gatlasban
voltak, minden farmakologiai intervencid nélkiil. Feltehetéleg ennek a jelenségnek a
hatterében az all, hogy az iilepedd (6regebb) vérlemezkék mar korabban kibocsatottak
magukbol a trombo-inflammatorikus mediatorokat az alfa granulumokbol, emiatt
elvesztették az ADP-dependens aktivacios képességiiket ex vivo. Azonban ennek

tisztazéasara tovabbi vizsgalatokat sziikséges elvégezni. Meghataroztuk az endogén ADP-
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szintet mindkét vérfrakciokban, azonban ebben szignifikdns kiilonbséget nem talaltunk

(nem abrazoltuk).

Csillampala lemezre rogzitett trombocitak morfologiai AFM-képe EDTA-val
antikoagulalt vérbdl tortént. A fixalt és dehidrdlt trombocitak képe a trombocitdk
részleges aktivaciojat mutatta filopodidk és kiilonb6zo mértékben lamellopodidk
megjelenésével. A citoszkeletaris rendszer a cellularis elemekkel viszonylag magas,
centralis, félgdmb alakot képez. Ezzel a vizsgalattal térfogatukban kiilonboznek
egymastol a vér also és felsd frakcidibol izolalt trombocitak egyoras szedimentacid utan.
A félgombszerl rész terjedelme kisebb, amit térfogatméréssel kvantitaltunk, de mas
morfologiai jellemz6ik hasonloak. AFM lehetévé teszi a szedimentalodott trombocitak
morfoldgiai  jellemzését, az  aktivdlodds részleteinek tovdbbi  vizsgalatat.
Szedimentacioval szeparalt trombocitdk AFM-vizsgalatira nem talaltunk kozleményt.
Nem szeparalt vérbél AFM-mel a trombociték térfogatara vonatkozoan egy kozleményt

talaltunk, melyben hasonld a trombocitak térfogata (151).

A clpodidogrel vs egészséges kontroll tanulmanyunkban is megvizsgaltuk a
TAR-értéket befolyasold tényezoket. Pozitiv korreldcid volt kimutathato a CRP
szérumkoncentracidja, valamint a vérlemezke-szdm vonatkozdséban a felsd frakcioban.
Ez arra utal, hogy a felfelé mozgo, flotalo vérlemezkék szerepet jatszhatnak a gyulladasos
folyamatokban, azok meghataroz6 tényez6i Ilehetnek (152,153). Nem csak
experimentalis, hanem egyre tobb klinikai evidencia mutat 6sszefiiggést CRP-értek és a
vérlmezke-aktivacio kozott (152,153). A non-reszponder alcsoportban a CRP
koncentrécio pozitiv 0sszefiiggést mutatott a H-IPF arannyal a fels6 frakcioban, mely arra
utalhat, hogy a fokozott szisztémas gyulladasos valasz sszefiiggésben lehet az éretlen
vérlemezke-képzodéssel (153,154). Ez hasonlosagot mutat a mi megfigyelésiinkkel is,
miszerint a legnagyobb H-IPF arany a non-reszponder csoport fels6 frakcidjaban volt
megfigyelhetd (155,156). A szeparaciét kovetden elvégzett trombocitafunkcios
vizsgalatban a vérlemezkék hiperreaktivitast mutattak a clopidogrelt szedé betegek 59%-
dban. Osszefoglalva ezeket az eredményeket, ugy véljiik, hogy a krénikus gyullad4sos
allapot 0sszefiiggésben lehet a megndvekedett vérlemezke turnover-rel, melyre az éretlen
vérlemezke frakcié méretének novekedése utal. Ezen igen aktiv vérlemezkék tehetok
felel6ssé az ex vivo fokozott vérlemezke-aktivacio kialakulasaért. Korabban alkalmazott
vérlemezke-szeparacion alapuld modszerek szintén mutattak kiilonbséget a vérlemezkék

aggregacios tulajdonsagaiban, igy valdszintsithetd az, hogy a nagyobb (éretlenebb)
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trombocitak funkcionalisan fontosabbak a kisebb tarsaiknal (157). A TAR, igy a felfelé
szallo vérlemezkék aranya a legnagyobb a clopidogrelt szedé non-reszponder betegekben
volt. A kiilonbség a reszponder betegekhez képest nem volt szignifikdns, mig az
egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva igen. A non-reszponder vs reszponder
Osszehasonlitasban az esetszam novelését tervezziik. A non-reszponder csoport felsé
frakcidjaban észlelt gyakori AUC>53 a késébbiekben segithet a rezidualis magas
trombocitareaktivitassal (HRPR) bird egyének rizikobecslésében, egyuttal a személyre

szabott terapia megvalasztasaban (dozisemelés vagy hatdéanyagvaltas).

Megemlitendd tovabba az is, hogy a felfelé mozgd trombocitdk vélhetden
fiatalabbak és hiperreaktivitasuk Osszefiiggésben allhat azzal, hogy tobb trombo-
inflammatorikus molekuladt tartalmaznak, mig az iilepedd vérlemezkék, vélhetden
,oregebbek”, ADP hozzaadasaval sem aktivalhatdéak. A megfigyelt szeparaciés folyamat
mozgatorugoi egyeldre nem ismertek. Tovabbi vizsgalatok tisztazhatjak azt, hogy mely
individudlis vérlemezke-jellemzOk tehetdk feleldss¢ a jelenségért. Mint jovobeli
perspektiva, tisztazasra var a trombocitdk és egyéb gyulladassal Gsszefiiggésben 1€vo
molekulak interakcidja. Tervezziik a trombocitaeredetii €s mas alakos elemekhez illetve

endotélhez kotheté mikropartikulumok aramlasi citometrias vizsgalatat is (158,159).

Fontos megemliteni, hogy a kezelés ellenére fenndlld rezidudlis magas
trombocitarekativitas mechanizmusa egy nagyon Osszetett folyamat eredménye. A
vérlemezkék multiplex szerepkorrel birnak, nem csak a hemosztazis, gyulladasos
folyamatok szabalyoz6i, hanem hozzajarulhatnak az érfalban zajl6 patologias folyamatok
Kialakulasaban is (ateroszklerdzis, trombozis), tovabba fontos szerepiik van az érvédd
folyamatok fenntartasaban (160). Vizsgalatunk eredeti célja az volt, hogy a rezidualis
magas trombocitareaktivitassal (HRPR) rendelkez6 betegek felismerését a TAR és az

impendancia aggregometria kombinalt hasznalataval pontositsuk.

Vizsgalatunk pilota tanulmany volt, azonban a kis esetszdm miatt tovabbi mérések
sziikségesek. A nem vérlemezke eredetli modositd tényezok feltdrasa szintén sziikséges.

Jelen vizsgalatunk egy késdbbi tanulmany ,,proof of concept™ alapja lehet.

Végezetiil elmondhatjuk, hogy vizsgéalatunk soran lényeges kiilonbségeket sikertilt
feltarnunk a trombocitdk karakterisztikdjaban (pl. méret, granulumok fajtaja, szama,
aggregabilitds) az altalunk kifejlesztett lj szedimentacids technikaval. A vizsgélat

klinikai jelentos€gét az adja, hogy a modszer nagyobb esetszamon valo validalasa utan a
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kardio- és cerebrovaszkularis, betegségekben szenvedék a Multiplate-nél szélesebb korii
és olcsobb vizsgalatat biztosithatja (155,161). Reményeink szerint, a vérlemezke
antiszedimentacio vizsgalataval személyre szabott és 1) megkozelitéssel tarhatjuk fel a
clopidogrelszed6 betegek magas rezidualis vérlemezke-reaktivitasanak hatterében alld
tényezoket (162). Tovabbi célunk a TAR ¢és a szarmaztatott vérlemezke paraméterek akut
ischaemias stroke-ban val6 vizsgalata, valamint a klinikai kimenetellel valo kapcsolatuk

feltarasa a jovében (155,162-164).
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6. UJ MEGALLAPITASOK, OSSZEGZESEK

6.1. Uj megallapitasok
Trombocitak flotaciojanak vizsgalata

1. Egy eddig még nem hasznalt 4j modszer — trombocita antisztedimentacios rata
(TAR) — keriilt bevezetésre a vérlemezke tulajdonsagainak vizsgalatara. A vizsgalatok
soran megallapitast nyert, hogy a szeparacids technikéval kettévalasztott vérlemezkék

szamos tulajdonsagukban (lasd az eredmények fejezetet) kiilonboznek egymastol.

