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1. BEVEZETES

A modern prevencios szemlélet terjedésével, az egyik leggyakrabban alkalmazott
gyogyszer a vérlemezke-aggregaciogatlok csoportjaba tartozik. A kezelés ellenére fennallo
magas rezidualis vérlemezke-reaktivitas (HRPR= high residual platelet reactivity) hattere nem
tisztazott. Az egyénre szabott kezelési elvek segitségével a trombo-vaszkularis események
szama csOkkenthetd lehet. Ezen elvek mentén fogtunk bele a vérlemezkék funkcidjanak és
morfoldgidjanak egy ) megkdzelitésti komplex vizsgalatdba. Ha eredményeink gyakorlatba

iiltetésével egy kicsit is sikeriil javitani a betegek kimenetelén, akkor mar elégedettek lehetiink.

A trombocitdk a megakariocitakbol képzddnek a csontveldben. Egyik f6 funkcidjuk a
hemosztazisban van. A trombocitak atlagos élettartama a keringésben 7-10 nap. Kvantitativ
értékben meghatarozott normal tartomany 150-400 G/1. A vérlemezkék labordiagsznosztikdja
széles palettat oOlel fel: vérlemezke-szam, atlagos vérlemezke-térfogat, aggregometriai
(funkcionalis) vizsgalatok, aramlasi citometria, ADP-t és szerotonint vizsgald modszerek,
valamint ide sorolhaté a vérlemezkék elektronmikroszkopos analizise is. A trombocitak
aktivaciojuk soran valtozast mutatnak méretiikben, alakjukban és aggregaciojukban. Trombo-
inflammatorikus aktivitasuk a vaszkularis betegségek kialakulasaban jelentdséggel bir. Ezek
tisztazasa hozzajarulhat a személyre szabott gyogyszeres kezelési stratégia kialakitasahoz. Az
éretlen vérlemezkék az érett vérlemezkékhez viszonyitva pro-trombotikus aktivitast mutatnak.
Az éretlen vérlemezke-frakcio (IPF=immature platelet fraction) magasabb aranya a Koronaria
és a stroke betegekben a kezelés ellenére fennalld rezidualis vérlemezke reaktivitas egyik oka
lehet. A kozelmultban megjelent tanulmany szerint a clopidogrelre adott gyengitett

valaszkészség hatterében a megnovekedett IPF allhat.

A trombocitafelépités karakterisztikajanak megismerésében, illetve a morfologiai
abnormalitasok kimutatasaban a transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM) tekintheté a gold
standard modszernek. A vérlemezkék kiilonbozo tipusu, mennyiségli granulumot tartalmaznak.
Mig a dense-granulumok féleg az éretlen trombocitafrakciora jellemzoéek, addig az a-
granulumok szdma elsdsorban az aggregacids funkcioval hozhatok Gsszefliggésbe. A kis a-
granulum stirliséggel bird vérlemezkék az aggregacio tekintetében kevésbe tlinnek aktivnak.
Korabbi tanulmanyok szerint nagyobb adhézios kapacitassal birnak a magas o-granulum

szammal rendelkezd vérlemezkék. Az emelkedett vérlemezke-denzitas az akut koronaria



szindromak esetében is kimutathato volt. Ugyanakkor, a vérlemezkék denzitasa a

crer

Korabban, intézetiinkb6l Bogar L. és tarsai a fehérvérsejtek mozgasat vizsgalva a teljes
vér egyoras gravitacios szedimentacioja soran megalkottak a leukocita antiszedimentacios rata
(LAR) fogalmat. Ennek klinikai alkalmazasa az infekciok kialakulasanak korai detektalasban
hasznosnak bizonyult olyan korallapotokban, mint példaul a szepszis, égésbetegség, valamint
a poszt-stroke infekcid elorejelzése. Logikusnak tiint tehat, hogy mas alakos elemek, igy a

vérlemezkék viselkedésének hasonlé tanulmanyozasa klinikai relevanciakat hordozhat.

2. CELKITUZESEK

Hipotézisiink az volt, hogy a leukocitdkhoz hasonléan a vérlemezkék is szepardlodnak
valamilyen fiziko-kémiai tulajdonsaguk alapjan, illetve aktivacidjukkal aranyosan. Mivel a
teljes vér egyoras iilepitése utan két vérfrakciot (also és felsd) valasztottunk szét, mind a teljes
vérben, mind pedig a vérfrakciokban kiilon-kiilon megmértiik a laborparamétereket (TCT szam,
(TEM, AFM) jellemzobiket. Két tanulmanyt terveztiink: egészséges egyéneknél (Vérlemezkék

funkciondlis és morfoldgiai vizsgdlata egészségeseken (Vizsgalat 1), illetve iszkémids stroke

miatt clopidogrelt szed6 betegeknél (Vérlemezkék funkciondlis és morfoldgiai eltéréseinek

vizsgdlata clopidogrelt szeddk esetében (Vizsgdlat I1) a kovetkezd kérdésekre kerestiink

valaszt:

2.1 Trombocitak flotaciojanak vizsgalata

Célunk az volt, hogy megnézziik, mi torténik a vérlemezkékkel 1 oras iilepités soran. A LAR

mint4jara képeztiik a trombocita antiszedimentacios ratat (TAR).

2.1.1 TAR vizsgalata egészséges kontroll csoportban.
2.1.2 TAR vizsgalata clopidogrelt szed6 betegek esetében.

2.1.3 A TAR értékek 6sszehasonlitasa a két csoport kozott.

2.2 Eretlen trombocitafrakcio (IPF) és atlagos trombocitatérfogat (MPV) vizsgilata

Vizsgalni kivantuk, hogy a trombocitaszam mellett az éretlen trombocitafrakcio (IPF), az

atlagos trombocitatérfogat (MPV), a nagyméretii trombocitaarany (P-LCR), valamint a magas



fluoreszcencia intenzitast mutatd éretlen trombocitafrakcié (H-IPF) mutat-e kiilonbséget az
tilepités utan nyert also-és fels6 vérfrakcioban.
2.2.1 IPF, MPV, P-LCR és H-IPF értékeinek laboratoriumi kimutatasa a kontroll
csoportban.
2.2.2 IPF, MPV, P-LCR ¢és H-IPF vizsgalata clopidogrelt szed6 betegek esetében.

2.2.3 Kérdésiink az, hogy van-e kiilonbség a szedimentélodott és felfelé szallo TCT-
ak fenti értékeiben.

2.3 Trombocitaaggregacio (TAG) mérése

Arra kerestiik a valaszt, hogy a teljes vér aggregacio, valamint a szeparacio soran kettévalasztott
az also és felso részben mért aggregacio (AUC, aggregacid, velocity) mutat-e kiilonbséget. Az
irodalmi adatok alapjan ismert tény, hogy az emelkedett IPF rizikofaktora a stlyos
kardiovaszkularis események kialakuldsanak, igy célunk volt azt is megnézni, hogy a
clopidogrel hatasa ¢és az értetlen vérlemezke eredmények kozt van-e Osszefiiggés.
2.3.1 Teljes vér vs. also és fels6 frakcio TAG vizsgalata kontroll csoportban és
clopidogrelt szedd betegek esetében.

2.3.2 Also vs. felso frakcio TAG vizsgalata kontroll csoportban és clopidogrelt szedd
betegek esetében.

A clopidogrel szed6 betegeket a teljes vér TAG alapjan reszponder és non-reszponder

alcsoportokra osztottuk.

2.3.3 Kivancsiak voltunk, hogy az IPF mutat-e kiilonbséget a reszponder és non-
reszponder alcsoportok kozott.

2.4  Trombocitak morfoldgiai (TEM: Transzmisszios Elektronmikoszkdpia) vizsgalata

A képalkoto vizsgalatokkal azt szerettilk volna megtudni, hogy van-e kiilonbség a szeparalodo

crer

2.4.1 Ossze kivantuk hasonlitani, hogy van-e eltérés az also és a fels6 frakcioban 1évo
vérlemezkék area, perimeter, convex area, convex perimeter tulajdonsagaiban.

2.4.2 Vizsgélni kivantuk, hogy a két frakcidban lathatd sotét (a-granulumok) és
vilagos (dense-granulumok) granulumok szamaban van-e eltérés.



2.5 Atomerdé-mikroszkopia (AFM: Atomic Force Microscopy)

Ezzel a kiilonleges képalkotd vizsgalatokkal arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy van-e

crer

3. ANYAG ES MODSZER

A vizsgélati protokollt a Pécsi Tudoméanyegyetem Klinika Kozpont Regionalis €s Intézményi
Kutatés-Etikai Bizottsaga jovahagyta és engedélyezte a klinikai tanulmanyt. (2017.06.10,
igyiratszam: 6735). A betegek alapos tdjékoztatdst kovetden a beleegyezd nyilatkozat
alairasaval adtak hozzajaruldsukat a vizsgélathoz.

Tanulmanyunkat két iddintervallumban végeztiik.

Verlemezkek funkciondlis és morfologiai vizsgalata egészségeseken (Vizsgalat 1.)

crer

az éretlen trombocitafrakcid és az atlagos trombocitatérfogat meghatirozasara, valamint a
vérlemezke aggregometriai vizsgalatira. Az elektronmikroszképos ¢és az atomerd
mikroszkopos felvételekhez sziikséges vérvételre 6-6 egészséges személyt vontunk be.

Vérlemezkék funkciondlis és morfologiai eltéréseinek vizsgalata clopidogreltszeddk esetében

(Vizsgalat 1I.) A masodik szakaszba 46 clopodogreltszed6 beteg és 15 egészséges kontroll

személy kertilt bevonasra.

3.1. Bevalasztasi kritériumok
Vizsgalat I:

e tanulményba onként jelentkezd, egészséges egyeének keriiltek vérvételre
Vizsgalat I1:

e A betegcsoportba olyan krénikus cerebrovaszkularis korképpel kezelt felnéttek kertiltek
bevalogatasra, akik mar legalabb 3 honapja iszkémids stroke miatt prevencio céljabol
napi 75 mg clopidogrel terdpidban részesiiltek. A vizsgalathoz a betegek kivalasztasa
PTE Neurologiai Klinika Stroke Ambulancidjan kontroll vizsgalatra megjelent
személyekbdl tortént, akik id6pont egyeztetést kovetden jelentkeztek vérvétel céljabol
a PTE Idegsebészeti Klinika Intenziv osztalyan.

e Kontroll csoportba egészséges, onként jelentkezd személyeket vontunk be.



