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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACE angiotenzin konvertal6 enzim

ADP adenozin difoszfat

AICS akut iszkémias korondria szindroma

ASA acetilszalicilsav

CABG koronaria bypass miitét (coronary artery bypass grafting)
cAMP ciklikus adenozin monofoszfat

Cl konfidencia intervallum

COX ciklooxigenaz

GP glikoprotein

LDH laktat dehidrogenaz

LTA limfotoxin alfa

MTHFR metilén tetrahidrofolat reduktaz

NO nitrogén oxid

PAD periférias artérias betegség (peripheral arterial disease)
PAI plazminogén aktivator inhibitor

PCR polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction)
PIA trombocita specifikus antigén

PPP trombocita szegény plazma (platelet poor plasma)
PRP trombocita dus plazma (platelet rich plasma)
PTCA perkutan transzluminalis koronaria angioplasztika
rpm fordulatszam (rate per minute)

RRR relativ rizikdcsokkenés (relative risk reduction)

tet trombocita

TNF tumor nekrozis faktor

Tx tromboxan



BEVEZETES

A kardiovaszkularis betegségek diagnozisanak, kezelésének ¢és megeldzésének
kérdései tovabbra is az orvostudomany érdeklédésének kozéppontjdban allnak, s a
szomoru hazai mortalitasi statisztikaért napjainkban is elsdsorban a kardiovaszkularis
betegségek a feleldsek. Az akut iszkémids korondria szindroma (AICS) kialakulasanak
hatterében a klasszikus kardiovaszkularis rizikdfaktorok mellett felmeriilt genetikai
mutaciok szerepe is. A genetikai tényezOk fontossagara utal a betegség csaladi
halmozo6dasa ¢€s a fiatal korban megjelend AICS is.

Az elmult évtizedekben a koronaria szivbetegség szekunder prevencidjaban az
acetilszalicilsav, a statinok, az angiotenzin konvertalé enzim (ACE) gatlok és a béta
receptor blokkolok mortalitast csokkentd hatasat nagy betegszami, randomizalt
tanulmanyok bizonyitottdk. Az egyre hatékonyabb, agresszivebb kezelés ellenére a
kardiovaszkularis mortalitds fokozodott, ezen folyamat csokkentésére ijabb primer és
szekunder prevencios stratégidk sziikségesek. Az tjabb vizsgéalatok a trombocita
aggregacio gatlok koziil a clopidogrelrdl bizonyitottak, hogy ST elevacioval nem jaro
AICS kezelésében, illetve stent implantaciét kovetden csokkenti a mortalitast és
morbiditast. Ugyanakkor szdmos tanulmany szamolt be elégtelen trombocita aggregaciod
gatlasrol, aspirin illetve clopidogrel rezisztenciarol, melynek okai kozott a nem
megfeleld beteg-compliance, gyogyszerkdlcsonhatasok mellett egyes genetikai
mutaciokat is valoszintsitettek.

Munkam soran részben az AICS kialakulasaban feltételezetten szerepet jatszo, részben
az AICS kezelés soran észlelt aspirin és clopidogrel rezisztencia hatterében alld

genetikai mutaciokat kivantam vizsgalni.

HATTER

Az aterotrombdzis globdlis, az egész érrendszert érintd elvaltozds. A
koronariabetegek tobb mint felében periférids érbetegség vagy cerebrovaszkularis
betegség is kimutathatd; a periférids érbetegek és a cerebrovaszkularis betegek

csoportjaban pedig a masik két lokalizacio érintettsége a betegek 1/3-ara jellemzo.



Aterogenezis

Az ateroszklerdzis az intima krénikus gyulladdsos betegsége. Az aterogenezis
kialakulasa nem morfologiai, hanem funkcionalis valtozasokkal kezdddik: az addig
normdlisan miikddé endotél zavart miikodéstivé valik. Endotél diszfunkcio soran
csokken az NO- és nd az endotelinprodukcio. Vazokonstrikcio, sejtproliferacio, a
permedbilitdas koros novekedése alakul ki. Az endotélsejtek adheziv proteineket
szekretalnak, melyek alakos elemek kitapadasat segitik eld. A laminaris dramlés helyett
turbulencidk keletkeznek. Az aterogenezis madasodik allomasa mar morfologiai,
strukturalis valtozasokkal jar — e fazist ,,vaszkularis remodelling”’-nek, az érrendszer
atépiilésének hivjak. A szimpatikus aktivitds novekedése eldsegiti a plakkruptirat. A
plakkruptura, ill. er6zi6 elinditdja egy Uj eseménysorozatnak, melyet

trombogenezisnek hivunk.

Trombogenezis

A plakkruptara helyén, a sériilt endotéliumnak megfeleléen a keringd vér
kozvetlen kapcsolatba keriil szubintimalis szovetekkel, a szubintimalis kollagénnel.
Mindez eldszor a trombocitdk funkcidvaltozdsdhoz vezet, melynek a trombocitdk
adhézigja, aktivacioja, majd a vérlemezkék aggregéacidja lesz a kovetkezménye. A
trombocitdk mitkodésvaltozasanak masodik fazisa a vérlemezkék aktivacidja. A
transzmembran kalciumcsatornakon keresztiil a sejt belsejébe jutd Ca'  ionok a
vérlemezkék alfa és denz granulumainak expresszidjat okozzdk €s ez nagyszamu Uj

adheziv protein (GP IIb/Illa receptor) felszini megjelenését eredményezi.

Akut iszkémias koronaria szindroma

A folyamat lényegét a szivizom oxigénigénye ¢és az oxigénkindlat kozotti
egyensuly-eltolodas képezi. Az esetek tobbségében az iszkémia elsddleges oka a
koszoruér keringés elégtelensége, mig mas esetben az oxigén igény nodvekedése. A
koszortér keringés zavarat idézheti eld a koronaridk jelentds sziikiilete, vagy olyan
allapot, amikor a nem jelentds sziikiilethez az instabil plakk ruptaraja és/vagy trombus
képzodés tarsul. Ha a vér érintkezésbe keriil a plakk belsejében 1évé rendkiviil

trombogén lipidmaggal, annak feliiletén trombocitadus trombus formalddik. A vérrog



altal okozott aramlaszavar lesz az, amelynek klinikai kovetkezményei szerint instabil
angina vagy miokardialis infarktus kovetkezik be.

Az AICS kezelésében hasznalt gyodgyszercsoportokat és eljarasokat ot
kategoériara oszthatjuk: antiiszkémias szerek, antitrombin szerek, trombocita-
aggregaciot gatlo szerek, lipidcsokkentd kezelés, revaszkularizdcido — rekanalizacio. A

trombocita-aggregacio gatlas alapgyogyszere az acetilszalicilsav.

Az acetilszalicilsav (ASA)

Tobb mint 100 éve, 1899-ben regisztaltak eldszor az acidum acetylsalicylicumot
Aspirin néven mint fajdalom-, lazcsillapitd ¢és gyulladascsokkentd gyogyszert.
Hemosztazist gatlo hatdsa csak 1945 utan deriilt ki, miutan megfigyelték, hogy a
fajdalomcsillapitasra adott aspirin hemorragiads szovodményeket okozhat. 1967-ben
Weis ¢és Aledort ismerte fel el6szor a szalicilsav trombocitafunkcidt gatlé hatasat, majd
O’Brien javasolta elsdként terdpids alkalmazasat aterotrombotikus szerként. Vane
(1971) a prosztaglandin-szintézist gatlo hatasat, Smith ¢és Willis (1971) pedig a
trombocitaban zajlé prosztaglandin-szintézis gatlasat irtak le ASA hatésara, tisztazva az
antitrombocita effektus részleteit. Kideriilt, hogy az ASA a trombocitdk egyik
sejtmembranhoz kotott enzimét - a ciklooxigenazt - gatolja, annak specifikus és potens
inhibitora.

A klinikai sikerek - kisebb randomizalt, placebo kontrollalt vizsgalatok révén - mar a
70-es ¢években megjelentek, az els0 nagy atiité bizonyitékot a szivinfarktussal
kapcsolatban az ISIS-2 vizsgalat hozta 1988-ban. Az elmult 10 évben mar az

aterotrombdzis valamennyi formajaban igazoltak az ASA terépia hatékonysagat.

Az ASA hatasmechanizmusa

Az ASA a trombocitdkban irreverzibilisen acetildlja a ciklooxigenaz enzimet,
kotédve annak terminalis hidroxil csoportjahoz; az ilyen trombocita tromboxanképzése
gatolt. A sejtmaggal nem rendelkezd trombocitak fehérjeszintézisre - és igy Uj
ciklooxigenaz enzim képzésre is - képtelenek lesznek. Az ASA-val kezelt trombocita
egész ¢életére - mintegy 10 napig - nem képes TxA, képzésre, csupan a csontvel6bol

szarmazo6 Uj trombocitak funkcionalhatnak.



Az ASA terapias dozisa

Patrono (1989) vizsgalata szerint a TxA, szintézis 50 %-os gatlasat 26 mg
egyszer adott szalicilsavval lehet elérni egészséges egyénekben, mig 5 napig adott 3,2
mg ismételt dozis hasonld eredményre vezet. Patrono szerint a TxA; szintézis komplett
gatlasdhoz (tehat 50 %-nal nagyobb gatlashoz) napi 40 mg ASA sziikséges.

