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1. BEVEZETES:
1. 1. A periférias artérias érbetegség:

A periférids artérids érbetegség (peripheral arterial disese: PAD) az atlagéletkor
emelkedésével az emberiség egyre nagyobb hanyadat érinti.

Magyarorszagon az Osszes haldlozési ok 51%-a érbetegség eredetii. A PAD 20%-ban fordul
eld az otven év feletti felndtt lakossag korében. Hazankban évi 270000-es angioldgiai
ambuldns forgalom mellett 42 ezer az érbetegség miatt korhazban apolt betegek szama és
ebbdl 34000 beteg keriil miitétre. Orszadgosan évente 6-7000-re tehetd az amputaciok szama.
A periférias artérias obliterativ arterioszklerdzisnak, a korondria szkler6zisnak és a karotisz-
rendszer obliterativ megbetegedésének alapjat azonos komplex korfolyamatok képezik. gy
nem meglepd, ha a PAD-ban szenvedd betegek fokozott mértékben vannak kitéve a
kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis torténéseknek. A PAD siirgdsségi, vagy elektiv
rekonstrukciés miitétei soran jelentés mértéki iszkémia reperfuzids (I/R) karosodassal is
szamolni kell. A sulyosan iszkémids végtag keringésének helyreallitasa mindmaig
kockézatos. A reperfuzios karosoddsok kivédése, és a szoveti oxidativ stressz csokkentése
alapvetden fontos a teljes klinikai restiticid eléréséhez.

Diabétesz mellituszban szenvedd betegeknél a PAD eléfordulédsa is gyakoribb, mint a nem
diabéteszesek betegek esetében. A diabétesztdl kisért periférias artérids érbetegségek még
stulyosabb kovetkezményekkel jarnak, mint ahogy az metabolikusan egészséges
személyeknél tapasztalhatd. Arra azonban csak elvétve talaltunk adatokat, hogy vannak-e
kiilonbségek az l-es és 2-es tipusu diabéteszes (T;DM, T.DM) periférids érbetegek
trombocita (TCT) funkcidja, illetve prooxidans/antioxidans statusza kozott.

1. 2. A trombocitak daltalanos jellemzoi fiziologids és patofiziologias koriilmények kozott

A trombocitadk a hemosztazis rendszer f6 komponensei. Szerepet jatszanak hemosztazis
fenntartasaban a gyulladas €és az immunvalasz modulalasdban, a sebgyogyuldsban, és a
szoveti regeneracioban. Baktericid hatassal is rendelkeznek, valamint fagocitozisra is
képesek, de a trombusképzddéssel jaro betegségek patomechanizmusaban is fontos szerepet
toltenek be.

A trombocita aggregacid legfontosabb aktivatorai, az adenozin difoszfat (ADP), a kollagén,
trombin, az 5-hidroxitriptamin (5-HT) és a tromboxan A2 (TXA,).

A tromboxan szintézis plasztikus novekedését irtak le, tobbek kozott instabil angindban, ami
ADP-fiiggd aggregacid stabil angindban fokozottabb, ¢és az akut koronaria szindroma,
valamint az angina velejardja az is, hogy az NO donorok aggregacio gatld hatdsa gatolt,
vagy meg is sziinik. Erelmeszesedés, koszorusér betegség, cukorbetegség, magasvérnyomas
betegség, hiperkoleszterinémia, dohdnyzas fokozott trombocita aggregacidhoz vezet.
Diabéteszes betegek koszorusér betegsége extenzivebb ¢és sulyosabb, mint ahogy az a
metabolikusan egészséges pacienseknél tapasztalhatd. Az endotélium normalis esetben
kontroll alatt tartja a trombocitdk reaktivitast a COX,, a PGI,, illetve a prosztanoid
szintetizal6 rendszer egyensulyan keresztiil. A gyulladasban levé endotélium azonban a
trombocitak kitapaddsat segiti eld, melyhez endotelialis oldalon az intracellularis adhézids
molekula - 1 (intercellular adhesion molecule: ICAM-1: ICAM-1), trombocita oldalon pedig
az apf; integrin sejtfelszini expresszidja is hozzdjarul. Az adhézié soran az aktivalt
trombocitdk  inflammatorikus és mitogén faktorok egész arzendljat juttatjak



mikrokornyezetiikbe, befolyasolva ezzel az endotelidlis sejtek kemotaktikus, adheziv és
proteolitikus sajatossagait. Patologias esetben a TCT gyorsan reagédl az endotélium sejtjeinek
Familidris hiperkoleszterinémias betegek trombocitai egy sor agonistira érzékenyebben
reagalnak. Hiperkoleszterinémias betegek magas trombomodulin szinttel rendelkeznek
(ugyanezt a jelenséget esszencialis hipertenzidban is leirtdk, csakigy, mint a fokozott
trombin képzést). A P-thrombomodulin szint emelkedése felgyorsitja a vérlemezkék
,turnover’-€ét.

A hiperkoleszterinémias betegek megvaltozott TCT-funkcidjanak felfedezése soran
kimutattdk, hogy az LDL koleszterin prokoagulans hatasu.

Osszefoglaloan megallapithatd, hogy szamos betegség jar egyiitt TCT hiperaggregabilitassal,
amikoris a trombocitdk szamara olyan kdrnyezet alakul ki, melyben a fiziologias szabalyzé
mechanizmusok nem, vagy eltéréen mitkddnek.

A trombocita funkcié tanulmanyozisa a vaszkulatirat érintd korképekben, igéretes
prevencids és terapias eredményeket hozhat, ezért is vallalkoztunk jelen munkankban a TCT
funkci6 és a megvaltozott antioxidans/prooxidans  statusz = kolcsonhatasdnak
tanulméanyozésara periférias verdérbetegeken.

1. 3. Az iszkémia reperfizios karosodasok bioldgiaja

Az I/R kérosodas relevans probléma trombozis, embodlia, miokardidlis infarktus, sztrok,
koszorusér ,bypass” miitétek, ballon angioplasztika, trombolizis, alsé végtagi
revaszkularizacids beavatkozas €s minden olyan eset utan, amikor az érpalya egy szegmense
kizarodik a keringésbdl (vagy sebészeti Uton kizarjak), majd 0jbol megnyilik, illetve
megnyitjak. Az érpalya elzarodéasat és kovetkezményes iszkémidt okozhatja embolia,
sztenotikus arteriopatia, vagy trauma kovetkeztében kialakuld artérids trombozis, artéria
spazmus, kiils6 kompresszid, de létrejohet anatomiai rendellenesség kovetkeztében is. Az
erek ellatési teriiletén az elzarddas ideje alatt iszkémia és acidézis alakul ki, mely az érintett
teriilet sejtjeit sulyosan karositja, vagy elpusztitja. A megmaradt szovetek alkalmazkodnak
az oxigénhianyhoz, metabolizmusukat aerobrol anaeorbra allitva at, de végiil ez a stratégia is
szovetkarosodashoz és pusztulashoz vezethet. Az akut és a kronikus iszkémia soran a szoveti
karosodas mértéke fiigg a hipoxia iddtartamatol, az érintett szovetek mennyiségétol, és a
paciens szisztémas artérias nyomasatol.