3.2. Kizarasi kritériumok mindkét tanulmanyban résztvevok esetén:

e akut vaszkularis esemény

e trombocitopénia (PLT<50 G/L — a Multiplate-tel val6 mérés als6 hatara )

e velesziiletett trombocitafunkcios zavar

e velesziletett véralvadasi zavar

e anémia

e hemorrheoldgiai paramétereket befolyasolo gyogyszer szedése (OAC, NOAC, NSAID,
diuretikumok, antiglikémias gyogyszer)

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

A tanulményba bevont személyektdl 2x3 ml vér keriil levételre az EDTA-s Vacutainer csébe
(REF: 368856, 5.4md EDTA). A mintavétel a kontroll és a beteganyag esetében a konyokhajlati
vénabol, rovid leszoritas utdn 21G-s tlivel, zart vérvételi rendszerrel tortént. Az egyik cs6bol
vérsejtszamlald automataval (Sysmex XN 9000) a PTE Kozponti Laboratoriumaban teljes
vérkép meghatarozasa tortént. A masik EDTA-s csOben 1évd vért 1 6ra hosszan iilepitettiik,
majd a csében 1évd véroszlop matematikai magassaganak felsd '% részét atpipettaztuk egy
masik EDTA-s csébe (TF: trombocita felsd). Az eredeti cs6 also felében maradt %2 részbol (TA:
trombocita also) és a felso frakciobol (TF: trombocita felsd) vérkép mérésével meghatarozzuk
a trombocitdk szdmat, majd ,,trombocita felsé” (TF) — ,,trombocita als6” (TA)/ TF+TA egyenlet
szerinti értéket (a LAR analdgidjara: [100*(TF-TA)/(TF+TA)]. kiszdmoltuk és szézalékban
adtuk meg. Az ebbdl képzett hanyadost Trombocita Antiszedimentaciés Ratanak (TAR)
neveztik el. A TAR az eredeti trombocitaszam szazalékaban adja meg azoknak a
trombocitdknak a szdmat, amelyek az egydras szedimentacid sordn felfelé atlépték a csében

1év6 vérminta felezovonalat (1. abra).

fels6 rész TCT szam — also rész TCT szam

TAR (%) = x100

fels6 rész TCT szam + also rész TCT szam (250,000/p|
'\ 200,000/l
L 150,000/p1
1.A abra lo 60’ ‘
1.B abra

1. abra: Az 1.A abran a trombocita antiszedimentacios rata képlete (TAR=TCT(F-A)/TCT(F+A)x100)
lathat6. A 1.B sematikus abran a trombocitak szeparalasat mutatjuk a Westegren csében valo6 egy oras
iilepités utan



3.4. Eretlen trombocitafrakcié (IPF: Immature Platelet Fraction) és az atlagos

trombocitatérfogat (MPV: Mean Platelet Volume) vizsgalata

Az ¢éretlen trombocitafrakcid mérése a Sysmex XN 9000 integralt hematologiai automata
analizatorral tortént (Sysmex Co, Japan, 2017) az el6z0 fejezetben leirt vérvételi €s szeparacios
modszerrel nyert alsé — és felsd vérmintabol. A trombocitaszam (PLT-F) és az éretlen
trombocitafrakcié (IPF) meghatarozas a késziilék fluoreszcens trombocitacsatornajan tortént.
Ezen a csatornan a trombocitak specidlis intracelluldris fluoreszcens festése torténik, egy
CELLPACK DFL reagenssel vald elokezelés utan, mely a sejtmembran atjarhatésagat teszi
lehetové. A mérés aramlési citometriaval az atmend fény (FSC: forward scatter), az oldalra
szort fény (side scatter) és az oldalra szort fluoreszcens (SFL: side fluorescent light)
detektalasaval torténik. A trombocitaszam mellett az éretlen trombocitafrakcio is
meghatarozhatd, a magas fluoreszcencia intenzitdst mutatd trombocitdk ,kapuzasaval” (az
FSC/SFL plot-on az IPF teriiletre esd, magas fluoreszcencia intenzitast mutato trombocitak). A
trombocitaszam és az éretlen trombocitafrakcid (IPF) mellett, az atlagos trombocitatérfogat
(MPV), anagyméretli trombocitaarany (P-LCR), a trombocita gérbeeloszlas szélessége (PDW),
a trombocitokrit (PCT) valamint a magas fluoreszcencia intenzitdst mutatd éretlen
trombocitafrakcio (H-IPF: High-Immature Platelet Fraction ) — szarmaztatott paraméterek — is

rogzitésre keriilt.

3.5. Trombocitaaggregacio (TAG) mérése

A tanulményban résztvevoktdl 2x3ml vénas vér vettiink egy Hirudin Blood Tube for Multiplate
analysis Vacutainer cs6be (REF:06608311). Ezt kdvetden az egyik hirudinos cs6bdl elvégeztiik
a teljes vér trombocitaaggregacios vizsgalatot (TAG-teljes) a PTE Idegsebészeti Klinikdn
talalathato késziilékkel (Multiplate® Analyzer, Roche). A masik cs6 hirudinos vért {ilepitettiik
1 6ra hosszan, majd a csOben 1év6 vér felsd Y2 részét (a véroszlop felsd matematikai felét)
atpipettazzuk egy ires hirudinos csébe. Az igy kapott két mintabol (also-és felsd rész)
megmértiik a tct-aggregaciot (TAG-also és TAG-felso). Az igy kapott eredményekbdl az AUC-
t (area under the curve — gorbe alatti teriilet), az aggregaciot (az impedancia novekedése) és a

velocity-t (aggregacios gorbe maximalis meredeksége) hasznaltuk fel kutatdsunkhoz. Az



értékek jelolése a kovetkezoként tortént: AUC-teljes, AUC-also, AUC-fels6, aggregacio-teljes,

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

3.6. A trombocitak transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalata

A trombocitadiis plazma nyerése céljabol 6 egészséges személytdl tortént vérvétel EDTA-S
cs6be, az el6zd részekben ismertetett modszerrel. Egyoras iilepités utan a fels@ részt
atpipettaztuk egy masik EDTA-s csébe, majd az als6 és a felsd részt 5 percig 200 G —n
centrifugaltuk. Ezt kdvetden mindkét csé feliiliszojat egy 0j nativ csobe tettiik, s ezt 1200G
fordulattal 5 percig centrifugaltuk. A feliilusz6 eltavolitdsa utdn a két cs6ben alul maradt a
trombocitadis plazma, melyet azonnal az elektronmikroszkoépos laborba vittiik tovabbi
feldolgozas céljabol.

A trombocitak fixalasa 2.5%-0s glutar-aldehiddel tortént 4C-on, ,,overnight”. Eppendorf
csOben tortént centrifugalas utan az tiledék postfixalasa kovetkezett 1%-0s ozmium —tetroxiddal
4C-on 60 percig. A fixalt szediment 3%-os agarba keriilt, majd 1 mm?® blokk kivagasa és 3x10
percig 0.1M-os foszfat pufferben valé mosasa kovetkezett. Az etil-alkoholos dehidracié és
mosas utan propilén-oxidba helyeztiik és beagyaztuk Durcupan gyantaba (Sigma, Budapest,
Hungary). A félvékony metszeteket toluidine-kékkel megfestettiik és fénymikroszkdppal
megvizsgaltuk. Az ultravékony rétegeket racsokra helyeztiik és 6lom-citrat €s uranil-acetat
,contrasted) és a JEOL JEM 1200EX transzmisszios elektronmikroszképpal (TEM)
megvizsgaltuk. A digitalis fényképek az iTEM szoftver (Olympus, Japan) segitségével
keésziiltek. Az elektronmikroszkopos felvételekkel késziilt trombocitakrol a kovetkezd
vizsgalatok késziiltek:

1., TEM kép az als6 — és felso részben 1évo trombocitakrol

2., i”TEM program segitségével (interpolalt polygon) megmértiik a fels6 — és als6 részben 1évo
21-21 vérlemezke (50000x nagyitds) platelet area, platelet perimeter, convex area, convex
perimeter tulajdonsagait.

3., Meghataroztuk az alsd6 — és felsé részben 1évé 70-70 kdzel azonos nagysagu (2pum)
vérlemezkében (50000x nagyitas) lathatd sotét (a-granulumok) és vilagos (dense-granulumok)

granulumok szamat.



3.7.  Atomer6 mikroszkopia (AFM, atomic force microscopy)

Minta és elokeészitése

A vizsgalatokhoz a vér egészséges egyének antecubitalis vénajabol volt levéve, K-EDTA-t
tartalmazo csébe (N=6). Egy oras, szobahon torténd iilepitést kovetden a vér felso felét azonnal
egy masik csébe pipettaztuk és mindkét felet 150 g-n, 8 percig centrifugaltuk szobahdn, 2-es
leallasi sebességgel. A trombocitak aktivaloddsanak minimalizédldsa miatt 0,1 mL fels6
trombocitadis plazmaréteget pipettaztunk 10 mL of HBS pufferbe (HEPES buffered
physiological saline), amely 0,001 M EDTA-t és 0,1 % glukozt is tartalmazott, minkét fél
centrifugdldsa utan. Az oOvatos fel-leforgatdssal a mosott trombocitakat a csd aljara
centrifugaltuk (szobahd, 2000g, 5 perc). A mosopuffer ledntése €s a cso falarol vald ovatos
leitatasa utdn tiszta mosopufferben szuszpendaltuk a trombocitakat, gy hogy a trombocitaszam

100 G/I legyen.

A szuszpenzidkbol frissen hasitott csillampala korongra (d=12mm) 0,025 mL-t cseppentettiink,
nedves kamraban 20 percig hagytuk iilepedni, majd 0,025 mL 2%-0s glutaraldehid oldatot
adtunk hozza, korkords dontogetéssel kevertiik és 30 percig hagytuk fixalddni. Végiil a felszint

Milli-Q vizzel mostuk és aramlo N2 gazzal szaritottuk.
AFM fotdk

A csillampala felszinre iilepedett, fixalt és szaritott trombocitdkat Cypher ES atomi erd
mikroszkoppal (Asylum Research, Santa Barbara, CA), tapogatdé modban (AC) pasztaztuk,
AR16 programmal. A pasztazashoz szilikon-nitrid rugélapkat hasznaltunk, amelynek a rugd
allanddja ~42N/m és a rezonancia frekvenciaja ~300kHz (OTESPA-R3, Bruker, Billerica,
MA). A szabad amplitadét 1V-ra allitottuk, 0,5-0,7 V-ra a pasztazasi amplitidot, az erdsitést
7-170 - szeresre.

AFM adatok analizise

A pasztazas soran alkotott képet az AFM AR16 programjaval analizaltuk (Igor Pro 6.34 A,
Wavemetrics, Lake Oswego, OR). A pasztazott teriilet 20x20 pm-es volt, amelyen a

programmal megfeleld élesen korbe hatarultuk a trombociték teriiletét (2. abra).



2. abra A trombocitak kijelolése képanalizisre AFM-mel késziilt magassag képen. Statisztikai analizisre
csak a teljes trombocitakat hasznialtuk. Az dbra A része fels6-, a B része az alsé fazisbol szarmazo
trombocitikat mutatja

A trombocitdk analizise 18 paramétert eredményezett, amelyek koziil felszinen rogzitett,
diszkoid alaku cellularis elemeket feltételezve a kovetkezdk lehetnek hasznosak: magassag
maximum (Z max), a kozéppontban (Z Center), atlagmagassag (Z Average); teriilet (Area),

térfogat (Volume), kertilet (Perimeter), hossz (Length) és szélesség (Width).

4. EREDMENYEK

Az aldbbiakban a két kiilon tanulmény eredményeit foglaljuk Ossze (Tanulmany I.:
Vérlemezkék morfologiai és funkcionalis vizsgalata egészségesekben és Tanulmany II:
Clopidogrel szedo és egészséges kontroll csoport vizsgalata) A két tanulmanyban szerepld

egészséges kontroll csoport nem azonos.

