Clinical implications of monitoring the efficacy of
antiplatelet therapy in patients after percutaneous
coronary intervention

Ph. D. Thesis

by

Daniel Aradi MD

Supervisor:
Andras Komoécsi MD, PhD

Program Leader:
Erzsébet Roth MD, DSc, PhD

University of Pécs, Medical Faculty
Department of Interventional Cardiology
Doctoral School of Medical Sciences

PTE AOK
2009



Introduction

Percutaneous coronary interventions (PCI) have revolutionized the treatment of ischemic
heart disease. Following the pioneer interventions of Andreas Griintzig in 1977,
approximately 10.000 patients are treated with this technique every year in Hungary.
Exploiting numerous advantages of a minimal invasive intervention, substantial technological
and pharmacological advances were made to increase the feasibility and procedural success
during the last decade. Consequently, balloon angioplasty, the initial method for dilating
coronary stenoses has been replaced with coronary stent implantation due to the lower rates of
acute (dissection, abrupt vessel closure) and chronic (restenosis) complications of the latter.
(1, 2) Although stent implantation dramatically improved the overall success rate of PCI,
limitations are also evident both in short- and long-term. The main shortcomings include stent
thrombosis (ST) and instent restenosis (ISR) that both result in target-vessel failure after PCI.

Stent thrombosis

Stent thrombosis is an acutely occurring, quick and mostly total occlusion of a previously
implanted coronary stent that usually manifests in high-mortality myocardial infarction (MI).
(3) In parallel to de novo coronary artery thrombosis, stent thrombus is mainly formed by
activated and aggregated platelets that are stabilized by fibrin clots. It is thought to be a multi-
factorial event, in that both procedural (under-expansion, malposition and malapposition of
stents, long stented segment, residual edge-dissection), clinical (low ejection fraction, acute
myocardial infarction, impaired renal function, diabetes) and hemorrheologic abnormalities
(premature discontinuation of antiplatelet therapy, aspirin/thienopyridine resistance) play
substantial role. (4) Notably, the administration of dual antiplatelet therapy has decreased the
occurrence of ST compared to aspirin monotherapy or aspirin plus anticoagulation in patients
after PCIL. (5-8) Thus, aggressive inhibition of platelet function seems essential to obviate
these ischemic events. Although being a relatively rare event, the prevalence of ST varied
largely between clinical trials and registries due to terminological heterogeneity. For
obtaining universal definitions and in order to improve comparability and interpretation of
results, the Academic Research Consortium (ARC) proposed consensus categories for ST,
based on the event probability and level of evidence. Also known as the Glasgow-
classification, these criteria define three categories of ST (ARC I: definite; II: probable; and
). Alternatively, ST can be classified based on the timing of occurrence. (Table 1)
According to the ARC criteria, definite ST occurs in 0.5-1.5% after the first year of PCI,
while possible ST has a prevalence of 2 to 4% (9, 10).

Instent restenosis

Instent restenosis (ISR) is a chronic process that progressively and irreversibly reduces the
previously stented vessel lumen. Similarly to ST, ISR is also a multi-factorial event, in that
procedural (under-expansion, malposition, malapposition of stents, long stented segment,
smaller stent diameter), clinical (acute myocardial infarction, diabetes, inflammation and
hypersensitivity) and hemorrheologic abnormalities (slow flow, not good outflow from



stented segment) might play significant part. (11, 12) Compared to normal neointimal
formation, ISR is accompanied by overproliferation of the endothelial and smooth muscle
cells around the stented segment that leads to a fibrous and thickened neointima. (13, 14) In
most of the cases, ISR develops in the first year after coronary intervention and is usually
manifested in recurrent stable angina. However, in a minority (2-3%) of the patients, ISR
leads to myocardial infarction due to the critical ischemia. (15) Recently, the role of platelet
activation and impaired response to antiplatelet therapy were also suggested in the
development of ISR as activated platelets might trigger the proliferation of the neointimal
tissue by releasing growth factors (PDGF) and recruiting leucocytes. (13)

With the implantation of bare metal or cobalt chromium stents, ISR occurred in 20 to 40% of
patients after PCI. In the past years, drug-eluting stents (DES) proved to be extremely
successful in preventing instent restenosis. (9, 10) The anti-inflammatory, anti-proliferative
and/or cytostatic drugs that are released from stents to the vessel wall were successful to
prevent neointimal hyperplasia and decreased the incidence of angiographic instent restenosis
below 10%. On the other hand, the eluted antiproliferative drugs prevent healing and
complete endothelization of such stents that prolongs the risk of stent thrombosis. Likewise,
efficient and long-lasting antiplatelet therapy has a substantial importance in the DES era, as
well. Despite being successful in decreasing the rate of target lesion revascularisations (TLR),
the first-generation drug- (sirolimus and paclitaxel) eluting stents failed to reduce hard
cardiovascular endpoints, such as cardiac death or MI compared to bare metal analogues after
PCI. Moreover, higher prices also limit their availability. As the current penetration of DES
does not exceed 20-25%, ISR remains a clinically relevant problem in Hungary.

Inter-individual differences in response to antiplatelet therapy

According to in vitro/ex vivo measurements, administration of aspirin does not inhibit platelet
activation and aggregation in a proportion of patients; their platelet reactivity is comparable to
aspirin-free subjects. Classified as ‘aspirin resistants’ or ‘non-responders’, these patients can
be separated from good responders with laboratory assessments. (40) On the other hand, there
are subjects who incur adverse thrombotic events despite being on aspirin therapy that is
considered a ‘treatment failure’. Although treatment failure to aspirin and aspirin resistance
are different the first is defined by clinical the latter by laboratory assessment aspirin resistant
patients were shown to be at higher risk for ischemic vascular events. (41) Hence, aspirin
resistance might be more than just a laboratory curiosity as high proportion of aspirin
resistants ended up with a clinical treatment failure. (42) As a result of methodical and
terminological heterogeneity, the prevalence of aspirin resistance varies a lot between authors;
ranging from 5% to 65%, with a recent meta-analysis suggesting a mean prevalence of 28%.
(43) These results highlight the fact that not all methods are equal in defining antiplatelet
response to aspirin. (40, 44)

In patients after PCI, the administration of clopidogrel has dramatically reduced the rate of
ischemic events as well as bleeding complications compared to the coumarin and aspirin
combination. (5-8) However, thrombotic events still ocurred in spite of the dual antiplatelet
therapy, thereby extensive research started to explore the individual response to clopidogrel.
Early studies demonstrated large inter-individual differences in response to a fix-dose



clopidogrel, and similar to aspirin, the term “clopidogrel resistance” was created and widely
applied to refer for patients with inappropriate response. (45-47)

Numerous observational studies pointed out the higher risk of patients with inappropriate
response to clopidogrel to recurrent thrombotic events. (48-55) However, according to the
2005 ACC/AHA/SCAI guidelines on PCI, antiplatelet testing is only recommended in
patients in whom ST would be of catastrophic consequences (18). This is due to the lack of a
uniformly available, standardized, cheap, quick and reliable bedside assay that provides
comparable and interpretable results of antiplatelet efficacy. Moreover, results of randomized,
sufficiently powered trials are also awaited to clarify the clinically relevant cutoff values.
Currently, light transmission aggregometry is considered the historical gold-standard in
monitoring the efficacy of antiplatelet therapy. (56)

Aims
The main aims of our examinations were the following:

. to characterize the individual response and efficacy of both aspirin and thienopyridine
therapy in patients admitted for percutaneous coronary intervention and compare the
agreement between relevant methods in monitoring antiplatelet efficacy.

. to determine the possible clinical implications of the variability observed in the
antiplatelet response among patients after PCI.

. to determine the significance of diabetes mellitus on the prevalence of low response to
aspirin and clopidogrel.

. to determine alternative pharmacological approaches in order to overcome inadequate
response to clopidogrel and to analyze possible predictors of the response to the alternative
approach.

. to determine the prognostic significance of the used access site (femoral vs. radial) on
both bleeding and ischemic complications after PCI in patients receiving dual/triple
antiplatelet therapy.

Methods

Light Transmission Aggregometry

Carat TX4 four-channel light transmission aggregometer (LTA; CARAT Diagnostics,
Budapest, Hungary) was used for ex vivo measurements to monitor the efficacy of antiplatelet
therapy. LTA registers optical density of a suspension trans-illuminated with infrared light.
The higher the optical density of the suspension, the less light reaches the sensor. LTA
dynamically measures and displays infrared light intensity during assessment for 7 minutes.
Having introduced in the late ’60-ies, LTA became the gold-standard of measuring platelet
aggregation in subjects with platelet function disorders and in patients receiving antiplatelet
therapy. The method is relatively cheap, broadly available and well accepted; enables



monitoring antiplatelet efficacy selectively with specific agonists. However, measurements
are poorly standardized, time-consuming, non-automated, require trained personnel for
sample preparation and measurement. As a conclusion, it is difficult to compare results and
generalize consequences obtained with this method.

For assessments, 10 ml blood needs to be drawn into vacuum-tubes anticoagulated with 3.8%
sodium-citrate from every patient. For getting platelet-rich plasma (PRP), blood is centrifuged
at 2000 rpm for 4 minutes. Further centrifugation for 10 minutes at 4000 rpm results in
platelet-poor plasma (PPP). At baseline, PPP is used to set 100%, while PRP 0% light
transmission on the aggregometer. Then, platelet-specific agonists are added into PRP to
stimulate platelet aggregation with a continuous magnetic stirring at 37 degree Celsius. In
antiplatelet-free subjects, activation of resting platelets results in formation of platelet
aggregates that decrease optical density of the plasma. Thus, light transmission increases
steeply after the injection of the agonist forming a plateau thereafter. Platelet reactivity is
usually expressed with the maximal platelet aggregation value (Aggmax) of the registered
optical curve, while other parameters (late aggregation [Agglate], steepness of slope, area
under curve [AUC]) and disaggregation [disAgg] may also be determined. (Figure 3, 4)
Efficient antiplatelet therapy prohibits platelet activation, limiting the formation of platelet
aggregates and decreasing the peak value of the aggregation curve. Likewise, high Aggmax
values are typical for untreated subjects and low responder patients, while low Aggmax
reflects effective platelet inhibition. (Figure 3, 4)

As antiplatelet agents block a specific pathway of platelet activation, their efficacy can be
measured with a specific agonist: ADP is used to test the efficacy of thienopyridine therapy,
while adrenaline, collagen or arachidonic acid is suitable to measure efficacy of aspirin
treatment. This means one of the most important advantages of the assay, i.e. to measure the
efficacy of antiplatelet agents using specific agonist with high selectivity.

Vasodilator Stimulated Phosphoprotein (VASP)

Platelets express two subtypes of ADP surface receptors: while P2Y1 is essential for initiation
of platelet activation, stimulation of P2Y12 receptor causes a decrease in adenyl-cyclase
resulting in lower levels of intracellular cyclic adenosine monophosphate (cAMP). Cyclic
AMP is necessary for phosphorylation of a second messenger known as vasodilator-
stimulated phosphoprotein (VASP). VASP is important for regulation of the cytoskeleton and
for conversion of glycoprotein IIb/IIIa to its active conformation, thus permitting platelets to
aggregate. VASP exists in both phosphorylated and dephosphorylated states. The
phosphorylated form is characteristic for a resting platelet. Inhibition of cAMP-activity after
activation of the P2Y 12 receptor by ADP leads to an increase in VASP dephosphorylation,
whereas blockade of P2Y12 receptor by the active metabolite of a thienopyridines inhibits
dephosphorylation. Thus, the ratio of phosphorylated to dephosphorylated VASP reports the
degree of the P2Y 12 receptor blockade. (Figure 5)

Currently, flow cytometric measurement of VASP phosphorylation represents the most
specific method for monitoring the efficacy of thienopyridine therapy. However, the kit is



expensive, the process is time-consuming, requires special instrumental and personal training
giving very limited availability to the assay.

In our measurements, the phosphorylation status of VASP was analyzed with fluorescent
antibody against VASP-P on a Beckmann Coulter flow cytometer using PLT VASP/P2Y 12
kit (Biocytex, Marseille, France). For this assay, citrated whole blood was incubated with
PGE1 with or without ADP. After fixation with paraformaldehyde, the cells were
permeabilized and incubated with a primary mouse monoclonal antibody specific for
phosphorylated VASP, followed by a secondary fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
polyclonal goat-antimouse antibody. Samples were then analyzed by flow cytometry to
measure the level of phosphorylated VASP. The efficacy of ADP-receptor inhibition is
expressed with the platelet reactivity index (PRI), which is calculated from the corrected
mean fluorescence intensity (MFI) of the PGEI and the PGEI+ADP-incubated samples as
follows: PRI= (MFIPGE1- MFIPGE1+ADP)/ MFIPGE1 x100. (Figure 5-7)

Soluble markers of platelet activation

We collected blood samples for examination of soluble markers of platelet activation using
Multiplex Fluorescent Bead Immunoassay (Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria).
The assay enabled the detection of soluble VCAM-1, soluble CD40L and soluble P-selectin in
patients after coronary stent implantation. 5 ml blood was drawn with direct venipuncture, and
centrifuged for separating plasma. Samples were immediately frozen to -20°C to avoid loss of
bioactive markers. Prior to assay, the frozen plasma was brought to room temperature slowly,
and added to the mixture of seven microbead clusters coated with different monoclonal
antibody against the intent-to-measure activation markers (sVCAM-1, sP-seletctin and
sCD40L). The activation markers present in the sample bind to the antibodies adsorbed to the
fluorescent beads. Phycoerythrin (PE) conjugated second antibody mixture is added and the
specific antibodies bind to the activation markers captured by the first antibodies. Microbead
clusters were identified according to their intrinsic far red fluorescent activities (690nm).
Rows of standard dilution of the intent-to-measure markers were created in parallel to sample
analysis in order to obtain standard curves of PE fluorescent intensity (575nm) of the
adequate bead cluster. Far red fluorescent intensity (indicate the bead cluster, the activation
marker) and PE flurorescent intensity (indicate the concentration of the activation marker in
the sample) of the microbeads was read on FACSCalibur flow cytometer. Plasma levels of
activation markers were calculated using standard dilution curves of mean fluorescent
intensity (MFI).

Experimental results

1. Monitoring P2YI2 receptor inhibition with light transmission
aggregometry: a comparison with vasodilator stimulated phosphoprotein
phosphorylation assay

Background



As LTA is poorly standardized, the optimal platelet aggregation parameter (Aggmax, Agglate,
AUC or disaggregation) to monitor P2Y12 receptor inhibition is unclear. Most of the
laboratories are using the maximum value (Aggmax) of the ADP-stimulated aggregation
curve that is achieved early after agonist addition. However, LTA is not P2Y 12-specific, as
ADP also binds to P2Y1 receptor. (20) The latter initiates shape change with degranulation
leading to an unstable, early-stage platelet aggregation that might result in disaggregation
during assessment if the P2Y 12 receptor is blocked. Disaggregation during ex vivo testing is
typical when low ADP (< 5 uM) concentrations are used. Based on these, some laboratories
prefer to use late aggregation value believing that aggregation measured at 5-6 minutes after
ADP stimulation might better represent P2Y 12 receptor inhibition without the influence of
P2Y 1-activity. (50) However, the superiority of Agglate over other aggregometry parameters
has not yet been proved by an independent, P2Y12-specific assay. Flow cytometric
assessment of vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP) phosphorylation is a recently
developed, completely P2Y12-specific method that is considered the gold standard for
measuring P2Y 12-receptor inhibition.

Objective

We aimed to compare ADP-stimulated light transmission aggregometry to the P2Y 12-specific
VASP phosphorylation assay in order to analyze the agreement between them. Moreover, we
sought to test the hypothesis that Agglate is superior to other estimates of the LTA
measurement in monitoring P2Y 12 receptor inhibition.