Szamos vizsgalat igazolja, hogy napi 0,5-1 mg/testsulykg (azaz 30-70 mg) ASA egy
héten belill a tromboxan szintézist teljesen gatolja, mikdzben nem csokkenti

szignifikansan az endotél prosztaciklin termelését.

ASA-rezisztencia

Tobb mint 180 klinikai vizsgdlat metaanalizise szerint az aspirin
kardiovaszkularis betegekben 25 %-kal csokkenti a szivinfarktus, a stroke, valamint a
vaszkularis halalozas rizikojat. Instabil anginas betegeknél alkalmazott ASA terapia
soran a miokardidlis infarktus és a korondria-haldlozas el6fordulasa az utankovetés elsd
hoénapjaban 68 %-kal, mig az elsé év végén 62 %-kal csokkent a kontroll csoporthoz
képest. Miokardialis infarktuson atesett betegek korében az ASA 50 %-kal csokkentette
a reinfarktusok szdmat és 23 %-kal a kardiovaszkularis mortalitast az akut eseményt
kovetd 5 hét alatt placebohoz viszonyitva.

Ezen klinikai végponti vizsgalatok sordn a gyogyszer hatékonysaganak
megallapitdsara szolgald laboratoriumi teszteket nem végeztek. Felvetodott azonban a
kérdés, hogy minden betegnél megfeleld-e az alkalmazott ASA terapia, vagy a dozis
egyéni beallitasaval esetleg javithatd-e annak hatékonysaga. A trombocita aggregaciod
laboratériumi mérésének elterjedésével fogalmazoddott meg az ASA non-reszponzid
fogalma, mely alatt azon betegeket értjiik, akiknél magas ASA dozis mellett sem
lehetett megfeleld aggregacio-gatlast kimutatni "ex vivo" modszerek segitségével.
Azokat a betegeket, akik kezdetben jol reagaltak az alkalmazott kezelésre, azonban a
gyogyszer valtozatlan dézisa mellett fél - egy év mulva laboratoriumi médszerekkel mar
nem bizonyult megfelelének naluk az aggregacio-gatlas hatékonysaga, ASA
rezisztenseknek nevezziik.

Az ASA non-reszponzi6 €s rezisztencia magyarazata kiilonb6z6 lehet:

1. Az aspirin nem a legerdsebb trombocitagatld szer.



2. Az aspirinnel gatolt TxA, aktivacié mellett az ADP, trombin, kollagén, adrenalin
indukélta vérlemezke-aktivacid lehetdsége megmarad, ami tromboembolids
eseményt okozhat.

3. Egyes személyek ASA érzékenysége kiillonboz6. Csokkent érzékenység mellett az
alkalmazott dozis kevés lehet a ciklooxigenaz komplett gatlasdhoz (Ranke €s mtsai,
1993).

4. A betegek egy csoportja esetleg teljesen ASA-reszisztens — ket nevezziik ,,ASA
non-reszponder”-eknek, szemben az ASA ,reszponderekkel”, akiknek trombocitait
gatolja az aspirin. A kiilonbséget a ciklooxigendz enzim altipusai (COX-1, COX-2
izoform) magyarazhatjak (Weber €s mtsai, 1999). A non-reszponderek szamat a
kezelt betegek 8-12 %-ara teszik (Poggio és mtsai, 1999).

5. Végiil felvetik azt is, hogy maga az ASA kezelés vezethet fokozott tromboembolids
rizikbhoz azaltal, hogy az arachidonsavat a ciklooxigenaz helyett a lipooxigenaz
enzim metabolizalja 12-hidroxi-eikozatetraénsavva, mely fokozza a vérlemezkék

A HOPE tanulmény eredményei szerint minél magasabb a vizelet 11-dehidro-

tromboxan B2 koncentracidja ezen betegeknél, annal nagyobb a miokardialis infarktus

és a kardiovaszkularis haldlozas kockézata. Egy masik feltevés szerint a P1*? allél
homozigota betegek vérlemezkéi az agonista ingerre fokozott aktivacioval vélaszolnak,
valamint kevésbé érzékenyek aspirin kezelésre. A kiilonb6zé munkacsoportok a non-
reszponder betegek aranyat eltéré mértékiinek, de mindenképpen jelentésnek, mintegy

10-40 % kozottinek adjak meg.

A trombocita-aktivacio és aggregacid egyes részfolyamatainak pontosabb feltarasa
lehetévé tette az ASA-t6l eltérd hatdsmechanizmusu, annal hatékonyabb gydgyszerek
fejlesztését. Az adenozin difoszfat (ADP) molekula sejtfelszini, purinerg receptorhoz
valo kotddése csokkenti az intracellularis ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP)
aktivitasat, noveli a TxA, szintet, alakvaltozast okoz, valamint serkenti a GP IIb/llla
receptorok aktivalédasat. Ezen ADP receptorok szelektiven ¢&s irreverzibilisen

gatolhatok a tienopiridin csoportba tartozo ticlopidin és clopidogrel vegyiiletekkel.

Clopidogrel

A tienopiridinek csaladjaba tartoz6 clopidogrel a trombocitdk P2Y, purinerg

receptoran hat, részlegesen gatolva az ADP receptorokat és a GP IIb/Illa komplex ezt



koveté ADP-kozvetitett aktivalasat, ezaltal trombocita aggregacio gatlast eredményez.
A fenti folyamat megvalodsitdsahoz a clopidogrel biologiai atalakulasara van sziikség. A
clopidogrel gatolja a mas agonistak altal kivaltott trombocita aggregaciot is azaltal,
hogy megakadalyozza a felszabadult ADP trombocita aktivitdsat fokozo hatasat. A
clopidogrel a trombocita ADP receptor irreverzibilis modositasaval hat.
Kovetkezésképpen a clopidogrelnek kitett trombocitdk esetében ez a hatas élettartamuk
hatralevd szakaszdban fennmarad és a normalis trombocitamiikédés a trombocita
"turnover"-nek megfelelé mértékben 4ll be.

A hatés nagyfoku interindividudlis variabilitast mutat, egyes kutatok szerint az
eltér6 hatdsért az egyének genetikai kiilonbozésége a felelés. A clopidogrel
biztonsdgossagat és hatasossdgat vaszkularis iszkémias torténések megeldzésében két
kettésvak vizsgalatban értékeltek: a CAPRIE vizsgéalatban a clopidogrelt ASA-val, a
CURE vizsgalatban az ASA-val kombinalt clopidogrelt, placebo + ASA-val
hasonlitottak 6ssze. A CAPRIE vizsgalatban a clopidogrel szignifikdnsan csokkentette
az 1) iszkémids torténések eléforduldsat (miokardidlis infarktus, iszkémids stroke és
vaszkularis haldl kombinalt végpontja) az ASA-val 0Osszehasonlitva. A CURE
vizsgalatban a betegeket randomizaltan clopidogrellel vagy placeboval, mindkettot ASA
¢s mas standard terapiaval kezeltek. Az elsddleges végpont (kardiovaszkularis halal,
miokardialis infarktus vagy stroke) szempontjabol a clopidogrel csoportban 20 % relativ
rizikocsokkenést észleltek. A clopidogrel hatékonysaga az alkalmazott ASA dézisatol

(75-325 mg/nap) fliggetleniil megnyilvanult.

Clopidogrel rezisztencia

A kettds trombocita aggregacidé gatlo kezelés (ASA + clopidogrel) hatasara
PTCA-an atesett betegekben a sztent trombozis és in-sztent resztenodzis gyakorisaga
jelentds mértékben csokkent, azonban a betegek 4-5 %-aban még mindig észlelhetd. Ez
a tény felveti az elégtelen trombocita aggregacié gatlas, a clopidogrel rezisztencia
szerepét. Jelentds interindividualis kiilonbségeket észleltek az azonos angina-csoportba
tartozd egyének kozott is. A vizsgalatok eredményei alapjan felvetették az egyéni
trombocita aggregacid gatlas monitorozasanak és az egyénre szabott clopidogrel dozis
sziikségességét. Matetzky €s mtsai (2004) ST elevacioval jaro AICS miatt PTCA-an és
sztent inplantacion atesett, clopidogrellel kezelt betegnél végeztek aggregometriai

méréseket. A betegek 25 %-aban észleltek clopidogrel rezisztenciat, koziiliikk 40 %-nak



jelentkezett ismételt kardiovaszkuldris eseménye a hat honapos utankovetés soran. A
clopidogrelre reagald betegek csoportjdban ez az arany 6,7 %-nak bizonyult. Quinn és
Topol (2001) Osszefoglaldo tanulmanyukban a clopidogrel rezisztencia hatterében a
P2Y12 ADP receptor gén mutécio €s a PIA polimorfizmus szerepét vetette fel, tovabbi

farmakogenetikai vizsgalatok sziikségességét hangsulyozva.