4.1 Vérlemezkék funkcionalis és morfolégiai eredménye egészségesekben

4.1.1 Vérlemezkék funkcionalis vizsgalatanak eredményei

A vizsgélati periddusunk elsé felében Osszesen 21 nem dohdnyzo, egészséges személyt
(életkor: 36+12year, né/férfi: 12/9) vontunk be kontroll csoportként. A modszertani fejezetben

ismertetett modon levett vérminta egyoras szedimentaciot kovetden a felsd frakcioban
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szignifikdnsan tobb trombocitat talaltunk, mint az iilepedett alsé frakcioban. (p<0.001). Az

egészségesekben a vérlemezke antiszedimentéacids rata (TAR) atlaga 50.8+ SD: 18.7 % volt.

Az atlagos vérlemezke-térfogat (MPV), az abszolut értékii éretlen trombocitafrakcié (IPF),

valamint a szazalékos aranyban Kifejezett H-IPF szignifikansan magasabb volt a felsd

frakcioban az alsoéhoz viszonyitva (p<0.001, p=0.001, p=0.005) (1. tablazat).

teljes vér felsé rész alsé rész p

trombocitaszam

23976 285+132 85 +33 0,003
(G/1)
MPV (fl) 10,441,2 10,310,6 1,240,6 0,644
IPF (abs) 8,8t4,4 7,65,3 3.5+2,2 0,003
H-IPF (%) 1,5¢1,0 1,4+0,8 1,3+0,9 0,021
LCR 27,5%4,0 26,915,1 26,9+4,9 1,000

MPV= mean platelet volume, IPF= immature platelet fraction, H-IPF= high-fluorescent IPF, LCR= large
cell ratio. Az adatokat, mint atlag+SD abrazoltuk. p” a felsd vs alsé rész kozott.
1. tablazat: Egészséges onkéntesekben mért vérlemezke paraméterek

A vérlemezke aggregometria sordn a Multiplate analizator altal készitett reprezentativ

gorbéket mutatjuk az 3. abran (A: teljes vér, egy 6rds szedimentacié utan szeparalt B: felsd

illetve C: also vérfrakcio AUC gorbéje).

3. dbra

A

B

C

AU

ulbplate® plalelet lunclion analysis - V20313

| 20041

Y T

Multiplate® platelet lunction analysis - V20313
T "1 200AU

......

Channiet 2

M ulliphate® plabelet funchon anabesis - V20313
. » 20040

bl il it 3 i e ekt e

Channet 1

2 min

3. abra. A vérlemezke aggregometria soran nyert gorbék egy egészséges egyénben. Teljes vér (A), a felso
frakcio (B) és az also frakcio (C) Multiplate analizator altal készitett gorbéje.

11



Impedancia-aggregometria
teljes vér felsG rész alsé rész p’
AUC 69,9£13,1 103,3+35,8 26,19,6 <0,001
aggregacio 130,9+23,7 174,3+53,0 52,2+16,2 <0,001
velocity 15,53,8 26,5+10,9 6,5+1,7 <0,001

Az adatokat, mint atlag+SD abrazoltuk. p” a fels6 vs als6 rész kozott. AUC= area under the curve
2. tablazat: Egészséges onkéntesekben mért vérlemezke-aggregabilitasi adatok

Az aggregometriai vizsgalat soran szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk az als¢ (atlag
AUC: 69,9£SD: 13,1 vs 26,1£9,6) és a felsd frakcid (69,9+13,1 vs 103,3435,8) gorbe alatti
meredekségét jelzo ,,velocity” értékek szignifikans kiillonbséget mutattak mind a teljes vér vs
felso illetve als6, mind pedig a felsé vs alsé vér frakcidk Osszehasonlitdsakor (valamennyi,
p<0,001) (4. abra A). Az AUC értékek a fels6 és az also frakcioban szignifikansan eltértek
egymastdl (p<0,001). Kiemelendd, hogy a fels6 frakcioban mért AUC értékek az egészséges
kontrollok 38%-ban (n=8) tallépték a normal tartomany felsé hatarat (AUC: 53-122), mely arra
enged kovetkeztetni, hogy a felfelé vandorlo trombocitak ex vivo hiperaggegabilitast mutatnak
ADP jelenlétében (4. abra B). Annak ellenére, hogy az egészséges kontroll csoport nem
részesiilt antitrombotikus kezelésben, az AUC értékek az alsdé frakcidban az effektiv
antithrombotikus kezelés sordn vart tartomanyban voltak (AUC: 0-53) Ez arra enged benniinket
kovetkeztetni, hogy a szedimentalodott trombocitak ex vivo nem aktivalhatok ADP

hozzaadasaval, olyan, ,,mintha clopidogrel hatasban lennének” (4. abra).
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4. dbra

=), 0] p=0001
p=0.001 p=0.001

AUC: 122
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4, abra A gorbe meredekségét jelzo ,,velocity” értékek a teljes vérben, valamint az 1 6ras szedimentacio
utan szeparalt felso illetve alsé frakcioban (A). A gorbe alatti teriilet (AUC) a teljes vérben, valamint az 1
oras szedimentacio utan szeparalt felsé illetve alsé frakcioban (B).

Fontos tovabba, hogy a TAR szignifikans negativ korrelaciot mutatott az AUC, az aggregacio,
valamint a gorbe meredekségét jelzd ,,velocity” értékekkel az alsé frakcioban (r=-0,661,
p<0,05, r= -0,700, p=0,01, r=-0,636, p<0,05). Hasonldan az elobbihez, a résztvevok kora is
negativ korrelaciot eredményezett az als6 frakcio AUC, aggregacios és a velocity adataival (r=
-0.553, p<0.05, r=-0.553, p<0.05, r=-0.535, p<0.05 respectively). Mindazonaltal a vizsgalati
csoportunkban nem talaltunk korreléciot az €letkor és a vérlemezke antiszedimentécids rata

értékei kozott.

4.1.2. Elektonmikroszkopos vizsgalat

Az egészséges egyének veérébol nyert, alsd és felsd frakciobol szdrmazd trombocitakat
transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk, morfologiai informaciok nyerésének
céljabol. Kis nagyitds sordn kiilonbséget tapasztaltunk a kiilonb6z6 vérfrakciok mind
morfologiai megjelenésében, mind pedig szamukban. A trombocitdk teriilete és keriilete
szignifikdnsan nagyobb volt a felsd frakciobol szarmazd trombocitdk esetében az also
frakcioban mért értékekkel O0sszehasonlitva (<0,001). Méréseinket a korabban részletezett

iTEM program segitségével végeztiik (3. tablazat) Nagyobb nagyitas soran hataroztuk meg a

13



trombocitdkban 1évé a- és dense granulumok szamat. A felsé frakcioban elhelyezkedd

trombocitakban 1,6-szor tobb a- granulumot talaltunk az alsdkhoz képest (5. abra).

also rész fels rész p
érl ke-teriilet
ver em(e:m‘i) erdle 2,26x10°+6,3x10° | 3,69x10°%9,3x10° | <0,001
vérlemezke-keriilet 3 3 3 3
(nm) 7,21x10° + 1,55x10 9,17x10° + 1,42x10 <0,001

Az adatokat, mint atlag+SD abrazoltuk.
3. tablazat Transzmisszios elektronmikroszképpal nyert adatok egészségesekben

S.abra

felsd részben léva tct
(10000x nagyitds)

Also részben 1évo tet
(10000x nagyitds)

Alsé részben 1évo tct

{50000x nagyitas) felsd részben 1évo tet

(50000x nagyitas)
%0 nm

5. abra. Az alsé (A és C) és felsé frakcié (B és D) trombocitainak elektronmikroszkopos felvételei. A kis
nagyitasu képek az als6 (A) és felso (B) frakcioban 1évo vérlemezkék szamat és méretét mutatja. A C és D jelzés
alatt nagy nagyitasban megjelenitett vérlemezke lathatd. A nyil a C jelzési felvételen egy a-granulatumra mutat,
mig a D-ben 1év0 csillag egy stirti granulatumot jelol. A skala értekek A és B tartomanyban 2 pm, C és D 500 nm.

4.1.3. Atomeré-mikroszkopos felvételek eredménye

Az egészséges egyének vérébol nyert, also és felsd frakciobol szarmazd trombocitak
morfoldgiajat atomi eré mikroszkoppal is vizsgaltuk, mivel az AFM vizsgalathoz az el6készités
a trombocitakat sokkal kevésbé befolyasolja, mint az EM vizsgalatokhoz sziikséges elokészités.
Rutin szerint az alap hematoldgiai paramétereket Ko-EDTA-s vérbdl hataroztuk meg, ezért a

morfologiai vizsgalatokhoz is ilyen vért hasznaltunk.
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Az AFM-mel a felszinhez kot6dd trombocitakat vizsgaljuk, azonban EDTA-s vérbodl csak
mosott trombocitdk rogziiltek a mica felszinen, 20 perces iilepités és 30 perc glutaraldehid
fixalas utan. Azonban ezek is elmozdultak a pésztazas soran, igy dehidralt trombocitakkal
dolgoztunk tovabbiakban. A magassag, az amplitido, a fazis és a Z szenzor képek egyarant azt
mutattdk, hogy mindkét fazis trombocitai rogziilés kozben gdmb alakot vehettek fel, kiteriiltek
felszinen, majd kiilonb6z6 mértékben Osszehtizodtak (6. abra). Az 6sszehuzodas mértékére
jellemzden latszik a kiteriilt membran és annak Gsszehuzddasakor a felszinen kapaszkodd
allabak. A képen jol latszik, hogy az als6 fazis trombocitai kiterjedésiikben és dsszehuzodott

formajukban is kiesebbek.

12

0 B 8 12

um pm

16 20

Alsé rész Felsd rész

6. abra Trombocitak AFM képe a szedimentalt vérbal

Az AFM programja a felszinen régzitett trombocitdk magassagarol és kiterjedésérdl szolgaltat
képanalizisre alkalmas adatokat. A analizishez a fixalt és szaritott trombocita mintdk magassag
képén kijeloltik az egyedi trombocitdkat és a programmal elvégeztettiik azok analizisét. Az
also és felso fazisban 1év6 trombocitdk 0sszehasonlitasra a térfogatot €s a kdzéppontban mért
magassagot mutatja az 7. abra. Az 6sszehasonlito statisztikai analizis szerint (paratlan t teszt)
a felso fazis trombocitainak térfogata nagyobb volt, mint az als6 fazisé ([fL] atlag+SE: 1,7+0,12
¢és 1,1£0,06+ p <0,001). A kdzépmagassagok nem kiilonboztek szignifikdnsan ([nm] atlag=SE:
456+20 ¢és 484+0,20). A maximum minimum értékeit adjuk itt meg a magassag maximum-
([nm] 351-885), teriilet- (Jum?] 8-25), keriilet- (Jum] 12-25), hossz- (Jum] 3-7) és szélesség

adatokra (Jum] 3-5), mert nem kiilonboztek ezek sem.
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7. abra Trombocitak AFM paramétereinek box és whiskers Tukey szerinti grafikus abrazolasa. Az adatok
négy negyedes closzlasanak kozépsé két negyedét mutatja doboz (IQR, interkvartilis tartomany), benne a
keresztvonal az adatok medidnjat jelzi. A fels6 €s alsd szoras vonalak az IQR £1,5xIQR értékeket, az egyedi jelek
az ezen kiviili értékeket mutatjak.