Az elzarddott erekben a véraramlas helyreallitisa mégsem veszélytelen, mivel ez els6sorban
az érszakasz ellatasi teriiletén, de a szervezet egészére nézve is, térfogati, nyomadsi és
metabolikus terhelést eredményez. A molekularis patofizioldgias kaszkad f6 komponense a
neutrofil aktivaciod, és az ennek kovetkeztében megndvekedett szabadgyok produkciod
(reaktiv oxigén és nitrogén species: ROS ¢és NOS), valamint az érintett sejtekben az
intracellularis Ca®" -szint novekedése. A reperfuzié korai periddusaban fokozodik a
proinflammatorikus citokinek, termeldédése. Ezek egyiittesen fenyegetik a kulcsfontossag
makromolekuldk (proteinek, lipidek és nukleinsavak) karositasa révén az egész szervezet
integritasat. Az Un. ,,oxigén paradoxon”, ennek a folyamatnak egyik legfontosabb patologias
velejardja, melynek kialakitdsdbn az oxigén szabadgyokok jelentds szereppel birnak. A
folyamat kimenetelét nagymértékben befolyasolja az antioxidans-prooxidans egyensuly
megbomlasanak mértéke.

A keringés ujraindulasival tovabb fokozodé magas intarcellularis Ca®"  szint
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mitokondriumokban csokkenti az oxigén fiziologidsan dominald négyelektronos redukciojat. A
normalis koriilmények kozott 2-3 %-ban jelen 1évd egyelektronos redukciod vizzé a tobbszordsére
fokozodik. Igy nagy mennyiségii, reakcioképes oxigén vegyiiletek (ROS): szuperoxid gyok (Oy),
hidrogén-peroxid (H,O;) ¢és hidroxil gyok (OH") keletkezik, melyek létfontossagii enzimek és



receptorok mukodését befolyasoljak. A tobbszordsen telitetlen zsirsavak karositasa révén
fokozott lipidperoxidacidt inditanak el, melynek kovetkeztében zsirsav peroxil gyokok és lipid
peroxidok képzddnek. Az onfenntartd reakcidé eredményeként lipid-lipid, lipid-protein, protein-
protein diszulfid hid keresztkotések jonnek létre, illetve protein- és zsirsavhasadas torténik. A
folyamatokat tovabb komplikalja az endogén antioxiddnsok (pl szuperoxid dizmutadz, redukalt
glutation, stb) elégtelen mennyisége €s aktivitasa.

A végeredmény a kompartmentalizaciot biztositd membranok integritasdnak elvesztése, a
kontraktilis apparatus karosodasa, a mitokondrium membran energiatermelésének valtozésa és az
iontranszport mikodés sériilése. A karosodast fokozza a lipazok altal felszabaditott, de a 1égzési
lancba bekapcsolodni nem tudo zsirsavak detergens hatdsa. A szdvettani képet jellemzi a
mitokondrialis 6déma, a kromatin dsszecsapzodas és a glikogén granulumok deplécioja.

2. AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI:

Jelen dolgozat fokuszaban a periférias artérias érbetegek trombocita funkcidjanak, valamint
prooxidans/antioxidans statusanak vizsgalata all. Vizsgalataink els6 sorozatdban ezt
siirgdsségi (12 beteg) ¢és elektiv (10 beteg) érmiitétek perioperativ  iddszakéban
monitoroztuk, és Osszefiiggéseket kerestiink a trombocita funkcié valtozasa, valamint a
miitétet kovetd antioxidans/prooxidans statuszban bekovetkezd eltérések kozott. Az
alapbetegséget mindkét csoportban $Zamos tarsbetegség is kisérte
(magasvérnyomasbetegség, diabétesz mellitus, dohdnyzas okozta tiid6karosodas).

Ezért kiilon vizsgalatban tanulmanyoztuk olyan periférids artérias érbetegek trombocita
funkcigjat és antioxidans prooxiddns statusat (Osszesen 46 beteg), akiknek egyestipust
(T,DM; 24 beteg), illetve kettestipusu diabétesz mellitusz (T,DM; 22 beteg) is tarsult a PAD
mellé.

2. 1. Prospektiv randomizalt vizsgalatunk elsé sorozatiaban arra kerestlink valaszt, hogy a
tobb oOraja fennallo, az alsd végtagot érintd iszkémia miatt slirgdsségi revaszkularizacios
veréér mitétre keriild betegekten (Akut csoport) hogyan valtozik a beteg trombocita
funkcio, kétféle mérési technika (vérlemezkedus plazmaban transzmittancia, teljes vérben
impedancia méréseken alapuldtechnika) akalmazésa mellett.

Ugyanezen betegeknél monitoroztuk a fehérvérsejtek szabadgyok termelését, valamint a
betegek antoxidans/prooxidéns stitusit. A méréseket a miitét eldtt, a miitét utan 2 és 24
oraval, valamint 1 hét mulva is elvégeztik, és a kapott eredményeket Gsszehasonlitottuk
tervezett revaszkularizaciés miitétre keriild betegek (Elektiv csoport) megfeleld adataival.
Kontrollként egészséges onkéntes véradokon mért értékeket hasznaltuk.

Vizsgaltuk tovabba, hogy a miitét utdn mikor, és milyen mértékben all helyre a fiziologias
trombocita funkcié a két kiillonb6zé betegesoportban. Vizsgaltuk, hogy a trombocita funkcio
rendezddése egylittjar-e az oxidativ stressz megsziinésével.

2. 2. Vizsgélataink madsodik sorozatiban célul tiztik ki, hogy 1-es és 2-es tipusuy,
diabéteszben szenvedd periférias artérias érbetegeken tanulmanyozzuk a trombocita funkcio
¢s az antioxidans/prooxidans statusz valtozasat, és ezek esetleges egymasra hatasat.
Vizsgaltuk tovabba, hogy hosszl ideje fennalldé T,DM ¢és ToDM esetén van-e a diabétesz
tipusatol fiiggd kiilonbség a trombocita funkcidban és az antioxidans/prooxidans statuszban
periférias areérids érbetegeken.



3. A TROMBOCITA FUNKCIO ES AZ OXIDATIV STRESSZ MONITOROZASA
ALSOVEGTAGI REVASZKULARIZACIOS MUTETEK SORAN

3. 1. A vizsgalatokba bevont betegek:

A dolgozatban bemutatott vizsgalatokat a nemzetkozi etikai szabalyoknak megfelelen, a
Magyar Egészségiigyi Minisztérium 35/2005 (VIII.16) rendeletét betartva, a Pécsi
Orvostudomanyi ¢és Egészségtudomanyi Kozpont Regionalis Kutatas-Etikai Bizottsaga
engedélyével végeztilk. Az egészséges Onkéntesek, akik az Orszagos Vérellatd Szolgalat
Pécsi Regiondlis Kozpontjanak véraddi voltak, szintén irdsban egyeztek bele a
vizsgalatokba.