Methods

Eighty-nine clopidogrel-naive stable angina patients were prospectively recruited in whom
elective percutaneous coronary interventions were performed. Exclusion criteria were acute
coronary syndrome, prior thienopyridine or oral anticoagulant therapy, known
contraindication to aspirin or clopidogrel, stroke in the past 6 months, known bleeding
disorders or low platelet count (<100 x109/L). All patients received a single loading dose of
600 mg clopidogrel and 300 mg enteric-coated aspirin after coronary angiography, just
immediately before PCI, after giving written consent for participation in the study. Twelve to
18 hours after the 600-mg loading dose of clopidogrel, 20 ml blood was drawn from each
patient from a peripheral vein and put into four 4.5-ml BD Vacuutainer tubes, with 3.8%
sodium-citrate for anticoagulation for LTA and VASP assessment. All patients gave written
consent for participation, and the study was approved by the local ethics committee. LTA and
VASP measurements were performed as described previously. The efficacy of clopidogrel
therapy was expressed using ADP 5 uM, while epinephrine 10 uM was used to refer for the
efficacy of aspirin therapy. Maximal aggregation (Aggmax), 6-minute late aggregation
(Agglate), disaggregation (diSAGG) and the area under the aggregation curve (AUC) were
calculated in every measurement.

Results

Correlation between LTA and VASP measurements



Eighty-nine VASP and LTA measurements were performed 1942 hours after receiving a 600-
mg loading dose of clopidogrel and 80 patients were sampled on maintenance-phase, at 2542
days after PCI. Thereby, a total number of 169 measurements were analyzed. After the
administration of a 600-mg loading dose of clopidogrel, all platelet function measures
demonstrated high inter-individual variability in efficacy (Aggmax: 28.8+14.0; Agglate:
9.4£17.5; disAGG: 72.0£33.3; AUC: 66.8+£52.2; VASP-PRI: 49.9+22.1) that also persisted in
the maintenance period (Aggmax: 30.0+12.6; Agglate: 9.2+16.2; disAGG: 71.4+30.3; AUC:
68.6+49.5; VASP-PRI: 48.1420.6). Based on the 169 LTA measurements, high correlation
was found between the maximal and late aggregation values (p<0.001; Spearman’s p: 0.91).
When LTA values were compared to VASP-PRI, significant, moderate-strength correlations
were registered with AUC showing the highest correlation coefficient to VASP-PRI. (Figure
1) Notably, the efficacy of aspirin therapy, measured by epinephrine 10 uM, did not correlate
to VASP-PRI. (p=0.75). In a multivariable linear regression model with VASP-PRI as a
dependent variable, AUC proved to be the independent predictor of VASP-PRI [0.50,
0.21(0.15-0.27)].

Bland-Altman plots were used to demonstrate intra-individual agreement among assays in
measuring post-clopidogrel platelet reactivity. (Figure 2) In case of maximal aggregation, the
plot showed that platelet reactivity is estimated quite similarly by both methods with
significant disagreement in certain individuals (bias: 2.8; limits of agreement: -42.6 - 48.2,
range: 90.8). When Agglate was plotted against VASP-PRI, the analysis showed that it
underestimates platelet reactivity with similar intra-individual differences as Aggmax (bias: -
9.4; limits of agreement: -53.6 - 34.9; range: 88.5). Disaggregation and AUC also
underestimated VASP-defined platelet reactivity, with wider disagreement range of the
former (bias: -19.8; limits of agreement: -75.0 - 35.5; range: 110.5 for diSAGG and bias: -
10.0; limits of agreement: -61.5 - 41.4, range: 102.9 for AUC). The plots also demonstrate
that the underestimation of platelet reactivity by Agglate, disAGG and AUC is driven by
differences in the low platelet reactivity range (markedly below 50%) where these measures
of LTA give significantly lower values of platelet reactivity than VASP-PRI.

Agreement between assays in determining normal and high platelet reactivity

The predictive value of LTA variables in determining high platelet reactivity (HPR), defined
as a VASP-PRI value greater than 50% was evaluated with receiver-operator characteristic
(ROC) curve analysis. According to the analysis, the predictive value of the LTA estimates
were similar. (Figure 3)

The optimal cutoff with the highest sensitivity and specificity for predicting HPR was also
determined for each variable: AGGmax: 32.9%; AGGlate: 12.8%; DISagg: 63.6%; AUC:
96.5 %*min.
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Figure 1. Scatterplots comparing vasodilator stimulated phosphoprotein phosphorylation index (VASP-PRI) and
different measures of the light transmission curve. AGGmax: maximal aggregation; Agg.: 6-minute late
aggregation; disAGG: disaggregation; AUC: area under the light transmission curve.
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Figure 2. Bland-Altman plots are demonstrating intra-individual agreement between estimates of LTA and
VASP-PRI in measuring platelet reactivity. Bias (red line) is a measure of a systematic error leading to over- or
underestimation of a known value (VASP-PRI) by alternative parameters of the light transmission assessment.
As a major principle of the Bland-Altman analysis is that both measurements evaluate a parameter on a same
scale (platelet reactivity, %), all the light transmission parameters were normalized to the scale of VASP-PRI
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aggregation; diSAGG,,m: normalized disaggregation, AUC,o,: normalized area under the light transmission

curve.
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Figure 3. Receiver-operator characteristic (ROC) curve analysis of the ability of light transmission aggregation
values to predict high platelet reactivity defined by VASP-PRI > 50%. The area under the ROC curve is shown
with the 95% confidence intervals. AUC: area under the light transmission curve; Aggmax: maximal
aggregation; Agglate: 6-minute late aggregation; disAGG: disaggregation.

*1/disAGG: as disaggregation is in inverse correlation to VASP-PRI, its reciprocal was used for better
comparability with other parameters.

Discussion

Our results confirm that all LTA estimates are in significant, moderate-strength relationship
with VASP-PRI without the superiority of Agglate over Aggmax, AUC or disAGG in
monitoring the degree of P2Y12-receptor inhibition. According to the highest correlation
coefficient and the result of the multivariable linear regression analysis, not Agglate, but AUC
seems to be the best linear predictor of VASP-PRI. The significant correlation also validates
LTA assessment for monitoring the efficacy of thienopyridine therapy and is in line with prior
studies that had compared VASP with LTA. (20)

Bland-Altman plots were useful to confirm that in spite of the significant correlation there
might be substantial differences in certain individuals between VASP and LTA-defined
platelet reactivity. Based on these, Agglate, disAGG and AUC are systematically
underestimating VASP-defined platelet reactivity in the low platelet reactivity range
(markedly below 50% platelet reactivity). The observed magnitude of differences between
VASP-PRI and LTA estimates emphasize that two methods are closely related, but are not
able to substitute for each other.

2. The efficacy of thienopyridine therapy influences late outcome after
coronary stent implantation
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Background

At present, antiplatelet agents are used in uniform, fixed-dose manner despite the growing
body of evidence supporting large inter-individual variability in response to both aspirin and
clopidogrel. (20, 45) Inter-individual differences indicate that a substantial number of patients
after coronary intervention persist with high platelet reactivity despite aspirin and
thienopyridine treatment. It is still debated whether low response to therapy and consequential
high platelet reactivity is associated with adverse thrombotic events. Moreover, no consensus
exists on defining the threshold for low response to therapy; however, this threshold should be
clinically adjusted.

Objective

We designed a prospective study to evaluate the clinical impact of inter-individual differences
in response to antiplatelet therapy. We hypothesized that low platelet reactivity measured with
light transmission aggregometry after PCI was associated with a better 10-month clinical
outcome.

Methods
Study Population

A total number of 134 eligible patients after elective PCI were recruited. Patients were
considered eligible for enrolment into the study if they had clinically proven stable or unstable
angina, had de novo lesion in one of the main coronary arteries causing a diameter stenosis
over 50%, were feasible to direct stent implantation, were at least 18 years, and provided
informed consent before enrolment. Exclusion criteria included contraindications to any
antiplatelet/antithrombotic agents, haematological disorders and coagulopathies, 2 or 3 vessel
disease with an indication for coronary artery bypass grafting, recent myocardial infarction
(within 72 hours), poor left ventricle function (ejection fraction below 25%), history of stroke
in the past 6 months and any other known disorder that may significantly influence survival
(malignancy, serious liver disease, immunosuppressed conditions).

Antiplatelet agents were given in an oral bolus at the time of the procedure, 300 mg
clopidogrel or 500 mg ticlopidine with 300 mg aspirin at the discretion of the operator. No
platelet glycoprotein IIb/Illa receptor blocker was used. After PCI, 75 mg clopidogrel or
2x250 mg ticlopidine were administered with 100 mg enteric-coated aspirin therapy until 12
months.

Platelet Function Analysis

Platelet aggregation studies were performed 30 +5 days after the intervention with LTA.
Efficacy of thienopyridine therapy was measured with ADP 5 and 10 uM, while efficacy of
aspirin treatment was evaluated with collagen 2 pg/mL and adrenaline 10 uM. At the same
time, 5 ml blood was drawn for assessment of plasma concentration of soluble markers of
platelet activation including soluble vascular cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1), soluble
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CD40 ligand (sCD40L) and soluble P-selectin (sP-selectin) using Human Cardiovascular
Multiplex Fluorescent Bead Immunoassay (Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria).

Results

Between May 2003 and January 2005, 134 patients were enrolled. After the intended follow-
up period of 10 months, 33 major adverse cardiac events (MACE) were traced (Table 1).
Adverse events developed 151 + 111 days after the index intervention, with 2 end points
occurring within the first one month. These patients had subacute stent thrombosis on day 7
and 13. No cardiac or non-cardiac deaths were recorded, and 33 revascularizations were
performed, including 10 CABG and 23 repeated PCls. We registered 3 cases of MIs that were
reperfused with primary PCI. Two of them were due to subacute stent thrombosis, whereas
one de novo lesion triggered an athero-thrombotic event. On the basis of the control coronary
angiographies, we found 27 cases of significant instent restenosis (ISR).

Based on the LTA measurements, there were large inter-individual differences in platelet
reactivity in case of all agonist-stimulation. The distribution of ADP-induced maximal
aggregation values shown a Gaussian pattern, whereas adrenaline-induced reactivity showed a
detached group of nonresponders delineated. (Figure 4)

Table 1. Major adverse cardiac events (MACE) at 10 months in 134 patients after PCI

Death 0 (0%)
Myocardial Infarction 3 (2.2%)
Revascularisation 33 (24.6%)
Revascularisation with PCI 23 (17.1%)
Revascularisation with CABG 10 (7.5%)
Death or Myocardial infarction or revascularisation (1° endpoint) 33 (24.6%)
Instent Restenosis 27 (20.1%)
Stent Thrombosis 2 (1.5%)
De Novo Lesion 5 (3.7%)

Maximal platelet aggregation values to ADP 5 and 10 uM were in significant relation with
MACE in the univariate Cox regression model (p<0.01 in both cases), indicating better
survival in case of more effective inhibition. In Kaplan-Meier analysis, cumulative event-free
survival of patients in the lower 50 percentile of ADP-induced platelet aggregation was
significantly better than that of patients in the upper 50 percentile. (Figure 5A) Overall,
patients in the higher 50% of ADP-aggregation had a 6.84-fold HR for MACE (95%CI: 2.64-
17.72, p<0.001). In case of collagen 2 pg/mL and adrenaline 10 uM, no association was
detected with primary outcome (p=0.84 and p=0.76, respectively).

The plasma level of soluble P-selectin was also associated with MACE (p<0.05) in the
univariate COX-regression model. This benefit was also demonstrated in the Kaplan-Meier
log-rank test as well. (Figure 5B). Neither sVCAM-1 nor sCD40L had association with
MACE in the Cox regression analysis.
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Discussion

The major finding of this study is that LTA-monitored on-clopidogrel ADP-reactivity is in
significant relation with the occurrence of major adverse cardiac events after PCI, showing
clinical benefit in patients with more effective ADP-receptor inhibition. As sP-selectin is also
a sensitive marker of platelet activation, the relation between plasma levels and MACE
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supports independently that the degree of platelet activation may interfere with clinical
outcome. Notably, the efficacy of aspirin therapy assessed with collagen and adrenalin had no
association with the primary endpoint. Notably, the composite end point of death, MI or
repeat revascularization was dominantly triggered by instent restenosis (ISR) rather than
thrombotic events. Thereby, somewhat link between platelet reactivity and ISR should be
hypothesized. These results suggest that the more effective the thienopyridine therapy, the
less frequent the need for repeat revascularization. As neither the design, nor the sample size
of the study was powered to evaluate this hypothesis, further research is needed to clarify the
link between high platelet reactivity and ISR.

3. The impact of diabetes mellitus on the efficacy of combined antiplatelet
therapy after coronary stent implantation

Background

Aspirin plus thienopyridine therapy is one of the foot-stones of clinical success after coronary
stent implantation. (18, 19) However, impaired response to aspirin and/or thienopyridines has
been demonstrated and may contribute to the development of major adverse cardiac events.
Several factors might contribute to the inappropriate response to clopidogrel: genetic
polymorphism of the metabolizing enzymes (CYP2C19); clinical conditions (acute coronary
syndrome) and low patient compliance. (60) Many reports have suggested an impaired
antiplatelet efficacy in diabetic patients that might contribute to the higher risk of this subset.

Objectives

We sought to evaluate the impact of type two diabetes mellitus (DM) on the efficacy of
antiplatelet therapy in patients after coronary stent implantation.

Methods

With a retrospective search in our LTA database in patients after PCI, we collected diabetic
(DM) and matching, (according to age, gender, risk profile, stent type and antiplatelet
regimen) non-diabetic (ND) control subjects in order to compare their efficacy of antiplatelet
therapy. Among diabetics, we differentiated oral antidiabetic- (OAD) and insulin-treated
(INS) groups in whom fasting plasma glucose was also measured after stent implantation.
Blood was drawn for LTA assessment >6 hours of PCI, after receiving a 600-mg loading dose
of clopidogrel and 300 mg aspirin. 1x75 mg clopidogrel and 1x100 mg aspirin was
administered in the maintenance phase of treatment. ADP 5 and 10 pM-induced maximal
aggregation values (Aggmax) were used to refer for efficacy of thienopyridine therapy, while
collagen 2 pg/ml and adrenaline 10 uM stimuli reflected the potency of aspirin treatment. The
primary endpoint of the study was the difference in Aggmax values between ND and DM
groups. Secondary analyses focused on Aggmax values in diabetic subgroups and correlation
of actual fasting glucose to Aggmax.

14



Results

We found 79 type II diabetic patients for evaluation in the database and matched them with 81
control subjects. Clinical characteristics between diabetic and non-diabetic groups were
similar. Among the 79 DM patients, 56 (71%) were on oral glucose-lowering therapy and 23
(29%) received insulin treatment. On the basis of the LTA measurements, ADP-induced
Aggmax values did not differ significantly between the DM and ND group (ADP 5 uM:
P=0.32; ADP 10 uM: P=0.47). In diabetic patients, Aggmax values of the OAD group were
lower than that of the INS group, however, the difference did not reach the level of
significance (ADP 5 uM: P=0.07; ADP 10 uM: P=0.06). Meanwhile, efficacy of
thienopyridine therapy showed significant difference between INS and ND patients (ADP 5
puM and ADP 10 pM: p<0.05). (Figure 6A, C and E) Using our prevous results for the
definition of high platelet reactivity (HPR: Aggmax>33%), insulin-treated patients had an OR
0f 2.46 (95%CI: 0.95-6.36, p<0.05) for HPR compared to non-diabetics. (59)

We found no relevant differences in efficacy of aspirin therapy in group comparisons
according to adrenalin and collagen-stimulated measurements. (Figure 6B, D and F) Notably,
the level of fasting glucose did not correlate with Aggmax values (Spearman r=0.13, p=0.32).