2. A TAR a clopidogrelt szed6 betegekben, bar nem szignifikansan, de magasabb,
mint az egészséges kontrollban (median: 67,7 vs 58,5%), viszont az életkori atlaguk
szignifikansan nagyobb volt a kontrollhoz viszonyitva (66 vs 40 év, p<0,001). Tovabbi
vizsgalatokat indokol annak eldontése, hogy a bioldgiai dregedés vagy mas tényezok
(trombocitak Oregedése, szisztémds gyulladdsos vagy vaszkuldris betegség) all-e a

jelenség hatterében?

A trombocitik morfologiai vizsgalata transzmisszios elektronmikroszkoppal és

atomero-mikroszkoppal

1. Elekronmikroszkopos vizsgalat elszor tortént antiszedimentacioval szeparalt
trombocitakon. Sikeriilt kimutatni, hogy a felsé frakcioban 1,6x tobb az a-granulum,
illetve ezen vérlemezkék keriilete, teriilete is szignifikansan nagyobb, mint az also

részben talalhatoké.

2. Az irodalomban eddig nem jelent meg kozlemény szeparalt trombocitdk AFM
vizsgalatarol. Megallapitottuk, hogy a fels6 fazisban a trombocitdk térfogata

szignifikansan nagyobb.

Az éretlen trombocitafrakcio (IPF), a nagyméreti trombocitaarany (P-LCR) és az

atlagos trombocitatérfogat (MPV) vizsgalata

1. Megallapitottuk, hogy a szeparaciot kovetden nyert felsd frakcioban a H-1PF %-
os aranya legmagasabb a non-reszponder alcsoportban, mely kiilonbség a kontroll

csoporthoz viszonyitva szignifikdnsnak bizonyult (median: 1,7 vs 0,9%, p=0,04).
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2. A felsé és az also frakcid 6sszehasonlitasakor a H-1PF (%) minden egyes alcsoport
esetén a felso frakcioban bizonyult magasabbnak, tehdt a nagyon éretlen trombocitak a

szedimentaci6 soran felfelé mozognak (p=0,04, p<0,001, p=0,02).

3. A TAR pozitiv korrelaciot mutatott a teljes vérb6l meghatarozott MPV értékekkel
a teljes betegcsoportban (r=0,300, p=0,04) és a reszponder alcsoportban (0,364, p=0,04).

Ez a korrelacié azonban nem volt kimutathat6 a non-reszponder csoport tagjai kozott.

4. A masodik periodusban vizsgalt egészséges csoportban az atlagos vérlemezke-
térfogat (MPV), az abszolut értékii éretlen trombocitafrakcio (IPF), valamint a szazalékos
aranyban kifejezett H-IPF szignifikansan magasabb volt a felsd frakcioban az alsbhoz

viszonyitva.
Trombocitaaggregacio (TAG) mérése a két vizsgalati periodusban

I. Egészséges csoport vizsgalati eredményeinek megallapitasa:

1. Az aggregometriai vizsgalat sordn szignifikéans kiilonbséget tapasztaltunk az also

¢s a felso frakcio gorbe alatti teriiletértékei (AUC) kozott.

2. A gorbe meredekségét jelzo ,,velocity” értékek szignifikéans kiilonbséget mutattak
mind a teljes vér vs fels6 illetve alsd, mind pedig a felsé vs alsd vérfrakciok

o0sszehasonlitasakor.

3. Kiemelendd, hogy a felsé frakcioban mért AUC-értékek az egészséges kontrollok
38%-aban tullépték a normal aggregécios tartomany (53-122) felsé hatarat, mely arra
enged kovetkeztetni, hogy a felfelé vandorld trombocitak ex vivo hiperaggregabilitast

mutatnak ADP jelenlétében.

4. Az also frakcioban mért AUC-értékek olyan tartoméanyban voltak, ,,mintha efektiv
aggregaciogatlas allna fenn”. Ez arra enged benniinket kovetkeztetni, hogy a

szedimentalodott trombocitak nem aktivalhatok ex vivo ADP hozzaadasaval.

5. A TAR az als6 frakcioban szignifikans negativ korreldciot mutatott az AUC, az

aggregacio nagysaga (AU), valamint a gérbe meredekségét jelz6 ,,velocity” értékekkel.
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1. Clopidogrelt szedd és egészséges kontroll vizsgalati eredményének megallapitasa.:

1. Az aggregometriai vizsgalat soran a teljes vérbol mért AUC-¢értékek szignifikans
eltérést mutattak mind a felsd, mind pedig az alsé vérfrakciobol meghatarozott AUC-

értekekhez képest.

2. A clopidogrelt szedé betegek felsé frakciojaban mért AUC-értékek 59%-ban
meghaladtik a terapids tartomany felsd hatarat. A fels¢ frakcidban mért 53 feletti AUC-
értékkel rendelkezd esetek és a clopidogrel kezelésre nem reagalok (non-reszponder

betegek) k6zotti koincidencia szignifikans volt (p=0,001).

3. Az egészséges populacio 40%-ban a felsé frakcioban mért AUC-érték magasabb
volt a normal aggregacids tartomany felsé értékénél (AUC: 53-122), melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a felfelé vandorlo vérlemezkék ex vivo hiperaggregabilitast
mutatnak ADP jelenlétében. Az alsé frakcidban mért AUC-értékek azonban nem

mutattak szignifikans kiilonbséget az egészséges €s a betegcsoport kozott.

4. Mind a teljes vérben, mind a fels¢ frakcioban, a fiiggéleges tengelyen abrazolt
aggregacios egyseég (aggregation unit, AU) és a gorbe meredekségét jelzo ,,velocity”
szignifikansan alacsonyabb volt a clopidogrel szedokben, mint egészséges kontrollokban
(valamennyi, p<0,001). Ezzel szemben az als6 frakcidban mért AU és ,,velocity” értékek
tekintetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott. Ez utobbi
eredményeink azt sugalljak, hogy a szedimentdlod6 (vagy flotadciét nem mutato)

vérlemezkék az aggregacidban nem vesznek részt.

5. Clopidogrelt szed6 betegek esetén a fels6 frakcioban mért MPV és PLCR (%)

pozitiv korrelaciot mutatott a fels6 frakcioban mért AUC értékkel.

6. A fels6 rész AUC-értéke tekinthet6 a kezelés ellenére fennallo rezidualis magas
trombocitareaktivitas (HRPR) fliggetlen rizikofaktoranak. A felsé frakcidban mért 62
folotti AUC érték 84%-os szenzitivitassal és 71%-os specificitassal képes eldre jelezni a

,non-reszponder” status fennallasat.
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6.2. Osszegzés

crcr

1. Megallapithatjuk, hogy a teljes vér egyoras szedimentacidjaval kettévalasztott
vérfrakciok vérlemezkéi szdmos tulajdonsagukban (lasd az eredmények fejezetet)

kiilonboznek egymastol.

2. Az altalunk elészor leirt ) modszer — trombocita antisztedimentacios rata (TAR) — az

¢letkorral és bizonyos patoldgias valtozasokkal allhat dsszefiiggésben.

3. A TAR-érték diagnosztikus szerepe a kezelés ellenére fennalld rezidualis magas
trombocitareaktivitas (HRPR) tovabbi vizsgalatot igényel nagyobb betegszam

bevonasaval.

crer

crer

crer

aggregdcios tulajdonsagaival allhat Osszefliggésben, ezt morfologiai (EM és AFM)

eredmények is alatdmasztani latszanak.

7. A transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeken a fels§ frakcioban 1évo
trombociték teriilete, keriilete nagyobb volt, mint az als6 rész trombocitaké, valamint tobb

a-granulum volt kimutathat6 benntik.

8. Az AFM tovabb pontositja a szedimentalodott vérlemezkék morfologiai analizisét
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7. A KUTATAS KORLATAI

(1). Betegek gyogyszerbevételi szokasai eltérhetnek.
(i1). Betegek tarsbetegségei, dohanyzas, alkohol és kavézasi szokasai eltérdek voltak.