A vizsgalatban résztvevo betegek a Baranya Megyei Korhaz Sebészeti Tanszékén keriiltek
mitétre, a laboratériumi méréseket a Sebészeti Oktato és Kutatd Intézetében végeztiik
Prospektiv, randomizalt, nyilt tanulmanyunk els¢ csoportjaba felndtt, kritikus
végtagiszkémia miatt als6 végtagi revaszkularizaciés miitétre keriilé betegeket vontunk be
(Akut, n = 12; 9 férfi, 3 n6). A betegek atlagéletkora 58,1 £ 7,3 év volt. Az iszkémia oka 8
esetben embdlia, egy esetben infrarenalis aorta aneurizma ruptura a tobbi esetben az ok
femoralis szintli akut artérids trombdzis volt. A masik betegcsoportot obliterativ artérias
vizsgalatokkal és Doppler méréssel igazolt végtagiszkémia miatti elektiv miitétre kertiild
betegek alkottdk (Elektiv; n=10, 6 férfi és 4 né) atlagéletkor: 61,2 + 9,72 év). Az iszkémia
ideje 42,8 + 16,3 percig tartott. Kontroll csoport a vizsgalatokba bevont 10 egészséges
onkéntes vérado volt.

3. 2. Mintavételi protokoll:

Periférias vérmintékat vettiink, kozvetleniil a mitét eldtt, majd a miitétet kdvetden 2 és 24
ora mulva, illetve 1 hét utdn. Az egészséges csoportban csak egy vérmintat vettiink.

3. 3. Alkalmazott modszerek:

- A trombocita funkcio vizsgalata vérlemezkedus plazmaban (PRP)

A trombocitdkat differencidl centrifugédlassal kiilonitettiik el, alacsony fordulatszdmon
(120 g). Feliiluszoként vérlemezkében gazdag plazmat (PRP) kaptunk. Ezt eltavolitva
(igyelve arra, hogy kizarolag trombocitakat izolaljunk), a maradékot magas fordulatszamon
tovabb centrifugaltuk (1000 g). A keletkezett feliillusz6 a trombocita szegény plazma (PPP),
mely a mérések kontrolljaul szolgalt. A méréseket négycsatornas Carat TX4 aggregométerrel
(Carat Diagnostic kft, Budapest), a mintdk folyamatos kevertetése mellett (37 °C, 1000 rpm)
végeztik, 450-450 pl térfogatban, a késziilék hasznalati utasitasat kovetve. A PPP
transzmissziojat 0%-nak, a PRP-ét 100%-nak véve adtuk meg az egyes mintdkban az
aggregacio mértékét, a maximalis aggregacié (100%) %-aban kifejezve. Induktorként
adenozin difoszfatot (ADP 5 és 10 uM) és kollagént (2 pg/ml) hasznaltunk. A megadott
normalértek az ADP (5 és 10 uM) esetében 62-92%, a kollagén (2 pg/ml) esetében 64-92%
volt.

-A trombocita funkcio vizsgalata teljes vérben:

Teljes vérben az Ingerman-Wojenski, és Silver altal kifejlesztett, impedancia mérésen
alapuld modszerrel vizsgaltuk a trombocita aggregacidt, Chrono-Log tipust lumino-
aggregométerrel. A mérésekhez trindtrium citrattal alvadasgatolt, fiziologids sooldattal 1:1
aranyban higitott (0.5 ml:0.5 ml) vénas vért hasznaltunk. Az aggregacios gorbe kialakulasat



az induktor hozzaadasa utan 6 percig kovettiik kétcsatornas direktird késziilékkel, 1 cm/perc
papirsebesség mellett. Az aggregacid mértékét Ohmban fejeztiik ki, a késziilék belsod

crer

be. Induktorként ADP-t (5 uM) és kollagént (2 pg/ml)hasznéltunk.
- Prooxidansok vizsgalata:

- Szabadgydk termelés meghatarozasa teljes vérbol

A szabadgyOk termelést trinatriumcitrattal alvadasgatolt teljes vérben vizsgaltuk,
kemiluminometrias, kinetikus modszerrel lumino aggregométer segitségével (Chrono-Log).
A szabadgyok képzdédést 0,2 pg/ml forbol-12-mirisztat-13-acetattal (PMA), indukaltuk,
miutan regisztraltuk a minta hattér lumineszcencidjat. A keletkezett szabadgyokoket luminol
(3,33 pg/ml) hozzdadéasaval tettiik mérhetévé, az értékeket kétcsatornds direktird
segitségével rogzitettiik. A kapott diagrammok alapjan meghataroztuk az indukcié és
aktivacio kozott eltelt id6t, a szabadgydk termelési gorbe felszalld szaranak meredekségét
(arbitralis egység/sec) ¢és a gyoktermelés fehérvérsejt szamra vonatkoztatott maximumat
(maximalis szabadgyok produkcié: arbitralis egység/mm’-enkénti fehérvérsejt szam).

- Malondialdehid (MDA) meghatdrozas
A vorosvértestmembran és a plazma MDA tartalmat, mint a lipidperoxidacié markerét
standard fotometrias modszerrel, tiobarbitursav jelenlétében hatdroztuk meg.

- Mieloperoxidaz meghatarozasa plazmaban:

Egy ujabban megjelent tanulmany szerint a magas MPO szint jobb prediktora periférias
artérids érbetegekben a fokozott kardiovaszkularis veszélyeztetettségnek, mint a C-reaktiv
protein. Standard fotometrids modszerrel hataroztuk meg a mennyiségét.

- Antioxidansok vizsgalata:

- Szuperoxid dizmutdz enzim aktivitas mérése hemolizatumban

A szuperoxid dizmutdzok a legdsibb fémtartalmi endogén antioxidans enzimek, melyek
rezet, cinket, mangant, vasat €s nikkelt tartalmazhatnak kofaktorként. Prokariota és eukariota
szervezetekben egyardnt megtalalhatok.

A mérés alapelve, hogy a szovetekben, vérben, plazmaban taldlhatdé SOD enzim gatolja az
adrenalin atalakuldsat adrenochromma (szines, fotometralhaté komplex), mely standard
kinetikus fotometrids modszerrel konnyen mérhetd. A gatlas mértékébol (optimalisan 50%-
os) a benne levé enzim mennyisége kiszamithatd. Valojaban azt hataroztuk meg, hogy a

e

felelt meg.

- Redukalt glutathion (GSH) meghatdrozas teljes verbdl, és plazma proteinek szulfhidril
csoportjainak (total—thiol csoport) meghatarozasa

A GSH jelentds antioxidans kapacitassal rendelkezik, igy pl regenerdlni képes bizonyos
tokoferol vegyiileteket is. A plazma albuminja féleg thiol csoportjai révén a legjelentdsebb
extracellularis antioxidans molekula, melynek antioxidans kapacitdsit szamos koriilmény
befolyasolhatja. A plazmafehérjék antioxidans kapacitasat jellemeztiik a plazma szulthidril
proteinek szulthidril csoportjainak meghatadrozadsdhoz standard fotometrias modszereket
hasznaltunk, melyeket 5,5’-dithiobis-2-nitro-benzoesav (DTNB) jelenlétében végeztiink.



3. 4. Statisztika:

A mérési eredményeket atlag + SE formaban fejeztiik ki. A kiindulési értékhez viszonyitott
eltéréseket egymintds Student-féle t-probaval szamoltuk, mig a csoportok kozotti
kiilonbséget kétmintas t-teszttel és ANOVA vizsgalattal hataroztuk meg. A kiilonbségeket
p<0.05 értéknél tekintettiik szignifikansnak.