Discussion

In this study, we demonstrated that patients with insulin-treated DM have impaired response
to clopidogrel. Insulin has specific effects on platelets, as insulin receptor complex is
expressed on the platelet surface. Insulin mediates inhibition of platelet activation through
inactivating the Gig-protein that leads to an increase in cAMP formation in the platelet. Rise
in cyclic AMP levels results in phosphorilation of intracellular proteins that prohibit platelet
activation. In diabetic subjects, insulin-resistance has a major impact in the development of
multi-organ damage. Ferreira et. al demonstrated that antiplatelet effects of insulin are
diminished in diabetic patients that leads to higher platelet reactivity. (62) Moreover,
endothelial dysfunction with lower prostacyclin production might also contribute to HPR in
diabetics. As both insulin and ADP-receptor converge to Gig-protein, diminishment of Gi
inhibition in diabetics might explain the excess activity of ADP-receptor, with consequently
lower response to clopidogrel. (63)
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Figure 6. Inter-group comparisons in maximal aggregation values reflecting the efficacy of clopidogrel (Panel A,
C, E using ADP 5 uM) and aspirin therapy (Panel B, D, F using adrenalin 10 uM). DM: type II. diabetes

mellitus, nonDM: non-diabetic patients, INS: insulin-treated diabetes mellitus, OAD: oral glucose-lowering
therapy.

4. Low platelet disaggregation predicts poor response to 150 mg clopidogrel in
patients with elevated platelet reactivity

Introduction

The response to a fixed-dose clopidogrel is not uniform between patients. Growing body of
evidence suggests that low response to clopidogrel and consequential high platelet reactivity
(HPPR) is associated with adverse thrombo-ischemic events. In a prospective cohort of 134
patients we found that patients with Aggmax values >33% had a 6.84-fold HR for MACE
(95CI: 2.64-17.72, p<0.001) compared to those with <33%. (59) Recently, numerous
antiplatelet protocols were tested in order to overcome elevated platelet reactivity. (64-69)
Doubling the maintenance dose of clopidogrel after PCI is a promising option and has been
recommended in patients in whom less than 50% of platelet inhibition is demonstrated. (18)
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Importantly, all of the studies that evaluated the biological effect of 150 mg clopidogrel
described large inter-individual differences in the extent of the benefit, indicating that there
are patients who profited from dose-shift while others persisted with EPR. As the latters might
remain at higher risk for adverse outcome, identification of variables that predict the response
to 150 mg clopidogrel is awaited.

Objective

The main aim of this study was to investigate the pharmacological benefits of administering a
high maintenance dose (150 mg) of clopidogrel as compared to standard therapy (75 mg) in
patients with verified HPPR after 600-mg loading dose. Furthermore, we sought to analyze
possible determinants of response to 150 mg clopidogrel.

Methods
Patients and study design

We aimed to recruit three patient populations to compare their efficacy of clopidogrel
treatment at two separate time points after PCI: a group of good responders receiving 75 mg
clopidogrel (no HPPR), a group of patients with HPPR taking 75 mg (HPPR+75 mg) and a
group of HPPR subjects with increased maintenance dose of clopidogrel (HPPR+150 mg.
Clopidogrel-naive patients who wunderwent PCI with stent implantation after the
administration of 600 mg loading dose (LD) of clopidogrel were eligible. Both stable angina
and acute coronary syndrome patients were enrolled. Exclusion criteria included recent (<7
days) treatment with thienopyridines, administration of GPIIbllla inhibitors, concomitant
anticoagulant therapy, recent (<6 months) hemorrhagic stroke, intolerance to
clopidogrel/aspirin and low platelet count (<100 x109/L).

Results
Platelet function assessment

The study cohort comprised 287 patients after PCI. 85 patients with verified baseline HPPR
received 150 mg maintenance dose until 30 days of PCI (HPPR + 150 mg), 85 patients with
HPPR were administered the standard 75 mg clopidogrel (HPPR + 75 mg) and 117 good
responder ones (no HPPR) received 75 mg clopidogrel daily after coronary stent implantation.
At baseline, after the loading dose of 600 mg clopidogrel there were no difference in Aggmax
between the groups of HPPR. (Figure 7) The administration of 150 mg clopidogrel resulted in
significantly lower Aggmax at time point 2 compared to 75 mg in patients with high post-
treatment platelet reactivity supporting the enhanced P2Y 12 receptor inhibition due to higher
dose of clopidogrel. In parallel, the relative percentage of HPPR patients decreased
significantly with the high maintenance dose. Despite administering 150 mg clopidogrel,
neither Aggmax nor the prevalence of HPPR patients reached that of good responders.
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Figure 7. Comparison of platelet function profiles at baseline and on maintenance phase assessed with light
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clopidogrel platelet reactivity receiving 75 mg maintenance dose (HPPR + 75 mg) and in patients with high post-
clopidogrel platelet reactivity taking 150 mg clopidogrel (HPPR + 150 mg). Panel A shows group comparison
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indicates the cutoff limit for HPPR. (*: p<0.01; **: p<0.001; LD: loading dose). Panel B presents the relative

percentage of patients with high residual platelet reactivity (HPPR) in study groups between time points.

Determinants of response to 150 mg maintenance dose

To determine variables that significantly correlate to Aggmax at maintenance phase, linear
regression models were generated including estimates of the aggregation curve (Aggmax,
Agglate, disAgg, Figure 3, 4) as well as clinical/procedural variables. In univariate linear
regression models, baseline Aggmax, Agglate, disAgg, administration of beta-blockers and
CYP3A4-metabolized statins as well as acute coronary syndrome correlated significantly with
primary endpoint. Active smoking, drug-eluting stent implantation and proton pump
inhibitors also showed a trend (p<0.10) towards. However, in multiple linear regression
analysis, disaggregation and acute coronary syndrome prevailed as the independent predictors
of maintenance-phase Aggmax values. To corroborate these findings, multivariate logistic
regression models were used to calculate odds ratios for HPPR. Without adjustment for
confounding clinical and procedural variables, disaggregation (per 1% increase) and acute
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coronary syndrome (ACS) were associated with an OR for HPPR of 0.95 (95% CI: 0.92-0.98,
p=0.002) and 5.82 (95% CI: 1.94-17.47, p=0.002), respectively. Adjustment for beta-
blockers, CYP3A4-metabolized statins and baseline Aggmax resulted in an adjusted OR of
096 (95% CI: 0.93-0.99, p=0.009) and 4.83 (95% CI: 1.54-15.09, p=0.008) for
disaggregation and ACS, respectively. Likewise, ACS was associated with a 1.7-fold absolute
risk of remaining HPPR compared to stable angina following 150 mg clopidogrel. (Table 7)
As the results confirmed that platelet disaggregation predicts the response to 150 mg
clopidogrel, the optimal cut-off for predicting normal platelet reactivity (Aggmax<34%) after
150 mg clopidogrel was determined with receiver-operator characteristic (ROC) curve
analysis. An area under the curve of 0.72440.055 (Asymptotic significance: 0.001; 95%
Asymptotic Confidence Interval: 0.616-0.833) was obtained and an optimal cutoff value of
16.5% was suggested, with a sensitivity of 94% and a specificity of 43%. Based on these, in
HPPR+150 mg group 25 (29.8%) patients were below and 59 (70.2%) above this threshold.
Among 25 patients below this cut-off, only 2 patients (8%) achieved a Aggmax value lower
than 34% after 150 mg clopidogrel, representing a 92% negative predictive value. Among 59
patients with a disaggregation value higher than 16.5%, 29 (49.2%) showed good response
and turned to nomal platelet reactivity.

Discussion

Our results confirm that the administration of a high maintenance dose of clopidogrel
enhances platelet inhibition and reduces high post-clopidogrel platelet reactivity (HPPR) in a
consecutive cohort of patients after PCI. This impact was characterized by a statistically
significant decrease in Aggmax and Agglate values with increased disaggregation levels
among patients receiving 150 mg clopidogrel. These results support the pharmacological
benefit of administering 150 mg maintenance dose of clopidogrel in patients with HPPR
evaluated after a 600-mg LD. However, the antiplatelet efficacy in response to a 150 mg
maintenance dose did not reach the level of patients with normal platelet reactivity. Moreover,
less than 40% of the patients with HPPR shifted to normal platelet reactivity. This means that
there are patients who benefit from dose-shift, while in others, HPPR persists despite 150 mg
clopidogrel. These results suggest that dose elevation to 150 mg is not the right answer in
many poor responders to clopidogrel. Likewise, elucidating predictors of response to 150 mg
clopidogrel might be of great importance. We evaluated possible clinical, procedural and
platelet aggregation variables in multivariable models and identified platelet disaggregation
and acute coronary syndrome as independent predictors of elevated platelet reactivity after
150 mg clopidogrel. Patients with acute coronary syndrome had a 1.7-fold higher absolute
risk to persist with EPR compared to those with stable angina. Likewise, patients with ACS
might be candidates for more potent antiplatelet therapy with newer ADP-receptor inhibitors
(prasugrel, ticagrelor) being introduced in the following years. Most importantly our study
shows that low platelet disaggregation is the strongest independent predictor of poor response
to a high maintenance dose of clopidogrel. Based on these results, patients with a low (16.5%)
disaggregation do not show substantial pharmacological benefit from an increased
maintenance dose of clopidogrel, while half of those with good disaggregation might shift to
normal platelet reactivity.
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5. Transradial versus transfemoral percutaneous coronary intervention in
acute myocardial infarction. Systematic overview and meta-analysis

Introduction

Transradial coronary angioplasty (TRPCI) has gained widespread acceptance since its
introduction by Kiemeneij and Laarman. (71) Radial access has been proven to be a highly
safe and effective technique for both diagnostic- and therapeutic procedures. (72, 73)
Advantages of the transradial approach over the transfemoral include safe and easy
haemostasis due to compressibility of the artery, and consequent lack of need for
postprocedural bed rest permitting immediate ambulation, greater comfort, and earlier
discharge. These have been shown to reduce the costs of hospitalization and improve quality
of life for patients. (74, 75) Although it is technically more challenging, transradial
intervention is feasible in the setting of acute coronary syndromes. (76-82) The major
advantage of the TRPCI is the near elimination of clinically significant access site
complications, even in patients at high risk for bleeding (i.e. patients treated with GP IIb/Illa
inhibitors or shortly after systemic thrombolysis). Bleeding events, and the consequent need
for transfusion, are independent determinants of survival in acute coronary syndromes. Their
relation to short- and long-term mortality has been demonstrated in major randomized trials as
well as through the evaluation of registries. (83-86) Thereby, low incidence of vascular access
site bleeding complications suggests that the transradial approach may be a safe alternative to
the femoral technique employed in acute myocardial infarction with ST segment elevation
(STEMI), particularly when an aggressive anticoagulation- and antiplatelet regimen is
applied. On the contrary, the possible greater occurrence of procedural failure and longer
procedural times occasioned by difficulty in puncturing the radial artery, inability to cannulate
the coronaries, or impossibility to perform the angioplasty, are factors that raise concerns as to
whether radial access remains beneficial in the setting where timely reperfusion is critical, in
STEMI for instance. The safety of transradial- and transfemoral PCI in AMI were compared
in numerous trials; however, most of them included small patient groups. Despite consistent
demonstration of lower bleeding rates, only inconclusive results are available regarding
recurrent ischemic events; most of these studies were underpowered to evaluate this issue.

Objective

Our aim was to perform a systematic review of the literature comparing the safety and
efficacy of the two vascular accesses in STEMI and to complete a meta-analysis in order to
achieve greater statistical power and more precise effect estimates.

Methods
Search strategy

We performed a systematic review of the available literature according to the MOOSE
guidelines for the conduct of meta-analyses of observational studies. (87) Relevant studies
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published between January 1993 and August 2009 were identified from MEDLINE®,
SCOPUS®, the Web of Science® with Conference Proceedings, and the Cochrane Central
Register of Controlled trials (CENTRAL) using a search strategy that combined text word and
MeSH heading. Search keywords included various combinations of the following terms:
“transradial”, “radial access”, “myocardial”, “infarct*“, and ‘“coronary”. No language
restrictions were imposed. Furthermore, we searched reference lists of relevant studies and
reading reviews and editorials on this topic. In addition, relevant abstracts and presentations
from the annual meetings of the American Heart Association, the American College of
Cardiology, the European Society of Cardiology and Transcatheter Cardiovascular
Therapeutics were identified.

Selection criteria

Inclusion criteria for retrieved studies were a) controlled comparison of the radial- versus
femoral approach for coronary intervention b) acute myocardial infarction (either primary- or
rescue PCI) and c) intention-to-treat analysis. Exclusion criteria were a lack of clear- and
reproducible results and incomplete follow-up, and lack of clear distinction of the clinical
setting of the patients included (i.e. separate data for the acute- and elective interventions
included).

Results

Search results and study selection

Our search detected 213 citations. These included editorials, reviews, letters, or articles
regarding other aspects of the radial approach. Twelve studies were included in the final
analysis. These comprised 5 randomized trials involving 516 patients: 266 of the transradial-
and 250 of the transfemoral approaches. (76; 91-94) Seven further reports using the registry
approach of single- or dual center experiences of primary TRPCI were identified. These
included 2808 cases, made up of 1212 transradial- and 1596 transfemoral interventions. (82;
95-100) All studies were published in peer-reviewed journals.

Clinical results

The radial approach reduced risk for major bleeding by 70% compared to TFPCI (0.77% vs
2.61%, OR: 0.30 [95% CI: 0.16, 0.55] P=0.0001). Reductions in the composite of death,
myocardial infarction, and stroke were also significant (3.65% vs. 6.55%, OR: 0.56 [95% CI:
0.39, 0.79] P = 0.01). Pooling the 29 events (2.59%) of 1421 TRPCI and 55 (3.18%) of 1800
TFPCI demonstrated a significant mortality reduction in the case of TRPCI. (OR: 0.54 [95%
CI: 0.33, 0.86] P=0.01). There were no differences in procedural time and in time to
reperfusion between the two access routes. Fluoroscopic times were longer in case of TRPCI;
however, there was significant heterogeneity among studies in these parameters. Access site
crossover was less frequent in the case of the transfemoral approach while the total hospital
charge, assessed in eight studies was lower in the case of the transradial.

Discussion
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The current meta-analysis of the literature demonstrated that transradial coronary intervention
improves clinical outcomes by reducing major bleeding and postprocedural ischemic
complications in patients with acute myocardial infarction. Thereby, this access site might
maximize the benefits and reduce the potential harm of the aggressive antiplatelet and
anticoagulant therapy required among these patients.

Novel findings

Based on the results of the cited experiments and studies, our major novel findings can be
summarized as follows:

. Results of our measurements with light transmission aggregometry confirmed that the
response to a fixed-dose aspirin and thienopyridines are not uniform between patients. While
the response to aspirin follows a bimodal, yes-or-no distribution, the efficacy of
thienopyridine therapy is normally distributed. Likewise, it is rationale to use the term
“aspirin resistance” based on laboratory assessments; however, the term “high-post treatment
platelet reactivity” (HPPR) is more appropriate compared to “clopidogrel resistance” in case
of thienopyridines as the measured effect (P2Y 12 receptor inhibition and ADP-reactivity)
seems dose-dependent.

. The significant correlation with VASP validates LTA for monitoring the efficacy of
P2Y 12 receptor inhibition; however, there might be clinically meaningful differences in the
results in certain individuals. Indeed, 6-minute late aggregation is not superior to other
estimates of LTA in monitoring the efficacy of P2Y 12-receptor inhibition.