4.2 Clopidogrelt szedok és a kontroll csoport vizsgalati eredményei

4.2.1 Demografiai és laboratoriumi eredmények

Prospektiv vizsgalatunkban elsé 1épéseként Osszesen 46 stroke szekunder prevencid miatt
gyogyszeres antitrombotikus kezelésben részesiild beteg adatait (atlag €életkor: 66+8, férfi: 31)
hasonlitottuk Ossze 15 egészséges egyén adataival (atlag életkor: 40+13 év, férfi: 6). A
csoportok demografiai jellemzdit, kiindulasi laborértékeit tdblazatban Osszegeztiik (4.
tablazat). Az eritrocita szedimentaciés rata (ESR) szignifikdnsan magasabb volt a
betegpopulacioban (p<0,001), a CRP tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a két
csoport kozott. Sem a teljes trombocitaszamban, sem pedig az MPV értékben nem észleltiink
szignifikans kiilonbséget annak ellenére, hogy a kontroll csoport tagjai jelentdsen fiatalabbak
voltak (p<0,001). Hasonléan nem talaltunk kiilonbséget a BMI, a haematocrit és a
leukocytaszam értékéban sem. A clopodogrel csoportban a dohanyosok szama tébb, mint

négyszerese a kontrollhoz képest. (4. tablazat).
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Clopidogrel szed6k
Kontroll (n=15) p
(n=46)
Eletkor 40%13 6618 <0,001
Nem (férfi/nG) 6/14 31/15 0,06
BMI 2513 27+4 0,119
Dohanyzas (%) 2 (18) 9(19) 0,586
CRP (mg/l) 1,70 (0,8-3,1) 1,75 (0,7-3,5) 0,237
ESR (mm/éra) 2 (1-4) 10 (6-18) <0,001
Hematocrit (%) 42,8+0,9 43,610,7 0,416
Leukocita (G/I) 6,3+1.2 8,3+1.7 0,251
Vérlemezke (G/I) 282+75 239+ 65 0,098
MPV (fl) 10,2+1.6 10,7+0.9 0,528

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

4. tablazat: A kontroll csoport és a clopidogrelt szedé egyének demografiai és laboratériumi adatai

4.2.2 Vérlemezke antiszedimentacios rata (TAR)

A trombocita antiszedimentacios rata (TAR) nem mutatott szignifikans kiilonbséget a
kontroll csoport, valamint a beteg populacio értékei kozott, azonban a betegcsoportban
magasabb TAR tendencia volt megfigyelhetdé (5. tablazat). Mindkét csoportban
meghatarozasra keriilt az MPV. Ezt 6sszehasonlitottuk a kiilonb6z6 alcsoportokban (teljes vér,
als6 frakcio, fels6¢ frakcd). Az MPV értékben (5. ablazat) nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget sem a betegpopulaciot Osszehasonlitva az egészségesekkel, sem pedig a
csoportokon beliili 6sszehasonlitd elemzések soran (teljes vér vs. felsé frakcio, teljes vér vs.

also frakcio, felsd vs. also frakcio).
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Clopidogrel szed6k
Kontrol (n=15) P (ng=46) p
FelsG tct szam (G/L) 316 (218-478) 345 (301-428) 0,68
Also tct szam (G/1) 88 (51-124) 71 (54-86) 0,43
TAR (%) 58,5 (45,0-67,5) 67,7 (61,7-72,9) 0,15
MPV (fl) fels6 10,7 (10,0-10,8) 10,8 (10,2-11,6) 0,30
MPV (fl) also 10,0 (9,8-10,6) 10,5 (9,8-11,2) 0,47
LCR fels6 (%) 28,9 (24,5-30,6) 33,0 (26,8-38,9) 0,14
LCR als6 (%) 25,5 (22,7-28,7) 30,5 (24,2-36,2) 0,14

Az adatokat, mint median és 25-75 percentilis abrazoltuk. tct=trombocita, TAR=trombocita antiszedimentacios
rata, MPV= mean platelet volume, LCR= large cell ratio
5. tablazat: Vérlemezke adatok egészségesekben és clopidogrel szed6kben

4.2.3. Impedancia aggregometria betegekben és egészségesekben

Az aggregometriai vizsgalat soran (Multiplate® Analyzer) szignifikdns kiilonbséget
tapasztaltunk a betegek als6 és a felsé frakcidiban mért AUC értékek kozott a vér egyoras
tlepitését kovetden (teljes vér vs. also frakcio: median 41,5, IQR: 29,0-5,0 vs median 18,0,
IQR: 14,0-23,0; teljes vér vs. felsé frakcio: 41,5, 29,0-54,0 vs 57,5, 33,0-79,0; p<0,001) (8.
abra). Szembetlind, hogy a mért AUC értekek a felsd frakcioban a clopidogrelt szedd betegek
59%-4ban (n=27) meghaladtdk a terdpias tartomany felsé hatarat (AUC: 0-53). Kérdés volt,
hogy a clopidogrel kezelésre nem reagald (teljes vér Multiplate alapjan non-reszponderek,
n=12) betegek ¢s a felsd frakcioban mért 53 feletti AUC értékkel rendelkezd betegek atfedést
mutatnak-e? A 12 non-reszponderbdl 11-nek a fels6 frakcioban is 53 feletti AUC értéket
mértiink, igy a két csoport kozotti kozotti koincidencia szignifikans volt (P=0,001).
Hasonloképp, a teljes vérbdl mért AUC értékek a kontroll csoportban szignifikans eltérést
mutattak mind a fels, mind pedig az als6 vérfrakciobol meghatarozott AUC értékekhez képest
(teljes vér: median 73,5, IQR: 59,5-78,5 vs. fels6 frakcio: 112,5, 73,0-137; teljes vér: 73,5, 59,5-
78,5 vs. also frakcio: 23,0, 16,0-35,0, p=0,005) (8. abra). A teljes vér AUC értékek és a felso
frakcioban mért AUC értékek szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a gyogyszert nem
szed6 egészségesekben a clopidogrel szed6 betegekkel dsszehasonlitva (p<0,001) (6. tablazat).
A felsd frakcioban mért AUC értékek az egészséges populacio 40%-aban (n=6) magasabb volt
a normal tartomany fels6 értékénél (AUC: 53-122) (8. abra). Mindekdzben, az also frakcidban
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mért AUC értékek szignifikans kiilonbséget nem mutattak az egészséges €és a betegcsoport

kozott (egészséges vs. beteg: 23,0, 16,0-35,0 vs 18,0, 14,0-23,0). Ezek az értékek a hatdsos

antitrombotikus terapids tartomanyban voltak (AUC: 0-53), még az egészségesekben is (8.

abra). Az aggregacio (AU) és a velocity is szignifikans eltérést (<0,001) mutatott a csoportok

kozt a tejles vérben és a felsd frakcidoban egyarant. Az alsé rész aggregacidja és a velocity kozt

ilyen Osszefiiggés nem volt kimutathaté (6. tablazat).
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8. abra A Multiplate-el mért aggregacié (AUC) a teljes vérben és a felsé és also frakcioban, az egészséges
és clopidogrel szed6 csoportokban

Kontroll Clopidogrel szed6k
(n=15) (n=46) P

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

Aggregacio, AU 135 (105-146) 76,3 (59,3-107,3) <0,001
Aggregacio felsé AU 164 (131-203) 100,1 (48,8-138) <0,001
Aggregacio alsé AU 39,8 (34,1-60,4) 37,4 (30,8-45,8) 0,200
Velocity 15,1 (12,2-16,6) 9,4 (7,4-11,4) <0,001
Velocity felsé 27,5 (17,5-33,6) 12,3 (6,5-21,1) <0,001
Velocity alsé 5,3 (5,0-7,0) 5,1 (4,3-6,5) 0,254

Az adatokat, mint median és 25-75 percentilis abrazoltuk. AUC= area under the curve, AU= aggregation unit
6. tablazat: Impedancia aggregometriai adatok egészségesekben és clopidogrel szed6kb
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4.2.4. Vérlemezke-paraméterek és impedancia aggregometria betegekben

A vérlemezke-aggregaciogatlo gyogyszert (75mg clopidogrelt) szedd betegekben, mind a felsd
frakcioban mért MPV (r=0,311, p=0,04) (9.A abra). mind pedig a fels6 frakciobol
meghatarozott PLCR (%) érték (r=0,373, p=0,04) pozitivan korrelalt a felsé frakcioban mért
AUC értékekkel (9.B abra).
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9. abra A felso frakciéo AUC eredményének osszefiiggése a felsé rész MPV(A) illetve PLCR% (B) értékével

4.2.5 Reszponder vs non-reszponder betegek

A 75mg clopidogrelt szedd betegeket a Multiplate® analizator segitségével reszponder
(AUC<S53, n=34) ¢és non-reszponder (53<AUC, n=12) alcsoportokra osztottuk. Ezt kdvetden
Osszevetettiik a H-IPF (%) értékét az also és a felsd frakcidban a hirudinnal antikagulalt teljes
clopidogrel szedd reszponder €s non-reszponder alcsoportokban. A felsd frakcioban a H-IPF
aranya szignifikdnsan magasabb a non-reszponder alcsoportban a kontroll csoporthoz
viszonyitva (median: 1,7, 25-75 percentilis:1,15-2,0 vs 0,9, 0,8-1,35, p=0,04). A non-
reszponder €s a reszponder alcsoport értékeinek dsszevetésekor a kiilonbség nem szignifikans,
azonban a trend hasonlo, mint a fentiekben. A felso és az also frakcid 6sszehasonlitasakor, a H-
IPF (%) minden egyes alcsoportban magasabbnak bizonyult a felsé frakcidoban (egészséges
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csoport: 0,9, 0,8-1,35 vs 0,8, 0,8-1,0, p=0,04; reszponderek: 1,2, 0,8-1,4 vs 0,7, 0,6-1,2,
p<0,001; non-reszponderek: 1,7, 1,15-2,0 - 0,9, 0,7-1,55, p=0,02) (10. abra).
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10. abra H-IPF (%) az also és a fels6 frakciokban egészséges kontroll csoportban és a clopidogrel reszponder
és non-reszponder alcsoportokban.