3. 5. A vizsgalatok elso sorozatanak eredményei:
3. 5. 1. Trombocita aggregacio valtozasa
3. 5. 1. 1. Aggregdcio mérés vérlemezkedus plazmaban:

Az izolalt trombocitakon végzett aggregacié mérések lehetdve teszik, hogy a vér tobbi sejtes
elemének hatasatol fiiggetleniil vizsgaljuk a trombocita funkcidt, és ellendrizziik az
aggregaciogatlé terapia hatékonysagat.

- A7 ADP vel indukalt aggregdcio PRP-n

A Kontroll csoportban az ADP-vel indukélt aggregaci6 mértéke a normal értéknek
megfeleld volt (61-91%).

A betegcsoportokban a vizsgalt idépontokban (miitét el6tt, miitét utan 2 éraval, 24 6ra mulva
¢és 1 héttel késObb) a maximalis aggregacio a két betegcsoportban nem mutatott kiilonbséget
egymashoz képest, de mindkét esetben szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a Kontroll
vérmintakban mért, €¢s nem érte el a normal érék alsd hatarat. Azt eredmények alapjan az
aggregaciogatlo terapia a trombocitak szintjén hatékonynak bizonyult.

- Kollagénnel indukalt aggregdacio PRP-n

Egészséges onkéntesek kollagénnel indukalt aggregéacidja a normalértéknek megfeleld (64-
92%) volt. A periférias érbetegek értékei minden vizsgalt idépontban ennél szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak. A miitét utin mindkét betegcsoportban atmeneti, nem szignifikéns
csokkenést észleltiink a kiindulasi értékhez képest. A vizsgalat egy hete alatt ez az érték az
Elektiv csoportban nem valtozott, mig az Akut csoportban visszadllt a miitét eldtti szintre. A
vizsgélatbol megallapithatd, hogy az aggregacido gatld terdpia az izolalt thrombocytak
szintjén mindkét csoportban hatékonynak, és megfelelének bizonyult

3.5.1.2. Aggregdcio mérés teljes vérben

-ADP-vel indukalt aggregacio:

Az izolalt trombocitdkon a Kontroll csoport ¢és a betegcsoportok kozott mért szignifikans
kiilonbség teljes vérben mar egyaltalan nem volt kimutathat6. Az Akut csoportban a miitét
eldtt, a mtét utan kozvetleniil, €s 24 6ra mulva tapasztaltunk némi ingadozast az aggregacid
mértékében, de a Kontroll csoporthoz képest a kiilonbség mar nem volt szignifikdns. Egy
héttel a mtét utan azonban szignifikans, nagy mértékii aggregacio fokozddast mértiink, az
Osszes korabban mért értékhez képest (p<0.001).

A Kontroll csoportban az induktor hozzdadasa ¢és az aggregacido meginduldsa kozott egy
perc telt el, mig az Akut csoportban a miitét elétt és a miitét utan az induktor hozzdadasa



utdn szinte azonnal megindult az aggregacio. Ugyan ezt tapasztaltuk a mitét utan egy héttel
is, ekkor azonban a gérbe meredeksége is jelentdsen ndtt

Az Elektiv csoportban csak kismértéki, statisztikailag nem szignifikdns aggregacid
fokozodas volt mérhetd 1 héttel a miitét utan

-Kollagénnel indukadlt aggregacio:

Az Akut csoportban mért aggregacido a miitét utan kismértékli csokkenést mutatott a miitét
elott mért értékhez képest. A mitét utdn egy héttel azonban, az ADP-vel indukalt
aggregéaciohoz hasonldan, az Akut csoport betegeinél jelentds, és statisztikailag szignifikans
aggregacio fokozodast tapasztaltunk, a csoporton beliil valamennyi korabban mért értékéhez
képest. A kollagénnel indukalt aggregac6 mértéke minden vizsgalt iddpontban
szignifikdnsan magasabb volt, mint a Kontroll és Elektiv csoportokban mért érték
(p<0.001).

Az Elektiv csoportban nem észleltiink hasonl6 valtozast.

3. 5. 2. Prooxidansok:

- PMA-val indukalt szabadgyok produkcio

Az egységnyi fehérvérsejtszamra korrigalt szabadgyok produkcid tekintetében jelentds
kiilonbséget tapasztaltunk a két betegcsoport kozott. A hosszan fennall6 iszkémia hatdsara az
Akut csoportban mar a miitét eldtt szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink a
gyoktermelést jellemzO valamennyi Aaltalunk vizsgalt paraméterben. A posztoperativ
idészakban, pedig még ehhez a magas értékhez képest is fokozoddott a keringd sejtek
egységnyi fehérvérsejtszamra korrigdlt szabadgyok termelése Ugyanakkor ebben a
csoportban a fehérvérsejtszdm is magasabb volt a normalértéknél és szignifikdnsan
kiilonbozott a Kontroll csoport értékeitél. Igy ebben a csoportban nem csak a magasabb
fehérvérsejtszam miatt volt fokozottabb a szabadgyoktermelés, hanem az egyes
fehérvérsejtek szabagyok produkcidja is emelkedett volt.

Az Elektiv csoportban a kontroll csoporthoz képest, a fehérvérsejtszamban, és a PMA-val
indukalt szabadgyok produkciot jellemzé paraméterekben statisztikailag szignifikans
kiilonbséget csak egy héttel a miitét utan tapasztaltunk. A szabadgyok produkcio indukélasa
¢s keletkezése kozott eltelt id6, minden iddpontban csaknem megegyezett a Kontroll
csoportban mérttel. A gyoktermelési gorbe felszalld szaranak meredeksége, ¢és a
gyoktermelés maximum értéke azonban, a Kontroll csoportban mértnél szignifikdnsan
magasabb volt (p<0,05, p<0,01) egy héttel a miitét utan.

Az Akut betegcsoportban az Elektivhez képest sokkal aktivabb, az indukalé impulzusra
érzékenyebb €s szdmban is tobb fehérvérsejt jelenlétével kell szamolni.

- Hemolizatum és plazma MDA koncentrdacio vizsgalatanak eredményei:

A tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxigén szabadgyokok altal okozott peroxidacidja soran
keletkezd egyik végtermék, a malondialdehid, mellyel a lipid peroxidacid mértékét
jellemeztiik. Hemolizdtumban csak az Elektiv csoport esetében talaltunk szignifikdns
emelkedést a miitét utan a kiindulasi értékhez (p<0.05), és a Kontroll csoportban mért
értékhez képest is (p<0.05). Az AKkut csoportban, a vizsgalati periodusban nem tortént
valtozas a hemolizatum MDA szintjében. Ebben a csoportban az MDA szint mar a miitét
elott alacsonyabb volt, mint az Elektiv csoportban mért, ¢s Kontroll csoportban mértt6l sem
kiilonbozott, és a miitét alatt is végig ezen az alacsony szinten maradt. Vizsgalatunkban a
plazma MDA szintje valtozott szignifikdnsan, a miitét utin az Akut, és az Elektiv,



csoportban is magasabb volt, mint a Kontroll csoportban mért (p<0.05), de az elektiv
csoportban egy hét mulva visszatért a kiindulési értékre.