Génmutaciok

Az AICS kialakulasaban szamos klasszikus rizikofaktor mellett genetikai
eltérések szerepe is felmeriilt. Ezen mutaciok szerepét egyes munkacsoportok
megerdsitették, masok azonban cafoltdk. A kiilonbdzd eredmények az eltérd
népcsoportok kozotti genetikai valtozékonysaggal magyarazhatok. Az altalunk vizsgalt
mutaciok a leggyakrabban vizsgaltak kozé tartoznak az irodalomban, a PIA
polimorfizmus szerepét a kiilonb6zd trombocita aggregacid gatlo szerekkel szembeni

rezisztencia kapcsan is felvetették.

Angiotenzin konvertal6 enzim (ACE) inzercios/deléciés (I/D) polimorfizmus

Az angiotenzin I-et konvertalé enzim a renin-angiotenzin rendszer kulcsenzime,
amelyet a magasvérnyomas-betegség, szivelégtelenség ¢és iszkémias szivbetegség
kezelése soran fontos terapids célpontként azonositottak. Az ACE plazma aktivitas
egyénenként jelentdsen eltérhet egymastol. Az interindividuadlis eltérések kb. 50 %-aért
az ACE gén felelés. A human ACE gén 16-os intronjaban inzercids (I)/delécids (D)
polimorfizmust mutattak ki, mely hozzdjarul a keringésben 1év6 ACE szintjének
valtozasahoz, a DD genotipust egyénekben az atlagos ACE szint kétszerese az II
genotipusuakhoz képest, ID esetén intermedier szint észlelhetd. Szamos tanulmanyt
végeztek a DD genotipus és a miokardialis infarktus el6forduldsi gyakorisdganak
Osszefliggését vizsgalva, melyek egy része igazolta, mas része kizarta a kapcsolatot.
Ugyancsak ellentmondodak az eredmények az ACE gén ¢s a PTCA utani resztenozis
kapcsolatarol is. Egyes szerzok az egymasnak ellentmond6 eredményeket a kiilonb6zo

foldrajzi teriileten €16 populacidk kozotti genetikai kiilonbségekkel magyarazzak.



Metilén tetrahidrofolat reduktaz (MTHFR) polimorfizmus

Az 5,10 metilén tetrahidrofolat reduktdz (MTHFR) a homocisztein folsav-
dependens remetilaciojaban jatszik szerepet, melynek soran metionin keletkezik. Kang
¢és mtsai (1988) észleltek egy csokkent aktivitasi hoélabilis enzimet, mely
kovetkezményesen enyhe homocisztein-szint emelkedést eredményezett. Az MTHFR-t
emelkedett homocisztein szint észlelhetd, foként csokent szérum folsav szint mellett. Az
MTHFR defektusa autoszomadlis recessziv betegség. Boushey és mtsai (1995) 27
vizsgéalat meta-analizise soran igazoltak, hogy az emelkedett homocisztein szint az
iszkémids szivbetegség, stroke ¢és periférids érbetegség fiiggetlen rizikofaktora.
Kluijtmans ¢és mtsai kimutattdk (1997), hogy heterozigéta egyénekben is magasabb a
homocisztein szint, mint a normal homozigota populécioban. Tébb kutatd is vizsgalta a
koros allélre homozigota allapot €s az iszkémids szivbetegség kozotti esetleges ok-

okozati kapcsolatot. A vizsgalatok egy része igazolta, masok cafoltdk az 6sszefliggést.

Glikoprotein (GP) IIla trombocita receptor P1A (A1/A2) polimorfizmus

PIA (trombocita specifikus antigén) a GP IIb/Illa csaladba tartozé vérlemezke
membran-receptor, amely a von Willebrand faktort és a fibrinogént koti meg, fontos
szerepet jatszva a trombocita aggregacioban. A PI*! allél gyakorisaga a kaukazusi
rasszban 97,75 %, a PI*? allélé pedig 2,25 %. A két allél egy nukleotidban tér el
T, mig P1*? allé] esetében C bézis van. Korabbi vizsgalatok azt sugalljak, hogy a GP Illa
PI** polimorfizmusa kapcsolatban all az AICS kialakulasanak kockazataval, bar az

adatok ellentmondasosak.

Limfotoxin alfa (LTA) génmutaciok

A limfotoxin alfa egy gyulladéasos citokin, mely kulcsszerepet jatszik a lokalis
vaszkuléris gyulladasos folyamatok inicidlasaban. Hat4ssal van az adhézids molekulak
termelésére, a trombogenezisre, a simaizom proliferaciot fokozza, vazoaktiv anyagok
termelését serkenti, és eldsegiti a trombocita aggregaciot. Ezen tulajdonsagai miatt

teoretikusan az aterdmas plakkok inicialasdban ¢és kialakuldsaban is fontos szerepe

10



lehet. A LTA gén a 6. kromoszoma rovid karjan helyezkedik el. Tobb pontmutaciot is
leirtak, melyek fokozott limfotoxin termeléssel jarnak. Szamos eurdpai és japan
tanulmany vizsgélta a kiilonb6z6 LTA mutaciok iszkémias szivbetegségben ¢és

szivinfarktusban jatszott szerepét.

LTA 1: Limfotoxin A (TNF f) gén 1. intron 252 pozicidgjadban A ¢és G
nukleotidvariaciok fordulhatnak eld. Japan kutatok a homozigéta GG genotipust
miokardidlis infarktuson atesett betegekben szignifikdnsan gyakoribbnak talaltak, mint
egészséges kontrollokban, ugyanakkor tobb eurdpai vizsgalat nem talalt 0sszefiiggést a

homozigoéta allapot és a szivinfaktus vagy iszkémias szivbetegség kozott.

LTA 3: Limfotoxin A (TNF B) gén 3. exonjaban, a 804. pozicidoban, Thr26Asn
aminosavcserével jard C és A nukleotidvariacidkat irtak le. Japan kutatok a homozigota
AA genotipust miokardialis infarktuson atesett betegekben szignifikdnsan gyakoribbnak
talaltdk, mint egészséges kontrollokban. Kaukazusi populacidban nem vizsgaltak a LTA

C804A mutacio szerepét iszkémias szivbetegeken.

CELKITUZESEK

1. Az irodalomban szdmos genetikai mutacid szerepét vetett¢k fel az AICS
aggregacio folyamatdban a GP IIb/Illa trombocita felszini receptornak kulcsszerepe
van. A IIl/a alegységet kodolé gén egy mutacidjardl (PIA) tobb kiilonbozo
populdcioban igazoltdk, hogy szerepe lehet az AICS kialakulasaban, azonban mas
populacidkban ezt cafoltdk. Az emelkedett ACE szint és az ACE I/D polimorfizmus
kozotti 0sszefiiggést kozolték az irodalomban, egyes kdzlemények felvetették a D allél
¢s a miokardialis infarktus kozotti kapcsolatot. Az emelkedett szérum homocisztein
szint ismert rizikofaktora az AICS kialakulasanak. Az MTHFR gén muticidja és a
szérum homocisztein szint kozott egyenes Osszefiiggést irtak le. Az AICS
kialakulasdban az elmult években gyuladasos folyamatok szerepét igazoltdk. Japan
kutatok leirtdk a limfotoxin alfa két mutacidjanak (LTA1 és LTA2) szerepét a
miokardialis infarktus kialakuldsdban. A fenti mutaciok és az AICS kialakuldsa kozotti

Osszefiiggést hazai populacioban még nem kozolték, ezért vizsgalni kivantuk a PIA,
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ACE, MTHFR, LTA1 és LTA3 gének mutaciodinak szerepét a hazai AICS-an atesett

populacidban.

2. Az iszkémids verOérbetegségek (AICS, stroke és periférids verdérbetegség)
alapterapiaja az ASA, melynek a morbiditasra ¢s mortalitasra kifejtett pozitiv hatasat
szamos tanulmany igazolta. Az is ismert azonban, hogy a populacié kozel 30 %-a
rezisztens az ASA kezelésre. Az elmult idében tobb kozlemény mutatott ki sszefliggést
az ASA rezisztencia és a fokozott mortalitds kozott miokardidlis infarktuson atesett
betegeken. A fentiek miatt meriilt fel annak sziikségessége, hogy kivalasszuk azon
betegeket, akik varhatoan rezisztensek lesznek az ASA kezelésre. Ezért mérni kivantuk
az AICS, iszkémids stroke és periférids veréérbetegség miatt ASA-t szedd betegekben a
gyodgyszer hatasossagat, vizsgalni kivantuk a PI*? allél szerepét az ASA rezisztencia

kialakuldsaban.

3. A clopidogrel kezelés hatdsossagara vonatkozd adatok azt igazoljak, hogy
ASA rezisztens betegek elfogadott alternativ kezelése a clopidogrel. A kezdeti adatok
szerint clopidogrel rezisztencia csak kis szamban volt észlelhetd, azonban ujabb
vizsgalatok kimutattdk, hogy a clopidogrel kezelés laboratériumi hatdsossaga is csak
70-80 %-os. Nem ismert azonban, hogy a clopidogrel rezisztencia dsszefliggésben van-e
a PI*? allél jelenlétével. Ezért valaszt kerestiink arra, hogy a szekunder prevencio
céljabol adott clopidogrel hatasat befolyasolja-e a P1** allél jelenléte, valamint hogy a

P1*? allélt hordozo egyéneknél célszerii-e ASA helyett clopidogrel kezelést inditani.