Hasonloképp, a TAR értékek magasabbnak bizonyultak a ,,non-reszponder” csoportban a
reszponderekhez viszonyitva (median: 71,9, 25-75 percentilis: 63,6-74,3 vs. 67,2, 60,3 —71,0,
p=0,20). A TAR pozitiv korrelaciot mutat a teljes frakciobol meghatarozott MPV értékekkel a
teljes betegcsoportban (Spearman korrelacio: r=0,300, p=0,04) és a reszponder alcsoportban
(0,364, p=0,04), azonban ez a korrelacié nem volt kimutathat6 a non-reszponder csoport tagjai
kozott. Az életkor, a TAR, az ESR és a CRP, valamint a felsé frakcidoban mért H-IPF, LCR,
MPV, AUC értékek bevonasaval binaris logisztikus regressziot végeztiink a clopidogrel kezelés
ellenére fennallo rezidualis vérlemezke aggregacio (HRPR, non-rezponder statusz) fliggetlen
prediktoranak keresése céljabol. Ez alapjan egyediil a felsd rész AUC értéke tekinthetd a
kezelés ellenére fennalld rezidudlis magas trombocitareaktivitas fliggetlen rizikofaktoranak
(OR: 1,06, 95%CI: 1,007-1,120, p=0,027). ROC analizis soran meghataroztuk, hogy a felso
frakcioban mért AUC>62 érték 84%-o0s szenzitivitassal és 71%-0s specificitassal képes elore
jelezni a non-reszponder status fennallasat (Area: 0,863, 95% CI: 0,728-0,998, p<0,001) (11.

abra).
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11. abra

Srenzitivitas
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11. abra A fels6 frakcioban mért AUC érték ROC gorbéje a non-reszponder status elérejelzésére (ROC
analizis).

5. UJ MEGALLAPITASOK, OSSZEGZESEK

5.1.  Uj megallapitasok
Trombocitak flotaciéjanak vizsgalata

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

tulajdonsagukban (lasd az eredmények fejezetet) kiilonbdznek egymastol.

2. A TAR a clopidogrelt szed6 betegekben, bar nem szignifikansan, de magasabb, mint
egeészséges kontrollban (median: 67,7 vs 58,5%), viszont az ¢életkori atlaguk szignifikansan
nagyobb volt a kontrollhoz viszonyitva (66 vs 40 év, p<0,001). Tovabbi vizsgalatokat indokol
annak eldontése, hogy a biologiai oregedés vagy mas tényezdk (trombocitdk Oregedése,

szisztémas gyulladasos vagy vaszkularis betegség) all-e a jelenség hatterében?
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A trombocitak morfolégiai vizsgalata transzmisszios elektronmikroszkoppal és atomero

mikroszkoppal

1. Elekronmikroszkopos vizsgalat el@szor tortént antiszedimentacidoval szeparalt
trombocitakon. Sikeriilt kimutatni, hogy a fels6 frakcioban 1,6x tobb az a-granulum, illetve

ezen vérlemezkék keriilete, teriilete is szignifikdnsan nagyobb, mint az alsé részben talalhatokeé.

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

nagyobb.

Az éretlen trombocitafrakcié (IPF), a nagyméretii trombocitaarany (P-LCR) és az atlagos
trombocitatérfogat (MPV) vizsgalata

1. Megallapitottuk, hogy a szeparaciot kovetden nyert felsé frakcioban a H-IPF %-0s
aranya legmagasabb a non-reszponder alcsoportban, mely kiilonbség a kontroll csoporthoz

viszonyitva szignifikansnak bizonyult (median: 1,7 vs 0,9%, p=0,04).

2. A felsé és az also frakcio Osszehasonlitasakor a H-IPF (%) minden egyes alcsoport
esetén a felsd frakcidban bizonyult magasabbnak, tehat a nagyon éretlen trombocitdk a

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

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

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

4, A masodik periddusban vizsgalt egészséges csoportban az atlagos vérlemezke-térfogat
(MPV), az abszolut értékii éretlen trombocitafrakcid (IPF), valamint a szazalékos aranyban

kifejezett H-IPF szignifikansan magasabb volt a fels6 frakcioban az alsdbhoz viszonyitva.

Trombocitaaggregacio (TAG) mérése a két vizsgalati periédusban

1. Egészséges csoport vizsgalati eredményeinek megallapitasa:

1. Az aggregometriai vizsgalat sordn szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk az alsé és a

felso frakcio gorbe alatti teriiletértékei (AUC) kozott.
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2. A gorbe meredekségét jelzo ,,velocity” értékek szignifikans kiilonbséget mutattak mind

a teljes vér vs felsd illetve alsd, mind pedig a felsd vs alsé vérfrakciok 6sszehasonlitasakor.

3. Kiemelendd, hogy a felsé frakcioban mért AUC-értékek az egészséges kontrollok 38%-
aban tullépték a normdal aggregéacios tartomany (53-122) felsd hatarat, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a felfelé vandorlo trombocitak ex vivo hiperaggregabilitast mutatnak ADP

jelenlétében.

4, Az alsé frakcioban mért AUC-értékek olyan tartomanyban voltak, ,mintha efektiv
aggregaciogatlas allna fenn”. Ez arra enged benniinket kdvetkeztetni, hogy a szedimentalddott

trombocitdk nem aktivalhatok ex vivo ADP hozzdadésaval.

5. A TAR az als6 frakcidoban szignifikans negativ korrelaciot mutatott az AUC, az

aggregacio nagysaga (AU), valamint a gorbe meredekségét jelzo ,,velocity” értékekkel.

1L Clopidogrelt szedo és egészséges kontroll vizsgalati eredmeényének megallapitasa:

1. Az aggregometriai vizsgalat sordn a teljes vérbol mért AUC-értékek szignifikans
eltérést mutattak mind a fels6, mind pedig az als6 vérfrakciobol meghatarozott AUC-értékekhez

képest.

2. A clopidogrelt szedd betegek felsd frakciojaban mért AUC-értékek 59%-ban
meghaladtak a terapids tartomany felso hatarat. A felso frakcioban mért 53 feletti AUC-értékkel
rendelkezd esetek és a clopidogrel kezelésre nem reagalok (non-reszponder betegek) kozotti

koincidencia szignifikans volt (p=0,001).

3. Az egészséges populacid 40%-ban a fels6 frakcioban mért AUC-érték magasabb volt a
normal aggregécios tartomany felso értékénél (AUC: 53-122), melybdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a felfelé vandorlo vérlemezkék ex vivo hiperaggregabilitast mutatnak ADP jelenlétében.
Az als6 frakcioban mért AUC-értékek azonban nem mutattak szignifikdns kiilonbséget az

egészséges ¢s a betegcsoport kozott.

4, Mind a teljes vérben, mind a felsé frakcidban, a fiiggbleges tengelyen abrazolt
aggregacios egys€g (aggregation unit, AU) és a gorbe meredekségét jelzd ,,velocity”
szignifikansan alacsonyabb volt a clopidogrel szeddkben, mint egészséges kontrollokban
(valamennyi, p<0,001). Ezzel szemben az also frakcioban mért AU és ,velocity” értékek

tekintetében nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a két csoport kozott. Ez utdbbi
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eredményeink azt sugalljak, hogy a szedimental6do (vagy flotacidt nem mutato) vérlemezkék

az aggregacidban nem vesznek részt.

5. Clopidogrelt szedd betegek esetén a felsd frakcioban mért MPV és PLCR (%) pozitiv

korrelaciot mutatott a felsé frakcioban mért AUC értékkel.

6. A fels6 rész AUC-értéke tekinthetd a kezelés ellenére fennalld rezidudlis magas
trombocitareaktivitds (HRPR) fiiggetlen rizikofaktoranak. A felsd frakcioban mért 62 folotti
AUC ¢érték 84%-os szenzitivitassal és 71%-os specificitdssal képes elore jelezni a ,,non-

reszponder” status fennallasat.

5.2.  Osszegzés

vérlemezkéi szamos tulajdonsagukban (1asd az eredmények fejezetet) kiillonboznek egymastol.

2. Az éltalunk eldszor leirt Gy moédszer — trombocita antisztedimentacios rata (TAR) — az

¢letkorral és bizonyos patologias valtozasokkal allhat 6sszefiiggésben.

3. A TAR-érték diagnosztikus szerepe a kezelés ellenére fennalld rezidudlis magas

trombocitareaktivitas (HRPR) tovabbi vizsgalatot igényel nagyobb betegszdm bevonasaval.

crer

4. A teljes vér egyords szedimentdciojaval elvalasztott felsé frakcid6 Multiplate

aggregometriaval mért AUC-értéke fiiggetlen prediktora a HRPR allapotnak.

crcr

crer

tulajdonsagaival allhat Osszefliggésben, ezt morfologiai (EM és AFM) eredmények is

alatamasztani latszanak.

7. A transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeken a felsd frakcidban 1évd trombocitak
teriilete, keriilete nagyobb volt, mint az alsé rész trombocitaké, valamint tobb a-granulum volt

kimutathatd benntk.

8. Az AFM tovabb pontositja a szedimentalddott vérlemezkék morfologiai analizisét
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1. INTRODUCTION

With the spread of the modern prevention approach, one of the most commonly used
drugs belongs to the group of platelet aggregation inhibitors. The mechanism of high on-
treatment residual platelet reactivity (HRPR) is unclear. Individualized treatment principles
may reduce the number of thrombotic events. Along these lines, we embarked on a novel
approach to investigate the function and morphology of platelets. If we put our results into
practice to improve patient outcomes a bit, we can be satisfied.

Platelets are formed from megakaryocytes in the bone marrow. One of their main
functions is hemostasis. The average platelet life in the circulation is 7-10 days. The normal
range is 150-400 G / I. Numerous lab diagnostics used for analysis of platelets such as platelet
counts, mean platelet volume, aggregometric (functional) tests, flow cytometry, ADP and
serotonin assays, as well as electron microscopy. Activated platelets exhibit changes in size,
shape, and aggregation. Their thrombo-inflammatory activity is important in the development
of vascular diseases. Clarifying these can contribute to the development of a personalized drug
treatment strategy. Immature platelets show pro-thrombotic activity relative to mature platelets.
The higher proportion of immature platelet fraction (IPF) may be one of the causes of residual
platelet reactivity in coronary and stroke patients despite treatment. A recent study suggests that
reduced responsiveness to clopidogrel may be due to increased IPF.

Transmission electron microscopy (TEM) is the gold standard method for understanding
the characteristics of platelet ultrastructure and for detecting morphological abnormalities.
Platelets contain different types of granules. While the dense granules are mainly characterized
by the immature platelet fraction, the number of alpha granules is primarily related to the
aggregation function. Platelets with low alpha granule density appear to be less active in
aggregation. Previous studies have shown that platelets with a high alpha-granule count have
higher adhesion capacity. Elevated platelet density was also detectable in acute coronary
syndromes. Importantly, platelet density is decreased by secretion of thrombin-inflammatory

substances (eg beta-thromboglobulin).

Earlier, Bogar et al from our institute, who studied the movement of white blood cells
during one-hour gravity sedimentation of whole blood, coined the concept of leukocyte
antisedimentation rate (LAR). Its clinical application has proven useful in the early detection
of the development of infections in conditions such as sepsis, burns, and in the prediction of
post-stroke infection. Thus, it seemed logical that similar studies of other blood cells, such as
platelets, may have clinical relevance.
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2. AIMS IN GENERAL

Similary to leukocytes, platelets are hypothetically separating based on some physical-chemical
properties and this can be proportional with their activation. Therefore, we examined the motion
of platelets during one-hour gravity sedimentation (similarly to ESR or LAR). Thus, the aim of
the present study were: (i) to describe the motion of platelets during 1-hour gravity
sedimentation; (ii) to explore platelet characteristics (e.g. platelet count, MPV, IPF); (iii) to
analyse morphological properties (granule constituent and size etc.); and (iv) to investigate their
function based on aggregability measurements in the whole blood as well as in the separated
upper and lower fraction of samples following 1-hour gravity sedimentation. Two independent

studies were carried out: one in healthy volunteers (1. Functional and morphological analysis of

platelets in healthy volunteers); another one in patients taking clopidogrel (75mg daily)

following acute ischemic stroke (11. Functional and morphological analysis of platelets in post-

stroke patients taking clopidogrel vs healthy controls). The specific aims are listed below:

2.1 Motion of platelets during 1-hour sedimentation

What happens to platelets during gravity sedimentation? A modified whole blood gravity
sedimentation technique was developed for studying platelet sedimentation properties as
calculated platelet antisedimentation rate (PAR).