. Low response to clopidogrel and high post-clopidogrel platelet reactivity is associated
with a higher risk of recurrent ischemic events in low-risk patients after percutaneous
coronary interventions. Patients above the median value of maximal aggregation (>33%) had
a 6.8-fold HR to MACE.

. Doubling the maintenance dose of clopidogrel to 150 mg intensifies the efficacy of
clopidogrel therapy in patients with high platelet reactivity. However, less than 40% of the
patients with HPPR might return to normal platelet reactivity. Low platelet disaggregation and
acute coronary syndrome are independent predictors of poor response to 150 mg clopidogrel.

. In patients with AMI receiving dual or triple antiplatelet therapy, using radial artery as
an access site to perform primary PCI not only reduces access site complications and major
bleeding but also major adverse cardiac events and mortality.

Conclusions and perspective

We started our examinations in an era when only limited evidence were available on the
rationale and consequences of monitoring the efficacy of antiplatelet therapy in patients after
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percutaneous coronary intervention. At that time, “aspirin resistance” was a popular and well-
known term among clinicians; however, due to heterogenic definitions and non-standardized
laboratory assessments, the range of aspirin resistance varied largely between authors. (43)
One should be aware that the wide range of the prevalence of aspirin resistance cannot be
explained by the different risk profile of the patient groups. It should be attributed to the
arbitrary-used definitions and non-specific laboratory tests that might have lead to both over-
and underestimation of the true incidence of aspirin resistance in many examinations.

As landmark studies demonstrated a significant clinical benefit of adding thienopyridines to
aspirin monotherapy after coronary stent implantation, dual antiplatelet therapy became gold-
standard in patients after PCI. (5-8) Knowing that clopidogrel has less haematological side-
effects than ticlopidine, the former has become the thienopyridine of choice.

As thrombotic events still ocurred in spite of the dual antiplatelet therapy, extensive research
started to explore the individual response to thienopyridines. Early studies demonstrated large
inter-individual differences in response to a fix-dose clopidogrel, and similar to aspirin, the
term “clopidogrel resistance” was created and widely applied to refer for patients with
inappropriate response. (45-47) However, compared to aspirin, there are major differences in
testing the response to clopidogrel therapy. Clopidogrel is a platelet surface receptor blocker
while aspirin is an intracellular enzyme inhibitor. Using a specific agonist (ADP) for testing
aggregation is reliable in reflecting the inhibition of the P2Y 12 receptor. Though our results
showed that ADP-stimulated LTA is not fully P2Y12-specific as it was also influenced by
P2Y1-receptor activation, all aggregation values were in significant correlation with VASP-
PRI. In contrast, the recently available assays to measure the efficacy of aspirin (urinary
thromboxane and serum thromboxane levels, PFA-100 collagene-epinephrine closure time,
LTA with arachidonic acid, adrenalin or collagen stimuli) are varying largely in determining
the prevalence of aspirin resistance and correlating poorly amongst themselves making it
difficult to compare and impossible to interpret their results. (40) These facts emphasize that
not all methods are equal in estimating antiplatelet response and there are substantial
differences in the reliability between assays in monitoring the efficacy of aspirin and
clopidogrel treatment. (44) Based on our results, the CARAT TX4 aggregometer with ADP 5
uM stimuli shows fair correlation to VASP measurements in monitoring the efficacy of
clopidogrel therapy. Without doubting its shortcomings, LTA-assessment is a validated and
valuable tool for testing clopidogrel’s response.

By measuring the efficacy of antiplatelet therapy in patients after PCI, we found that the
distribution of clopidogrel response follows a normal, Gaussian distribution pattern. This is in
line with the findings of several other studies and it is not considered as a laboratory artefact.
(42, 45) This distribution pattern is quite frequent in processes that are under both
environmental and polygenetic control. Clopidogrel is a prodrug that needs to be metabolized
into a thiol derivate to inhibit P2Y12 ADP receptor. (20) However, more than two thirds of
the absorbed clopidogrel is converted into a pharmacologically inactive carboxyl metabolite
by blood esterases, whereas only a small proportion might be metabolized into an active
derivate through the cytochrome enzyme system (CYP2C19, 2C9, 3A4, 3AS5, 1A2, 2B6).
Importantly, the loss-of-function alleles (*2, *3, *4) of the CYP2C19 enzyme, that plays a
pivotal role in the bioactivation process is very frequent in the Caucasian population (22)
Moreover, the absorption of clopidogrel might also differ between patients according to the
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genetic polymorphisms of the P-glycoprotein. (104) Clinical factors like diabetes, acute
coronary syndrome and renal insufficiency might also impair the efficacy of clopidogrel
therapy. (61) As a result, high post-clopidogrel platelet reactivity (HPPR) persists in a
substantial proportion of patients despite receiving the recommended dose of clopidogrel. As
the distribution of platelet aggregation values and VASP-PRI is normal, the term “elevated or
high platelet reactivity” is more appropriate than “clopidogrel resistance” as the effect seems
dose dependent. (105)

Growing body of evidence shows that high platelet reactivity is a risk marker for recurrent
thrombo-ischemic events after PCI. (48-55) In our study recruiting 134 patients, ADP-
stimulated Aggmax values were significantly associated with clinical outcome. Dividing
patients into quartiles according their Aggmax values showed that those in the two higher
quartiles had a 6.8-fold risk to MACE compared to those in the two lower ones. (59) The
worse prognosis of patients in the two higher quartiles of residual platelet aggregation values
was independently demonstrated by the EXCELSIOR study in 802 patients. They registered a
6.7-fold higher risk for death, MI or urgent TLR among patients above the median value of
platelet aggregation. (50) A meta-analysis also confirmed the prognostic significance of high
platelet reactivity is patients after PCI. (54) Despite these results, it is unclear whether high
platelet reactivity is a marker for worse prognosis (risk marker) or a modifiable parameter
(risk factor). It would be of enormous importance to know whether patients with HPPR might
return to normal platelet reactivity with alternative antiplatelet strategies. Results of a recent
work of Bonello et al. confirmed that in patients with high platelet reactivity, repeated loading
doses of 600 mg clopidogrel were able to override low response to clopidogrel in the majority
of patients. (58) However, findings of other studies suggest that returning to the standard dose
of clopidogrel in these patients resumes high platelet reactivity. (68) In case of the
maintenance-phase treatment, there are a few studies that have demonstrated the
pharmacological benefit of doubling the maintenance dose of clopidogrel. (64-69) Our results
supported that giving 150 mg clopidogrel for patients with HPPR enhanced platelet inhibition.
Notably, the degree of platelet reactivity after 150 mg clopidogrel did not reach that of good
responders and less than 40% of the patients returned to normal platelet reactivity with the
elevated maintenance dose. Analyzing possible determinants of response to 150 mg
clopidogrel revealed platelet disaggregation and acute coronary syndrome as independent
predictors of poor response. Acute coronary syndrome was associated with a 1.7-fold, while
low disaggregation with a 6.1-fold absolute risk for persisting with HPPR after 150 mg
clopidogrel. Low disaggregation had a 92% negative predicting value emphasizing that these
patients are not likely to benefit from dose shift. These results might carry important clinical
implications as clinicians might be able to choose optimal candidates for a 150-mg
maintenance dose based on the clinical status and the result of a LTA assessment.

Based on these findings, the potency of the platelet inhibition can be influenced by the
administered dose of clopidogrel. However, many of the patients with HPPR would require
such high loading and maintenance doses to achieve optimal platelet reactivity that are not
tolerable and also not financed by our heath care system. (70) These individuals might be the
candidates for alternative, more potent platelet inhibitors. One of the most important
alternatives of clopidogrel is prasugrel that is recently under approval in Hungary. Based on
the results of the TRITON-TIMI3S trial, the more potent antiplatelet therapy in ACS was
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associated with significantly less myocardial infarctions and stent thromboses. (32)
Ticagrelor, a reversible and also potent, direct-acting ADP-receptor antagonist has also
demonstrated a 16% reduction in the composite of MI, cardiovascular death and stroke in the
PLATO trial. (33)

Notably, the administration of prasugrel increased bleeding complications including
spontaneous, fatal bleeds highlighting that the uniformly intensified antiplatelet therapy might
do harm to some patients. As bleeding is an equally important predictor of morbidity and
mortality as ischemia, preventing bleeding events is of essential importance. (82, 108)
Patients admitted to primary PCI due to STEMI represent a high-risk group of both bleeding
and ischemia. The double or triple antiplatelet therapies with excessively dosed anticoagulants
are important causes of bleeding events among these patients. However, choosing the radial
artery as the preferred access site dramatically lowers not only periprocedural bleeding
complications but also major adverse cardiac events and mortality. (106) Many operators are
fearing to puncture the radial artery for PCI in the setting of AMI, believing that it prolongs
the intervention and increases the amount of contrast and radiation exposure. Our meta-
analysis confirmed that the major cause of the longer procedural times and the higher
radiation exposures is the learning-curve required to master the technique. This aspect was
indicated by the significant heterogeneity between the included studies. Based on these
results, the radial approach is also a way to maximize the benefits of an intensified antiplatelet
therapy in the peri-interventional period of primary PCI.

Concluding these findings, there is a great need for an individualized antiplatelet therapy for
patients in order to maximize the anti-ischemic benefits and minimize bleeding risk. Beyond
clinical presentation and the genetic constellation, platelet function testing might help to find
a therapeutic window for each antiplatelet agent. The novel, more potent antiplatelet agents
will be essential tools to customize antiplatelet therapy to the patient’s needs as suboptimal
response to clopidogrel is common. The clinical relevance of an individualized antiplatelet
regimen needs to be tested and supported in further clinical trials.
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Bevezetés

A perkutan koronaria intervenci6 (PCI) elterjedése attorést jelentett az iszkémids szivbetegség
eredményes kezelésében. Adreas Griintzig 1977-es uttord kisérletét kovetden tobb mint 10000
szivbeteget kezeliink eredményesen évente ezzel a technikaval Magyarorszagon. A minimal
invaziv technoldgia szamos eldnyét kihaszndlva jelentds technologiai és farmakoldgiai
fejlédésnek lehettiink szemtanui az elmult évtizedben, melyek tovabb ndvelték a PCI
hozzaférhetéségét és eredményességét. Ennek révén a kordbban egyeduralkoddan alkalmazott
ballonkatéteres tagitast fokozatosan a stent implantacié valtotta fel, mely csokkentette mind
az akut (disszekcio, akut érokkluzio) mind a krénikus szévédmények megjelenését. (1,2) Bar
a stent alkalmazasa jelentdsen javitotta a PCI sikeraranyat, a beavatkozasnak jelenleg is
vannak 1ényeges rovid, és hosszi-tava korlatai. A stent implantacié sikertelenségének f6 okai
a stent trombdzis (ST) €s az instent resztenozis (ISR), melyek a tagitott szakasz ismételt
besziikiilését vagy elzarodasat okozhatjak.

Stent trombozis

A stent trombozis egy akutan bekodvetkezd, gyors €s tobbnyire teljes stent-elzadrddashoz
vezetd folyamat, mely gyakran magas mortalitast szivinfarktusként jelenik meg. A de novo
atero-trombodzishoz hasonldan a ST is foként aktivalt és aggregalt trombocitakat tartalmaz,
melyet az aktivalodd koagulacids kaszkad fibrin-szalai stabilizdlnak. Jelenlegi felfogdsunk
szerint a ST multi-faktoridlis hatterti, melyben a beavatkozéas koriilményei (alulméretezett,
rossz pozicidban 1évo stentek, hossz stentelt szakasz, széli disszekcio), a beteg klinikai
paraméterei (alacsony szisztolés balkamra funkcid, akut koronaria szindroma, csokkent
vesefunkcio, cukorbetegség) ¢és hemorreologiai tényezOk (trombocita aggregacio gatld
kezelés korai felfiiggesztése, aszpirin/clopidogrel rezisztencia) egyarant szerepet jatszanak.
(4) A korabban alkalmazott aszpirin monoterapia, illetve az aszpirin mellet alkalmazott
antikoagulans kezeléshez képest a kombinalt trombocita aggregacid gatld kezelés bevezetése
jelentésen csokkentette a ST elfordulasat. (5-8) Igy a trombocita aktivacio és aggregacid
megfeleld gatlasa kulcsszerepet jatszik a recidiv trombotikus események kivédésében. Bar a
ST eldfordulasa relative alacsony, a pontos incidencia jelentdsen eltért egyes klinikai
vizsgalatok ¢és regiszterek kozott; melynek egyik f6 oka a heterogén, néha Onkényesen
kialakitott ST definicidk hasznalata volt. A ndmenklatura egységesitése érdekében az
Academic Research Consortium (ARC) egységesitett definiciokat alkotott, melyben a ST
valdszinilisége ¢és az azt alatamaszto bizonyiték mindsége alapjan klasszifikaltak. A Glasgow-
klasszifikacioként is ismert kritérium-rendszer harom f6 ST kategoriat hatdrozott meg (ARC
I: biztos; ARC II: valészinii; ARC III: lehetséges). A ST ugyancsak feloszthatdo a stent
okkluzio PCI-hez képesti megjelenése alapjan (akut-szubakut-késdi-igen késéi). Az ARC
kritériumok alapjan meghatarozott biztos ST egy éves valoszinlisége koriilbeliil 0,5-1,5%
kozotti, a biztos/valdszinli ST aranya 2-4% kortili. (9,10)
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Instent restenosis

Az instent restenosis egy kronikus folyamat, mely fokozatosan és progressziven besziikiti a
stentelt szakasz atmérdjét. A ST-hoz hasonldsan az ISR is multi-faktoriélis eredetli, melyben a
beavatkozas koriilményei (alulméretezett, rossz pozicidban 1évo stent, hosszu stentelt szakasz,
kis stent atmérd) és a beteg klinikai tulajdonsagai (diabétesz, akut koronaria szindréma,
gyulladasos betegségek) egyarant szerepet jatszanak. A normalis endotelizacids folyamathoz
képest ISR sordan a stent koriili érszakasz simaizom- és endotélsejtjei tilzott burjanzést
mutatnak, mely egy heges, tomott neointimdlis réteg képzddéséhez vezet a stenten beliil.
(13,14) Az esetek dontd tobbségében a restenosis a stent implantaciot kovetd elsé évben
jelentkezik, visszatérd stabil angina pektoris klinikai képében. Az esetek 2-3%-ban azonban a
folyamat miokardialis infarktushoz vezet a kritikus szikiilet vagy elzarodas miatt. (15)
Ujabban a fokozott trombocita aktivacio szerepét is felvetik a folyamat létrejottében,
hangsulyozva, hogy az aktivalt trombocitdk a fehérvérsejt toborzd hatasuk és az altaluk
szekretalt novekedési faktorok (PDGF) révén jelentésen fokozhatjdk a neointimalis szdvet
burjanzasat. (13) Az utdbbi években a gydgyszerkibocsato stentek (DES) megjelenése attorést
hozott az ISR kezelésében, mivel a kordbbi csupasz fémstentekkel (BMS) észlelt 20-40%-0s
resztenosis-aranyt 10% ala csokkentették. (9, 10) Ugyanakkor a stentek feliiletérdl elualt
citosztatikus/citotoxicus vegyiiletek nem csak a restenosis kialakuldsat gatoljak, de a normalis
endotelizacidos folyamatot is jelentdsen lelassitjadk. Emiatt a DES beiiltetés utdn a stent
trombdzis veszélye hosszabb ideig fennallhat, ami kiemelt fontossagot ad a megfeleld
hosszlsagu €s hatékonysagu trombocita aggregacid gatlo kezelésnek. Megjegyzendd tovabba,
hogy az elsé generaciés DES-ek a célér revaszkularizacio (TLR) sziikségességének dramai
csokkentése mellett a kemény klinikai végpontokban (haldl, miokardialis infarktus) nem
mutattak elényt a BMS-hez képest. A magas ar egy tovabbi fontos tényezd, mely
hozzaférhetdségiiket limitalja. Fentiek miatt a DES-penetrancia atlagosan 20-25% kortili
Magyarorszdgon, ami miatt az ISR egy jelenleg is relevans problémat jelent PCI utan.