VIZSGALATAINK

Vizsgalatainkat harom csoportba soroltuk:

l. AICS-an atesett betegekben megvizsgaltuk a PIA, ACE, MTHFR, LTAI1 és
LTA3 polimorfizmusok eléfordulédsi gyakorisagat, és dsszehasonlitottuk egészséges

Oonkéntes kontroll populacioban észleltekkel;

2. AICS-an, iszkémias stroke-on atesett, valamint egyéb okokbol acetilszalicilsavat

szed0 betegekben meghataroztuk az ASA trombocita aggregicié gatld
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hatékonysagat, ¢€s vizsgaltuk a PIA polimorfizmus és ASA rezisztencia kozotti

Osszefliggést;

3. AICS vagy iszkémias stroke miatt clopidogrel kezelésben részesiilo betegekben
mértiik a terdpia hatdsossagat, €s vizsgaltuk a rezisztencia feltételezett genetikai

hatterét.

AICS-an atesett betegek és egészséges oOnkéntes kontroll populiacié genetikai

vizsgalata

Betegek:

181 AICS-an atesett betegben (68 nd, 113 férfi, atlagéletkor: 65,2 + 12,1 év)
vizsgaltuk a PIA, az MTHFR C677T ¢és az ACE I/D gén polimorfizmust,
Osszehasonlitva 232 egészséges személlyel (110 nd, 122 férfi, atlagéletkor: 34,4 + 10,2
¢v). Technikai okok miatt a kontroll személyek koziil csak 192 esetben vizsgaltuk az
ACE polimorfizmust. 110 betegnél (32 n6, 78 férfi, atlagéletkor: 64,3 + 10,9 év) a LTA
gyakorisdgat hasonlitottuk 0Ossze 101 egészséges személlyel (51 nd, 50 feérfi,
atlagéletkor: 29,5 + 8,9 év).

AICS-at diagnosztizaltunk, amennyiben a betegnek tipusos mellkasi fajdalma,
EKG-jan legalabb két 6sszetartozo elvezetésben 1 mm-t meghalad6 ST depresszidja, ST
elevacioja, 1j vagy feltételezetten uj bal Tawara szar blokkja volt és/vagy emelkedett
szérum Troponin [ vagy Troponin T értéke volt.

A tanulmanyhoz a Pécsi Tudomanyegyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum Regionalis Kutatas Etikai Bizottsaga hozzajarult, a betegek ¢és az egészséges
kontroll személyek részletes felvilagositast kovetden irasos beleegyezésiiket adtdk a

vizsgalatba.

Médszerek:

MTHFR C677T mutacioanalizis

A vizsgalat elvégzéséhez sziirdpapirra beszaritott vércseppbdl az alabbi mdédon

nyertiink DNS extraktumot: a sziirOpapirbdl kivagott kis darabot (5x5 mm) egy
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Eppendorf-csébe helyeztiik, majd 300 pul metanolt adtunk hozza fixalas céljabol és
szobahdémérsékleten 1 orat allni hagytuk. A metanol eltdvolitdsa utan 2 o6ran at tartd
szaritast kovetden 200 pl steril vizzel 15 percig 97 °C-on forraltuk a mintat. A DNS-t is
tartalmazo feliiliszot hasznaltuk az amplifikacié soran. A polimerdz lancrekcidé (PCR)
reakcio az 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’ és az 5’-AGG ACG GTG
CGG TGA GAG TG-3’ primer par segitségével az alabbi dsszetételll 50 pl végtérfogati
elegyben tortént MJR PTC-200 késziilékben: 10 ul DNS extraktum, 0,2 uM mindkét
primerbdl, Sul Taq polimeraz puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI1 pH 9,0, 0,1 %
Triton X-100), 1 egység Tag-polimeraz, 20 uM minden egyes dNTP-bol. Az
amplifikalas soran a kovetkezd hoprogramot alkalmaztuk 33 ciklusban: 30 masodperc
denaturalds 92 °C-on, 15 mésodperc annealing 62 °C-on és 15 masodperc extenzio 72
°C-on. A C677T mutacié meghatarozasa céljabol a PCR reakcid soran kapott 198 bp
hosszusagu terméket Hinf I resktrikcidos enzimmel emésztettiik 37 °C-on 3 6ran at.
Normal genotipus (CC) esetén nem hasit az enzim, mutacié (TT) eléfordulasakor a
kapott termékek nagysaga 23 bp és 175 bp, mig heterozigdta (CT) formaban a
kovetkezd termékek keletkeznek: 23, 175 és 198 bp.

P1A trombocita receptor A1/A2 polimorfizmus

A vizsgalat elvégzéséhez sziir6papirra beszaritott vércseppbdl az alabbi modon
nyertiink ki DNS extraktumot: a szlir6papirbol kivagott kis darabot (5x5 mm) egy
Eppendorf-csébe helyeztiik, majd 300 pul metanolt adtunk hozza fixalas céljabol és
szobahOmérsékleten 1 orat allni hagytuk. A metanol eltavolitdsa utdn 2 Ordn at tartd
szaritast kovetden 200 pl steril vizzel 15 percig 97 °C-on forraltuk a mintat. A DNS-t is
tartalmazo feliiliszot hasznaltuk az amplifikacio soran. A PCR reakci6 az 5°-TCT GAT
TGC TGG ACT TCT CTT-3’ és az 5’-TCT CTC CCC GCA AAG AGT-3’ primer par
segitségével az alabbi Osszetételi 50 ul végtérfogata elegyben tortént MJR PTC-200
késziilékben: 30 pl DNS extraktum, 0,2 pM mindkét primerbdl, Sul Taq polimeraz
puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI1 pH 9,0, 0,1 % Triton X-100), 2 mM MgCl,, 1
egység Tag-polimeraz, 20 uM minden egyes dNTP-bdl. Az amplifikdlds sordn a
kovetkezd hdprogramot alkalmaztuk: 5 perc 94 °C-os el6denaturdlast kovetden 35
ciklusban 1-1 perc denaturalds 93 °C-on, annealing 58 °C-on és extenzié 72 °C-on,

majd 3 perc végsé extenzid 72 °C-on. Az A1/A2 genotipus meghatdrozasa céljabol a
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PCR reakci6 soran kapott 264 bp hosszusagu terméket Msp I resktrikcids enzimmel
emésztettiik 37 °C-on 3 6ran at. A1/A1 genotipus esetén az emésztés kettd, egyenként
42, 222 bp hosszusagl terméket eredményez. A1/A2 genotipus eléfordulasakor a kapott
termékek nagysaga 42, 49 ¢és 173 bp, mig A2/A2 genotipus soran a kovetkezd termékek
keletkeznek: 42, 49, 173 és 222 bp.

ACE 1/D polimorfizmus

A vizsgalat elvégzéséhez szlirOpapirra beszaritott vércseppbdl az alabbi mdédon
nyertiink ki DNS extraktumot: a szlrOpapirbol kivagott kis darabot (5x5 mm) egy
Eppendorf-csébe helyeztiikk, majd 300 pul metanolt adtunk hozza fixalas céljabol és
szobahdmérsékleten 1 orat allni hagytuk. A metanol eltdvolitdsa utan 2 o6ran at tartd
szaritast kovetéen 200 pl steril vizzel 15 percig 97 °C-on forraltuk a mintat. A DNS-t is
tartalmazo feliiluszot hasznaltuk az amplifikacid soran. Az 1 és D allélok egyilittes
felerdsitését az ACEF: 5°-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’ és az ACER:
5’-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3’ primer parokkal végeztiik. Az I
allél pontosabb detektaldsa céljabol egy megerdsité PCR reakciot is elvégeztiink az
ACEF2: 5°-TTT GAG ACG GAG TCT CGC TCT GTC-3’ ¢és az ACER: 5’-GAT GTG
GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3’ primer parokkal. A PCR reakcio az alabbi
Osszetételll 50 ul végtérfogatu elegyben tortént MJR PTC-200 késziilékben: 10 ul DNS
extraktum, 0,2 uM mindkét primerbdl, Sul Taq polimeraz puffer (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pH 9,0, 0,1 % Triton X-100), 1 mM MgCl,, 1 egység Tag-polimeraz, 20 uM
minden egyes dANTP-bdl. Az amplifikalas soran a kdvetkez6 héprogramot alkalmaztuk:
5 perc 95 °C-os elddenaturalast kovetdéen 5 ciklusban 1-1 perc denaturalas 95 °C-on,
annealing 70 °C-on ¢és extenzid 72 °C-on, 5 ciklusban 1-1 perc denaturdlas 95 °C-on,
annealing 65 °C-on és extenzid 72 °C-on, 30 ciklusban 1-1 perc denaturalas 95 °C-on,
annealing 60 °C-on és extenzid 72 °C-on, majd 10 perc végso extenzid 72 °C-on.