(iii). Betegek gyogyszermetabolizmusat nem vizsgaltuk, igy abban individualis

kiilonbségek lehetnek.
(iv). Egyéb gyogyszerek befolyasold hatasat nem néztiik.
(v). Az egészséges kontroll csoport fiatalabb volt.

(vi). A mintaméret viszonylag alacsony.
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8. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACT = activated clotting time

ADP = adenozin-difoszfat

AFM = atomic force microscop

AlS = akut iszkémias stroke

ASA = acetilszalicilsav

AU = aggregation unit

AUC = area under the curve

CAD = coronary artery disease

cAMP = ciklikus adenosin-monophosphat
CPB = cardiopulmonaris bypass

CRP = C-reaktiv protein

DTS = dense tubular system

ECMO = extracorporeal membrane oxygenation
ESR = erythrocyta szedimentacios rata

GP = glycoprotein

HDL = High-density lipoprotein

H-1PF = high-fluorescent immature platelet fraction
HT = hydroxytryptanin

HTRPR = high on treatment residual platelet reactivity
IL = interleukin

IPF = immature platelet fraction

LAR = leukocita antiszedimentacids rata

LCR = large cell ratio



LDL

LRPR

MAR

Mli

MP

MPV

MRNS

NAR

NETs

NOAC

NSAID

NVAF

OAC

PAR-1

PCT

PDW

PE

PF4

POCT

PPP

PRP

PS

RP

RPR

Low-density lipoproteins

low residual platelet reactivity
monocita antiszedimentacios rata
myocardialis infarctus
mikropartikulumok

mean platelet volume
messenger ribonukleinsav
neutrofil antiszedimentacios rata
neutrophil extracellular trapset
novel oral anticoagulants
Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug
nonvalvular atrial fibrillation
oral anticouagulatio

protease activated receptor-1
plateletcrit

platelet distribution width
foszfatidil-etanolamin

platelet factor 4

point of care testing

platelet poor plasma

platelet rich plasma
foszfatidil-szerin

reticulated platelet

residual platelet reactivity
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SCCS

SCCS

SDF-1

TA

TAG

TAR

TAT

TEM

TF

TTP

TXA2

VLDL

Surface-Connected Canalicular System
surface-connected canalicular system
stroma derived factor 1

trombocita also

trombocitaaggregacio gatlas
trombocita antiszedimentacios rata
turn-around-time

transzmisszios elektronmikroszkdpia
trombocita felsd

trombotikus trombocitopénids purpura
thromboxane A2

very low-density lipoproteins

von Willebrandt faktor

Westergreen
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9. TABLAZATOK JEGYZEKE
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4. tablazat: Aszpirin, Aszpirin-dipiridamol és clopidogrel tanulmanyok

5. tablazat : Az éretlen trombocita mérésére hasznalt aramlési citometria és a Sysmex

sorozat néhény jellemzdjének Osszehasonlitasa
6. tablazat: Egészséges onkéntesekben mért vérlemezke-paraméterek
7. tablazat: Egészséges onkéntesekben mért vérlemezke-aggregabilitasi adatok
8. tablazat: Transzmisszids elektronmikroszkoppal nyert adatok egészségesekben
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11. tablazat: Impedancia-aggregometriai adatok egészségesekben és clopidogrelt

szed6kben
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10. ABRAK JEGYZEKE

1. abra: Schultze eredeti abraja és eredeti angol leirdsa az altala kis, kerek gdmbként

jellemzett ,,harmadik™ elemrdl

2. abra: A vér alakos elemeinek (vérlemezke felszini képe: B) sematikus dbrazolasa és

eredeti angol jellemzése Bizzozero munkajabol

3. abra: Erfali trombusképzddés sematikus dbrazolasa és eredeti angol leirasa Bizzozero

altal

4. abra: A vérsejtképzddés folyamata. A megakariocita-eritrocita progenitor sejtbdl indul

ki a trombocitaképzés.
5. abra: A vérlemezke fobb szerkezeti egységeinek sematikus abrazolasa
6. abra: A primer hemosztazis élettana

7. abra: A ,vérelégtelenség” (,,haemorrhagic blood failure”), traumés koagulopatia

kialakuldsdnak folyamata
8. abra: Terapias valaszkészség vizsgalata trombocitaaggregacios kezelésben
9. abra: Trombocitaaggregacios kezelés utani rezidualis reaktivitas mérése
10. abra: Hidrodinamikai fokuszalas és DC (direct current) detektalas
11. abra: Tipusos trombocita eloszlasigorbe egy hematologiai automatan
12. abra: Fluoreszcens trombocita mérés Sysmex XN hematologiai automatan
13. abra: Platelet function Analyser (PFA-100™) késziilék miikodési elve

14. abra: Az dramlési citometria miikddési elve

15. abra: Az aggregométerben elhelyezett minta (PRP) atvilagitasa agonista adasa eldtt
¢s utan (balra), és egy egészséges egyén 1do - transzparencia gorbéje (jobbra)

16. abra: Multiplate® Analyzer késziilék

17. abra: A trombocitaaggregacio ¢€s kitapadas hatdsa a szenzor elektrodak kozti
impedancidra

18. abra: A trombocitaaggregacio mérési folyamata

19. abra: A trombocitafunkciéo mérés jellemz6 paraméterei

20. abra: A csatornakijelzén megjelenitett szamszer(i és grafikus adatok
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abra: Atomerd-mikroszkop sematikus mitkodési elve
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Abstract.

BACKGROUND: Elevated mean platelet volume (MPV) and immature platelet fraction (IPF) are predictive for vascular
risk. Both can be associated with residual platelet reactivity. We aimed to explore associations among platelet characteristics
and responder status in stroke patients on clopidogrel.

METHODS: Blood samples from 46 patients and 15 healthy subjects were analyzed for platelet count, MPV, IPF, large cell
ratio (LCR) and high-fluorsecent immature platelet fraction (H-IPF). As-anovelty, not only whole blood, but upper and lower
half blood samples after 1-hour gravity sedimentation were analyzed. Platelet aggregometry was used for the whole blood
and separated samples to explore area under the curve (AUC) in patients and controls.

RESULTS: The AUC of the whole blood showed significant differences compared to the upper and lower samples separated
after 1-hour sedimentation in patients and controls (p < 0.001 and p = 0.005 respectively). Remarkably, AUC measured in the
upper samples in 59% of patients on clopidogrel were €xceeding the therapeutic range suggesting that ascending platelets
exert aggregation in the presence of ADP. This observation was associated with increased MPV and LCR in the upper samples
(both p=0.04). Patients on clopidogrel were characterized as responders and non-responders and the percentage of H-IPF
was significantly higher among non-responders compared to controls in the upper samples (p =0.04).

CONCLUSIONS: The modified platelet function test may help to stratify patients with high residual platelet reactivity.

Keywords: Immature platelet, clopidogrel, aggregometry, ischemic stroke

1. Introduction

Platelets play a pivotal role in the development of atherothrombotic events [1]. Platelet populations
are heterogeneous in terms of age, size, reactivity, and susceptibility to anti-platelet therapy [2]. Imma-
ture platelets are presumed to be pro-thrombotic and hyperactive compared to mature platelets [3]. A
high platelet turnover rate can produce a higher proportion of immature platelet fraction (IPF) leading
to a residual platelet reactivity (RPR) in coronary artery disease (CAD) and stroke patients despite of
antiplatelet drugs. An increased IPF was recently found to be associated with an attenuated response
to clopidogrel [4].

By the analogy of erythrocyte sedimentation rate (ESR), leukocyte antisedimentation rate (LAR)
was developed and used as a simple clinical laboratory test [5]. Indeed, LAR reflects the flotation of
leukocytes in response to gravity, which is proportional to the number of activated leukocytes in the
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Westergren tube. Its clinical utility in early recognition of infection was proven in several conditions,
such as in sepsis, major surgery and post-stroke infection [6—8]. The rheological behavior of other
blood cell components such as platelets would also be of great clinical interest, therefore the modified
version of LAR, called platelet antisedimentation rate (PAR) was developed in our department. In this
context, we examined the motion of platelets during one hour gravity sedimentation similarly to ESR
or LAR.

The aim of the present study was to explore the motion of platelets in the Westergren tube during
1-hour gravity sedimentation in patients suffering from past ischemic stroke, who had been on
antiplatelet therapy and in normal controls. Besides, we also compared platelet functiontest in the whole
blood and the separated upper and lower fraction of samples following 1-hour gravity sedimentation
between healthy volunteers and patients.