Egyének kozotti kiillonbségek a trombocita aggregacio gatlé kezelés hatékonysagaban

Ex vivo/ in vitro mérési modszerek eredménye alapjan az aszpirin kezelés ellenére a betegek
egy csoportjaban a kezeletlen egyénekkel azonos trombocita aggregacios értékek mérhetok.
Ezt a laboratoriumi modszerekkel elvalaszthatd populaciot aszpirin-rezisztensként vagy
aszpirin non-reszponderként kezdte emlegetni a nemzetkdzi szakirodalom. (40) A klinikai
oldalrél nézve az is ismert tény, hogy az aszpirinnel kezelt betegek egy része a kezelés
ellenére ismételt trombotikus eseményt szenved el, melyet terdpids kudarcként
jellemezhetiink. Bar az aszpirin rezisztencia ¢és a klinikai kezelés kudarca egymadssal Ossze
nem keverendd — az elsd egy laboratoriumi modszerrel igazolt jelleg, mig utdbbi egy klinikai
diagndézis — az aszpirin rezisztensnek talalt betegek magasabb kardiovaszkudris rizikojat tobb
tanulmany is igazolta. (41, 42) Ugyanakkor a méromodszerek heterogenitasa és a definiciok
onkényessége folytan az aszpirin rezisztensnek mondott betegek ardnya 5 és 65% kozott
valtozott a kozlések szerint; egy meta-analizis eredménye alapjan ez atlagosan 28%-ra tehetd.
(43) Ezek az eredmények jol jelzik, hogy az aspirin-hatékonysadgot méré modszerek kozott
jelentds kiilonbségek vannak, és a nem specifikus tesztek értéke kétséges. (40, 44)

29



PCI utdn az aszpirin mellett a clopidogrel alkalmazasa jelentdsen csokkentette a {6
kardiovaszkularis események kialakuldsat az aszpirin monoterapidhoz vagy az aszpirin plusz
antikoagulans kombinacidhoz képest. (5-8) Ugyanakkor a kombinalt trombocita aggregacid
gatlo (TAG) kezelés mellett is a betegek egy részében visszatérd trombotikus események
jelentkeznek. Emiatt jelentds szamu vizsgalat indult annak tisztdzasara, hogy az aszpirinhez
hasonldéan a clopidogrel esetében is észlelhetd-e non-reszponzid, rezisztencia. Az elsd
laboratoriumi eredmények a varakozasokat igazolva a clopidogrel esetében is jelentOs
egyének kozotti kiilonbségeket mutattak a hatékonysag tekintetében, emiatt az aszpirinhez
hasonléan a ’clopidogrel-rezisztencia’ kifejezés széles korben elterjedt. (45-47) A
laboratoriumi jelenségek mogott obszervacids klinikai vizsgalatok sora igazolta, hogy a
clopidogrel-rezisztens vagy non-reszponder fenotipus esetében PCI utdn magasabb
trombodtikus esemény-rizikoval kell szadmolni. (48-55) Az klinikai utmutatok szerint a
clopidogrel hatékonysadganak laboratoriumi mérése azonban csak olyan esetekben
megfontolandd, ahol a stent trombozis rizikoja valdszintileg fatalis kimenetellel jarna; ekkor
az 50% alatti gatlas észlelése esetén a clopidogrel fenntarté adagja napi 150 mg-ra emelheto.
(18) Ennek f6 oka az, hogy jelenleg sem az aszpin, sem a clopidogrel esetében nem
rendelkeziink olyan gyors, automatizalt, olcs6 mérémaddszerrel, melynél a mérési folyamat
standardizalt, és az aszpirin- vagy clopidogrel-rezisztencia meghatarozasa pedig prospektiv
klinikai vizsgalatok eredményén alapul.

Célkituzések

A vizsgalataink f6 célkitlizései az alabbiak szerint foglalhatok dssze:

e Az aszpirin és thienopyridine (clopidogrel és ticlopidine) kezelés hatékonysaganak
meghatdrozasa kiilonbozd laboratoriumi modszerekkel PCI-n atesett betegek korében;
tovabba a méromodszerek Gsszevetése az egyezdség tekintetében

e A TAG kezelésben laboratoriumi modszerekkel észlelt egyének kozotti kiilonbségek
klinikai relevancidjanak meghatarozéasa PCI utan

e A Il-es tipusu diabétesz hatdsanak elemzése az aszpirin és clopidogrel-kezelés
laboratériumi hatékonysagara

e Clopidogrel nonreszponder betegeknél olyan alternativ terapids stratégiak
hatékonysaganak elemzése, mellyel az észlelt non-reszponzid attérhetd

e Az ST-elevacioval jard akut korondria szindroma ellatdsa sordn a behatoldsi hely

(radidlis vs. femoralis) prognosztikai szerepének vizsgalata kettds vagy harmas TAG
kezelést kapd, magas vérzési rizikoju betegekben
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Modszerek

Optikai aggregometria

Trombocita aggregacios méréseinkhez a CARAT TX4 négycsatornas optikai aggregométert
alkalmaztuk (Carat Diagnosztika, Budapest, Magyarorszag). A mérOmodszer egy infravoros
fénnyel atvilagitott kozeg optikai denzitasat méri. Minél nagyobb a kozeg optikai stirlisége,
annal kevesebb fény jut a szenzorra. A mérés soran a trombocita-mentes plazma (PPP) szolgal
a 100%-o0s fényatereszto-képesség beallitdsdhoz, mig a trombocita-dus plazmaval (PRP) a
mérés kezdetén a 0%-os szintet kalibraljuk. Ezt kovetden a specifikus trombocita-agonista
(ADP, adrenalin, kollagén) hozzdadasaval a PRP-ben megindul6 aggregaciot a kdzeg optikai
denzitadsanak csokkenése jelzi, melyet a szenzor dinamikusan érzékel és a modszer egy gorbe
formajaban abrazol. A thienopyridinek hatékonysaganak jellemzésére az 5 vagy 10 uM-os
ADP, az aszpirin hatds mérésére a 10 uM-os adrenalin-t és a 2 pg/ml-es kollagént hasznaljuk.
A mérési eredmények jellemzésére a maximdlis aggregécios érték (Aggmax), a 6 perces
aggregacios érték (Agglate), a disaggregacio (disAgg) és a gorbe alatti teriilet (AUC)
hasznalhato.

A moddszer olcso, széles korben elterjedt és elfogadott, alkalmas a kiillonb6z6 agonistak altal
kivaltott aggregacid szelektiv vizsgalatara. Ugyanakkor iddigényes, a minta el6készitésére
képzett személyzetet igényld, nem teljes vérbdl dolgozd, nem standardizalt modszer, melynél
a szakirodalomban megjelent mérési eredmények nehezen OsszevethetOk ¢és a definicidk
nehezen 4ltalanosithatok.

Vazodilatator stimulalt foszfoprotein (VASP) foszforilacio mérése

A P2Y12 ADP-receptort specifikus gatld gyodgyszerek (clopidogrel, ticlopidin, prasugrel,
ticagrelor) hatékonysagéanak szelektiv jellemzésére kidolgozott flow citometrias modszer. A
trombocitdk felszinén 1évé P2Y12-es ADP-receptor komplex egy gatld g-protein (Gi)
rendszerhez kapcsolodik, melynek aktivacidja soran az adenil cikldz enzim gétldsa révén
csokken az intracellularis cAMP szint. A cAMP szint csokkenése a protein foszfatazokat
aktivalva a VASP nevii szekunder messzendzser fehérje defoszoforilaciojat indukalja. Ezzel
szemben az ADP receptor blokkoltsdga esetén a cAMP szint magas, a VASP foszforilalt
allapotban van jelen. A trombocitaban mérhetd foszforilalt és defoszforilalt VASP aranya
(VASP-PRI) tehat jol jellemzi az ADP-receptor aktivaltsagi fokat, azaz a gatlo szer
hatékonysaganak szelektiv jellemzdje. A modszer eldnye tehat a P2Y 12-receptor specificitas,
jo reprodukalhat6sag, pontossag. Mivel azonban egy flow citométeres mérésrél van sz6, rutin
klinikai hasznalata nem Ilehetséges, igen koltséges és specidlis jartassagu személyzetet
igényel.

A trombocita aktivacié humoralis plazma markerei

Vizsgalatunkban meghatdroztuk olyan trombocita aktivacidos markerek plazma szintjét is,
melyek a trombocita aktivacid soran szekretdlédnak a vérbe. A szolubilis P-szelektin
(sPselectin), a szolubilis CD40 ligand (CD40L) és a szolubilis vaszkularis adhézids molekula
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(sVCAM-1) plazma szintjét fluorescens gyongyhoz kotve, FACScalibur flow citométer
segitségével mértiikk (Multiplex Fluorescent Bead Immunoassay, Bender Medsystems GmbH,
Vienna, Austria).

Vizsgalati eredmények

1. P2YI12 vreceptor gatlas specifikus jellemzése optikai aggregometria segitségével:
osszevetés a vazodilatator stimulalt foszfoprotein foszforilacioval

Hattér

A trombocitdk felszinén két specifikus ADP-receptor expresszalt: a P2Y 1-receptor aktivacidja
inditja el a trombocita alakvaltozast és a kezdeti, de atmeneti aggregaciot; mig a végleges,
irreverzibilis aggregatum 1étrejottéhez a P2Y12 receptor sziikséges. Az optikai
aggregometrids (OAG) mérések sordn hasznalt ADP mind a P2Y1, mind a P2Y12 receptort
aktivalja, igy az eredményekben nem csak a gydgyszer altal gatolt P2Y12, de az P2Y1
receptor aktivitasa is tikkrozodik. (20) Emiatt az OAG nem P2Y 12-receptor specifikus. Mivel
az Y1 receptor hatdsa csak atmeneti, szerepe lehet abban, hogy a mérés soran diszaggregacio
kovetkezhet be, és 5-6 perccel az ADP beadasa utdn mar egy alacsonyabb, az irreverzibilis
hatasti P2Y12-receptor aktivitdsat jobban tiikr6z6 aggregacios szint észlelhetd. Ez a jelenség
foként alacsony (< 5 uM) ADP koncentracio hasznalata esetén kifejezett. Fentiek miatt egyes
laboratériumok a maximalis aggregacid (Aggmax) helyett az 5-6 perces késoi aggregacios
értéket (Agglate) hasznaljak a clopidogrel-hatas specifikusabb jellemzésére. (50) Ezek a
laboratoriumok kozotti kiilonbségek is hozzédjarulnak az OAG rossz standardizacidjahoz, az
eredmények szerteagazo értékeléséhez.

Célkitiizés

Vizsgéalatunkban az optikai aggregometria (OAG) kiilonb6z0 mérési paramétereit vetettiik
O0ssze a P2Y12 receptor specifikus VASP foszorildciéval. Célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk, vajon a késéi aggregacio valoban jobban jelzi-e a P2Y12 receptor gatlas
mértékét a tobbi aggregacids paraméterhez képest.

Modszerek

Prospektiv vizsgalatunkba 89 clopidogrel kezelésben nem részesiilo, stabil angina pektoris
miatt PCI-n 4tesett beteget vontunk be. Kizar6é kritériumot jelentett az akut korondria
szindroma, korabbi tienopyridine vagy antikoagulans terapia, aszpirin vagy clopidogrel
intolerancia, friss vérzéses stroke, ismert véralvadasi zavar és az alacsony trombocita-szam
(<100 G/1). Minden beteg a koronarografia utan, a PCI el6tt 600 mg clopidogrel telitédozist
kapott, 300 mg aszpirin kiséretében. Fenntartd kezelésként 75 mg clopidogrel és 100 mg
aszpirin jart minden betegnek. 12-18 oraval a telité adag beadasa utan, majd 25 nappal a PCI-t
kovetden a betegektdl 20 ml vért vettink OAG és VASP mérésre. OAG esetében a
clopidogrel kezelés hatékonysagat 5 uM-os ADP-vel, az aszpirinét 10 uM-os adrenalinnal
hataroztuk meg. A VASP foszforilaci6 alapjan szamolt trombocita reaktivitasi indexet
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(VASP-PRI) az OAG soran kapott maximalis aggregaciéval (Aggmax), a 6 perces késoi
aggregacioval (Agglate), a disaggregacioval (disAgg) és a gorbe alatti teriilet nagysagaval
(AUC) vetettiik Ossze.

Eredmények

89 beteg VASP ¢és OAG mérését 19+2 draval a telité adag beaddsa utdn végeztiik el, majd a
89-bd1 80 beteg esetében tortént 25+2 nappal a PCI utan fenntarté fazisi meghatéarozés is. igy
Osszességében 169 mérés eredményét elemeztiik.

A 600 mg-os telitd adag beadasa utdn minden trombocita-funkciés paraméterben jelentds
egyének kozotti kiilonbség mutatkozott (Aggmax: 28,8+14,0; Agglate: 9,4+17,5; disAGG:
72,0+33,3; AUC: 66,8+52,2; VASP-PRI: 49,9+22.1), mely a fenntarté fazisban is jellemzd
maradt (Aggmax: 30,0+£12,6; Agglate: 9,2+16,2; disAGG: 71,4+£30,3; AUC: 68,6+49,5;
VASP-PRI: 48,1+20,6). A mérések alapjan erds korrelaciot észleltiink Aggmax és Agglate
kozott (p<0,001; Spearman’s p: 0,91). Az OAG paramétereck VASP-PRI-vel torténd
Osszevetése alapjan kozepes erdsségli, szignifikans kapcsolatot regisztraltunk, melyben az
AUC mutatta a legmagasabb korrelacios egyiitthatot. (1. abra) Az aszpirin kezelés
hatékonysagat jelzé adrenalin-stimuldlt aggregacids értékek nem mutattak Osszefliggést
VASP-PRI-vel (p=0.75). Bar az egyvaltozos linedris regresszids analizisek szerint minden
aggregacios paraméter szignifikans Osszefiiggésben volt VASP-PRI-vel, a tobbvaltozos
modell szerint AUC volt a VASP-PRI fiiggetlen prediktora.

Annak vizsgalatara, hogy a kozepes erdsségli korrelacid mellett milyen mértékii egyénen
beliili kiilonbségek észlelhetok a VASP ¢és OAG mérések kozott, Bland-Altman analizist
hasznaltunk. (2. dbra) Az eredmények alapjan az Agglate, disAgg és AUC szisztematikusan
alabecsli a VASP-altal meghatarozott trombocita-reaktivitast; tovabba a két modszer altal
mért értékek kozott jelentdés egyénen beliili kiilonbségek lehetnek a betegek jelentds
szazalékaban.