A PCR termékeket 3 %-os agardz gélben futtatuk meg. Az ACEF — ACER
primerek alkalmazédsa soran D/D genotipus esetében 192 bp-os termék erdsodik, I/1
genotipus eléforduldsakor 480 bp-os termék keletkezik, mig I/D genotipus megjelenése
192 bp és 480 bp termékeket ad. Az ACEF2 — ACER primerek haszndlata soran PCR
terméket csak az I allélrol kapunk, ennek nagysaga 410 bp.
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LTA1

A vizsgalat elvégzéséhez sziikséges DNS izoladlasat alvadasgatolt periférias
vérmintabol végeztiik kisozasos technikdval. A TNFB gén 323 bp-os DNS
fragmentumanak a felerdsitéséhez az alabbi primereket terveztiik: 5’-CCT TGG TGG
GTT TGG TTT TGG TTT C-3’ és az 5’-AAG AGA CGT TCA GGT GGT GCC ATG
G-3’. A reverz primer szekvencidjaba az Nco I restrikciés enzimmel torténé emésztés
hatékonysaganak ellendrzésére egy arteficialis vagasi helyet terveztiink (alahuzott
szakasz). A PCR reakci6 az alabbi Osszetételi 50 ul végtérfogatu elegyben tortént MJR
PTC-200 késziilékben: 100-200 ng genomialis DNS, 0,2 uM mindkét primerbdl, Sul
Taq polimeraz puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 9,0, 0,1 % Triton X-100), 1
mM MgCl,, 1 egység Tag-polimeraz, 20 uM minden egyes ANTP-bdl. Az amplifikalas
soran a kovetkezé héprogramot alkalmaztuk: 2 perc 95 °C-os elddenaturalast kdvetden
35 ciklusban 30-30 masodperc denaturalas 95 °C-on, annealing 63 °C-on és extenzi6 72
°C-on, majd 7 perc végso extenzid 72 °C-on. A 323 bp hossztisagu PCR terméket Ncol
restrikcids enzimmel emésztettiik 37 °C-on 3 6ran at. Normal esetben (AA) egy helyen
vag az enzim ¢és egy 24 bp valamint egy 299 bp termék keletkezik. Heterozigdta AG
esetben 24, 89, 210 és 299 bp termékek jonnek 1étre. Homozigota GG esetben 24, 89 és
210 bp termékek keletkeznek

LTA3

A vizsgalat elvégzéséhez sziikséges DNS izolalasat alvadasgatolt periférids
vérmintabol végeztiik kisdézdsos technikaval. A TNFB gén 363 bp-os DNS
fragmentumanak a felerésitéséhez az alabbi primereket terveztiik: 5°-TCT GTC TTC
CGC CGC GTG C -3’ ¢és az 5°-AAT GAG GTG AGC AGC AGG TTT GAC G-3°. A
reverz primer szekvencidjaba az Tai I restrikciés enzimmel torténd emésztés
hatékonysaganak ellendrzésére egy arteficialis vagasi helyet terveztiink (aldhuzott
szakasz). A PCR reakci6 az alabbi 6sszetételti 50 pl végtérfogata elegyben tortént MJR
PTC-200 késziilékben: 100-200 ng genomidlis DNS, 0,2 uM mindkét primerbdl, Sul
Taq polimeraz puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 9,0, 0,1 % Triton X-100), 1,5
mM MgCl,, 1 egység Taq-polimeraz, 20 uM minden egyes dNTP-bol. Az amplifikalas
soran a kdvetkezé héprogramot alkalmaztuk: 2 perc 95 °C-os eldédenaturalast kdvetden
35 ciklusban 30-30 masodperc denaturalas 95 °C-on, annealing 63 °C-on és extenzi6 72

°C-on, majd 7 perc végsd extenzid 72 °C-on. A 363 bp hossziisagli PCR terméket Tai I
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enzimmel emésztettik meg 65 °C-on 3 6ran at. Normal esetben (CC) 91 és 272 bp
termékek jonnek létre. Heterozigota AC esetben 22, 91, 250 és 272 hossza termékek

jonnek létre. Homozigdta AA esetben 22, 91 és 250 bp termékek jonnek 1étre.

Statisztika

Az AICS-an atesett betegek és a kontrollcsoport kozotti killonbségeket x>

probaval hataroztuk meg.

Eredmények:

A betegek koziil 117 PIA1/A1 (64 %) genotipusi volt, 63 beteg A2 allél
hordozonak bizonyult. Kilenc betegél (6 %) A2/A2 homozigota allapotot igazoltunk. Az
egészséges kontrollok kozott szignifikansan kevesebb volt az A2 homozigétdk aranya
(3 16) (p < 0,05) és az A2 allélt hordozok (A2/A2 és az A1/A2 genotipus egyiittesen 60
személy esetében) szama is (p < 0,05).

Az ACE genotipusok megoszlasaban nem talaltunk kiilonbséget a két populacio
kozott sem a D/D homozigotak (69 vs. 60 £0), sem a D allélt hordozok (155 és 163
személy) tekintetében.

A kéros MTHFR allélt hordozok szignifikdnsan nagyobb aranyban voltak az
AICS-an atesett betegek kozott, mint a kontroll csoportban (116 vs. 126) (p < 0,05).
Nem taldltunk azonban kiilonbséget a koros homozigota esetek szamdban (20 vs. 22).
Nem volt szignifikdns kiilonbség az all¢lgyakorisagokban sem a két populéacio kozott.

A LTA1 és LTA3 polimorfizmus allélgyakorisaga megegyezett a két csoporton
beliil. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a koros allél gyakorisagaban, az allél
hordozok szaméban és a homozigodta pozitiv egyének ardnydban sem a két populéacio

Osszehasonlitasa soran.
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A PIA polimorfizmus és acetilszalicilsav rezisztencia kozotti osszefiiggés vizsgalata

Betegek:

A PI*? allél jelenlétét 158 AICS-an (61 né, 97 férfi, atlagéletkor: 64 + 12 év), és
69 iszkémias stroke-on (27 n6, 42 férfi, atlagéletkor: 67 = 10 év) atesett betegnél
vizsgaltuk. AICS-at diagnosztizaltunk, amennyiben a betegnek tipusos mellkasi
fajdalma, EKG-jan 1 mm-t meghalad6 ST depresszidja, ST elevacioja, 0j vagy
feltételezetten ) bal Tawara szar blokkja volt és/vagy emelkedett szérum Troponin I
vagy Troponin T értéke volt. A PTE Neuroldgiai Klinikdn kezelt betegeknél koponya
CT-vel igazoltak az iszkémids stroke-ot. Az ASA trombocita aggregicid gatlo
hatékonysagat ex vivo minden iszkémids betegnél és 58 (32 nd, 26 férfi, atlagéletkor: 66
+ 11 év) ASA-t szedd, iszkémids eseményen at nem esett, kardiovaszkularis
szempontbol magas rizikdju betegnél megvizsgaltuk. Magas rizikdjunak tekintettiik a
betegeket, ha a Magyar Kardiologusok Tarsasagénak 2004. évi ajanlasa alapjan (amely
a Score Project eredményein alapul) a 10 éves végzetes kardiovaszkularis esemény
bekovetkeztének valoszinlisége nagyobb volt 5 %-nal.

A tanulmanyt a Pécsi Tudomanyegyetem Orvos- ¢és Egészségtudomanyi
Centrum Regionalis Kutatds Etikai Bizottsdga engedélyezte, a betegek részletes

felvilagositast kovetden irdsos beleegyezésiiket adtak a vizsgalatba.

Modszerek:

Trombocita aggregacio gatlas vizsgalata

A trombocita aggregacio méréséhez kubitalis vénabol 12 ml vért vettiink 3,8
%-0s natrium-citrat tartalma Vacutainer csdvekbe. A mintdkat 150 g-n 10 percig
centrifugdltuk, majd a trombocita dus feliiliszot (platelet rich plasma, PRP) 6vatosan
eltavolitottuk. Ezt kovetden trombocita szegény plazma (platelet poor plasma, PPP)
nyeréséhez a maradék mintdkat 10 percig 2500 g-n ismételten centrifugaltuk. A
mérésekhez hasznalt kiivettadkba 450-450 ul PRP-t, illetve PPP-t pipettaztunk, majd a

crey

hozzdadasaval indukaltuk. Vizsgalatainkat a Born-féle turbidimetrids elven miikodo
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Carat TX-4 (Carat Diagnosztika Kft.,, Magyarorszdg) négycsatornds trombocita
aggregométerrel végeztilk. Az individudlis kiillonbségek kikiiszobolésére a késziilek
tarolja a trombocita dis €s trombocita szegény plazmak fényateresztd képességét (PRP:
0 %, PPP: 100 %), majd az induktorokkal kivaltott aggregacié mértékét a PPP-PRP
optikai striiségkiilonbséghez viszonyitva szdmolja. A szuszpenzié fényatereszto
képessége az aggregacid mértékével parhuzamosan nd, melyet a miiszerhez kapcsolt
szamitégép programja abrdzol. Az igy nyert gorbe egyik jellegzetes paraméterét, a
maximalis aggregacio értékét egészséges, gyogyszermentes egyéneken mért referencia
értekekkel hasonlitottuk 0ssze. A mérés 10 perces id6tartama alatt 37 °C-os inkubéciot
¢s folyamatos magneses keverést (1000 rpm) alkalmaztunk. A mintdk vizsgalata a
vérvételt kovetd 2 oran beliil megtortént.