2. Material and methods

2.1. Subjects

The study protocoll was approved by the University of Pécs Clinical Centre Regional and Institutional
Research Ethics Comittee (Ref. number: 6735, Clinical Trial No: NTC03679858). Written informed
consent was obtained from each patient and healthy volunteers.

A total of 46 patients (age: 66 & 8, male: 31) on antiplatelet therapy (75 mg clopidogrel once daily)
due to secondary stroke prevention and 15 healthy subjects (age: 39 &£ 13, male: 6) not taking any
medications were prospectively recruited into this.study. The selected patients were on regular medi-
cal check up at the Outpatient Clinic of the Department of Neurology. Fasting venous blood samples
were taken via a 21G peripheral venous canula from each patient and healthy subject. Patients were
instructed to take their daily clopidogrel at least 2 hours prior to blood sampling. Exclusion criteria
were acut infection and acute vascular events, such as acute ischemic stroke, transient ischemic attack,
acute myocardial infarction, acute coronary syndrome, thrombocytopenia (platelet count <150G/1),
congenital platelet abnormalities, congenital disorder of haemostatis (eg. haemophilia), anaemia and
patients on medical therapy influencing blood coagulation (eg. oral anticoagulants, novel oral anti-
coagulants, non-steroid antiinflammatory drugs). The comorbidities, medications and smoking status
were also recorded. Besides, the baseline ESR, C-reactive protein (CRP), and whole blood count were
measured.

2.2. Blood sampling

Venopuncture was performed from the cubital vein after short time strangulation of the arm with
21G BD vacutainer needle. The total blood count and the platelet antisedimentation rate (PAR, see
below) were measured of 2 x 3 ml blood samples taken into two vacutainers with EDTA (REF: 368856,
5.4md EDTA). Also, blood for platelet aggregometry was taken into 2 x 3 ml hirudin containing tube
for Multiplate® Analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

2.3. Platelet antisedimentation rate (PAR)

Modified whole blood gravity sedimentation technique was developed for studying platelet sedi-
mentation properties. After one hour gravity sedimentation the upper and lower half fraction of each
venous blood column were separately removed from the EDTA sedimentation tube and transferred to
another EDTA tube for further analysis. An automatic cell counter system (Sysmex XN 9000, Sysmex
Co, Japan, 2017) was applied to count the upward floating (ascending) and sinking (non-ascending)
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platelets in the separated samples. The platelet anti-sedimentation rate (PAR) indicates the proportion
of platelets crossing the midline of a blood column in an upward direction during one hour gravity
sedimentation expressed in percentage and calculated with the following equation:

upper platelet count — lower platelet count

PAR(%) = x 100
upper platelet count + lower platelet count

2.4. Impedance platelet aggregometry

Platelet function test from the whole blood was perfomed from a hirudin containing tube with a
Multiplate® Analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Another hirudin containing tube
was used for sedimentation, similarly to whole blood sedimentation in the EDTA-tube. After one
hour gravity sedimentation, the blood coloumn was devided into upper and-lower samples (Fig. 1).
Platelet aggregometry was universally performed 60 minutes after blood sampling using adenosine
diphosphate (ADP; 6.5 wM) as agonist. Aggregometry was simultaneously performed from the whole
blood, as well as form the upper and the lower blood samples. Aggregation level was expressed as the
area under the curve (AUC) (9, 10). AUC was calculated by a Multiplate® Analyzer using the product
of aggregation unit (AU) x time (minutes) [12]. After ADP stimulation, the normal aggregation range
was expected as AUC: 53—122 according to the manufacturer [9, 10]. Based on the whole blood AUC,
patients on clopidogrel were categorized as responders with AUC <53 and non-responders with AUC
>53.

2.5. Total blood cell count and IPF measurements

The total blood cell count was measured on Sysmex XN 9000 integrated automated hematology
analyzer (Sysmex Co, Japan, 2017) at'the Department of Laboratory Medicine. The platelet number
by fluorescent measurement (PLT-F) and the immature platelet fraction (IPF) were measured using the
fluorescent platelet channel of the analyzer. In this channel, platelets are specifically stained intracel-

.. Upper platelet

count (G/L)
\, Total platelet
| count(G/L)
.. Lower platelet
count(G/L)
0 60’

Fig. 1. Schematic drawing of platelet antisedimentation measurement.



4 E. Ezer / Prediction of residual platelet reactivity

lularly with fluorescent dye and measured on the principle of flow cytometry, analyzing the forward
scattered light (FSC), side scattered light (SSC) and side fluorescent light (SFL). The platelets are
counted and additionally, the plots in the area with high fluorescence intensities are separated as the
immature platelet fraction. The mean platelet volume (MPV), platelet large cell ratio (P-LCR), high
fluorescent immature platelet fraction (H-IPF) and absolute PLT-F count were recorded.

2.6. Statistical analysis

Data were evaluated using SPSS software package (Version 19.0, SPSS Inc, Chicago, USA). Cate-
gorical data were summarized by means of absolute and relative frequencies (counts.and percentages).
Quantitative data were presented as median and 25th—75th percentiles, as well as mean £ SD. The
Kolmogorov-Smirnov test was applied to check for normality. Chi-square test for categorical data
and Student-t test for continuous data were used for analysis of demographic and clinical factors.
Non-parametric Mann-Whitney U test was used for not normally distributed parameters. Correla-
tion analysis was performed calculating Spearman’s correlation-coefficient (r). A p-value <0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

A total of 46 patients (age: 66 + 8, male: 31) on antiplatelet therapy (75 mg clopidogrel daily) due
to secondary stroke prevention and 15 healthy/subjects (age: 40 & 13, male: 6) were prospectively
examined. Demography of patients and healthy controls and baseline laboratory data are summarized
in (Table 1). The ESR was significantly higher in the patient group compared to healthy individuals
(p<0.001). Neither in total platelet count, nor.in MPV were observed significant differences, however
the control group was significantly younger (p <0.001) (Table 1).

Table 1
Demography and baseline laboratory data

Control Clopidogrel p-value
Group (n=15) Group (n=46)

Age 40+ 13 66+8 <0.001
Gender (M/F) 6/9 31/15 0.06
BMI 25+3 27+4 0.119
Smoking (%) 2(13) 919 0.586
CRP (mg/l) NA 1.75 (0.7-3.5) NA
ESR (mm/hour) 2 (1-4) 10 (6-18) <0.001
Hematocrit (%) 42.84+0.9 43.61+0.7 0.416
Leukocyte (G/1) 63+1.2 83+1.7 0.251
PLT (G/l) 282475 239+ 65 0.098
MPV (fl) 102+ 1.6 10.7+0.9 0.528

M, male; F, female; BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein; ESR,
erythrocyte sedimentation rate; PLT, platelet; MPV, mean platelet volume. Data
are presented as absolute value (percentage), mean = SD or median (25th—75th
percentiles), independent sample test and Mann-Whitney U test were used.
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Fig. 2. Platelet function test in healthy subjects and patients taking clopidogrel. Comparison of aggregation expressed as area
under the curve (AUC) measured in the whole blood and upper/lower fractions separated after 1 hour gravity sedimentation
by Multiplate aggregometry in healthy vs. post-stroke patients taking 75 mg clopidogrel. The two horizontal dotted lines
indicate the normal range of AUC as a response to ADP stimulation. Healthy intragroup differences: AUC vs. AUC in upper
vs. AUC in lower fraction, p=0.005 respectively. Clopidogrel intragroup differences: AUC vs. AUC in upper vs. AUC in
lower fraction, p <0.001 respectively. Data are shown as median and 25th—75th percentiles (# indicate intergroup differences
p <0.001 respectively).

3.1. Platelet aggregometry

The AUC of the whole blood, measured by Multiplate aggregometry, showed significant differences
compared to the upper and the lower samples AUCs after 1 hour gravity sedimentation (whole blood vs
upper: 41.5, 29.0-54.0 vs 57.5, 33.0-79,0; whole blood vs lower: 41.5, 29.0-54.0 vs 18.0, 14.0-23.0,
p <0.001 respectively) (Fig.2). Remarkably, AUC measured in the upper samples in 59% of patients on
clopidogrel (n =27) were exceeding the effective therapeutic range (AUC: 0-53), therefore suggesting
that ascending platelets exert aggregation in the presence of ADP. The coincidence of AUC>53
measured in the upper samples (n = 11) and the non-responder status (n = 12) was significant (p =0.001).