2.1.1 PAR in healthy volunteers
2.1.2 PAR in post-stroke patients taking clopidogrel
2.1.3 Comparison of PAR between patients and healthy subjects

2.2 Immature platelet fraction (IPF) and mean platelet volume (MPV)

2.2.1 IPF, MPV, P-LCR and H-IPF in healthy volunteers
2.2.2 IPF, MPV, P-LCR and H-IPF in post-stroke patients taking clopidogrel
2.2.3 Comparison of IPF, MPV, P-LCR and H-IPF between patients and healthy subjects

2.3 Platelet aggregatio test

We investigated whether total blood aggregation and segregated lower and upper aggregation

(AUC, aggregation, velocity) differed following separation?

2.3.1 Aggregometry of platelets in whole blood vs lower and upper blood samples in
patients taking clopidogrel and healthy controls.
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2.3.2 Aggregometry of platelets in lower vs upper blood samples in patients taking
clopidogrel and healthy controls.

Patients taking clopidogrel were divided into responders and non-responders based on whole
blood aggregometry.

2.3.3 We aimed to explore wether the IPF showed a difference between the responder
and non-responder subgroups.

2.4 Analysis of platelet morphology

Imaging studies we wanted to find out if there is a difference in the morphology of the
separating platelet subpopulations?
2.4.1 We wanted to compare whether there is a difference in the area, perimeter,

convex area, convex perimeter properties of the platelets in the lower and upper
fractions?

2.4.2 We wanted to examine whether there was a difference in the number of dark
(alpha-granules) and light (dens-granules) granules in the two fractions?

25 Atomic Force Microscopy

With this special imaging study, we wanted to find out if there is a difference in the atomic
force morphology of the separating platelets.

3. MATERIAL AND METHODS

Our study was conducted in two phases.

Functional and morphological examination of platelets in healthy subjects (Study )

In the first phase of the period, 21 healthy individuals were sampled to determine platelet
flotation, immature platelet fraction, mean platelet volume, and platelet aggregometry. 6-6

healthy subjects were enrolled for electron microscopic and atomic force microscope imaging.

Functional and morphological differences in platelets in patients taking clopidogrel (Study I1)

In the second phase, 46 patients taking clopodogrel and 15 healthy controls were enrolled.
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3.1.  Inclusion criteria
Study 1.

e Blood samples were taken from healthy volunteers.
Study I1.

e The patient population included adults with chronic cerebrovascular disease who had
been receiving clopidogrel 75 mg daily for prophylaxis for at least 3 months due to
ischemic stroke. Patients from the UP Stroke Outpatient Clinic who had been scheduled
for appointment at the Intensive Care Unit of the Neurosurgery Clinic of the University
of Pécs were selected for the study.

e We included healthy volunteers in the control group.

3.2.  Exclusion criteria

acute vascular event

thrombocytopenia (PLT <50 G / L - lower limit of multiplate measurement)

congenital platelet dysfunction

congenital blood clotting disorder

anemia

taking a medicine that affects rheological parameters (OAC, NOAC, NSAIDs, diuretics,
anti-glycemic medicine)

3.3  Platelet antisedimentation rate (PAR)

2x3 ml of blood was drawn from the subjects included into the EDTA Vacutainer tube. Blood
was sampled from the elbow vein after a short press with a 21G needle and a closed blood
collection system. From one of the tubes a complete blood count was determined at the UP
Department of Laboratory of Medicine by a blood cell counting machine (Sysmex XN 9000).
The blood in the other EDTA tube was sedimented for 1 hour and the upper half of the
mathematical height of the blood column was pipetted into another EDTA tube (PU: platelet
upper). Platelet counts were determined from the lower half of the original tube (PL: platelet
lower) and the upper fraction (PU: platelet upper) and then calculated and expressed as a
percentage of the PU - PL / PU + PL equation. The resulting quotient is called the Platelet
Antisedimentation Rate (PAR). PAR represents the number of platelets that have crossed the
half-line of the blood sample during the one-hour sedimentation as a percentage of the original

platelet count (Figure 1)
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platelet count upper - platelet count lower

PAR (%) = x100

platelet count upper + platelet count lower

. 250,000/pl
Figure 1.A H

200,000/pl

150,000/pl

Figure1.B

Figure 1. A Equation of platelet antisedimentation rate, PAR=PU — PL/PU+PL x100). Figurel.B
Schematic diagram shows the separation of platelets after one hour of sedimentation in the tube.

3.4. Immature Platelet Fraction and Mean Platelet Volume

Immature platelet fraction was measured with the Sysmex XN 9000 Integrated Hematology
Automatic Analyzer (Sysmex Co, Japan, 2017) from the lower and upper blood samples
obtained by the blood collection and separation method described in the previous section.

Platelet count (PLT-F) and immature platelet fraction (IPF) were determined on the fluorescent
platelet channel of the device. In this channel, platelets undergo special intracellular
fluorescence staining after pretreatment with CELLPACK DFL reagent, which allows cell
membrane permeability. Flow cytometry is performed by detecting transmitted light (FSC:
forward scatter), side scatter light (SSC) and side fluorescent light (SFL). In addition to platelet
count, the immature platelet fraction can also be determined by gating platelets with high
fluorescence intensity (platelets with high fluorescence intensity in the IPF region on the FSC
/ SFL plot). In addition to platelet count and immature platelet fraction (IPF), mean platelet
volume (MPV), large platelet ratio (P-LCR), platelet distribution width (PDW), plateletcrit

(PCT), and high fluorescence IPF (H-1PF) - parameters were also recorded.

36



3.5. Platelet aggregometry

2x3ml venous blood was drawn from participants in the study in a Hirudin Blood Tube for
Multiplate Analysis Vacutainer. Subsequently, a whole blood platelet aggregation assay was
performed on one of the hirudin tubes using a device (Multiplate® Analyzer, Roche) at the UP
Department of Neurosurgery. The other tube of hirudin blood was settled for 1 hour and the
upper Y4 of the blood in the tube (the upper half of the blood column) pipetted into an empty
hirudin tube. From the two samples thus obtained (bottom and top), tct aggregation (TAG-lower
and TAG-upper) was measured. From these results, we used AUC (area under the curve),
aggregation (increase in impedance), and velocity (maximum slope of aggregation curve) for
our study. Values were labeled as: AUC-complete, AUC-lower, AUC-upper, aggregation-full,

aggregation-lower, aggregation-upper, velocity-full, velocity-lower, velocity-upper.

3.6. Analysis of platelets by Transmission Electronmicroscopy (TEM)

Blood was collected from 6 healthy subjects in EDTA tubes to obtain platelet-rich plasma as
described in the previous sections. After settling for one hour, the supernatant was pipetted into
another EDTA tube and the supernatant was centrifuged for 5 minutes at 200 G. Subsequently,
the supernatants of both tubes were transferred to a new native tube and centrifuged at 1200G
for 5 minutes. After supernatant removal, platelet-rich plasma remained below the two tubes

and was immediately transferred to the electron microscope laboratory for further processing.

Platelets were fixed with 2.5% glutaraldehyde at 4C, "overnight." After centrifugation in an
Eppendorf tube, the pellet was post-fixed with 1% osmium tetroxide at 4 ° C for 60 minutes.
The fixed sediment was added to 3% agar, followed by excision of 1 mm3 block and washing
in 0.1M phosphate buffer for 3x10 minutes. After dehydration with ethyl alcohol and washing,
it was placed in propylene oxide and embedded in Durcupan resin (Sigma, Budapest, Hungary).
Semi-thin sections were stained with toluidine blue and examined under a light microscope.
The ultrathin layers were placed on grids and examined with lead citrate and uranyl acetate
contrasted and JEOL JEM 1200EX transmission electron microscope (TEM). Digital photos
were taken using the iTEM software (Olympus, Japan). The following tests were performed on

platelets prepared by electron microscopy:

1. TEM image of lower and upper platelets.
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2. Using the iTEM program (interpolated polygon) we measured the platelet area, platelet
perimeter, convex area, convex perimeter properties of the 21-21 platelets (50000x
magnification) in the upper and lower sample of blood.

3. We determined the number of dark (alpha-granules) and light (dens granules) visible in
the lower and upper 70-70 platelets of approximately the same size (2um) (50000x

magnification).

3.7. Atomic force microscopy (AFM)
Sampling and preparation

Blood was drawn from the antecubital vein of healthy subjects into a tube containing K-EDTA
(N = 6). After settling for one hour at room temperature, the upper half of the blood was
immediately pipetted into another tube and each half was centrifuged at 150 g for 8 minutes at
room temperature with a stop rate of 2. To minimize platelet activation, 0.1 mL of upper platelet
rich plasma was pipetted into 10 mL of HBS buffer (HEPES buffered physiological saline)
containing 0.001 M EDTA and 0.1% glucose after centrifugation on both sides. By gently
inverting, the washed platelets were centrifuged at the bottom of the tube (room temperature,
2000g, 5 minutes). After pouring the wash buffer and carefully removing it from the tube wall,
the platelets were suspended in clean wash buffer so that the platelet count was 100 G / L.

0.025 mL of freshly sliced mica slurry was suspended in suspension (d = 12mm), allowed to
settle in a humid chamber for 20 minutes, then 0.025 mL of 2% glutaraldehyde solution was
added, stirred by rotation and allowed to fix for 30 minutes. Finally, the surface was washed

with Milli-Q water and dried with flowing N2 gas.

AFM images

Mica sedimented, fixed, and dried platelets were scanned using Cypher ES atomic force
microscope (Asylum Research, Santa Barbara, CA) in tactile mode (AC) using AR16 software.
A silicon nitride spring insert having a spring constant of ~ 42N / m and a resonance frequency
of ~ 300kHz (OTESPA-R3, Bruker, Billerica, MA) was used for scanning. The free amplitude
was set to 1V, the scanning amplitude to 0.5-0.7V, the gain to 7-10 times.
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Analysis of AFM data

Scanning images were analyzed with AFM AR16 (lgor Pro 6.34 A, Wavemetrics, Lake

Oswego, OR). The scanned area was 20x20 um, where the platelet area was circumscribed with

the program (Figure 2).

Figure 2. Selection of platelets for image analysis in AFM height image. Only whole platelets were used for
statistical analysis. In the figure, platelets from the upper part of A and B from the lower phase are shown.

Platelet analysis yielded 18 parameters, of which, assuming surface-fixed, discoid-shaped
cellular elements, the following may be useful: height maximum (Z max), center (Z Center),
average height (Z Average); Area, Volume, Perimeter, Length, and Width.