Az ASA hatasanak kontrolljadhoz a kollagén és adrenalin indukalta aggregaciot
vizsgaltuk. Mivel nincs egységes allaspont arra nézve, mikor tekinthetjiik hatdsosnak a
trombocita aggregaciod gatld terapiat, az aggregacié maximumanak csokkenését akkor
tekintettilk az alkalmazott terapia kovetkezményének, ha az a kezeletlen kontroll
populaciodra jellemzd 95 %-os konfidencia intervallumon (atlag + 2x standard deviacio)
kiviil esett, ellenkezd esetben hatastalannak véleményeztiik a kezelést. Az aggregacid
gatld terapia hatékonysaganak értékelésekor figyelembe vettiik a trombocita
aggregométer gyartdjanak ajanlasat is, ez alapjan, amennyiben az alkalmazott
gyogyszeres terapia kontrolljadhoz hasznalt induktorokkal kivaltott maximalis
aggregacio a referencia tartomany minimuma és 40 % koz¢ esett akkor gyenge, mig 30-
40 % kozott mérsékelt gatlast allapitottunk meg. Teljes (optimalis) gatlast

véleményeztiink, ha a maximalis aggregacio értéke 30 % alatt volt.

P1A trombocita receptor A1/A2 polimorfizmus

Az eldzdekben leirtaknak megfelelden végeztiik a vizsgalatot.

Statisztika

Az aspirin rezisztens ¢és az aspirinre reagald betegekben az el6fordulési
gyakorisagok kozti kiilonbségeket y -probaval vizsgaltuk.

Logisztikai regresszids analizist hasznaltunk az aspirin rezisztencia fliggetlen
rizikofaktoraként szerepld P12 allél jelent6ségének kimutatisara. Az analizist életkorra,

hipertonidra, diabétesz mellituszra, dohanyzasra, diszlipidémiara, BMI-re korrigdlva is
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elvégeztik, p = 0,05 szignifikancia szintet fogadva el. A logisztikai regresszios

analizishez a Windows SYSTAT 10 statisztikai csomagjat hasznaltuk.

Eredmények:

Az ASA-t (152 mg-os atlagos napi dozisban) atlagosan 4,8 napja szedték az
ASA rezisztens betegek, és 149 mg-os kozepes dozisban atlagosan 5,3 napja a kezelésre
adekvat valaszt ado betegek, igy a kezelés dozisa és iddtartama nem kiilonbozott a két
csoport kozott.

Az iszkémias szivbetegség rizikofaktorainak el6forduldsat vizsgalva a
betegeknél és az ASA-t szedd magas rizikoju csoportndl azt talaltuk, hogy mindhdrom
csoportban kb. 20 % volt a diabéteszesek, tobb mint 80 % a hipertonidsak aranya és kb.
60 %-nak volt diszlipidémidja. Az iszkémias populacidkban a betegek kb. 35 %-a, a
magas riziko6ja betegek kb. 20 %-a dohanyzott a vizsgalat idején. A betegek kb. felének
magas volt a testtdmeg indexe (BMI > 25 kg/m?).

ASA kezelésre 166 {6 reagalt (132 beteg és 34 kontroll személy), inadekvat
valaszt 119 esetben figyeltiink meg (95 beteg és 24 kontroll személy). A PI*¥A?
genotipus csak ASA rezisztens egyéneknél fordult elé (9 f6), A2 homozigotdk nem
voltak az ASA-ra megfeleléen reagalok kozott. A PI*? allél gyakorisaga szignifikansan
magasabb volt az ASA rezisztens egyéneknél, mint a normal vélaszt ad6é populacioban
(0,25 vs. 0,12, p < 0,01). Nem volt szignifikans kiilonbség az egyes betegcsoportokban
az ASA kezelésre adott valaszban illetve a PIA allélek megoszlasidban. Az
allélgyakorisagok megfeleltek a Hardy-Weinberg szabalynak.

A linedris logisztikai regresszios analizis eredményei azt mutatjak, hogy az A2
allélt tartalmazd genotipusok (A1/A2 + A2/A2) nem fiiggetlen rizikofaktorai az ASA
rezisztencianak [OR 1,04 (0,46-2,215); 95 %-os CI mellett; p = 0,99]. A diabétesz
mellitusz és az obezitas, valamint a metabolikus szindroma szignifikdnsan gyakrabban

fordult el6 az ASA rezisztens betegcsoportban.
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Clopidogrel kezelés hatasossag feltételezett genetikai hatterének vizsgalata

Betegek:

Korabban AICS-4n, iszkémids stroke-on atesett, vagy periférids verdérbetegség
miatt clopidogrel terdpidban részesiild 38 clopidogrel rezisztens (21 férfi, 17 nd,
atlagéletkor: 63 + 13 év) és 59 clopidogrel kezelésre reagald (26 férfi, 33 nd,
atlagéletkor: 63 + 11 év) betegnél meghataroztuk a P12 allél gyakorisagat. Az AICS-at
¢s az iszkémids stroke-ot a korabbi fejezetben leirtaknak megfelelden definialtuk.

A tanulmanyt a Pécsi Tudomanyegyetem Orvos- ¢és Egészségtudomanyi
Centrum Regionalis Kutatds Etikai Bizottsdga engedélyezte, a betegek részletes

felvilagositast kovetden irdsos beleegyezésiiket adtak a vizsgalatba.

Modszerek:

PIA trombocita receptor A1/A2 polimorfizmus

A korabban leirtaknak megfelelden végeztiik a vizsgalatot.

Trombocita aggregacio gatlas vizsgalata
Az elézéekben leirtaknak megfelelden végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy az
adrenalin és kollagén helyett clopidogrel esetén az 50 ul ADP (5 uM és 10 uM)

indukalta aggregaciot vizsgaltuk.

Statisztika
A clopidogrel rezisztens és a clopidogrelre reagald betegek eredményei kozotti

kiilonbségeket x2-probaval vizsgaltuk.

Eredmények:

Otvenkilenc betegnél (26 férfi, 33 nd, atlagéletkor: 63 + 10 év) észleltiink
hat4sos trombocita aggregacio gatlast, 38 esetben (21 férfi, 17 nd, atlagéletkor: 63 + 12
év) a clopidogrel hatastalannak bizonyult. A clopidogrelt egységesen 75 mg-os napi
dézisban, atlagosan 58 napja szedték a betegek, a legrovidebb kezelési id6 31 nap volt.

A két betegcsoportban nem volt szignifikdns kiilonbség a kiilonb6zd

rizikofaktorok eldforduldsi gyakorisaga kozott. A clopidogrel rezisztens csoportban
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szignifikansan toébben kaptak ASA-t is, mint a reagald populacidban. A clopidogrel
terapiara reagalok kozott 45 betegnél A1/A1, 13-nal A1/A2 genotipust igazoltunk, egy
beteg A2/A2 homzigota volt. A clopidogrel rezisztens betegek kozott 32 Al/Al
homozigota és 5 heterozigota volt. A rezisztens csoportban egy betegnél a P1A allél egy
ritka varidnsat észleltik Al heterozigota formaban. A PI** allél eléfordulasi
gyakorisdgaban nem volt szignifikdns kiilonbség a két betegcsoport kozott. A ritka
varians szerepe az iszkémias események kialakuldsaban nem ismert pontosan (Nadasi és
mtsai., kozlés alatt). Nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget azon betegek kozott sem,

akiknél ASA-val kombinalt kezelést alkalmaztunk.

OSSZEFOGLALAS

A szomori hazai mortalitasi statisztikakért napjainkban elsésorban a
kardiovaszkularis betegségek a felelosek. Ezen betegségek legsulyosabb megjelenési
formdja az AICS. Az AICS kialakuldsanak hatterében évtizedek oOta szamos
»Kklasszikus” rizikofaktort igazoltak, és napjainkban is ujabb tényezokrél igazoljak
azoknak AICS-rizikot fokozo voltat. A szamos ok mellett az utobbi idében tobb
genetikai mutacid szerepét is felvetették. Az irodalomban a kiillonb6z6 muticiok
szerepének fontossaga vitatott, egyes szerzOk megerdsitik, masok céafoljak. Az eltérd
eredmények a népcsoportok kozotti genetikai valtozékonysaggal magyarazhatok.
Sziikségesnek tartottuk az irodalom alapjan a leggyakrabban vizsgalt polimorfizmusok
gyakorisaganak és szerepének tanulméanyozasat hazai AICS populdcidban. A mutaciok
koziil azon polimorfizmusok vizsgalatat végeztiik el, amelyeknek kozvetlen klinikai
relevancidja lehet.