Egyezés a magas trombocita-reaktivitas definidlasaban

Az aggregacids paraméterek prediktiv értékét a VASP-altal meghatarozott magas trombocita-
reaktivitds (HPR) tekintetében ROC analizissel elemeztiik. Kordbbi vizsgélatok eredménye
alapjan a HPR definicioja 50% feletti VASP-PRI volt. (58) A statisztika szerint a kiilonb6z6
aggregacios paraméterek prediktiv értéke gyakorlatilag azonos volt, bar a gorbe alatti
tertilettel jelzett prediktiv érték AUC esetében volt a legmagasabb. (3. abra)
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1. abra: Az optikai aggregacios értékek korrelacios oOsszevetése VASP-PRI-vel. AGGmax: maximalis
aggregacio; Agg.: 6-perces késoi aggregacio; disAGG: disaggregacio; AUC: gorbe alatti teriilet.
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2. abra: Bland—Altman diagramok a VASP és optikai aggregometria altal meghatarozott trombocita-reaktivitas
egyénen beliili kiilonbségeinek jellemzésére. A sziirke vonal az atlagos kiilonbséget jellemzi, mig a szaggatott
vonalak a 95%-os konfidencia-intervallumot mutatjak. Mivel a Bland-Altman analizishez sziikséges, hogy a
kivalasztott paraméterek azonos skalan mérjenek, ezért az aggregacios paraméterek a VASP skaljara (0-100%)

lettek normalizalva.
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3. dbra: ROC-analizis a VASP-altal definialt magas trombocita-reaktivitas (HPR; VASP-PRI > 50%) jelzésérol.
A prediktiv értéket minden egyes aggregacids paraméter esetében a gorbe alatti teriilet (Area) jelzi a 95%-os
konfidencia-intervallummal (95%CI). Mivel a disagggregacid inverz korrelacidban van a VASP-PRI-vel, ezért a
reciprokat vettiik a tobbi paraméterrel valo konnyebb Gsszehasonlithatosag érdekében.

Kovetkeztetések

Az eredményeink megerdsitik, hogy az Osszes vizsgalt optikai aggregacids paraméter
szignifikans, kozepes erdsségli kapcsolatban all a P2Y12-specifikus VASP foszforilacioval.
Az elemzések szerint a kiilonb6z0 paraméterek hasonléak mind a P2Y12-receptor gatlas
mértékének  megitélésében, mind a magas trombocita-reaktivitas jellemzésében.
Eredményeink szerint elvetendé az a feltételezés, mely a késéi aggregacid szerepét
hangsulyozza a pontosabb P2Y12-receptor gatlas jellemzésére. A késdi aggregacio helyett a
kiilonbozé elemzések egybehangzd eredménye és a tobbvaltozos regresszios modell
értékelése szerint is a gorbe alatti teriilet (AUC) jelzi legmegfelelébben a P2Y 12 receptor
gatlas mértékét. Amellett, hogy a VASP és OAG kozott szignifikans, kozepes erdsségii
korrelacié mutatkozott, a Bland-Altman diagramok jol jelezték, hogy a két modszer kozott
jelentds kiilonbségek is lehetnek. Ezek miatt a VASP validdlja az optikai aggregomtriat a
P2Y12-receptor gatlas jellemzésére, de a kiillonbségek miatt két moddszer egymast nem
helyettesitheti.
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2. A thienopyridine kezelés hatékonysdaga befolydsolja az eseménymentes
tulélést stent implantdaciot kovetoen

Hattér

A jelenlegi ajanlasok nyomén a trombocita aggregacio gatlo gyodgyszereket PCI utan fix
dozisban adagoljuk a betegek kozotti jelentds klinikai kiilonbségek €s a gyodgyszerekre adott
elérd valasz ellenére. (20, 45) A laboratoriumi mddszerekkel jelzett jelentds egyének kozotti
kiilonbségek alapjan ez azt eredményezi, hogy szamos betegnél nem alakul ki a kivant, és

kellden hatékony trombocita aggregacid gatld hatas; magas trombocita-reaktivitasuk rogziil a
PCI utan.

Célkitiizés
Vizsgalatunkban azt kivantuk elemezni, hogy a laboratériumi modszerrel meghatarozott
aszpirin ¢és thienopyridine kezelési hatékonysag Osszefiigg-e a klinikai kimenetellel PCI-n

atesett betegek korében. Megvizsgaltuk azt is, hogy hol lehet az optimalis laboratoriumi hatar
a magasabb klinikai riziko jelzésére.

Modszerek

Beteganyag

Prospektiv vizsgalatunkba 2003 majusa és 2005 januarja kozott thienopyridine-t nem szedd,
nem miokardidlis infarktus miatt korondria intervencion atesett 134 beteget vontunk be, akiket
10 honapig kovettiink. Bevalasztasi kritériumként szerepelt a stabil/instabil angina pektoris,
de novo koronaria 1ézi6, 18 évnél iddsebb kor. Kizard kritériumot jelentett az akut
miokardialis infarctus, korabbi tienopyridine vagy antikoagulans terapia, instent resztendzis,
aszpirin vagy thienopyridine intolerancia, friss vérzéses stroke, ismert véralvadasi zavar és az
alacsony trombocita-szam (<100 G/I). Minden beteg a koronarografia utan, a PCI el6tt 300
mg clopidogrel vagy 500 mg ticlopidin telitédézist kapott, 300 mg aszpirin kiséretében.
Fenntarto kezelésként 75 mg clopidogrel vagy 2x250 mg ticlopidine és 100 mg aszpirin jart
minden betegnek.

A vizsgalat Osszetett, primer végpontjat a haldl vagy miokardialis infarktus vagy
revaszkularizacio bekdvetkezése jelentette.

Trombocita-funkcidés mérések
30+5 nappal a PCI utan a betegektél 10 ml Na-citrattal antikoagulalt vért vettiink optikai
aggregometrids (OAG) mérésre. A thienopyridine kezelés hatékonysagat 5 és 10 uM-os ADP-

cre

hataroztuk meg. A betegek egy kisebb részénél 5 ml vért vettiik szolubilis trombocita-
funkcios faktorok (sP-szelektin, sCD40L, sVCAM-1) flow citometrids mérésére.
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Eredmények

2003 majusa és 2005 januarja kozott 134 beteget valasztottunk be vizsgéalatunkba. A 10
honapos tervezett kdvetési id6 soran 33 betegnél kdvetkezett be a primer kompozit végpont.
(1. tablazat) Az adverz események atlagosan 151+ 111 nappal a PCI utan jelentkeztek, 2
végpontot észleltiink az intervenciot kovetd 30 napon beliil. Utdbbi két esetben szubakut stent
trombozis kovetkezett be a 7. és 13. napon. Haldlesetet nem rogzitettiink, 3 miokardialis
inarktust észleltiink, melyek koziil ketténél primer PCI, egy esetben konzervativ kezelés
tortént. A kovetési idoszakban 6sszesen 33 revaszkularizacio tortént; 10 CABG és 23 ismételt
PCI. A kontroll angiografiak alapjan 27 esetben alakult ki szignifikans instent resztenozis a
korabban stentelt szakaszban.

Az optikai aggregometrids mérések eredménye alapjan igen jelentds egyének kozotti eltérések
voltak mind a thienopyridine, mind az aszpirin-hatékonysag vonatkozasaban. Mig a
thienopyridine esetében ez egy harang-gorbére jellemzé normal eloszlast jelentett, addig az
aszpirinnél egy kiilon csoport formalodott a magasabb adrenalin-aggrgeacios értékeknek
megfelelden (4. dbra)

1. tablazat
Fo kardiovaszkularis események a 10 honapos kovetési id6 alatt a 134 beteg esetében

Halal 0 (0%)
Miokardialis infarktus 3 (2,2%)
Revaszkularizacio 33 (24,6%)

Revaszkularizacio PCI-vel 23 (17,1%)

Revaszkularizaci6 CABG-vel 10 (7,5%)
Halal, Miokardialis infarctus vagy revaszkularizacio (1° végpont) 33 (24,6%)
Instent resztenozis 27 (20,1%)
Stent trombozis 2 (1,5%)
De novo [ézi6 ellatasa 5 (3,7%)

A Cox-regresszios analizis szerint az ADP-stimuldlt maximalis aggregéacios értékek
szignifikans kapcsolatban alltak a primer végponttal (p<0,01 az 5 és 10 uM-os ADP esetén),
amely a hatékonyabb aggregacid gatlas mellett jobb eseménymentes tulélést jelez. Ezt
demonstralta a Kaplan-Meier diagram is, ahol a betegek magasabb ADP-reaktivitasu felének
szignifikansan rosszabb tulélése latszik (5/A 4bra) Amikor a betegeket az ADP-reaktivitas
szerint kvartilisekbe osztottuk, a két magasabb és két alacsonyabb kvratilis kozott, a median
értéknek megfelelden volt jelentds klinikai kiilonbség. Igy a betegek 50%-at kitevd magasabb
ADP-reaktivitdsu csoport 6,84-szeres relativ rizikoval birt az alacsony reaktivitdstakhoz
képest (HR: 6,84; 95% CI: 2,64-17,72; p<0.001). A globalis trombocita-aktivaciés markernek
tekintett szolubilis P-szelektin plazmaszintje ugyancsak 0Osszefiiggbtt az eseménymentes
tuléléssel, ahol a magasabb plazmaszint szignifikdnsan rosszabb kimenetellel tarsult. (5/B
abra) Az aszpirin kezelés hatékonysagat jelzé adrenalin és kollagén indukalta maximalis
aggregacios értékek, valamint a sCD40L ¢és sVCAM-1 plazmaszintje nem mutatott
Osszefiiggést a kimenetellel.
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4. abra: Az optikai aggregometriaval meghatarozott maximalis aggregacios értékek megoszlasa ADP és
adrenalin stimuldcio esetén. Az ADP-indukalt aggregacido (A panel) a thienopyridine kezelés, az adrenalin-
indukalt aggregacio (B panel) az aszpirin kezelés hatékonysagat tiikkrozi.
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5. abra: Kaplan-Meier diagram az eseménymentes tilélés Osszevetésére az ADP-reaktivitds (A panel) és a
szolubilis P-szelektin plazmaszintje (B panel) alapjan kettéosztott betegcsoportokban. Mindkét esetben a
magasabb 50 percentillis rosszabb t1élését mutatjak az abrak.

Kovetkeztetések

Vizsgalatunk f6 felismerése, hogy a thienopyridine kezelés hatékonysagat jelz6 ADP-
stimulalt maximalis aggregacios értékek szignifikdns Osszefliggésben allnak a PCI utani
klinikai kimenetellel. Mivel a két magasabb ADP-reaktivitasi kvartilis klinikai rizikoja
jelentésen magasabb volt a két alacsonyabb kvartilisii csoporthoz képest, a median érték jol
szeparalta a betegcsoportot a kardiovaszkuléaris rizikod tekintetében. Ezek szerint a
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thienopyridine kezelés utdni ADP-reaktivitdst mérve nem csak egy minoritds, de akar a
betegek 50%-a is magasabb veszélyben lehet az iszkémids szovoddmények tekintetében. Ezt a
P-szelektin plazmaszintjének mérése az aggregometriatol fiiggetleniil megerdsitette.
Ugyanakkor a vizsgalatunkban nem talaltunk Osszefiiggést az aszpirin kezelés hatékonysagat
jelzd paraméterek és a klinikai események kozott.

Megemlitendd, hogy a primer kompozit végpontot dominiléan nem a trombotikus
események, hanem foként a célér-elégtelenséget okozo instent reszteno6zis (ISR) alkotta. Ezek
alapjan az eredményeink felvetik a thienopyridine kezelés utdni trombocita-reakctivitds és
ISR kozo6tti 6sszefliggés lehetdségét.

3. A kettes tipusu diabétesz hatisa a kombindlt trombocita aggregdcio kezelés
hatékonysdgdra korondria stent implantdcio utin

Hattér

A  kombinalt aspirin és clopidogrel kezelés alapveté fontossagi a PCI-t kovetd
eseménymentes tulélés biztositasahoz. (18, 19) Ugyanakkor szamos vizsgalat igazolta, hogy a
két trombocita aggregacid gatlo szer hatékonysaga jelentds egyének kozotti kiilonbségeket
mutat, mely kiilonbség 6sszefligg a klinikai eseményekkel. Jelen ismereteink szerint szdmos
tényez0 befolyasolja a kialakuld aggregacid gétld hatékonysagot: klinikai tényezdk (pl.: akut
korondria szindréma), a m4j metabolikus enzimrendszerének genetikai polimorfizmusai (pl.:
clopidogrel esetében a CYP2C19 SNP) és a beteg-compliance. (60)

Célkitiizés
Vizsgalatunkban a kettes tipusu diabétesz hatasat vizsgaltuk a clopidogrel és aszpirin kezelés
utan mért trombocita-reaktivitas tekintetében.

Modszer

Az optikai aggregometrias adatbazisunkbodl retrospektiv kereséssel azonositottunk kettes
tipusu diabétesz miatt kezelt, PCI-n atesett betegeket és kontrollként egy kor, nem, riziko-
profil, stent tipus és TAG kezelési séma alapjan illesztett csoportot. A diabéteszes csoporton
beliil megkiilonboztettiink inzulinnal kezelt (INS) és oralis anti-diabetikummal (OAD) kezelt
betegeket. Az inzulinnal és OAD-al egyarant kezelt betegeket az INS csoportba soroltuk.
Minden betegnél tobb mint hat 6raval a telitd adag (600 mg clopidogrel és 300 mg aspirin)
beadasat kovetden tortént az ADP és adrenalin stimuldlt maximalis aggregacios értékek
(Aggmax) meghatdrozasa optikai aggregométer segitségével. Az 5 és 10 pM-os ADP-
stimuldcioval a clopidogrel kezelés hatékonysagat, a 10 uM-os adrenalin ¢és 2 pg/ml-os
kollagén indukcioval az aspirin kezelés effektivitasat jellemeztiik. A vizsgalat elsddleges
végpontja az Aggmax értékek kiilonbsége volt az INS és OAD csoport kozott.
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Eredmények

A célzott keresés révén 79, kettes tipust diabétesz miatt kezelt és 81 illesztett kontroll beteg
aggregacios eredményeit vetettiik 0ssze. A két csoport kozott a feljebb emlitett klinikai és
anamnesztikus tényezékben nem volt kiilonbség. A 79 cukorbeteg koziil 56 (71%) volt OAD-
al kezelt, és 23-an (29%) inzulinra szorultak. Az optikai aggregometrids mérések alapjan a
diabéteszes és nem cukorbeteg csoportok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az
ADP-stimulalt Aggmax értékek tekintetében. (6. abra; A) A cukorbetegek kozott az OAD és
INS csoportot dsszehasonlitva az inzulinnal kezelt betegek ADP-reaktivitisa magasabbnak
adodott, de ez a kiilonbség még nem érte el a szignifikans szintet. (6. abra; C) Ugyanakkor a
nem cukorbeteg egyének ¢és inzulinnal kezelt diabéteszesek kozott mar szignifikans kiilonbség
mutatkozott a clopidogrel kezelés hatékonysagat jelzd Aggmax értékekben. (6. abra; E) A
korabbi vizsgalatunkban hasznalt definiciot alapul véve (Aggmax > 33%) az inzullinnal
kezelt cukorbetegeknek 2,46-szoros relativ rizikdjuk volt a magas trombocita-reaktivitas
tekintetében. Az adrenalin és kollagén-indukalt Aggmax értékek nem kiilonbozetek egyik
csoport tekintetében sem. (6. abra, B, D, F) Kiemelendd, hogy a ¢homi vércukorszint nem
korrelalt az Aggmax értékekkel (Spearman’s p=0,13; p=0,32).
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6. dbra: Osszehasonlitas a cukorbeteg (DM) és nem diabéteszes (non-DM) egyének trombocita-reaktivitasaban.
Az ADP-indukalt maximalis aggregacios értékek a clopidogrel, az adrenalin-stimulalt értékek az aszpirin hatasat
jellemzik. INS: inzulinnal kezelt DM; OAD: gyogyszeres antidiabetikus terapia
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Kovetkezetések

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy az inzulinnal kezelt, kombinalt TAG kezelést kapd
cukorbetegek magasabb ADP-reaktivitdssal birnak a nem diabéteszes betegekhez képest. A
cukorbetegség fennalldsa azonban 6nmagdban nem jelentett szignifikans rizik6t a magasabb
ADP-reaktivitdsra nézve. Az aszpirin kezelés hatékonysagat jelzé adrenalin és kollagén-
stimulacids mérések nem mutattak kiilonbséget a diabétesz megléte vagy hidnya esetén. Mivel
a trombocitak sajat inzulin receptorral birnak, az inzulinnak fizioldgias hatdsai vannak a
trombocita-funckiot tekintve. Az inzulin receptor az inhibitoros g-protein komplexet (Gia)
gatolja, mely révén az adenil ciklaz a gatléas aldl felszabadulva cAMP-szint ndvelését okozza.
A magas cAMP-szint a trombocitat nyugvo allapotba hozva az ADP-receptor feldl érkezd
aktivacios szignal ellen hat. Ferreira és mtsai. bebizonyitottdk, hogy a cukorbetegeknél
kialakult inzulin-rezisztencia soran az inzulin-fiiggd trombocita aktivacid gatlas is sériil. (62)
Ez jol magyarazza, hogy az inzulin-dependens betegeknél fokozott ADP-stimulalt aggregaciot
észleltiink.