4. RESULTS

The following is a summary of the results of two separate studies (Study I: Morphological and
functional examination of platelets in healthy subjects and Study Il: Study of Clopidogrel in

healthy controls) The two healthy controls in the two studies are not the same.
4.1 Functional and morphological results of platelets in healthy subjects
4.1.1 Results of functional examination of platelets

In the first study period, a total of 21 non-smoker healthy subjects (age 36 = 12 year,
female/male:12/9) were enrolled as controls. After one hour of sedimentation, as described in

the methodological chapter, significantly more platelets were found in the upper fraction than
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in the lower sedimented fraction. (P <0.001). In healthy subjects, the mean platelet
antisedimentation rate (PAR) was 50.8 + SD: 18.7%. Mean platelet volume (MPV), absolute
immature platelet fraction (IPF), and percentage H-IPF were significantly higher in the upper

fraction than in the lower fraction (p<0.001, p= 0.001, p=0.005) (Table 1).

whole blood upper lower p

Platelet count

239476 285+132 85 33 0,003
(G/L)
MPV (fl) 10,4+1,2 10,3+0,6 1,2+0,6 0,644
IPF (abs) 8,8t4,4 7,6%5,3 3.542,2 0,003
H-I1PF (%) 1,5£1,0 1,4%0,8 1,340,9 0,021
LCR 27,5¢4,0 26,9%5,1 26,9+4,9 1,000

Data are shown as mean + SD.

Table 1. Platelet parameters in healthy volunteers

Representative curves generated by the Multiplate analyzer during platelet
aggregometry are shown in Figure 3 (AUC curve ofA: whole blood, B: upper and C: lower

blood fraction separated after 1-hour of sedimentation).

Figure 3.
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Figure 3. Curves obtained from platelet aggregometry in a healthy individual. Plot of whole blood (A),
upper fraction (B) and lower fraction (C) by Multiplate analyzer
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Impedancce aggregometry
whole blood upper lower p
AUC 69,9413,1 103,3+35,8 26,1+9,6 <0,001
aggregation 130,9+23,7 174,3453,0 52,2+16,2 <0,001
velocity 15,543,8 26,5+10,9 6,5¢1,7 <0,001

Table 2. Platelet aggregation data in healthy volunteers

By Multiplate analysis, a significant difference was found between the lower (mean
AUC: 69.9 £ SD: 13.1 vs. 26.1 £ 9.6) and upper (69.9 £ 13.1 vs. 103.3 £ 35), 8) area under the
curve (AUC) after one-hour of blood sedimentation (Table 2). The velocity values indicating
the slope of the curve showed significant differences when comparing both whole blood vs
upper and lower, and upper vs lower blood fractions (all, p <0.001) (Figure 4A). The AUC
values were significantly different in the upper and lower fractions (p <0.001). It should be
noted that AUC values in the upper fraction exceeded the upper limitof the normal range in
38% (n=8) of healthy controls, suggesting that flotating platelets exhibit ex
vivohyperaggegation. presence (Figure 4B). Despite the absence of antithrombotic treatment
in the healthy control group, the AUC values in the lower fraction were within the expected
range of effective antithrombotic treatment (AUC: 0-53). This suggests that sedimented
platelets cannot be activated ex vivo by the addition of ADP. , "as if they were acting on

clopidogrel” (Figure 4).
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Figure 4. Velocity values indicating the slope of the curve in whole blood and in the upper and lower
fractions separated after 1 hour of sedimentation (A). Area under the curve (AUC) in whole blood and in
the upper and lower fractions separated after 1-hour of sedimentation (B).

Importantly, PAR showed a significant negative correlation with AUC, aggregation, and
velocity values for the slope of the curve in the lower fraction (r = -0.661, p <0.05, r = -0.700,
p =0.01).,r=-0.636, p <0.05). Similarly to the former, participants’ age resulted in a negative
correlation with lower fraction AUC, aggregation and velocity data (r = -0.553, p <0.05, r = -
0.553, p <0.05, r = -0.535, p <0.05 respectively). . However, there was no correlation between

age and platelet antisedimentation rates in our study group.
4.1.2. Electron microscopy

Platelets from the lower and upper fractions obtained from the blood of healthy subjects were
examined by transmission electron microscopy to obtain morphological information. At low
magnification we observed differences in the morphological appearance and number of
platelets of different blood fractions. The area and circumference of platelets were significantly
higher in platelets from the upper fraction compared to the lower fraction (p<0.001).
Measurements were performed using the previously detailed iTEM program (Table 3). At
higher magnification, the number of alpha and dense granules was determined in platelets.
Platelets in the upper fraction contained 1.6 times more alpha granules than the lower ones
(Figure 5).
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lower upper p
area of platelets (nm?) 2,26x106 + 6,3x10° 3,69 x10° + 9,3 x10° <0,001
perimeter of platelets (nm) | 751,103+ 1 55x10° | 9,17x10° + 1,42x10° <0,001

Table 3. Transmission electron microscope data in healthy subjects

Figure 5.

Platelets in lower fraction
(10.000x)

Platelets in lower fraction
(50.000x)

Platelets in upper fraction
. (10.000x)

Platelets in upper fraction

: ﬂ (50.000x)
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Figure 5. Electron microscopy of platelets of lower (A and C) and upper fraction (B and D). The low
magnification images show the number and size of platelets in the lower (A) and upper (B) fractions.
Platelets are displayed at high magnification (C) and (D). The arrow in image C points to an alpha granulate,
while the star in D indicates a dense granule. Scale values in A and B range are 2 pm, C and D are 500 nm.
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4.1.3. Results of atomic force microscopy

The morphology of platelets from the lower and upper fractions obtained from the blood of
healthy subjects was also examined by atomic force microscopy, since preparation for the AFM
assay has a much lesser effect on platelets than preparation for the EM assay. According to
routine, baseline haematological parameters were determined from K2-EDTA blood, and

therefore such blood was used for morphological examinations.

Surface-bound platelets are examined with AFM, but only washed platelets from EDTA blood
are adhered to the cat's surface after 20 minutes of sedimentation and 30 minutes of
glutaraldehyde fixation. However, they also moved during the scan, so we continued working
with dehydrated platelets. Height, amplitude, phase, and Z sensor images showed that platelets
of both phases may be spherical in shape during fixation, extended to the surface, and then
contracted to varying degrees (Figure 6). The degree of contraction typically shows the
expanded membrane and the jaws that cling to the surface when it contracts. The picture clearly

shows that the platelets of the lower phase are smaller in size and in contracted form.

Figure 6.

um pm

lower upper

Figure 6. AFM image of platelets from the lower and upper samples after 1-hour gravity
sedimentation

The AFM program provides data on the height and extent of platelets fixed on the surface for
image analysis. For analysis, individual platelets were plotted on the height of the fixed and

dried platelet samples and analyzed using the program. Figure 7 shows the volume and center
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height for comparison of the platelets in the lower and upper phases. Comparative statistical
analysis (unpaired t test) showed that the volume of platelets in the upper phase was greater
than that in the lower phase ([fL] mean £ SE: 1.7 £ 0.12 and 1.1 £ 0.06 = p <0.001). Mean
heights did not differ significantly ([nm] mean = SE: 456 + 20 and 484 + 0.20). The minimum
values for the maximum are given here for height maximum ([nm] 351-885), area (Jum2] 8-
25), circumference ([um] 12-25), length ([um] 3- 7) and width data (Jum] 3-5) because they
were not different either.
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Figure 7. AFM parameters of platelets represented by box and whiskers according to Tukey. A box (IQR,
Interquartile Range) shows the median two quarters of the four-quarter distribution of the data. The upper
and lower scatter lines represent IQR * 1.5xIQR values, and the individual marks indicate values outside
this range.

4.2 Results of studies with clopidogrel and the control group

4.2.1 Demography and laboratory data

As a first step in our prospective study, we compared data from a total of 46 patients (median
age: 66 + §, male: 31) on antithrombotic medication for secondary prevention of stroke with
data from 15 healthy subjects (mean age: 40 £ 13 years, male: 6). The demographic
characteristics and baseline laboratory values of the groups were summarized in a table (Table
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4). The erythrocyte sedimentation rate (ESR) was significantly higher in the patient population
(p <0.001), and there was no significant difference in CRP between the two groups. There was
no significant difference in either total platelet count or MPV, despite the fact that the control
group was significantly younger (p <0.001). Similarly, no difference was found in BMI,
hematocrit, and leukocyte count. The number of smokers in the clopodogrel group was more
than four times that of the control group. (Table 4).

Healthy controls Patients on clopidogrel
(n=15) (n=46) g
Age 40+13 6618 <0,001
Gender (M/F) 6/14 31/15 0,06
BMI 2513 274 0,119
Smoking (%) 2 (18) 9 (19) 0,586
CRP (mg/l) 1,70 (0,8-3,1) 1,75 (0,7-3,5) 0,237
ESR (mm/hour) 2 (1-4) 10 (6-18) <0,001
Hematocrit (%) 42,8+0,9 43,6+0,7 0,416
WBC (G/I) 6,3+1.2 8,3+1.7 0,251
Platelet (G/l) 282+75 239 + 65 0,098
MPV (fl) 10,2+1.6 10,7+0.9 0,528

Data are mean = SD and absolute values (%), except for CRP and ESR, which are shown as medians and 25-75
percentiles.

Table 4 Demographic and laboratory data of the control group and patients taking clopidogrel
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4.2.2 Platelet antisedimentation rate (PAR)

Platelet antisedimentation rate (PAR) showed no significant difference between the
control group and the patient population, but a higher PAR tendency was observed in the patient
group (Table 5). The MPV was determined in both groups. This was compared in the different
subgroups (whole blood, lower fraction, upper fraction). There was no significant difference in
MPV (Table 5) between the patient population and healthy subjects and within group

comparisons (whole blood vs. upper fraction, whole blood vs. lower fraction, upper vs. lower

fraction).
Healthy controls Patients on clopidogrel
(n=15) (n=46) P
PLT count upper
316 (218-478) 345 (301-428) 0,68
(G/L)
PLT count lower
88 (51-124) 71 (54-86) 0,43
(G/L)
PAR
58,5 (45,0-67,5) 67,7 (61,7-72,9) 0,15
(%)
MPV (fl) upper 10,7 (10,0-10,8) 10,8 (10,2-11,6) 0,30
MPV (fl) lower 10,0 (9,8-10,6) 10,5 (9,8-11,2) 0,47
LCR (%) upper 28,9 (24,5-30,6) 33,0 (26,8-38,9) 0,14
LCR (%) lower 25,5 (22,7-28,7) 30,5 (24,2-36,2) 0,14

Data are shown as medians and 25-75 percentiles.