Similarly, the AUC of the whole blood showed significant differences compared to both AUCs
measured by Multiplate aggregometryin the upper and lower samples separated after 1 hour gravity
sedimentation (whole blood: 73.5, 59.5-78.5 vs upper: 112.5, 73.0-137; whole blood: 73.5, 59.5-78.5
vs lower: 23.0, 16.0-35.0, p =0.005 respectively) (Fig. 2).

Not surprisingly, the whole blood AUC and the AUC measured in the upper samples were signif-
icantly higher in normal controls without any medication influencing platelet function compared to
patients on clopidogrel therapy (p <0.001 respectively) (Table 2). Remarkably, AUC measured in the
upper samples in 40% of healthy controls (n=6) were exceeding the top of the normal range (AUC:
53-122) suggesting that ascending platelets show ex vivo hyperaggregability in the presence of ADP
(Fig. 2). Although, AUC measured in the lower samples showed no significant difference (healthy vs
patients: 23.0, 16.0-35.0 vs 18.0, 14.0-23.0), these values were in the effective antiplatelet therapeu-
tic range (AUC: 0-53) even in the healthy group suggesting that sedimentated platelets can not be
activated by ADP ex vivo (Fig. 2).
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Platelet and aggregability data of post-stroke patients and healthy controls

Table 2

Control group Clopidogrel p-value
(n=15) group (n=46)

PLT count upper (G/L) 316 (218-478) 345 (301-428) 0.68
PLT count lower (G/L) 88 (51-124) 71 (54-86) 0.43
PAR (%) 58.5 (45.0-67.5) 67.7 (61.7-72.9) 0.15
MPV () upper 10.7 (10.0-10.8) 10.8 (10.2-11.6) 0.30
MPV (1) lower 10.0 (9.8-10.6) 10.5 (9.8-11.2) 0.47
PLCR upper (%) 28.9 (24.5-30.6) 33.0 (26.8-38.9) 0.14
PLCR lower (%) 25.5 (22.7-28.7) 30.5 (24.2-36.2) 0.14
AUC 73.5 (59.5-78.5) 41.5 (29.0-54.0) <0.001
AUC upper 112.5 (73.0-137) 57.5 (33.0-79.0) 0.003
AUC lower 23.0 (16.0-35.0) 18.0 (14.0-23.0) 0.26

PLT count upper, platelet count in the upper sample; PLT count lowet, platelet count in the
lower sample; PAR, platelet antisedimentation rate; AUC, area under the curve; MPV, mean
platelet volume; PLCR, platelet large cell ratio. Data are presented as mean =£ SD as well as
median (25th—75th percentiles), Mann-Whitney U test was used.

Table 3

Platelet and aggregability data of healthy controls and post-stroke patients grouped on their responder status

Control Responder Non-responder p-value
group (n=15) (n=34) (n=12)

PLT count upper (G/L) 316 (218-478) 343 (284-408) 372 (302-478) 0.39
PLT count lower (G/L) 88 (51-124) 73 (53-86) 65 (54-90) 0.95
PAR (%) 58.5 (45.0-67.5) 67.1 (57.6-71.0) 71.8 (62.6-74.3) 0.16
MPV () upper 10.7 (10:0-10.8) 10.05 (9.7-10.8) 10.32 (10.1-10.8) 0.83
MPV (fl) lower 10.0(9.8-10.6) 10.45 (9.75-11.22) 10.40 (9.8-11.1) 0.95
PLCR upper (%) 28.9 (24.5-30.6) 32.65 (25.02-37.92) 36.95 (27.4-38.9) 0.37
PLCR lower (%) 25.5 (22.7-28.7) 30.2 (23.5-37.7) 32.25 (26.5-36.8) 0.51
H-IPF upper (%) 0.9 (0.8-1.35) 1.2 (0.8-1.4) 1.7 (1.15-2.0) 0.04*
H-IPF lower (%) 0.8 (0.8-1.0) 0.7 (0.6-1.2) 0.9 (0.7-1.5) 0.54
AUC 73.5 (59.5-78.5) 36.5(27.0-42.2) 66.0 (59-74.5) <0.001
AUC upper 112.5 (73.0-137) 49 (23.0-63.0) 93 (65.5-107.5) <0.001
AUC lower 23.0 (16.0-35.0) 17 (13.0-21.0) 21.5 (17.0-30.5) 0.03

3.2. Characteristics of platelet separation

Mean platelet volume (MPV) was determined and compared in the whole blood and the upper and
lower samples in each group. MPV showed no significant differences neither in patients vs healthy
intergroup comparison nor in intragroup comparisons (whole blood vs upper, whole blood vs lower,
upper vs lower samples). However, MPV in the upper fraction correlated positively with AUC measured
in the upper samples of patients on clopidogrel (r=0.311, p=0.04) (Fig. 3A). Similarly, platelet large
cell ratio (PLCR) measured in the upper fraction correlated positively with AUC measured in the upper
samples of patients on clopidogrel (r=0.373, p=0.04) (Fig. 3B). We also compared the percentage
of high fluorescent immature platelet fraction (H-IPF) measured in the upper and lower samples
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Fig. 3. A Correlation between mean platelet volume (MPV) and aggregation expressed as area under the curve (AUC)
measured in the upper samples. Positive correlation in the upper samples between mean platelet volume (MPV) and area
under the curve (AUC) determined by Multiplate aggregometry in patients on antiplatelet therapy. Spearman correlation. B
Correlation between platelet large cell ratio (PLCR) and aggregation exptessed as area under the curve (AUC) measured in
the upper samples. Positive correlation in the upper samples between platelet large cell ratio (PLCR) and area under the curve
(AUC) determined by Multiplate aggregometry in patients on antiplatelet therapy. Spearman correlation.

separated after 1 hour gravity sedimentation tespectively in healthy subjects vs subgrouped patients
on clopidogrel selected as responders (1 =34) vs non-responders (n = 12) by Multiplate aggregometry.
The percentage of H-IPF was significantly higher in the non-responder patient subgroup compared to
healthy subjects in the upper'samples (1.7, 1.15-2.0 vs 0.9, 0.8-1.35, p=0.04). While the difference
between non-responders and responders was not significant, the trend was similar (Fig. 4). The upper
vs. lower sample comparison of H-IPF (%) was also done in each group and it showed sigificantly
higher H-IPF (%) in'the upper samples in all groups (healthy: 0.9, 0.8—-1.35 vs 0.8, 0.8-1.0, p=0.04;
responders: 1.2, 0.8-1.4 vs 0.7, 0.6-1.2, p<0.001; non-responders: 1.7, 1.15-2.0 — 0.9, 0.7-1.55,
p=0.02) (Fig. 4).

3.3. Platelet antisedimentation rate

PAR showed no significant difference between the normal control and the patient groups, although a
higher PAR was observed as a trend in patients (Table 2). Similarly, PAR showed a tendency to be higher
in no-responders compared to responders (71.9, 63.6-74.3 vs. 67.2, 60.3 —71.0, p=0.20), which was
statistically insignificant. PAR was correlated positively with total platelet MPV in patients (r=0.300,
p=0.04) and in responders (0.364, p=0.04), but this correlation disappeared in non-responders.

3.4. ESR and C-reactive protein

In patients on clopidogrel the ESR correlated positively with the total platelet count and the platelet
count in the upper sample (r=0.381, p=0.009 and 0.390, p =0.008 respectively). These correlations
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Fig. 4. High fluorescent immature platelet fraction measured in the upper and lower samples in healthy subjects compared
to responder and non-responder patients. Comparison of high fluorescent immature platelet fraction (%) measured in the
upper and lower fraction separated after 1 hour gravity sedimentation respectively in healthy subjects vs patients selected
as clopidogrel responders and non-responders respectively by Multiplate aggregometry. Data are presented as median and
25th—75th percentiles, Mann-Whitney U test.

remained in the responder and non-responder subgroups as well. The serum concentration of CRP
also correlated positively with the platelet count in the upper sample and the ESR (r=0.482, p=0.001
and 0.298, p=0.04 respectively) in patients on antiplatelet therapy. Although the positive correlation
between the CRP and the platelet count in the upper sample remained in the responder group, these
correlations disappeared in the non-responder subgroup. Furthermore, the serum concentration of CRP
also showed a significant positive correlation with the upper sample H-IPF (%) (0.860, p =0.006) in
the non-responder subgroup.