4. Az alacsony trombocita diszaggregacio jol jelzi a 150 mg clopidogrelre adott
elégtelen vdlaszt magas trombocita-reaktivitassal biro betegeknél

Hattér

A fix dozist clopidogrel kezelésre adott egyéni valasz jelentdsen eltérd a betegek kozott.
Egyre novekvd szdmu vizsgélati adat tamasztja ald, hogy a magas ADP-reaktivitas osszefligg
a trombotikus szovédményekkel PCI utan. Korabbi vizsgalatunkban a 33% feletti ADP-
reaktivitas esetén 6,84-szeres relativ rizikot igazoltunk a {6 kardiovaszkularis eseményekkel
kapcsolatban PCI utan. (59) A fokozott klinikai riziké miatt a magas trombocita-reaktivitassal
bird6 betegek kozott szamos TAG stratégiat probaltak ki az ADP-receptor gatlas
hatékonysdganak fokozasara. (64-69) A clopidogrel fenntartdé adagjanak dupldzdsa egy
igéretes lehetdség, melyet az amerikai utmutato is bizonyos esetekben megfontolandonak itél.
(18) Ugyanakkor a 150 mg clopidogrel hatasat vizsgald tanulmanyokbdl kideriil, hogy a

betegeknek csak egy bizonyos része reagil a magasabb doézisra, és a dozis duplazédsa az
egyének kozotti kiilonbségeket nem csokkenti.

Célkitiizés
Vizsgalatunk {6 célja a 150 mg-os clopidogrel fenntartdé dozis aggregacido gatld
hatékonysaganak elemzése volt magas trombocita-reaktivitasi (HPPR) betegek korében.

Masrészt olyan tényezOket kerestiink, melyek eldre jelezhetik a clopidogrel-re adott
aggregacios valasz mértékét.
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Modszerek
Beteganyag

Jelen vizsgalatban harom betegcsoport optikai aggregacios értékeit vetettilk Ossze: 85 beteg
estében, a 600 mg-os telitdadag utan észlelt HPPR utan 75 mg clopidogrel fenntartd kezelést
alkalmaztunk (HPPR + 75 mg csoport), 85 beteg estén igazolt HPPR utin 150 mg
clopidogrelt adtunk egy hénapig (HPPR + 150 mg csoport), mig 117 beteg a 600 mg-os
telitddozis utdn észlelt normal trombocita-reaktivitas utdn standard 75 mg clopidogrelt szedett
(no HPPR). A HPPR+75 mg-os csoport adatait retrospektiv modon gytijtottilk, mig a masik
két betegcsoportot prospektiv klinikai koriilmények kozott vontuk be a vizsgalatba. Kizard
kritériumot jelentett a korabbi thienopyridine vagy antikoaguldns kezelés, a glikoprotein
[Ib/ITa blokkolok hasznalata, az aszpirin/clopidogrel intolereancia, friss vérzéses stroke,
alacsony trombocita-szam (<100 G/1).

Eredmények
Trombocita-funkcid 0sszevetése

A vizsgdalati populacido Osszesen 287 betegbdl alt. 85 beteg igazolt HPPR utdn 75 mg
clopidogrelt, masik 85 f6 150 mg fenntarté dézisu clopidogrelt kapott, mig 117 normal
trombocita-reaktivitasu egyén standard 75 mg-os clopidogrel terapidban részesiilt a korondria
intervencié utan.

Kiinduléaskor, a 600 mg-os telitddozis utan nem volt kiillonbség a két HPPR csoport ADP-
reaktivitdsaban, ugyanakkor a 150 mg-os fenntarté adag szignifikansan fokozta az APD-
receptor gatlds hatékonysagat a fenntartdé fazisu mérésnél. Ezzel parhuzamosan a HPPR
betegek aranya szignifikansan csokkent a 150 mg hatasara. Ugyanakkor, a duplazott fenntarto
adag sem volt elégséges ahhoz, hogy a normadlis trombocita-reaktivitasti betegek aggregacios
szintjét elérjék. (7. dbra)

A 150 mg-os dozisra adott valaszt meghatarozo tényezok

A megemelt fenntart6 adagra adott valaszt befolyasolo tényezdket elészor linearis regressziods
modellben elemeztiik, melyben a {6 klinikai jellegzetességek és a gyogyszeres kezelés mellett
a kiindulasi aggregacios paraméterek szerepeltek. A tobbvaltozos linearis regresszio alapjan a
150 mg utan észlelt Aggmax értékek fliggetlen prediktorai az akut korondria szindroma €s az
alacsony diszaggregaci6 voltak. Ahhoz, hogy megerdsitsilkk ezeket a statisztikai
eredményeket, logisztikus regressziot végeztiink, melyben a fliggd valtozé a fenntartd fazis
utan észlelt HPPR volt. A kiegyenstlyozas nélkiili modellben az akut korondria szindroma
(ACS) ¢és a diszaggregacio (disAgg) voltak a HPPR filiggetlen prediktorai (disAgg 1%-o0s
noévekedésenként: OR: 0,95; 95% CI: 0,92-0,98; P=0,002; és ACS: OR: 5,82; 95% CI: 1,94-
17,47; P=0,002). Az egyvaltozos modellben 0,1 alatti p értékkel bird tényezdokkel
(bétablokkold, CYP3A4-metabolizalt statin, és kiindulasi Aggmax) tortént kiegyenstlyozas
utan a tobbvaltozés modellben a diszaggregacio és az ACS joslo ereje a tovabb erdsodott
(diszaggregacid: OR: 0.96; 95% CI: 0.93-0.99, p=0.009 és ACS: OR: 4.83; 95% CI: 1.54-
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15.09, p=0.008). Mivel a diszaggregacid folyamatos valtozdo, a HPPR eldre jelzéséhez
optimalis hatart ROC analizissel vizsgéalatuk. A modell szerint az optimalis hatarvonal a
16,5%-0s diszaggregacio volt, mely 94% szenzitivitassal és 43%-os specificitassal. Ezt a
hatarvonalat figyelembe véve az alacsony diszaggregacio (<16,5%) volt a 150 mg
clopidogrel-re adott elégtelen valasz legerésebb prediktora (OR: 12,49; 95% CI: 2,52-62,00;
p=0,002).
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7. abra: A trombocita aggregacio gatlo kezelés hatékonysaganak Osszevetése normal trombocita-reaktivitasu
egyénekben (no HPPR), magas reaktivitasi betegekben 75 mg clopidogrel utan (HPPR + 75 mg) és magas
trombocita-reaktivitasu betegekben 150 mg fenntarté adag utan (HPPR + 150 mg). Az A panel az ADP-indukalt
maximalis aggregacios értékek Osszevetését mutatja, ahol a pottyok egyéni mérési eredményeket jelképeznek
minden csoport atlagaval. A szaggatott vonal a HPPR definici6 szerinti hatarat mutatja. (*: p<0.01; **: p<0.001;

LD: telité adag). A B panel a HPPR betegek relativ aranyat mutatja a kiilonb6z6 csoportokon beliil.

Kovetkeztetések
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A vizsgalatunk eredményei megerdsitik, hogy magas trombocita-reaktivitdssal biro
egyéneknél a standard 75 mg helyett 150 mg clopidogrel adédsa fokozza az aggregacio gatlas
hatékonysagat és csokkenti a HPPR ardnyat. Ugyanakkor a magasabb fenntarté dozissal sem
érhetd el az eredetileg alacsony reaktivitasi betegek aggregacios szintje. Fontos
kihangsulyozni, hogy a 150 mg-os fenntarto adag nem csokkenti az egyének kozotti
variabilitds mértékét, azaz igen eltérd a betegek valasza a dupldzott adagra. Ennek nyoman
csupan a betegek kevesebb, mint 40%-anal sikeriilt az alacsony reaktivitdsu tartomany
elérése. Az elégtelen clopidogrel-valaszt elére jelz paraméterek koziil a tobbvaltozos modell
az akut koronaria szindromat és az alacsony diszaggregaciot emelte ki. Ezek alapjan azoknal
az ACS miatt kezelt betegeknél, akiknél a 600 mg-os fenntarté adag utan magas trombocita-
reaktivitast észleliink alacsony diszaggregacidval, nem jé vélasztds a fenntartd clopidogrel-
dozis duplazasa. Ezen betegeknél a joval hatékonyabb, bevezetés alatt all6 ADP-receptor

gatlo szerek a hozhatnak érdemi javulast (prasugrel, ticagrelor).

5. Radidlis vagy femordlis artérias behatolasbol végzett perkutian korondria
intervencié akut miokardidlis infarktusban. Atfogé irodalmi dttekintés és

meta-analizis

Hattér

Kiemeneij ¢és Laarman uttor6 munkassagat kovetden mara a radialis artéridan keresztiili
koronaria angioplasztika (TRPCI) széles korben elterjedté és elfogadotta valt. (71) A radidlis
behatolés {6 eldnyeit az egyszerli €s gyors vérzéscsillapités, a fekvés szlikségtelensége miatti
korai és gyors mobilizacio, a jobb beteg-komfort és korai hazabocsatas jelentik. Mindezek a
tényezok koltséghatékonnya teszik a beavatkozast és jobb életmindséget biztositanak a
betegek szamara. (74, 75) Bar a radidlis behatolds technikailag nagyobb kihivést jelenthet,
bizonyitottan alkalmas az akut korondria szindroma perkutan ellatasara. (76-82) A TRPCI
mellett a korabbi vizsgalatok adatai szerint gyakorlatilag kikiiszobolheték a behatolasi kapu
vérzéses szOvodményei, mely foként a magas vérzési rizikojl, agressziv antikoagulans é€s
trombocita aggregacio gatld kezelést kapod betegek korében szembetiing. Mivel a PCI utani
vérzéses szovodmények prognosztikai szerepe a legutobbi vizsgalatok szerint egyenértékil az
iszkémias eseményekkel, a radialis behatolés idedlis valasztas lehet egy olyan magas vérzési

rizik6ji csoportban, mint az akut miokardialis infarktus (AMI). (83-86) A logikus érvek
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ellenére a radialis behatolds jelenleg sem az elsé valasztand6 behatoldsi hely a katéteres
laboratoriumok jelentds részében; az amerikai kontinensen példaul 20% alatti penetranciajq.
A hatranyoktol tartok a magasabb kontrasztanyag-felhaszndldst, a hosszabb sugaridét, a
hosszabb proceduralis id6t és a gyakoribb beavatkozasi kudarcot emlegetik, kiemelve, hogy
az AMI ellatdsdban az id6faktor szerepe elsérendii. A jelenlegi adatok a behatolasi kapu
vérzéses szovodményeinek csokkentésén feliil mortalitasbeli kiilonbséget a két alternativa

koz6tt nem demonstraltak.

Célkitiizés
Célunk szisztematikus irodalmi attekintést kovetden egy meta-analizis 1étrehozasa volt,
melyben a TRPCI és a femoralis behatolasbol végzett intervencio (TFPCI) eredményességét

¢s biztonsadgossagat vetettiik 0ssze ST-elevacio miatt primer PCI-re kertilt betegcsoportokban.

Moédszer

A vizsgalathoz 1993 januarja és 2005 augusztusa kozott publikalt, relevans cikkeket
kerestiink kulcsszavak segitségével a MEDLINE, SCOPUS, Web of Science és CENTRAL
adatbazisokban, kongresszusi riportokban, és a témaba vagod Osszefoglald kozlemények
publikacios listajaban. A kivalasztott kdzleményeknek egy Osszehasonlitd elemzést kellett
tartalmazniuk a TFPCI és TRPCI tekintet¢ben, AMI miatt ellatott betegek korében. A meta-
analizishez a kozleményekben megjelent, kiegyensulyozott relativ rizikokat (adjusted OR)
Osszesitettiik véletlenszerli hatdst modellezve (random effect modelling), generic-inverz

variancia stlyozassal (generic-inverse variance weighting).

Eredmények

A 213 keresési talalatbol 12 relevans cikket valasztottunk ki a kritériumoknak megfelelen a
végsd analizishez. EbbOl 5 randomizalt vizsgalat 516 betegrdl, mig hét regiszter vagy
egycentrumos obszervacios vizsgalat 2808 betegrol demonstralt 6sszehasonlitd elemzést. (76,
82,91-100)

Az eredmények szerint a TRPCI 70%-al csokkentette a beavatkozas koriili 6 vérzéses
szovodményeket (OR: 0,30; 95%CI: 0,16-0,55; P=0.0001). Ezzel parhuzamosan a f0
kardiovaszkularis szovédmények (halal, miokardidlis infarctus és agyvérzés) aranya 44%-os
relativ rizikocsokkenést mutatott (OR: 0,56; 95%CI: 0,39-0,79; P=0.01). Mindezek mellett az
analizis szignifikans rizikd-csOkkenést mutatott a haldlozast tekintetében is (OR: 0,54;

95%CI: 0,33-0,86; P=0.01). Nem taldltunk kiilonbséget a teljes procedurdlis vagy a
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reperfizids 1d6 tekintetében; egyediil a fluoroszkopias idé volt magasabb TRPCI esetén. A
behatolasi kapuk atvaltasa alacsonyabb volt TFPCI esetén, de a teljes korhazi ellatas rovidebb

volt radialis behatolas valasztasakor.

Kovetkeztések

Jelen meta-analizis egyértelmii rizikdcsokkentést igazolt TRPCI esetén egy magas rizikoja,
AMI miatt kezelt betegcsoportban mind a vérzéses, mind az iszkémids szovédmények
tekintetében. A meta-analizis f6 0jdonsdga a TRPCI mellett észlelt szignifikans mortalitas
csokkenés, mely a korabbi vizsgalatok kis mérete és esetszama miatt nem volt egyértelmii.
Mindezeket az eldnydket nem csokkentette a proceduralis vagy reperfuzids idé6 megnyulésa;
egyediil a sugaridé volt magasabb TRPCI esetén. Ezek alapjan a TRPCI maximalizalhatja
azokat az elényoket és ellensulyozhatja azokat a hatranyokat, melyeket egy magas rizikdju,
AMI miatt kezelt betegcsoportban adott agressziv trombocita aggregacid gatlo ¢s

antikoagulans terapia jelent.