- Mieloperoxidaz szint:

A mieloperoxidaz szintet rutin vizsgalatokban nem szokasos meghatarozni, de egy 2003-as
tanulmany szerint a mellkasi fajdalomra panaszkodo6 betegeknél a miokardidlis infarktus jo
prediktora megemelkedett szintje. Egy tjabban megjelent tanulméany szerint a magas MPO
szint jobb prediktora periférids artérids érbetegekben a fokozott kardiovaszkuldris
veszélyeztetettségnek, mint a C-reaktiv protein.

A jelen vizsgélatban is, mindkét beteg-csoportban szignifikdnsan magasabb volt az MPO
szint, mint a Kontroll csoportban. Az iszkémia és a korai reperfuzié alatt kismértékii
csOkkenést tapasztaltunk, mely csak az Elektiv csoportban volt szignifikans (p<0,01).
A mutét utan egy héttel mindkét csoportban visszaallt a miitét el6tt mért szintre

3. 5. 3. Antioxidansok valtozdsa:
- Superoxid dizmutaz aktivitdas:

A betegcsoportokban a SOD aktivitds mar a miitét eldtt szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a Kontroll csoportban. Az Akut csoportban pedig még az Elektiv csoportban mértnél
is szignifikdnsan alacsonyabb értékeket detektaltunk (p <0,05), melyek 24 oraval a miitét
utan tovabb csokkentek (p<0,05 vs. mitét eldtt, és p<0,001 vs. Kontroll).

- A redukalt glutathion mennyisége (GSH) és a vérplazma szulfhidril (-SH) csoportjainak
koncentracidja

A GSH miitét elotti értékében a harom csoport kozott nem volt kiilonbség. A miitét utan
mindkét betegcsoportban dtmeneti csokkenést tapasztaltunk. Egy héttel a miitét utan azonban
visszaallt a miitét eldtti érték

A plazma total -SH koncentracioja a GSH-szintekhez hasonldan valtozott.

3. 6. Eredmények osszefoglalasa és kovetkeztetések:

A kordbban iszkémids szervek, és szovetek vérelldtdsanak helyreéllitasa komplikaciok egész
sorat inditja el, melyek alapvetden két kategoéridba sorolhatok: az egyik a regionalis valasz,
mely a volt iszkémids szoveteket érinti, a masik, mely az iszkémiatol tavoli szervek, és
szovetek karosodasat okozza, tobbszervi elégtelenséget okozhat, az egész szervezetet
veszélyezteti és haldlos kimenetelil lehet.

Annak ellenére, hogy az iszkémia-reperfuzioés karosodas jelenségét csaknem Otven éve
leirtak, nincs pontos ismeretiink arrdl, hogy miként medidlodik, illetve hogyan lehet
megeldzni, vagy kezelni.

Egyetértés van azonban abban a tekintetben, hogy a vazizom I/R sériilése direkt modon
korrelal az iszkémia idGtartamaval és sulyossagaval €s az érintett szovetek mennyiségével.
Szamos vizsgalatban tanulméanyoztdk periférids revaszkularizacios érmiitétek sordn az
aggregacio gatlo terapia és az antikoagulansokkal torténd kezelés hatékonysagat, de ezen
vizsgalatok tobbségében Doppler ultrahang mérésekkel és angiografiaval ellendrizték a
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mitét és a terapia effectivitasat, igy a trombocita funkciordl és a gyulladasos reakciok
lefolyéasarol nem szolgaltatnak megfeleld adatokat.

Tobb mint 1400 beteget vizsgaltak multicentrumos vizsgalat soran, az alsévégtagot €rintd
kritikus végtagiszkémia miatti sztent graft beiiltetése utdni terapia hatékonysdganak
ellendrzésére. Béta adrenerg receptor blokkold, sztatin és aggregacio gatldo kezelés
hatékonysagat vizsgaltdk az egy ¢éves mortalitdsra. Egyediil a statinkezelés javitotta
szignifikans modon a talélést.

Abban a néhany vizsgélatban, mely kritikus végtagiszkémia soran célul tlizte ki a trombocita
funkci® monitorozasat, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az azpirin kezelés a
proatherogén kemokin expressziot, és a TCT aggregacido markereit nem képes csdkkenteni
ezeknél a betegeknél.

Vizsgalataink kozéppontjaban a revaszkularizacios periférids érmiitétek altal eldidézett I/R
karosodas allt. Az aggregabilitdas monitorozasara, ADP-t és a kollagént hasznaltunk
induktorként.

Vizsgalataink ujnak tekinthetdk abban a tekintetben, hogy a TCT funkciot, trombocitadus
plazméban és teljes vérben parhuzamosan monitoroztuk, a teljes hospitalizacios fazis alatt.
Esetiinkben Iényeges kiilonbséget tapasztaltunk a teljes vérben és a trombocitadas
plazméaban mért aggregdbilitds kozott. Vizsgalataink alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le,
hogy izolalt trombocitdkon az aggregéacio gatld szerek hatékonysagat specifikusan a TCT-re
vonatkozoan tudjuk tesztelni, teljes vérben pedig, a vér mas sejtes elemeinek és a kdrnyezet
(a vérplazma elemei, enzimek, antioxidans és prooxidans plazmaproteineknek) trombocita
funkcidra gyakorolt moduldlo hatasat vizsgalhatjuk.

Vizsgalataink alapjan jol lathatd, hogy az alkalmazott aggregaci6 gatlo terapia kurativ hatasa
a trombocitak szintjén mindkét betegcsoportban érvényesiilt, de teljes vérben ez a gatlo hatés
mar nem volt kimutathat6. Az igy végzett vizsgalatok alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az Akut csoport esetében a teljes vérben mért trombocita aggregacio
fokozodast elsésorban nem az aggregacid gatlo terapia elégtelen volta okozta. A két
preparatum kozott az a 1ényeges kiilonbség, hogy az egyikben az 0sszes sejtes véralkotd, mig
a masikban csak a trombocita volt jelen. Eredményeinkben az volt a meglepd, hogy amig a
PRP-ben mért értékek megfeleld aggregacié gatlast mutattak mindkét betegcsoportban,
addig az Akut csoportba tartozd betegek teljes vérében mind az ADP-vel mind a kollagénnel
indukalt aggregacidban szignifikdns és nagymértékii aggregéicio fokozodast tapasztaltunk
egy héttel a mitét utan.

A jelenség hatterében, az antioxiddns prooxiddns egyensuly zavara allhat, hiszen a teljes
artérids elzarddast kovetd hossza iszkémia, majd a rakovetkezd reperfuzido a fennalld
kronikus betegséggel egyiitt hatalmas stresszt jelent nem csak az érintett végtag, hanem az
egész szervezet szamara. A fehérvérsejtszam az Akut csoportban minden vizsgalt
idépontban a kéros érték hataran volt, de az Elektiv csoportban is mértiink magas értékeket,
pl a mitét utan 24 oraval. Az Akut csoportban, a teljes vérben mért szabadgyok produkcio
valamennyi mért és szamitott paramétere azt mutatta, hogy mar a miitét el6tti mintaban, a
PMA hozzaadast kovetéen a Kontroll csoportban mérthez képest jelentdsen fokozddott a
valaszkészség. A reakcididd szignifikdns csokkenése, a gyoktermelési gorbe felszallo
szaranak fokozott meredeksége, a fehérvérsejtek oxidativ dgensek iranti érzékenysége mind
a fokozodasat jelezte.