3.5. Independent prediction of non-responder status

Based on binary logistic regression, including age, PAR, H-IPF, LCR, MPV, AUC in the upper
sample, ESR and CRP as confounders, only AUC measured in the upper samples was found to be an
independent predictor of high residual platelet reactivity (OR: 1.06, 95%CI: 1.007-1.120, p =0.027).
ROC analysis showed that AUC in the upper sample > 62 indicated the non-responder status with a
sensitivity of 84% and specificity of 71% (Area: 0.863, 95% CI: 0.728-0.998, p <0.001) (Fig. 5).

4. Discussion

By the analogy of leukocyte antisedimentation rate (LAR), as anovelty we described the movement of
platelets in patients on clopidogrel therapy and normal controls during one hour gravity sedimentation.
PAR, reflecting the percentage of platelets crossing the midline of the blood coloumn upwards during
one hour gravity sedimentation, was the highest in non-responders compared to responders and normal
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Fig. 5. Receiver operating characteristic curve of AUC measured in the upper sample to confirm the non-responder status in
post-stroke patients on clopidogrel. ROC analysis showes that AUC in the upper sample >62 indicates the non-responder
status with a sensitivity of 84% and specificity of 71% (Area: 0.863, 95%.CI: 0.728-0.998, p<0.001).

controls respectively, but the differences were not statistically significant. This observation needs to
be validated using a bigger sample size.

Next we explored factors influencing PAR value. The positive correlation between PAR and MPV
suggests the role of size and, likely, the age of platelets as separating factors during gravity sedimenta-
tion. In addition, the positive correlation between the serum concentration of CRP and the platelet count
in the upper sample indicates the role of inflammatory processes as a determinator of the ascending
motion of platelets. Not only experimental but also growing clinical evidence support an association
between CRP and activation of platelets [11]. In the non-responder subgroup, the serum concentra-
tion of CRP also showed a significant positive correlation with the percentage of H-IPF in the upper
sample suggesting that more intense vascular or systemic inflammatory response may be associated
to increased production of immature platelets [12—14]. This is in accordance with our observation that
the highest H-IPF percentage was observed in the upper samples of non-responders [3, 4]. Moreover,
following the separation:of the upper sample after 1-hour gravity sedimentation, the Multiplate aggre-
gometry revealed platelet hyperractivity in 59% of patients on clopidogrel. Concluding these findings,
we assume that chronic inflammatory state in association with increased number of immature and
overactivated platelets might be responsible for ex vivo attenuated responseveness of platelets. Histori-
cally, other platelet separation methods also showed differences in platelet aggregation suggesting that
large platelets may be functionally more important than smaller platelets [15]. The high incidence of
AUC >53 in the upper samples among non-responders may help to stratify patients with high residual
platelet reactivity.

The ex vivo hyperaggregability in the presence of ADP based on AUC measured in the upper
samples in 40% of healthy controls and the overall lack of aggregability in the lower samples suggest
significant differences in certain characteristics of normal platelets. Notably, ascending (probably
younger) platelets show hyperreactivity, while sinking (probably older) platelets can not be activated
by ADP ex vivo. However, the exact mechanism, driving the platelets opposite direction during 1-hour
gravity sedimentation, is not clear. Further studies should be addressed to explore whether platelets per
se or non-platelet sources are responsible for this phenomenon. Therefore, as a future perspective, the
role of thrombo-inflammatory molecules related to platelet-leukocyte interaction and microparticles
should be extensively studied [16, 17].
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Importantly, the mechanism of ’on treatment’ residual platelet reactivity can be very complex as
platelets are not only regulators of inflammation contributing to vascular damage in acute or chronic
inflammation such as atherosclerosis, but also play an important role in the resolution of inflamma-
tion, vascular protection and repair [18]. Ultimately, the aim of this study was to stratify patients with
residual platelet reactivity despite clopidogrel therapy by using a combination of PAR and Multiplate
aggregometry, which was modified by a prior platelet separation method. This approach might be
used to select patients with an increased risk for vascular complications, thus an individually tai-
lored antiplatelet therapy (including appropriate dosage) can be initiated to achieve a more effective
prevention.
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Relationship between Cardiac Troponin and Thrombo-
Inflammatory Molecules in Prediction of Outcome after Acute
Ischemic Stroke

Peter Csecsei,* Gabriella Pusch, php,* Erzsebet Ezer,t Timea Berki, phD, Dsc,
Laszlo Szapary, rhp,* Zsolt Illes, PhD, Dsc,§|| and Tihamer Molnar, phDt

Background: In patients with acute ischemic stroke (AIS) without cardiovascular
complications, we investigated the association of serum concentration of cardiac
troponin (high-sensitivity cardiac troponin T [hs-cTnT]) with thrombo-inflammatory
markers. Methods: Thirty-five patients with first-ever AIS were prospectively ex-
amined. Serum hs-cTnT was measured 6 and 24 hours after stroke, whereas S100B,
high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP), soluble CD40 ligand, tissue plasmino-
gen activator (tPA), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and P-selectin
were measured 6 and 72 hours after stroke. Severity of stroke was assessed by
the National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) on admission, 24 hours
later, and at discharge. Results: Concentration of MCP-1 at 6 hours was higher
in the serum of patients with worsened NIHSS by 24 hours (P =.009). Concen-
tration of hs-cTnT at both 6 and 24 hours was higher, if NIHSS worsened by discharge
(P=.026 and P =.001). A cutoff value for hs-cTnT measured at T24 greater than
or equal to 9.4 predicted worsened NIHSS on discharge with a sensitivity of 81%
and a specificity of 74% (area: .808, P =.002). Concentration of hs-cTnT at both 6
and 24 hours was also higher in nonsurvivors compared with survivors
(P = .03, respectively), and correlated with (1) tPA levels at 6 hours (P =.001 and
P =.002, respectively); (2) MCP-1 concentration at 6 hours (P =.01 and P =.015,
respectively); and increased hsCRP levels at 72 hours (P = .01, respectively). Con-
centration of hs-cTnT at 24 hours was an independent predictor of worsened NIHSS
at discharge (odds ratio: 1.58, 95% confidence interval: 1.063-2.370, P = .024). Con-
clusions: Elevated concentration of hs-cTnT measured 24 hours after AIS is an
independent predictor of progressing neurologic deficit in patients without ap-
parent myocardial damage, and also correlates with acute elevation of tPA and
MCP-1. Key Words: Acute ischemic stroke—outcome—monocyte chemoattractant
protein-1—high-sensitivity troponin t—S100B.
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Introduction

Cerebrovascular and cardiovascular diseases are major
causes of death and disability worldwide. Elevated levels
of cardiac troponin (cTn) in the serum reflect myocar-
dial damage and also predict poor prognosis in acute
ischemic stroke (AIS).! Ischemic stroke is a frequent com-
plication in cardiac diseases, and cardiac complications
commonly cause early clinical worsening and death after
stroke.” In addition, acute myocardial infarction is a
common complication of AIS.

Increased cTn concentrations in the serum in patients
with acute coronary syndrome (ACS) indicate ongoing myo-
cardial necrosis. Beyond ACS, it implies an increased risk
for adverse outcome in patients with various cardiovas-
cular conditions such as heart failure, stroke, myocarditis,
Takotsubo cardiomyopathy, aortic dissection, arrhythmias,
valvular diseases.’ The prognostic value of high-sensitivity
cardiac troponin T (hs-cTnT) in a low-risk outpatient pop-
ulation also provided excellent risk stratification on all-
cause mortality, acute myocardial infarction, and stroke.*

However, the reason of cTn elevation in stroke pa-
tients without apparent cardiovascular damage is not yet
explored. Recently, the association between poststroke mor-
tality and abnormal results of cardiac troponin/
echocardiogram was evaluated in a large number of
patients with AIS, who presented to an emergency de-
partment: elevated troponin concentration was associated
with increased mortality at 1 and 3 years even in the
absence of concomitant myocardial infarction.”