Az AICS kialakulasdban az egyik legtobbet vizsgalt muticio a trombocita
felszini GP IIb/Illa receptor I1l/a alegységének PIA polimorfizmusa. Az eredmények a

legtdbb populacidban alatimasztjak a PI*?

allél esetleges szerepét az AICS
kialakuldsaban, illetve az in-sztent resztenodzis hatterében. Az elméleti megfontolasok
szerint a polimorfizmus szerepét az AICS kialakulasdban a trombocitak funkcidjanak

megvaltozasa okozhatja. Vizsgalataink igazoltak, hogy a PI*?

allél jelenléte szerepet
jatszhat az AICS kialakuldsédban hazai betegekben.
Tobb vizsgalat igazolta, hogy az emelkedett szérum homocisztein szint az AICS

kialakulasanak fliggetlen rizikofaktora. Ismert, hogy a metilén tertrahidrofolat reduktaz
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enzim génjének C677T mutacioja jelentdsen befolydsolja a szérum homocisztein
szintet, a koros génre homozigota egyénekben a homocisztein szint magasabb a normal
egyénekéhez képest, a heterozigotdkban a ketté kozott van. A kéros allél
gyakorisagaban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget betegeinkben, de az allélt
hordozék nagyobb ardnyban voltak jelen az AICS populacioban, mint a kontroll
csoportban. Az emelkedett homocisztein szint folsav adasdval kezelhetd, ezért az
MTHFR koros allélt hordozd betegekben — amely génrdl igazoltuk az AICS-val valo
Osszefliggését — megfontolando lehet a folsav terdpia bevezetését, bar a kdzelmultban
zarult NORVIT vizsgélat posztinfaktusos betegcsoportban a mortalitas novekedését
igazolta a folsavat és B6 vitamint szedd egyéneknél.

Az ACE gén I/D polimorfizmusanak vizsgélata sordn igazolast nyert, hogy a
D/D homozigétakban az ACE szint kétszerese az 1/ genotipusuakhoz képest, mig az
I/D esetek intermedier szinttel rendelkeznek. Az emelkedett ACE szintrél ismert, hogy
az iszkémids koronariabetegség fliggetlen rizikofaktora. Az ACE gatlok alkalmazasa a
HOPE ¢és az EUROPA tanulmanyok alapjan mortalitas és morbiditas csokkentd hatasu,
ugyanakkor maximalis dozisut ACE gatlo alkalmazasa mellett is kialakulhat AICS. Az
elobbiek alapjan felmeriilt, hogy a koéros D allélt hordozd, magasabb ACE szinttel
rendelkezd betegeknél fokozottabb az AICS kialakuldasanak rizikdja. A korabbi
vizsgélatok nem igazoltak egyértelmilien az ACE polimorfizmus szerepét az AICS
kialakulasaban. Az altalunk vizsgalt populacioban az ACE D allél nem jatszott szerepet
az AICS létrejottében.

Az instabil koronaria plakk rupturaja soran gyulladdsos folyamatok jatszodnak
le, a kiilonb6z6 gyulladasos proteinek kozott a LTA is fontos szerepet jatszik. A LTA-t
kodold gén két mutacigjardl (LTAL és 3) tavol-keleti populécidban leirtdk a nagyobb
gyakorisagot az AICS-an atesett betegekben, ennek alapjan az AICS kezelésében
esetleges immunmodulans terapia is szoba jonne. A LTA1 polimorfizmus szerepét tobb
kaukdzusi rasszba tartozd egyéneken nem kutattdk. Az Altalunk vizsgalt
betegcsoportban e két polimorfizmus AICS-val vald Osszefiiggését kimutatni nem
tudtuk.

Az ellentmond¢ irodalmi adatok hazai populdciora val6 adaptalasa miatt végzett
vizsgalataink egyes mutaciok szerepét megerdsitették, masokét cafoltdk. Az

eredményeink alapjan a magyarorszagi AICS-an atesett populacioban a PIA és MTHFR
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polimorfizmusok vizsgélata célszerti, az ACE, LTAl ¢és LTA3 oki szerepe nem
bizonyitott.

A fokozott trombocita aggregacid kulcsszerepet jatszik az AICS kialakuldséban.
Evtizedek 6ta ismert, hogy az ASA adasa mar az AICS diagndzisanak pillanatiban adva
javitja a betegek tulélését. Igazolt azonban, hogy a populacié 10-30 %-a nem reagal
megfelelden ASA kezelésre. Eikelboom (2002) és Gum (2003), valamint munkatérsaik
két prospektiv tanulmanyban azt talaltdk, hogy az ASA rezisztencia fokozott rizikot
jelent major kardiovaszkularis eseményekre (miokardialis infarktus és kardiovaszkularis
eredeti halal). Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai igazoltdk, hogy az ismételt
nemkivénatos klinikai eseményeket (kardiovaszkularis haldlozéas, ismételt AICS,
tranziens iszkémids attak vagy stroke) elszenvedett betegcsoportban szignifikansan
gyakoribb az ex vivo hatastalannak mért trombocita aggregacio gatlas, valamint ritkabb
a teljes gatlas azon populacidhoz képest, akiknél nemkivanatos esemény nem
jelentkezett. Azon betegek kozel felénél, akiknél hatistalan gatlds esetén az ASA
dozisanak emelésére keriilt sor, laboratoriumilag megfeleld trombocitaaggregéacio-gatlo
hatds kialakuldsa volt megfigyelhetd, és szignifikansan kevesebb nemkivanatos
esemény fordult eld, mint a terapia-moddositason at nem esetteknél (Alexy és mtsai.,
2003).

A GP IIb/Illa receptor kdzponti szerepet tolt be a trombocita aggregacioban. A
[II/a fehérjét kodold gén PIA polimorfizmusa (A1/A2) struktaravaltozast hoz 1étre a
mtsai (1998) vizsgalatuk eredményei alapjan felvetették annak lehetéségét, hogy a P17
allél szerepet jatszhat az ASA rezisztencia kialakuldsaban.

Nem végeztek korabban tanulméanyt a P1** allél szerepének vizsgalatara AICS-
an, iszkémids stroke-on atesett és ASA-ra nem megfelelden reagald betegeknél. Jelen
vizsgalatunkban a P1*? allél hordozas nem bizonyult az ASA rezisztencia fliggetlen
rizikofaktoranak, de eredményeink felvetik annak Ilehetdségét, hogy az A2/A2
homozigoéta jelleg kapcsolatban lehet az ASA rezisztencidval. Azon betegeknél, akiknek

PI*¥A2 genotipusuk van javasolt ASA helyett més trombocita aggregacio gatld

gyogyszer alkalmazasa, lehetéség szerint olyan, amely esetében igazolhato, hogy a P1*?
allél nem okoz terdpia rezisztenciat.

A fenti eredmények alapjan P1** homozigotak esetében felmeriilt, hogy mas titon
hat6é trombocita aggregacido gatld szerrel (pl. clopidogrel) torténd kezelés hatasosabb

lehet.
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Az ASA non-reszponder betegek aranyat a kiilonb6z6 munkacsoportok eltérd
mértékiinek, de mindenképpen jelentdsnek, mintegy 10-30 % kozottinek adjak meg, a
figyelem igy az egyre hatékonyabb, megbizhatobb molekuldk kifejlesztése fel¢ iranyult.
A tienopiridinek koziil els6ként a ticlopidin keriilt bevezetésre, mely irreverzibilisen
gatolja a trombocitdk ADP fliggd funkcidit. A molekula egy masik szdrmazéka, a
clopidogrel klinikai vizsgalatokban a ticlopidinnel azonos hatékonysagunak bizonyult a
primér klinikai végpontok tekintetében, tovabba sulyos mellékhatasok ritkdbban
jelentkeznek alkalmazésa soran. Elsdsorban perkutdn korondria intervencion atesett
betegeknél kombinaljak egyre kiterjedtebben az ASA és tienopiridin készitményeket a
maximalis antitrombotikus védelem elérésére, azonban ebben az esetben szamolni kell a
mellékhatdsok 0Osszeadodasaval is, igy pl. a vérzéses szovodmények gyakoribb
el6fordulasaval. Azaltal, hogy korabbi vizsgalatainkkal felmeriilt az ASA rezisztencia
és a PIA polimorfizmus kozétti kapcsolat, olyan populaciot tudtunk kijeldlni (a P12
homozigoétak), akiknél az ASA rezisztencia valdsziniisége szignifikansan nagyobb, mint
az atlag populacioban. Amennyiben ezen populacidban a clopidogrel rezisztencia nem
mutat Ssszefiiggést a P1*? homozigota allapottal, jogosnak tiinik a javaslat, hogy ASA
helyett clopidogrelt alkalmazzunk szekunder prevencioként.

Matetzky ¢és mtsai (2004) igazoltdk, hogy AICS-an atesett betegekben a
clopidogrel rezisztencia fokozott aterotrombotikus rizikdval jar. Angiolillo és mtsai
(2004) 300 mg kezdé dozisti clopidogrel adéasat kovetden vizsgaltdk a PIA
polimorfizmus és a trombocita aggregacio gatlas hatékonysaga kozotti osszefiiggést, €s
azt igazoltak, hogy a PI** hordozok esetén a trombocita aggregacid gatlas gyengébb
volt. Ismereteink szerint kordbban nem vizsgaltdk a hosszl tavl clopidogrel adagolast
kovetd clopidogrel rezisztencia ¢és a PIA polimorfizmus kozotti Osszefiiggést.
Eredményeink arra utalnak, hogy a clopidogrel trombocita aggregacio gatldé hatdsa nem
kiilonbozik az egyes PIA genetikai variansokban. Tekintettel arra, hogy korabban
igazoltuk a PI** allél és az ASA rezisztencia kozotti Gsszefiiggést, a PI*? homozigota
betegeknél az ADP receptor antagonizmuson alapuld, clopidogrellel torténd trombocita
aggregacio gatlas elonyosebb lehet az ASA-nal.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az AICS kialakulasdnak
hatterében egyes genetikai mutaciok szerepet jatszhatnak. A hazai populdcid genomja
mas nemzetek génallomanyatol eltérd, ezért a nemzetkdzi irodalomban leirt mutaciok
magyarorszagi vizsgalata is sziikséges. A PI*? allél jelenléte, de féként a PI*?

homozigéta allapot Osszefiiggést mutat az ASA rezisztenciaval, ezt a korrelaciot
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azonban clopidogrel rezisztencia esetén kimutatni nem tudtuk. A fentiek alapjan

megfontolandénak tartjuk a PI** homozigéta betegek clopidogrellel torténd kezelését.