Uj felismerések

A fent részletezett vizsgalatok eredményei alapjan a dolgozat 1j eredményei, felismerései az
alabbiak szerint foglalhatok 6ssze:

e Az aggregometrias méréseink eredményei megerositették, hogy a fix dézisu aszpirin
¢s clopidogrel kezelés hatasara a betegek kozott igen jelentds kiilonbségek észlelhetok
az aggregacid gatlo kezelés hatékonysagaban. Mig az aszpirin esetében a trombocita-
reaktivitds eloszlasa kétpupt, bimodalis jellegli, addig a clopidogrel esetében ez egy
normal eloszlasra jellemzd harang-gérbét mutat. Ezek nyoman a feltételezett 'aszpirin
rezisztens' betegek elkiilonitheték a laboratoriumi mérés soran, mig clopidogrel
esetében a non-reszponderek hatardnak kijelolése Onkényes. Emiatt a clopidogrel
esetén helyesebb a hatart megjelolve magas trombocita-reaktivitasrol nem pedig
clopidogrel-rezisztenciardl szolni; annal is inkédbb, mert az aggregacio gatldo hatas
mértéke utobbi esetében dozis-fiiggo.

e A P2YI12-receptor gatlas specifikus meghatdrozasara szolgalé vazodilatator stimulalt
foszfoprotein (VASP) foszforilacié szignifikans korreldcioban van az optikai
aggregometria mérési paramétereivel (Aggmax, Agglate, disAgg, AUC), mely
validdlja az utobbit az ADP-receptor gatlas hatékonysdganak monitorozasara.
Ugyanakkor a két mddszer kozott észlelt kiilonbségek alapjan a két metddus nem
felcserélhetd, egyes betegeknél jelentds kiilonbségek lehetnek kozottik. Az két
modszer Osszevetése elveti azt a hipotézist, hogy a késdi aggregacid (Agglate) a
legmegfelelobb paraméter a specifikus P2Y12-receptor géatlds monitorozésara; a
vizsgalt paraméterek kozott nincs jelentds kiilonbség.

46



e A clopidogrel kezelés mellett észlelheté magas ADP-reaktivitds (Aggmax > 33%)
szignifikans kapcsolatban all a PCI utani iszkémids szovodményekkel.

e A clopidogrel fenntartdé dozisanak dupldzasa magas trombocita-reaktivitds esetén
fokozza az ADP-receptor gatlds hatékonysagat, bar a 150 mg clopidogrel mellett is
csak a betegek kevesebb, mint 40%-a éri el a kivanatos tartomanyt. Az akut korondria
szindroma ¢és az alacsony (<16,5%) trombocita diszaggregaci6 a 150 mg clopidogrel-
re adott elégtelen valasz fliggetlen prediktorai.

e A radidlis artérian keresztiili perkutdn korondaria intervencié maximalizélja az akut
miokardidlis infarktus miatt kettds vagy harmas trombocita aggregacio gatlo kezelést
kapo betegek klinikai eldnyét femoralis behatolashoz képest, csokkentve a vérzéses
szovOdményeket és a mortalitdst.

Konkluzio és kitekintés

Vizsgalatainkat egy olyan iddszakban kezdtiikk, amikor még kevés informécio allt
rendelkezésre a kombindlt trombocia aggregacido gatld kezelés hatékonysdganak
monitorozasardl és ennek esetleges klinikai jelentdségeirdl perkutan korondria intervenciot
(PCI) kovetden. Ebben az id6szakban az 'aszpirin-rezisztencia' mar egy jol ismert és felkapott
kifejezés volt; azonban a rezisztensnek mondott betegek ardnya dramai kiilonbségeket
mutatott a kiilonbozo kozlemények kozott. Hamar egyértelmiivé valt azonban, hogy a szerzok
kozotti  kiilonbségek nem magyarazhatok egyszerlien a vizsgalt betegek kiilonbozo
rizikojaval, sokkal inkdbb a mérési modszerek ¢és a hasznalt definiciok heterogenitasaval,
onkényességével.

A korondria intervenciot kovetden az aszpirin kezeléssel egyiitt adott thienopyridine terapia
jelentdsen csokkentette az iszkémias szovédmények aranyat az aszpirin monoterapiahoz vagy
az aszpirin plusz antikoagulans kezeléshez képest. (5-8) Ismerve, hogy a clopidogrel-nek
kevesebb a hematologiai mellékhatasa, gyorsabb az ADP-receptor gatld hatasanak kialakulasa
€s napi egyszeri szedést igényel, ez valt a legelterjedtebb thienopyridine szarmazékka. Mivel
azonban a kettds aggregacio gatlo kezelés ellenére a PCI-n atesett betegek egy kisebb
részében tovabbra is recidiv trombotikus események jelentkeztek, jelentds kutatas indult a
thienopyridine kezelés egyéni valaszanak megismerésére. A korai vizsgalati eredmények ex
Vvivo vagy in vitro modszerekkel jelentds egyének kozotti kiilonbségeket mutattak a fix dozist
clopidogrel kezelés utan észlelt trombocita-reaktivitasban. Mivel ekkor az aszpirin esetében a
rezisztencia bizonyitottnak tekinthetd jelenség volt, a clopidogrel esetében is rezisztenciarol
kezdtek publikélni. (45-47) Az utobbi évek attord kutatasi eredményei azonban ravildgitottak
arra, hogy szamos tekintetben igen eltérd jelenségrol van szo a két trombocita aggregacio
gatld vegyiilet esetében.

El6szor is a clopidogrel a trombocita felszini P2Y12-receptor irreverzibilis bénitoja, mig az
aszpirin egy intracellulalis enzim, a ciklooxigendz gatlgja. Ez a lényeges kiilonbség
alapvetden fontos annak a megértéséhez, hogy a clopidogrel hatékonysaganak meghatarozasa
miért egyszeriibb és pontosabb az aszpirinhez képest. Mig ugyanis az ADP-receptor gatlasa
tesztelhetd a specifikus ligandjaval (ADP), a ciklooxigendz enzim aktivitasa és miikddése egy
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joval bonyolultabb gépezet része. Emiatt a clopidogrel-hatast monitorozé ADP-specifikus
modszerek kozott jo korrelacio észlelhetd (példaul VASP és optikai aggregometria) addig az
aszpirin kezelés hatékonysdgat mér6 modszerek (arachidonsavval, adrenalinnal vagy
kollagénnel stimulalt optikai aggregometria, PFA-100 kollagén-epinefrin zar6dési id6, szérum
vagy vizelet dehidro-tromboxan szint mérése) gyakorlatilag nem vagy alig korrelalnak
egymassal. (40) Ezek a kiillonbségek vezettek oddig, hogy a kozleményekben 5 és 65% kozott
valtozott az aszpirin rezisztensnek tartott betegek aranya. (43) A fenti eredmények
hangsulyozzak, hogy a kiilonb6z6 modszerek nem egyenranguak az aggregéacio gatlo szerek
hatékonysaganak monitorozasara, a non-specifikus tesztek helyett a specifikus agonistat
hasznalé modszerek preferdltak. A vizsgdlataink soran az ADP-stimulacidval végzett optikai
aggregometridt, a tOrténeti aranystandardot hasznaltuk az ADP-receptor gatlas
hatékonysdganak megitélésére. A modszert egy bonyolultabb, dragabb, de teljesen P2Y12-
specifikus modszerrel, a VASP foszforilacio flow citometrids mérésével Osszevetve jo
korrelaciot talaltunk. Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a gyengeségei ellenére az 5 uM-
os ADP-indukalt optikai aggregometria egy értékes ¢és valid modszer a thienopyridine terapia
hatékonysaganak kovetésére.

A trombocita aggregacid gatld kezelés hatékonysagat vizsgalva jelentds egyének kozotti
kiilonbségeket észleltiink mind az ADP, mind az aszpirin esetében. A thienopyridinek esetén
ezek a kiilonbségek egy normal, Gausz eloszlast mintaztak, mely eloszlas meglehetdsen
gyakori az olyan jellegek esetében, melyek egyarant allnak kornyezeti és genetikai hatasok
kontrollja alatt. (42, 45) Ennek megértéséhez fontos tudni, hogy a clopidogrel egy eléanyag,
prodrug, melynek a m4j citokrém enzimrendszerén keresztiil kell aktivalddnia, hogy a P2Y12
ADP-receptort irreverzibilisen bénitani tudja. A clopidogrel a bélbdl szivodik fel, ahol az
abszorpcidt befolyasold P-glikoprotein nevii fehérje genetikai polimorfizmusa megszabja a
felszivhatdo mennyiséget. (104) Ezt kovetden a felszivodott clopidogrel molekulak tobb, mint
haromnegyedébdl a vér non-specifikus észterdzai egy teljesen inaktiv metabolitot képeznek,
csak a maradék 15-25% keriilhet a majban atalakulasra. Az atalakitdsban szamos citokrom
vesz részt (CYP2C19, 2C9, 3A4, 3A5, 1A2, 2B6), melyek koziil kiemelkedd jelentdségl a
2C19 izoenzim. Utobbi izoenzim funkcidvesztd genetikai polimorfizmusai (*2, *3, *4) igen
elterjedtek a populacioban. A funkciovesztett allalt hordozod egyéneknél igen rossz
hatékonysaggal megy végbe a clopidogrel aktivacidja, mely jelentdsen csokkenti az aktiv
metabolit szintjét. Szamos klinikai tényezordl (akut koronaria szindroma, diabétesz, vese-
elégtelenség) is kideriilt, hogy csokkentik a clopidogrel kezelés hatékonysagat. (61) Sajat
elemzésiinkben az inzulinnal kezelt diabétesz fennalladsa 2,5-szeres relativ rizikot jelentett a
magas trombocita-reaktivitasra. A populécioban észlelt normalis eloszlas tehat a genetikai
tényezOk és a kornyezeti, klinikai hatdsok ereddjeképpen hozza létre az egyének kozott
¢észlelhetd jelentds kiillonbségeket.

Az ADP-specifikus modszerekkel jelzett kiilonbségek nem csupan laboratériumi artefaktok,
hanem nyilvanval6d valt konkrét klinikai relevancidjuk. (48-55) Sajat vizsgalatunkban 134
PCI-n atesett beteg kdvetése utdn az talaltuk, hogy a betegcsoport azon fele, akiknél 33%
feletti ADP-reaktivitast mértiink, 6,8-szoros relativ rizikoval birt a f6 kardiovaszkularis
szovoédmények tekintetében a 10 honapos kovetési id6 alatt. (59) Ezzel nagyon hasonld
kovetkeztetésre jutott a 802 f6s EXCELSIOR vizsgalat is, melynél a medidn érték feletti
aggregacio 6,7-szeres reletiv rizikoval birt a haldl, infarktus, siirgdés célér revaszkularizacio
vonatkozasdban. (50) Késdbb egy meta-analizis is megerdsitette a clopidogrel kezelés utani
ADP-reaktivitas rizikd6 markeri szerepét. (54) Azonban az nem volt vilagos, hogy a magas
ADP-reaktivitas inkabb egy PCI utani riziké marker, vagy egy befolyasolhat6 riziké faktor.
Nem nehéz elhinni, hogy az utobbi lehetdségnek oriasi jelentdsége lenne, hiszen ha a magas
trombocita-reaktivitds csokkenésével a klinikai szovéddmények is csokkennének, az a betegek
eseménymentes tulélését és a PCI eredményességét jelentésen javithatna.
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Az elsé klinikai eredményt felmutatd vizsgalatot Bonello és mtsai végezték, akik a VASP
index mérése alapjan egy non-ST-elevacios betegcsoportban a magas trombocita-reaktivitast
betegeknek randomizalt médon standard terapiat vagy a VASP-index altal kontrollalt ismételt
telité clopidogrel dozisokat adagoltak. Az ujratelitett csoport szignifikans klinikai elénye
jelezte, hogy a magas trombocita-reaktivitasu csoport profitalhat egy hatékonyabb aggregacid
gatlo terapiabol. (58) A PCI fenntartod fazisdban a 75 mg-os clopidogrel adag duplazasanak
hatasat is tobben vizsgaltak. (64-69) Sajat vizsgalati eredményeink is megerdsitették, hogy a
150 mg-os fenntart6 adag fokozza az ADP-receptor gatlas hatékonysagat. (69) Ugyanakkor az
is egyértelmiivé valt, hogy a 150 mg-os fenntarté adag nem csokkenti a korabban is észlelt
inter-individualis variabilitast, azaz a betegeknek csak egy része, kevesebb, mint 40% profitalt
a megemelt adagbol. A maradék egyéneknél a fenntarté adag emelése ellenére a magas
trombotikus rizikd perzisztalhat, amit a két bekdvetkezett stent trombozis is bizonyit a
vizsgalatunkban. Fontos tényez6 azonban, hogy a vizsgalatunk szerint ez a 150 mg-os adagra
adott valasz josolhatd. Az akut korondria szindroma miatt kezelt betegeknél, illetve az
aggregacios mérésen észlelt alacsony trombocita diszaggregacional nem varhatdo érdemi
javulas a megemelt fenntartd dozis ellenére sem. Mivel bevezetés eldtt allnak 1j, fokozott
hatékonysagi ¢és megvaltozott metabolizmusi ADP-receptor gatld szerek (prasugrel,
ticagrelor) ezen betegek profitdlhatnak az 0j, potens trombocita aggregacio gatld kezelésbol.
A prasugrel klinikai hatékonysagat elemzd TIMI38 vizsgélat fontos felismerése volt, hogy a
magas rizikoju, akut koronaria szindréma miatt PCI-n atesett betegeknél a hatékony ADP-
receptor gatlds csokkenti az iszkémids eseményeket, de kismértékben noveli a vérzéses
szovodmények eléfordulasat is. Mivel a vérzés prognosztikai szerepe jelen felfogadsunk szerint
egyenértékli az iszkémids szovédményekkel, a vérzés megeldzése alapvetd fontossagu. Az
agressziv trobocita aggregacid gatlasbol fakadd elényoket egy magas trombotikus rizikdju,
akut infarktusos betegcsoportban ellensulyozhatjak a periproceduralis iddszakban fellépd
vérzéses szovodmeények. Ennek megeldzésében jelent fontos megoldast a transzradialis PCI
(TRPCI). Meta-analizisiink eredményei szerint a TRPCI nem csak a vérzéses szovodmények
jelentds csokkenését, hanem 46%-os relativ rizikocsokkenést jelentett a mortalitasban a
femoralis behatolasbdl végzett primer PCI-hez képest.

Osszefoglalva, a PCI utdn jelenleg alkalmazott aggregacio gatld szerek hatékonysagaban
jelentds egyének kozotti kiilonbségek észlelheték. A kombinalt aszpirin és clopidogrel kezelés
mellett az utobbi esetében észlelt kiilonbségeknek klinikai relavanciaja van, azaz a magas
ADP-reaktivitassal bird betegek nagyobb rizikonak vannak kitéve a recidiv iszkémids
szovodményeket illetden. Mivel a gyogyszerre adott egyéni valasz létrejottében mind rejtett
(genetikai), mind klinikai tényezdk szerepet jatszanak jelentds igény van egy objektiv
mérémodszerre, mellyel a kivaltott hatds megitélhetd, és az aggregacio gatld stratégia
megtervezhetd, ellendrizhetd. Mindezek révén juthatunk el ez egyénre szabott aggregacid
gatlo kezelés bevezetéséhez, mely sordan a beteg egyéni rizikostatuszahoz illesztett,
megfelelden hatékony és kelléen biztonsagos terapiat kaphat.

Koszonetnyilvanitas

El6szor is illend6 halas koszonetet mondanom tutoromnak, Dr. Komodcsi Andrasnak, a k6zos
munkank soran adott tdmogatd, segitd és soha nem lankadd vezetéshez €s iranyitashoz, mely
révén ez a tudomanyos érték megsziilethetett. Koszondom tovabba szakmai felettesemnek, Dr.
Horvath Ivannak a lehetdséget, hogy a munkdm sordn mindvégig a betegek kozelében
maradhattam, mely révén a felismerések és eredmények nem 6ncéla gondolatok lettek, hanem
a jobb betegellatas kozvetlen hozadékaval kecsegtettek. Mindemellett koszonet illeti kedves
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feleségemet €s csalddomat, akik a tudomanyos munkaval jard gydtrelmekben és 6romokben
egyarant mellettem alltak. Koszondm tovabba mindenkinek, akik a vizsgalataink soran a
trombocita-funkcids mérésekben részt vallaltak és ezzel segitették a munkamat.
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