Several blood biomarkers have been proposed to be
associated with AIS. S100B in the peripheral blood
is a sensitive marker of both blood-brain barrier
dysfunction and ischemic brain damage and predictor
of stroke outcome.®” Increased high-sensitivity C-reactive
protein (hsCRP) in the subacute stage is an indepen-
dent predictor of death.® Thrombo-inflammatory molecules
(tissue plasminogen activator [tPA], soluble CD40 ligand
[sCD40L], P-selectin, interleukin-6, interleukin-8, mono-
cyte chemoattractant protein-1 [MCP-1]) connect the
prothrombotic state, endothelial dysfunction, and systemic/
local inflammation in acute vascular events such as
myocardial infarction or ischemic stroke.”'” Besides
other factors, MCP-1 plays a crucial role in atherogenesis."
On the other hand, shear stress-induced overexpression
of MCP-1 contributes significantly to the development
of protective collaterals in the heart, but little is known
about its role in the cerebral vasculature.'

The aim of this study was to explore the associations
among hs-cTnT, S100B, hsCRP and thrombo-inflammatory
markers such as MCP-1, tPA, sCD40L, and P-selectin.

Materials and Methods

The study protocol was approved by the Local
Ethics Committee at University of Pecs, Faculty of

P. CSECSEI ET AL.

Medicine, and informed consent was obtained from
each patient.

Subjects

Thirty-five patients were enrolled within 6 hours after
onset of first-ever AIS at the Department of Neurology,
University of Pecs. Initial assessment of each patient, in-
cluding cardiac anamnesis, 12-lead electrocardiogram
recording, and physical examination, was performed to
enroll only patients without acute cardiovascular event
into this prospective study. Severity of stroke was mea-
sured by the National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) on admission and on a daily basis until dis-
charge or death.”

Inclusion and Exclusion Criteria

Inclusion criteria were (1) first-ever ischemic stroke;
(2) onset of AIS within 6 hours; (3) duration of
neurologic symptoms over 24 hours; (3) computed
tomography or magnetic resonance result showed in-
farction in the brain area corresponding to the clinical
symptoms and signs. The enrolled patients were conser-
vatively treated; therefore, we were exclusively assaying
the circulating levels of endogenous tPA after stroke.
Exclusion criteria were (1) hemorrhagic stroke; (2)
patients with ACS, myocardial infarction, stable angina,
or the presence of clinical symptoms indicating acute
infections, and other chronic infectious diseases; (3)
patients with immune disorders, liver or kidney dys-
function, myopathy, and tissue injury outside of the
brain; (4) recent use of both prescribed and over-the
counter anti-inflammatory drugs.

Biomarkers

Venous blood samples were taken for the measure-
ment of hs-cTnT within 6 hours after onset of first
neurologic symptoms and 24 hours later. P-selectin, MCP-
1, sCD40L, and tPA, hsCRP, and S100B were measured
within 6 hours after onset and at 72 poststroke hours.
Blood samples were centrifuged at 3000 x g for 10 minutes.
Supernatants were frozen and stored at —80°C until anal-
ysis. hs-cTnT concentrations were measured by a fully
automated solid phase electrochemiluminescence immu-
noassay (Roche), (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim,
Germany) using a Cobas e 411 analyzer (Roche). Serum
levels of S100B were examined by automated
electrochemiluminescent immunoassay (Liaison Sangtec
100 system, DiaSorin, Bromma, Sweden). Serum levels
of hsCRP were examined by automated fluorescence im-
munoassay (BRAHMS Kryptor, Berlin, Germany).
Concentration of P-selectin, MCP-1, sCD40L, and tPA were
examined by immunoassay (BMS711F, Bender Gmbh,
Campus Vienna Biocenter 2, Vienna, Austria).
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Statistical Analysis

Data were evaluated using SPSS software package
(Version 19.0, IBM Corp., Armonk, NY). Categorical
data were summarized by means of absolute and
relative frequencies (counts and percentages). Quantita-
tive data were presented as mean and 95% confidence
interval, as well as mean+SD. The Kolmogorov-
Smirnov test was applied to check for normality.
Chi-square test for categorical data and Student ¢ test
for continuous data were used for analysis of demo-
graphic and clinical factors. Nonparametric Mann—
Whitney U test was used for non-normally distributed
markers. Binary logistic regression analysis was applied
to confirm independent predictors. Correlation analysis
was performed calculating Spearman correlation coeffi-
cient (r). A P value <.05 was considered statistically
significant.

Results

The mean age for patients was 66.8 +11.7 years (ranging
from 40 to 90). Demographic and clinical data are sum-
marized in Table 1. There were significantly more patients
with diabetes (male: 6 of 16 versus female: 2 of 19, P =.04)
and smokers (male: 8 of 16 versus female: 0 of 19, P =.003)
among male subjects.

Progression of Neurologic Deficit

The concentration of MCP-1 within 6 hours after stroke
was increased in the serum of patients with worsened
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NIHSS by 24 hours compared with patients with stable
or improving NIHSS (P = .009). The concentration of hs-
cTInT was elevated at both within 6 hours and 24 hours
after stroke onset in the serum of patients with wors-
ened NIHSS at discharge from hospital (P =.026 and
P =.001, respectively). A cutoff value 9.4 ng/L or greater
for hs-cTnT measured 24 hours after AIS predicted
worsened NIHSS at hospital discharge with a sensitivi-
ty of 81% and a specificity of 74% using a receiver
operating characteristic curve analysis (area: .808, P = .002)
Table 2.

Biomarkers and Outcome

Higher concentration of hs-cInT within 6 hours and
24 hours after AIS was found in the serum of nonsurvivors
(n =7) compared with survivors (6 hours: median: 17.4,
25th-75th percentiles: 15.6-25.5 versus 7.8, 5.1-17.2; after
24 hours: 19.2, 16.3-26.2 versus 7.1, 6.4-20.5, P = .03, re-
spectively). However, nonsurvivors were significantly older
(80 +8 versus 67 =11 years, P <.001), and we found a sig-
nificantly positive correlation between age and hs-cTnT
measured at both 6 and 24 hours after AIS (r =.492, P =.003
and r =.538, P =.001, respectively).

S100B concentration within 6 hours after AIS was
also significantly higher in patients (n=7) who died
compared to survivors (median: 1.17, 25th-75th percen-
tiles: .17-2.24 versus .13, .09-0.29, P =.009). Serum
concentration of hsCRP (mg/L) 72 hours after AIS
was also higher among nonsurvivors (median: 114.1,
25th-75th  percentiles: 40.8-204 versus 4.0, 2.7-14.2,
P =.001).

Table 1. Demography and clinical characteristics of patients with improved and worsened NIHSS by poststroke 24 hours

All patients NIHSS improved NIHSS worsened P
N 35 13 22
Age (y) 67+ 11 6110 70+ 11 .02
Male, % 16 (46) 7 (54) 9 41) NS
BMI 273144 26.8+4.6 27.7+£3.0 NS
Smoking, % 8 (23) 3(23) 5(23) NS
Hypertension, % 29 (83) 10 (77) 19 (86) NS
Diabetes mellitus, % 8(23) 4 31) 4 (18) NS
Dyslipidemia, % 10 (29) 4.(31) 6 (27) NS
Cardioembolic, % 12 (34) 2 (15) 10 (45) NS
Atherothrombotic, % 21 (60) 9 (69) 12 (55) NS
Lacunar, % 2 (6) 1(8) 1(5) NS
NIHSS on admission 12£6 9+6 14£6 .04
NIHSS day 2 1216 75 1516 .05
NIHSS on discharge 9.5%6 35+1 11+6 .04
Death, % 7 (20) 0(0) 7 (32) .02
Sampling time, min 310+ 24 300 £ 35 320+ 15 NS

Abbreviations: BMI, body mass index; N, number of cases; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; NS, not significant.
Sampling time is time in minutes between stroke onset and the first sample draw.