Az értekezésbél levonhato megallapitasok és azok gyakorlati jelentésége

1. Vizsgéalatainkkal elséként igazoltuk azt a feltevést, hogy a PIA
polimorfizmusnak illetve a PI** allélnek oki szerepe lehet az AICS
kialakulasaban magyarorszagi populacidban.

2. A MTHFR polimorfizmus szerepet jatszhat az AICS kialakulasaban.

3. Nem talaltunk Osszefliggést az AICS kialakuldsa valamint az ACE
polimorfizmus kozott.

4. Elséként vizsgaltuk kaukdzusi rasszba tartozd egyénekben a LTA3
polimorfizmus ¢és az AICS kapcsolatat. Nem volt oki kapcsolat sem a LTAI,
sem a LTA3 polimorfizmus és az AICS kozott.

5. Vizsgélataink azt sugalmazzdk, hogy AICS esetén a genetikai vizsgélatok
elsésorban PIA és MTHFR polimorfizmus irdnydban torténjenek, az ACE,
LTAT ¢és LTA3 mutacioknak nincs oki szerepe a hazai populacioban.

6. Osszefliggést talaltunk a PI** allél jelenléte és az ASA rezisztencia kozott.

7. Nem talaltunk kapcsolatot a clopidogrel rezisztencia és a PIA polimorfizmus
kozott.

8. A clopidogrel rezisztencia genetikai hatterének tisztdzasara tovabbi
vizsgalatokra van sziikség.

9. Vizsgalatunk alapjan az iszkémids eseményen atesett betegnél javasolt a PIA
polimorfizmus vizsgalata, P1** hordozas esetén ASA helyett clopidogrellel

torténd szekunder prevencios kezelés elkezdése.
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INTRODUCTION

The leading causes of mortality in the western countries are still the
cardiovascular diseases, especially the ischemic heart disease (IHD) and the acute
coronary syndromes (ACS). Approximatively sixteen million patients died because of
cardiovascular events in 2001. Besides the classic cardiovascular risk factors genetic
mutations are thought to have a role in the developement of the ACS. The positive
family history and the ACS in the young underlies the importance of the genetics in the
background of the ACS.

During the past decades acetylsalicilic acid, statins, ACE inhibitors and beta
receptor blockers were shown to decrease mortality in the secondary prevention of IHD.
Despite the more aggresive and effective therapy the cardiovascular mortality increased.
New therapeuthic strategies were introduced to stop the increase of mortality. The new
antiplatelet drug clopidogrel was shown to reduce mortality and morbidity in patients
with ACS, however, severel studies reported uneffective antiplatelet therapy with either
ASA or clopidogrel. In the background of the resistance to antipaltelet therapy the role
of genetic factors were thought besides drug interactions, non-compliance etc.

My study focuses on the following genetic factors affecting the developement of ACS

and the effectiveness of antiplatelet drugs:

1. Angiotenzine converting enzime (ACE) insertion/deletion (I/D) polymorfism

There is a insertion (l)/deletion (D) polymorphism in the 16 intron of the ACE
gene, which affects the plasma ACE level. DD genotype represents a 2 fold increase in
ACE level compared to Il genotype. Controversial results have been reported in the
setting of the role of ACE polymorphism in the developemnet of ACS.

2. Metilene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) polymorfism

The patients homozigous to C-T mutation in the 677 position of the MTHFR
gene have elevated homocistein level, which is a independent risk factor of IHD, stroke
and periferal arterial disease. Some studies showed a correlation between the C-T

mutation and IHD.



3. Glycoproteine (GP) I11a platelet receptor PIA (A1/A2) polymorfism

PIA is a part of the GP I1b/llla membrane receptor family. The T-C mutation in
the 1565 position of 2 exon of glycoprotein Illa geneleads to PIAL or A2 alleles. Recent
datat suggest that PIA2 allele could be associated to the developement of ACS.

4. Mutations of lymfotoxin alfa (LTA) gene

Lymfotoxin alfa is a inflammational cytokin playing a key role in the iniciation of the
local inflammational processes. As during the ACS local inflammation can cause the
rupture of the unstable coronary plaque, the LTA can play a role in the iniciation of te
ACS. Two mutations (LTA 1 and LTA3) were shown to related to the developement of
ACS.

AIMS
The aims of our studies were to determine the possible role of the above
mentioned mutations in the developement of ACS. We also studied the association

between the PIA polymorphism and the resistance to ASA or clopidogrel.

RESULTS

1. PIA, ACE, MTHFR, LTA1 and LTA3 mutations in ACS patients

117 patients were PIA1/Al (64 %) homozigous, 63 patients were A2 carriers.
A2/A2 genotype was detected in 9 cases. There were significantly less A2 homozygous
people or A2 carriers among healthy controlls.

There was no significant difference in the distribution of the ACE genotypes in
the two populations.

MTHFR mutation appeared significantly more frequently in tpatients with ACS
compared to controll population.

The prevalence of LTAL és LTA3 polymorfisms was not significantly different

in the two populations examined.



2. The possible association between PIA polymorphism and ASA resistance

ASA resistance was observed in 119 subjects (65 ACS, 30 ischemic stoke and

24 high-risk patients), while 166 (93 ACS, 39 stroke and 34 high-risk patients) showed

|A2/A2

an appropriate response to the ASA therapy. P genotype occurred in ten subjects

(8.4 %) with ASA resistance. We should note, that none of the patients with adequate

|A2 IAZ

ASA response was homozygous to the PI” allele. The frequency of PI"“ allele was
significantly higher in subjects with ASA resistance than in the population showing
normal response (0.21 vs. 0.14, p<0.05) to the drug. PI* genotypes were in Hardy-
Weinberg equilibrium. Results of the adjusted logistic regression analysis show that
genotypes containing A2 allele (A1/A2+A2/A2) are not an independent risk for ASA

resistance (Odds ratio (95 % CI) of 1.04 (0.46-2.215), p=0.99).

3. Does glycoprotein IIla gene (P1Y) polymorphism influence the clopidogrel
resistance

Clopidogrel insensitive platelet aggregation was observed in 38 subjects (19
with ACS, 14 with ischemic stoke and 5 with PAD), while 59 (18 with ACS, 23 with
stroke and 18 with PAD) showed an appropriate response to the clopidogrel therapy. No
significant differences could be found regarding the duration of the therapy between the
responder and resistant patient groups (55 days and 59 days prior to the platelet

IAZ/AZ

aggregometry, respectively). P genotype was revealed in one subject without

clopidogrel resistance (2 %), in contrast none of the patients with clopidogrel resistance

|A2 |A2

was homozygous to the PI”< allele. No significant difference in the prevalence of P
allele and the allele frequencies (PIA2: 0.09 vs 0.13) was detected, not even after
adjusting for the concomitant medication and risk factors. PI* genotypes were in Hardy-

Weinberg equilibrium. Our results show that the genotype containing an A2 allele



(A1/A2 or A2/A2) does not represent an independent risk factor for clopidogrel

resistance.

SUMMARY

Our results support the hypothesis that some of genetic mutations could play a
role in the developement of ACS. The Hungarian gene stock is different from other
European populations, thus mutations described in the international literature should be
examined in domestic population, as well, to prove their role in Hungary. The presence
of PI*? allele (and especially the PI** homozigosity) could affect the effect of ASA on
platelet aggregation, but not the effect of clopidogrel. Our preliminary results suggest
that patients with PI*? homozygosity might benefit from the administration of an ADP

receptor antagonist (e.g., clopidogrel) rather than applying ASA.

PRACTICAL IMPLICATIONS

1. This is the first study confirming the role of PI*% allele in the developement of
ACS in Hungarian population.

The MTHFR polymorfism could play a role in the formation of ACS.

We could not find any connection between ACS and ACE polymorfism.

There wasn’t any relation between LTAL, LTA3 polymorfisms and the ACS.

o ~ w DN

Our results suggest that in case of ACS PIA and MTHFR polymorfisms should

be considered instead of ACE, LTAl and LTA3 mutations, in Hungarian

population.

6. We found relationship between the occurence of P1*? allele and ASA resistance.

7. There wasn’t any correlation between P1*? allele and clopidogrel resistance.

8. Further investigations are needed to be conducted to examine the genetic
background of the clopidogrel resistance.

9. Our studies suggest, that the examination of PIA polymorfism should be

considered in case of ACS, and clopidogrel should be administered instead of

ASA in case of PI*? homozigosity.