Ezt a jelenséget, sokkal kisebb mértékben az Elektiv csoportban is tapasztaltuk, a maximalis
szabadgyok produkcio tekintetében. Feltételezziik, hogy az altalunk mért PMA-val indukalt
szabadgyok produkcid oroszlanrészét a fehérvérsejtek NADPH oxidaz enzime termeli. A
fokozott szabadgyok produkcié azonban nem egyediil felelds az antioxiddns prooxidans
egyensuly megbomldsaért. Fontos szerep tulajdonithato a SOD enzim aktivitdsdban
bekovetkezd jelentds csokkenésnek, mindkét betegesoportban, mar a miitét el6tt is. Az Akut
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csoport értékei szignifikansan alacsonyabbak voltak, nem csak a Kontroll, hanem az Elektiv
csoportban mérthez képest is, a miitét hatdsara, pedig ez az alacsony érték még tovabb
csokkent. A SOD-szint kismértékli csokkenését az Elektiv csoportban is megfigyelhettiik 24
oraval a mitét utan, de ez a kiindulédsi értékhez képest nem, csak a kontroll csoport
értékeihez képest volt szignifikans.

Vizsgalataink alapjan valdszintinek latszik, hogy a SOD deficienciencia szerepet jatszik a
szabadgyok produkcid jelentds fokozddasdban, és az Akut csoportban a mutét utan egy
héttel tapasztalhaté fokozott aggregabilitasban. Fontos itt megemliteni azt a legljabb
megfigyelést, hogy a magyar lakossag diabéteszes populacidja korében a kataldz enzim
munkatarsai pedig periférids artérids érbetegek gastrocnemius izmaban irtak le a kontrollhoz
képest szignifikansan alacsonyabb SOD aktivitast.

A prooxidans kornyezet hatdsaként aktivalodott lipid peroxidacié mértékét altaldban a
keletkezett MDA mennyiségével jellemezziik. Esetlinkben ez a marker vordsvértest
hemolizatumban ¢s szérumban eltéréen viselkedett. Hemolizatumban az Akut csoport
vorosvérsejtjeinek MDA szintje nem kiilonbozott a Kontrolltdl, és minden vizsgalt
idépontban szignifikdnsan alacsonyabb volt, az Elektiv csoportban mért értéknél. A
plazméban mért érték viszont szignifikdnsan magasabb volt az Akut csoportban, mint a
Kontroll ¢s Elektiv csoportban. Ennek az ellentmondédsnak a felolddsara probaltunk
Osszefliggést keresni mas, vorosvértestekkel kapcsolatos egyéb paraméterek valtozasaival. A
vorosvérsejtszamban nem talaltunk szignifikans kiillonbséget a harom csoport kozott, €s a
hemoglobin koncentraci6 is csak a miitét utdn 24 oraval mutatott kismértékii, bar
szignifikans csokkenést az Akut csoportban. A jelenség hatterében a vordsvértest membran
foszfolipid/koleszterin ardnyanak megvaltozasat, valosziniisitjiik.

Irodalmi adat, hogy a hosszan fennallo ateroszkler6zis hatasiara a lipid membranok
struktiréja atépiil, kevesebb tobbszordsen telitetlen zsirsavat tartalmaz, és rigidebbé valik.
fgy feltevésiink szerint a MDA, mint a tobbszorosen telitetlen zsirsavak peroxidaciojanak
nyomjelzdje, ezekben az esetekben ,,4l negativ’ eredményt ad, mivel a membranban mar
nincs olyan mennyiségli tobbszordsen telitetlen zsirsav, melynek a peroxidacidja
kimutathat6 lenne.A plazma MDA szintje mindkét betegcsoportban magasabb volt, mint a
Kontroll csoportban. Mig a miitét utdn az Elektiv csoportban csak atmeneti emelkedést
tapasztaltunk, addig az Akut csoportban még egy hét muilva sem rendezddott a plazma
MDA szintje. A plazmaban mért fokozott lipid peroxidacié szintén fontos komponens
lehetett a teljes vérben mért korosan magas aggregacidban.

Az antioxidans védelem két fontos komponense, az intracellularis GSH és a plazméban levo
szulfhidril csoportok dsszessége, kiilondsen az albumin —SH-csoportjai. Miitét el6tti szintjlik
nem kiilonbozott a harom csoportban. A miitéti beavatkozas azonban atmeneti, kismértékii,
am szignifikans csokkenést okozott mindkét paraméter esetében. Irodalmi adatok igazoljék,
hogy az inhalacids narkotikumok fokozzak az oxidativ stresszt, és bizonyos helyi
érzéstelenitd szerek metabolizmusuk soran befolyasolhatjak a GSH szintet. A sebészi trauma
maga is csokkenti a GSH-szintet human vazizomban

Az éllatkisérletek és human vizsgalatok szerint az érsebészeti beavatkozasok I/R karosodast,
nem csak a beavatkozas helyén, hanem az egész szervezetben. A beavatkozasok tobbsége
szklerotikus érrendszert érint, gyakran diabétesz mellitusz, és hipertonia jelenlétével is
szamolni kell. Ezek az allapotok mind fokozott szabadgydk kidramléassal jarnak, amit a
sebészeti beavatkozas okozta I/R sériilés csak tovabb fokoz.

Az aktivalt trombocita dontd szerepet jatszik az ateroszklerdzis kialakuldsaban és
valoszintileg fokozza az érsebészeti beavatkozasok kockazatat is. Ezzel egyiitt kevés olyan
adat 4ll rendelkezésre, ami magyarazna a betegség rossz prognézisat. Néhany ilyen tdmpont,
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a komplement rendszer reperfuzi6 alatti aktivaldodasa, a leukocyta-TCT interakcid, és a
fokozott endotelin kidramlas.

Jelen vizsgélataink eredményei az antioxidans prooxidans egyensuly megbomlasara hivjak
fel a figyelmet, melynek legfobb kovetkezménye, kiilonosen hosszan fennalld iszkémia
esetén, hogy a hatékony, izolalt trombocitdk szintjén kimutathato TCT aggregacio gatlas
ellenére is fokozott TCT aggregécios készséggel kell szamolnunk.

A TCT aggregacid gatlasa fontos, €s hasznos a stlyos komplikéacidk elkeriiléséhez, de a
tobbi keringd sejt és a kornyezet allapotaban bedllott valtozasokat is figyelembe kell venni,
mint amilyen a hattérben permanensen zajlod, és az 1d6 mulasaval egyre fokozddo
szabadgyok produkcid, a korosan alacsony SOD szint, melyet a lipid peroxidacio
allandosult, megemelkedett szintje is sulyosbit. A fokozott MPO aktivitas, a gyulladasos
folyamatok feler6sddését jelzi. Mindezek egyiitt olyan kdrnyezetet teremthetnek, melyek a
trombusképzddés és reokklizio felé vihetik el a folyamatokat.