Data are presented as mean = SD or number (percentage).
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Table 2. Median serum concentration of biomarkers in patients with improved and worsened NIHSS by poststroke 24 hours and
hospital discharge

NIHSS»4 NIHSS:4 NIHS Saischarge NIHS Saischarge
improved n = 13 worsened n = 22 P improved n =19 worsened n = 16 P

Within 6 h after onset of stroke

hs-cTnT 5.9 16.6 .001 7.4 16.6 .023
S100B .09 .20 .001 .10 .30 .005
hsCRP 39 53 NS 4.1 59 NS
MCP-1 9146 18927 <.001 10220 13755 NS
tPA 22918 41315 .005 26711 31827 NS
sCD40L 41008 353008 .03 109986 250015 NS
P-selectin 1129 911 NS 911 984 NS
At poststroke 72 h

hscTnT* 6.4 17.7 .001 6.5 18.2 .002
S100B .07 1.01 .001 .10 31 NS
hsCRP 3.1 19.2 .003 34 383 .001
MCP-1 13083 15640 NS 13940 15984 NS
tPA 23441 42915 NS 34954 28836 NS
sCD40L 63873 336485 .05 114396 45196 NS
P-selectin 1062 944 NS 887 1091 NS

Abbreviations: hsCRP (mg/L), high-sensitivity C-reactive protein; hs-cTnT (ng/mL), high-sensitivity cardiac troponin T; MCP-1 (pg/mL),
monocyte chemoattractant protein-1; N, number of cases; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; sCD40L (pg/mL), soluble CD40

ligand; tPA (pg/mL), tissue plasminogen activator.
Data are presented as median.
P-selectin (ng/mL); S100B (ng/mL).
*hs-cTnT was measured at 24 h.

Association between Cardiac Troponin and
Thrombo-Inflammation

Higher serum concentration of hs-cTnT within 6 hours
and 24 hours after AIS was associated with higher con-
centration of hsCRP measured 72 hours after AIS (r = .592
and .596, both P =.001, respectively); higher concentra-
tion of tPA within 6 hours of AIS (r =.550 and .534, P =.001
and P =.002, respectively); and higher concentration of
MCP-1 within 6 hours of AIS (r = .465 and .442, P = .01
and P = .015, respectively). We found no correlation between
hs-cTnT and S100B levels, but serum concentration of
MCP-1 measured within 6 hours after onset of stroke pos-
itively correlated with S100B measured both within 6 hours
and 72 hours after AIS (r =.379 and .456, P = .04 and .019,
respectively) Table 3.

Based on binary logistic regression analysis including
age, gender, and biomarkers, only hs-cTnT measured 24
hours after AIS was an independent predictor of
NIHSS worsening at hospital discharge (odds ratio: 1.58,
95% confidence interval: 1.063-2.370, P = .024), but not of
death.

Discussion

The ultimate goal of this study was to explore asso-
ciations among serum levels of cardiac troponin T, the
brain damage marker S100B, the acute phase protein hsCRP,
and thrombo-inflammatory markers such as tPA, sCD40L,

Table 3. Correlations between cardiac troponin T and S100B
with thrombo-inflammatory markers

hs-cTnT P S100B P
On admission
hs-cTnT NA NA 307 NS
S100B .307 NS NA NA
hsCRP 345 NS 11 NS
MCP-1 464 .009 379 .042
tPA .550 .001 .298 NS
sCD40L .280 NS 121 NS
P-selectin -314 NS .074 NS
At72h
hs-cTnT* NA NA .069 NS
S100B .069 NS NA NA
hsCRP .596 .001 547 .007
MCP-1 .303 NS 133 NS
tPA 439 .013 354 NS
sCD40L 183 NS 205 NS
P-selectin —.194 NS .057 NS

Abbreviations: hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; hs-
c¢TnT, high-sensitivity cardiac troponin T; MCP-1, monocyte
chemoattractant protein-1; NA, not applicable; NS, not significant.
sCD40L, soluble CD40 ligand; tPA, tissue plasminogen activator.

Spearman correlation; data are presented as correlation coeffi-
cient (r) and P value.

*hs-cTnT was measured at 24 hours.
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P-selectin, and MCP-1 in patients with first-ever AIS
without acute cardiac events.

We found that higher concentration of hs-cTnT in the
hyperacute (within 6 hours) and subacute stage (after 24
hours) of ischemic stroke was associated with elevated
levels of thrombo-inflammatory molecules such as tPA,
MCP-1, and hsCRP in patients with first-ever AIS. Al-
though hs-cInT and MCP-1 concentration in the hyperacute
stage also predicted NIHSS worsening by 24 hours, only
the elevated concentration of hs-cTnT at poststroke 24
hours remained an independent predictor of progress-
ing neurologic deficit, indicating poor functional outcome
on hospital discharge.

High-sensitivity cardiac troponin I was elevated in about
20% of patients with AIS in a very recent study, but ACS
that required treatment was diagnosed only in a minor-
ity group. Thus, high-sensitivity cardiac troponin I elevation
without dynamic changes can occur in stroke patients
without apparent ACS due to different reasons that stress
the heart." It is not clear whether increased troponin T
reflects critical coronary artery disease or its elevation is
due to other causes such as supraventricular tachycar-
dia or myocardial fibrosis.”> We also found a positive
correlation between age and hs-cTnT independent from
comorbidities, similar to others.'*"

Furthermore, hs-cTnT was recently described as an ath-
erosclerosis marker.”® We found a positive correlation
between hs-cTnT levels and concentration of MCP-1 and
tPA in the hyperacute stage, and hsCRP measured at
poststroke 72 hours. The higher serum concentration of
MCP-1 in the hyperacute stage of ischemic stroke may
indicate the severity of atherosclerosis preceding the acute
event."” High baseline MCP-1 appeared to be a useful
biomarker for selecting patients with AIS, who can benefit
from early treatment with acetylsalicylic acid combined
with extended release dipyridamole.” MCP-1 elevation
presumably predicts early progression of neurologic deficit
but not the late outcome, as no association was found
between MCP-1 levels and mortality in this cohort. Indeed,
MCP-1 is a key regulator in “opening” the blood-brain
barrier in animal models and in in vitro studies.”**

Beside hs-cTnT and MCP-1, serum concentration of en-
dogenous tPA in the hyperacute stage was also increased
in patients with AIS with worsened NIHSS by 24 hours,
suggesting that hemostatic variables also play an impor-
tant role in developing acute ischemic episodes. It has
been shown that increased coagulation activity and dis-
turbed fibrinolysis are predictors of future vascular events,
including stroke, particularly in older population.”?

The acute phase reactant hsCRP measured at 72
poststroke hours, but not in the hyperacute stage, was
significantly increased in patients with declining NIHSS
both at 24 hours and hospital discharge. Previously, an
increase in concentration of CRP between 12 and 24 hours
after symptom onset was found to be a predictor of an
unfavorable stroke outcome.” Importantly, hsCRP showed
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a strong positive correlation with both hs-cTnT and S100B
in the subacute stage of AIS in our cohort, suggesting a
link between the cerebral ischemia induced inflamma-
tory response and infarct size propagation.” It has been
previously shown that both hsCRP and lesion area were
independently associated with S100B, indicating that the
degree of systemic inflammation is associated with
astroglia-derived S100B concentration in AIS.*

In general, there is a great body of evidence that in-
flammation following ischemic brain injury correlates with
adverse outcome. Our findings provide an additional di-
mension indicating that elevated acute and subacute
concentration of serum cardiac troponin T indicates an
additional increased risk for adverse outcome in pa-
tients with cerebrovascular conditions without manifest
cardiovascular events. Recently, biomarkers such as hs-
c¢InT were associated with cerebral microinfarcts on 3T
magnetic resonance imaging in an older patient popu-
lation attending a memory clinic.”** Others also found
association between high levels of hs-cTnT and steeper
cognitive decline in the elderly independent of cardio-
vascular diseases.”

We also found a positive correlation between serum
concentration of MCP-1 and S100B in the hyperacute stage
of AIS that persisted up to at least 72 poststroke hours.
This association may suggest that more severe athero-
sclerosis reflected by increased MCP-1 is accompanied by
higher infarct size.®* In contrast to cardiovascular studies,
our findings did not confirm the hypothesis that an in-
creased serum concentration of baseline MCP-1 reflecting
better collateralization might be protective in cerebro-
vascular diseases as well.*

In summary, our findings suggest that hs-cTnT, similar
to other atherosclerosis markers, such as hsCRP or MCP-
1, might be an indicator of preceding atherosclerotic burden
in patients with first-ever ischemic stroke. Nevertheless,
serial measurement of hs-cTnT and expert cardiological
workup is mandatory for best medical treatment, in order
to decide whether elevated hs-cInT supports a coexist-
ing ACS in patients with AIS or rather predicts a
progression of neurologic deficit reflected by declining
NIHSS.*
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