Table 5. Platelet-derived data of the control group and patients taking clopidogrel

4.2.3. Impedance aggregometry of the control group and patients taking clopidogrel

In the aggregometric assay (Multiplate® Analyzer), a significant difference was
observed between the AUC values of the lower and upper fractions of patients after 1-hour
gravity sedimentation (whole blood vs. lower fraction: median 41.5, IQR: 29.0-5, 0 vs 18.0,
14.0-23.0, whole blood vs. upper fraction: 41.5, 29.0-54.0 vs 57.5, 33.0-79.0, p < 0.001) (Figure

35). It is striking that measured AUCs in the upper fraction were above the upper limit of the
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therapeutic range (AUC: 0-53) in 59% (n = 27) of patients receiving clopidogrel. The question
was whether patients not responding to clopidogrel (non-responder on Multiplate whole blood,
n = 12) and patients with an AUC above 53 in the upper fraction showed an overlap. Eleven of
the 12 non-responder agents also had an AUC above 53 in the upper fraction, so the coincidence
between the two groups was significant (P = 0.001).Similarly, whole blood AUC values in the
control group were significantly different from those in the upper and lower blood fractions
(whole blood: median 73.5, IQR: 59.5-78.5 vs. upper fraction: 112.5, 73.0-137; whole blood:
73.5, 59.5-78.5 vs. lower fraction: 23.0, 16.0-35.0, p = 0.005) (Figure 35) .

Whole blood AUC and upper AUC values were significantly higher in non-drug healthy
subjects compared to patients on clopidogrel (p <0.001) (Table 6). The AUC values in the
upper fraction were higher than the upper limit of normal range (AUC: 53-122) in 40% of the
healthy population (n = 6) (Figure 8). Meanwhile, the AUC values in the lower fraction showed
no significant difference between healthy and patient groups (healthy vs. patient: 23.0, 16.0-
35.0 vs. 18.0, 14.0-23.0). These values were in the effective antithrombotic therapeutic range
(AUC: 0-53), even in healthy subjects (Figure 8). Aggregation (AU) and velocity also showed
significant differences (<0.001) between the groups in the whole blood and in the upper
fraction. No such correlation could be found between lower part aggregation and velocity
(Table 6).
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Figure 8. Multiplate-measured aggregation (AUC) in whole blood and upper and lower fractions in healthy
and clopidogrel-treated groups
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Healthy controls Patients on clopidogrel
(n=15) (n=46) P

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

Aggregation, AU 135 (105-146) 76,3 (59,3-107,3) <0,001
Aggregation upperAU 164 (131-203) 100,1 (48,8-138) <0,001
Aggregation lowerAU 39,8 (34,1-60,4) 37,4 (30,8-45,8) 0,200
velocity 15,1 (12,2-16,6) 9,4 (7,4-11,4) <0,001
velocity upper 27,5 (17,5-33,6) 12,3 (6,5-21,1) <0,001
velocity lower 5,3 (5,0-7,0) 5,1 (4,3-6,5) 0,254

Data are shown as medians and 25-75 percentiles.

Table 6. Impedance aggregometry data in healthy subjects and those taking clopidogrel

4.2.4. Platelet parameters and impedance aggregometry of patients

In patients receiving platelet aggregation inhibitors (75 mg clopidogrel), both MPV (r = 0.311,
p = 0.04) in the upper fraction (Figure 9A) and PLCR (%) in the upper fraction (r = 0.373), p
= 0.04) was positively correlated with AUC values in the upper fraction (Figure 9B).
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Figure 9. Relationship of upper fraction AUC with upper MPV (A) and PLCR% (B)

4.2.5 Responder vs nonresponder patients

Patients receiving 75 mg of clopidogrel were divided into responders (AUC <53, n = 34) and
non-responders (53<AUC, n = 12) using the Multiplate® analyzer. Subsequently, H-IPF (%)
measured in the upper and lower fraction was compared among the healthy group and the
clopidogrel-responsive and non-responding subgroups. The proportion of H-IPF in the upper
fraction was significantly higher in the non-responder subgroup compared to the control group
(median: 1.7, 25-75 percentile: 1.15-2.0 vs. 0.9, 0.8-1.35, p = 0.04). The difference between
the values of the non-responder and the responder subgroup is not significant, but the trend is
similar as above. When comparing the upper and lower fractions, H-1PF (%) was higher in the
upper fraction in each subgroup (Healthy group: 0.9, 0.8-1.35 vs 0.8, 0.8-1.0, p=0.04;
Responder: 1.2, 0.8-1.4 vs 0.7, 0.6-1.2, p <0.001; Non-Responder: 1.7, 1.15-2, 0-0.9, 0.7-1.55,
p = 0.02) (Figure 10).
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Figure 10. H-IPF (%) in the lower and upper fractions of the healthy control group and the clopidogrel
responder and non-responder subgroups.

Similarly, the PAR values were higher in the non-responder group compared to the responder
(median: 71.9, 25th-75th percentiles: 63.6-74.3 vs. 67.2, 60.3-71.0, p = 0.20). PAR showed a
positive correlation with MPV values from the whole fraction in the whole patient group
(Spearman correlation: r=0.300, p=0.04) and in the responder subgroup (0.364, p=0.04), but
this correlation could not be detected in the non-responder group members. Age, PAR, ESR
and CRP, as well as H-IPF, LCR, MPV, AUC measured in the upper fraction were subjected
to binary logistic regression to find independent predictors for residual platelet aggregation
(HRPR, non-responder status) despite treatment with clopidogrel. Based on this, only upper
AUC is considered to be an independent risk factor for residual high platelet reactivity (OR:
1.06, 95% CI: 1.007-1.120, p = 0.027). Using a ROC analysis, it was determined that AUC>
62 in the upper fraction predicted non-responder status with 84% sensitivity and 71% specificity
(Area: 0.863, 95% CI: 0.728-0.998, p <0.001) (Figure 11).
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Figure 11. ROC plot of AUC in upper fraction for prediction of non-responder status

5. NOVEL RESULTS, SUMMARY
5.1. Novel results
Flotation of platelets during gravity sedimentation

1. Platelet antisedimentation rate (PAR) as a novel approach was introduced to explore
specific characteristics of platelets. Based on 1-hour gravity sedimentation, different platelet

subpopulations were determined from the separated upper and lower blood fractions.

2. In both healthy control groups, PAR showed minor difference (58.5% vs 50.8%),
presumably due to difference between the mean age of the two cohorts. Importantly, creation

of normal reference range for different ages should be addressed in the future.

3. As atendency, PAR was higher in patients on clopidogrel treatment compared to healthy
controls (median: 67.7 vs 58.5%). However, patients were significantly older than healthy
controls (mean age: 66 vs 40, p<0.001). To decide whether normal aging or other factors (e.g.
aging of platelets per se or systemic inflammation or vascular diseases) are responsible for this

phenomenon requires further studies.
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4. As a tendency, PAR was also higher in non-responder patients on clopidogrel treatment
compared to responders (median: 71.9 vs. 67.2%, p=0.20), nevertheless the mean age of the

two groups was similar.
Morphological analysis of platelets by TEM and AFM

1. Electron microscopy was performed for the first time on platelets separated by the
antisedimentation technique. Flotating platelets contain significantly more alpha-granules and

their area and perimeter were also significantly larger compared to sedimentating platelets.

2. There is no published literature on AFM testing of separated platelets. We found that

the volume of flotating platelets is significantly higher in the upper blood fraction.

Immature platelet fraction, platelet large cell ratio and mean platelet volume

1. High-fluorescent IPF (%) was the highest in non-responder patients and it was

signficantly higher compared to healthy controls (median: 1.7 vs 0.9%, p=0.04).

2. Comparing the upper and lower blood fractions, the high-fluorescent IPF (%) measured
in the upper sample was higher in each groups, indicating that the very immature platelets are

flotating.

3. MPV showed significant differences neither in patients vs healthy intergroup
comparison nor in intragroup comparisons (whole blood vs upper, whole blood vs lower, upper

vs lower samples).

3. PAR showed a positive correlationwith MPV in the total patient population (r=0.300,
p=0.04) and in responders (0.364, p=0.04), but this correlation disappeared in non-responders.
4. In the second recruitment of healthy subjects, mean platelet volume (MPV), absolute

immature platelet fraction (IPF), and percentage H-IPF were significantly higher in the upper
fraction compared to the lower fraction.

Platelet aggregation measurement

l. Novel results concluded from healthy cohort
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1. The whole blood aggregation expressed in AUC (aggregation unit x time) showed
significant differences compared either to the upper or lower samples separated after 1-hour
gravity sedimentation. In addition, the AUC of the upper sample was also significantly higher

compared to the lower one.

2. Velocity values indicating the slope of the curve also showed a significant difference in
the comparison of whole blood versus upper and lower, and upper versus lower blood fractions

respectively.

3. It should be noted that AUC values in the upper fraction exceeded the upper limit of
normal aggregation range (53-122) in 38% of healthy controls, suggesting that flotating
platelets exhibit ex vivo hyperaggregability in the presence of ADP.

4. The AUC values in the lower fraction were in the range "as if there was an effective
inhibition of aggregation”. This leads us to conclude that sedimented platelets cannot be

activated ex vivo by the addition of ADP.

5. In the lower fraction, PAR showed a significant negative correlation with AUC,

aggregation size (AU), and "velocity" indicating the slope of the curve.

. Novel results concluded from patients on clopidogrel treatment and healthy cohort

1. The whole blood aggregation expressed in AUC (aggregation unit x time) showed
significant differences compared either to the upper or lower samples separated after 1-hour

gravity sedimentation.

2. It is important to note that AUC values in the upper fraction was higher than the upper
limit of the therapeutic range in 59% of patients taking clopidogrel. Coincidence between cases

with an AUC above 53 in the upper fraction and non-responders to clopidogrel was significant.

3. It should be noted that in 40% of the healthy population the AUC measured in the upper
fraction was higher than the upper limit of the normal aggregation range (AUC: 53-122),
suggesting that up-migrating platelets exhibit ex vivo hyperaggregability in the presence of
ADP. However, the AUC values in the lower fraction showed no significant difference between

the healthy and the patient groups.

4. Both in whole blood and in the upper fraction, the aggregation unit (AU) on the vertical
axis and the velocity indicating the slope of the curve were significantly lower in clopidogrel-
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treated subjects than in the healthy control. In contrast, neither AU nor velocity values in the
lower fraction.showed significant difference between clopidogrel-treated subjects and healthy
controls. These findings suggest that sedimented (or non-flotating) platelets do not participate

in aggregation.

5. In patients taking clopidogrel, MPV and PLCR (%) in the upper fraction correlated
positively with AUC in the upper fraction.

6. Upper AUC is considered to be an independent risk factor for residual high platelet
reactivity (HRPR). AUC above 62 in the upper fraction, with a sensitivity of 84% and a

specificity of 71%, is predictive of non-responder status.

5.2.  Summary

1. It can be stated that the platelets of blood fractions separated by 1-hour gravity sedimentation
of whole blood differ in a number of properties (see results section).

2. The new method we first described, PAR, may be related to age and certain pathological

changes.

3. The AUC of the upper fraction separated by one-hour sedimentation of whole blood, as

measured by Multiplate aggregometry, is an independent predictor of HRPR status.

4. The H-IPF (%) value of the upper fraction separated by 1-hour gravity sedimentation of
whole blood may also be useful in identifying patients with HRPR.

5. HRPR may be related to the number, flotation, and enhanced aggregation properties of the
most immature platelet forms, and this appears to be supported by morphological (EM and
AFM) results.

6. Transmission electron microscopy images showed that platelets in the upper fraction had a
larger area and periphery than platelets in the lower fraction, and more alpha granules were
detected.

7. AFM may further refine the morphological analysis of sedimented platelets.
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