4. A TROMBOCITA FUNKCIO ES AZ OXIDATIV STRESSZ MONITOROZASA
DIABETESZES PERIFERIAS ERBETEGEKEN

4. 1. Bevezetés

Napjainkban az egészségiigyi vilagszervezet, a WHO, két f6 formajat kiilonbozteti meg a
diabétesz mellitusnak. Ha a magas vércukorszint oka a hasnyalmirigy Langerhans
szigeteiben levo P-sejtek destrukcioja és elégtelen inzulin termelése, mely lehet
velesziiletett, ¢s/vagy autoimmun reakcidé miatti elégtelenség, akkor 1-es tipust (T;DM)
diabéteszrdl beszEliink. A diabéteszes betegek 10%-at teszi ki ez az abszolut inzulinhiannyal
jar6 betegség. Ha a hiperglikémia a nyugati életstilus és taplalkozési szokasok, valamint
genetikai hajlam egyiittes kovetkezményeként alakul ki, és inzulin rezisztencidval jar egyiitt,
akkor 2-es tipust diabéteszrdl (T,DM) van sz0.

A T,DM heterogén, multifaktoros, poligenetikus betegség, melyet az inzulin szekrécid
elégtelensége, relativ inzulin hidny és inzulin rezisztencia jellemez, ¢és magas
vércukorszinttel parosul. Jellemzdje még a vérplazma magas szabadzsirsav (FFA) szintje és
gyakran jar egyiitt hipertoniaval. A T,DM betegség megjelenése napjainkban csaknem eléri
a jarvany szintjét. Ha a jelenlegi trend nem valtozik, 2025-re tobb mint 300 millid
diabéteszes beteg ¢l majd a F6ldon.

A diabétesz mellitusz 0ndlld rizikd tényezdje a kardiovaszkularis morbiditasnak ¢és
mortalitdsnak. A diabétesz mikroangiopatidhoz kothetd szovodményei (nefropatia,
retinopatia, neuropatia) mellett a makroangiopatias szovédmények legtdbbje, mint amilyen a
koszoruserek, a nyaki verderek €s a periférias artéridk betegségei, egyre jobban eldtérbe
keriilnek, mivel legjobban ezek az érteriiletek vannak kitéve az ateroszklerozis karositd
hatdsanak. Mig a mikroangiopatiara javitolag hat a szigoru glikémias kontroll, addig erre a
nagyerek tekintetében nincs egyértelmi bizonyiték.

Epidemiologiai evidencia a diabétesz mellitusz és a PAD téarsuldsa. A diabétesz jelenlétének
idétartama korrelal a PAD sulyossagaval. A diabéteszes betegek korében gyakoribb az
infrapopliteralis artérias okkluzio, és naluk az intavaszkularis kalcifikaci6 is sulyosabb, mint
a nem diabéteszes betegeknél. A diabétesz jelenléte férfiakban 3,5-szordsére, mig ndkben
8,6-szorosara noveli az intermittalo klaudikacié gyakorisdgat, és a végtag amputacio is
gyakoribb diabéteszes, mint a nem diabéteszes betegeknél. Egyes szerzOk szerint a
populacidhoz képest 12,4 (95%, 10,9-14,9), és 65 ¢év felett ez a szdm csaknem
megduplazodik.
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Hosszu évekbe telik, amig az inzulin rezisztens allapotbo6l kialakul a T,DM, mivel az inzulin
rezisztenciat a hasnyalmirigy fokozott inzulintermeléssel még kompenzalni tudja. A
hiperinzulinémia aran még évekig fenntarthat6 a normalis vércukorszint, melynek nyoman
kompenzalt inzulinrezisztencia alakul ki, ami végiil a hasnyalmirigy fokozatos kimertilését
A metabolikus eltérések megjelenésétél 10-12 év is eltelhet, mire a betegséget
diagnosztizaljak. Ilyenkor mar csak a kialakult diabéteszt lehet detektalni, ekkorra altaldban
mar valamilyen szovédmény is jelen van, leggyakrabban a neuropatia. A diabétesszel egyiitt
jaré hiperglikémia talajan kifejlddnek a mikroangiopatids szovédmények (neuropatia,
retinopatia, nefropatia és erektilis diszfunkcio), melyek kialakuldsdban nagy szerepet jatszik
a redukdldé monoszacharidok és az amino csoportot tartalmazé makromolekuldk kozott
lezajlo, Louis Camille Maillard altal 1912-ben leirt, nem enzimatikus glikozilacio, és a
gliikéz autooxidacidja. Mindkét esetben nagy mennyiségli oxigén eredetli szabadgyok
képzédik. Mig az inzulinfliiggd szovetek nem jutnak megfeleld tapanyaghoz, addig az
inzulint6l fliggetlen médon metabolizalo szévetekben (retina, szemlencse, endotélium és az
idegek), a fokozott gliikdz expozicid hatdsdra megnd az intracelluléris szorbitol és fruktdz
szint, mely ozmotikus stresszt jelent a sejt szdmara. Ennek oka, a magas gliik6z szint mellett
aktivalddo alternativ cukorlebontasi ut két kulcsenzimének (aldéz reduktdz és a szorbitol
dehidrogenaz) fokozott mitkddése. Ugyanakkor az aldo6z reduktdz enzimnek a tilmiikodése
fokozott szabadgyok produkcioéval is jar, mivel kofaktorként ugyanazt a nikotinamid adenin
reduktaz, és az endotélium fiiggd simaizom relaxacidért felelés NO-szintdz. A magas
vércukor- ¢és szabadzsirsav-szint szamos modon fokozza a szabadgyok produkciot.
Csokkentik a NO biologiai hozzaférhet6ségét és a prosztaciklin szintézist, ugyanakkor
fokozzak a lipoxigendz, a ciklooxigendz (COX) és a NADPH oxiddz aktivitdst, ami
mitokondrialis diszfunkcidhoz vezet.

Az endotélium, a szemlencse, a neuronok, és a vérlemezkék is az inzulintdl fiiggetlen
moddon veszik fel a cukrot, miikodésiik szabalyozasaban mégis alapvetd szerepet jatszik

az inzulin. A szénhidrat, és lipidanyagcserére gyakorolt hatdsdn kiviil az inzulin
befolyasolja a simaizom tonust az angiogenezist €s a hemosztazist is. Direkt vazodilatator
hatdsat sokan vitatjadk, bar a vazizom nutritiv ereire gyakorolt hatasa bizonyitott. A
vazizomban az inzulin nem csak a véraramlast, hanem a vértérfogatot is noveli, igy
valddi vazodilatitor hormonnak tekinthetd. Az inzulin vazodilatator hatasa mellett,
bizonyos koriilmények kozott vazokonstriktor hatast is kifejthet. Az elébbit eNOS —
fliggd, az utobbit endotelin fliggd modon, valamint a MAP kindz rendszeren keresztiil
érvényesiti. Az inzulin trombocita aggregaciora gyakorolt hatdsa mogott a cAMP és
cGMP fokozo hatas all, mely ép endotélium esetén az NO produkcid fokozodasahoz
vezet, mely aggregacid gatlo hatast eredményez, és a felszabaduld vazoaktiv anyagok a
simaizom relaxaciéhoz is hozzajarulnak

4. 2. Anyagok és modszerek:
4. 2. 1. Betegek

Vizsgalatainkba a Baranya Megyei Korhdz periférids érbeteg ambulancidjan megjelent
betegei koziil (0sszesen 46 beteg, a kovetkez6 megoszlasban: 24 T,DM (18 férfi, 6 no);
atlagéletkoruk 69,0 + 2,3 év), valamint 22 T,DM (18 férfi, 4 nd; atlagéletkoruk 65,7 + 3,7
¢v)) beteget vontunk be. Egészséges kontrollként 11 anonim véradd vérét hasznaltuk (8 férfi,
3 nd; atlagéletkoruk 33,0 + 6,7 év). Valamennyi beteg és onkéntes vérado irasban egyezett
bele a vizsgalatok elvégzésébe.
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Antidiabetikus kezelésként a T;DM betegek inzulint kaptak, pontosan meghatarozva az
alkalmazés koriilményeit. A T.DM betegek, két kivétellel, akik elérehaladott diabétesziik
miatt inzulint kaptak, kombindlt oralis antidiabetikus terapidban részesiiltek.
Aggregaciogatlot valamennyi beteg kapott. Antikoagulans szerként a T\DM csoportban 4
beteg Syncumart, 14 beteg, pedig alacsony molekulatomegii heparint (LMWH) kapott. A
T,DM csoportban aggregacidogatlot valamennyi beteg szedett. Antikoagulans szerként a
T,DM betegek koziil 4 Syncumart, 10 beteg, pedig LMWH kezelést kapott. A
betegcsoportok gyogyszerelésében alapveto kiilonbség csak az antidiabetikus terapidban volt
A tarsbetegségek aranya a két csoportban megegyezett, és a dohanyosok aranya sem
kiilonbozott szignifikansan.

4. 2. 2. Méodszerek:

Az alkalmazott modszerek megegyeztek a 3.3. pontban leirtakkal, azzal a kiilonbséggel,
hogy a diabétesztes betegek €s az egészséges Onkéntesek esetében vérvételre csak egyszer
keriilt sor.

4. 3. Statisztika:

Eredményeinket a mérések 4atlaga + SD formatumban adtuk meg. A mintdk
Osszehasonlitdsara Student-féle egy- és kétmintds t-tesztet alkalmaztunk. A kiilonbséget
akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

A gorbe alatti teriileteket Microcal/Origin 6.0 professional programm segitségével
szamitottuk ki. Ugyanezzel a programmal vizsgaltuk a vércukorszintek és a teljes vérben
ADP-vel, illetve a kollagénnel indukalt aggregacié gorbe alatti teriiletei kozotti korrelaciot.

4. 4. Eredmények

4. 4. 1. A periférias diabéteszes artérias érbetegek klinikai kémiai vizsgdalatanak
eredményei

A betegek vércukor, triglicerid értékei lényegesen magasabbak voltak a normalértéknél. Az
atlagos koleszterin szint a normalértéken beliil volt, bar a csoport betegei kozott a
normalértéknél magasabb  értékek is eléfordultak. A  fokozott aggregabilitds
rizikétényezojeként kell emliteniink a mindkét csoportban megemelkedett fibrinogén szintet
is, mely az altalunk vizsgalt betegek esetében is magasabb volt a normal értéknél.

A T;DM csoportban volt a legmagasabb a fehérvérsejtszam (11,2 + 1,3 x 10* sejt/ul’).
Ertéke szignifikansan kiilsnbozétt a Kontroll csoportban mérttél (6,71 + 0,32 x 10* sejt/ul’),
(p<0.01). A T,DM csoportban a fehérvérsejtszam 8,92 + 0,99 x 10 sejt/ul® volt, és ez az
értek nem kiilonbozott szignifikansan a masik két csoportban mérttdl.

4. 4. 2. A trombocita aggregdcio vizsgalatok eredményei izolalt trombocitikon

Megkozelitéleg azonos trombocitaszdm mellett jelentds kiillonbségeket tapasztaltunk a
betegcsoportok és a Kontroll csoport kozott az 5 uM ADP-vel indukalt aggregacidban.
A betegcsoportokban az ADP-vel indukalt aggregacié mértéke, és az aggregacidos gorbe
felszalld szaranak meredeksége alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban mért. A 10 uM
ADP-vel indukalt aggregaci6 ezzel csaknem teljesen megegyezd eredményre vezetett.
Megitélésiink szerint mindez az aggregacid gatlo terapia hatékonysaganak kdszonheto.
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A kollagénnel indukalt aggregacio is szignifikdnsan alacsonyabb volt a két betegcsoportban,
mint a Kontroll csoportban (p<0.01) mért. A T,DM csoportban a maximalis aggregacio és a
végsO aggregacio magasabb értéket mutatott, mint a T{DM csoportban, de a kiilonbség nem
volt szignifikdns, az aggregacios gorbe felszalld szaranak meredekségee esetében tapasztalt
kiilonbség viszont szignifikansnak bizonyult.

4. 4. 3. Trombocita aggregdcio vizsgalatok teljes vérben

Az impedancia mérésen alapuld aggregacido mérési technika kevésbé hasznalatos, szemben az
izolalt trombocitdkon végzett vizsgalatokkal. Sajat méréseink azonban arra irdnyitottak ra a
figyelmet, hogy a két mérés parhuzamos alkalmazasa hasznos, j eredményeket hozhat.

A teljes vérben ADP-vel indukalt aggregacidoban azt a fajta csokkent aggregabilitast, amit
izolalt trombocitdkon mértiink, mar nem tapasztaltuk. Az ADP-vel indukalt aggregaci6 atlaga
a két betegcsoportban az induktor hozzdadasa utani 6. percben csaknem a duplaja a kontroll
csoportban mértnek. A kiilonbség azonban statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak.
Ezért minden esetben meghataroztuk a gorbe alatti teriileteket

A gorbe alatti terliletek (AUC) értékei alapjan szignifikéans kiilonbséget talaltunk a kontroll és
a diabéteszes betegek ADP-vel indukalt aggregicidja kozott. A két diabéteszes csoport
aggregacioja azonban nem kiilonbozott egymastol.

A kollagén szinte azonos mértékli aggregaciot indukalt a T,DM és a Kontroll csoportban. A
T,DM csoportban az aggregacié mértéke meghaladta a Kontroll és T,DM csoportban mért
értékeket.

A vizsgalatok sordn korrelaciot szamoltunk a teljes vérben detektalt gorbe alatti teriiletek és
a betegek vércukor értékei kozott mind az ADP-vel, mind a kollagénnel indukalt aggregacio
esetében.

Szignifikans lineéris korrelaciot talaltunk T;DM betegek teljes vérében az ADP-vel indukalt
aggregacio soran detektalt gorbe alatti teriilet és a betegek vércukorértékei kozott (p<0,005,
R*=0,6551,y = 3,338x-11,378).

A tobbi csoportban ilyen Osszefiiggést nem talaltunk.

4. 4. 4. Prooxidansok vizsgalatanak eredményei:
- PMA-val indukalt szabadgyok termelés:

A kontroll csoportban a fehérvérsejtszamra korrigalt szabadgydk produkcié minimalisnak
bizonyult (9,072 + 2,36 AU/10° fehérvérsejtszam). A legintenzivebb szabadgydk termelést a
T,DM csoportban mértiik. A T;DM csoportban a gyoktermelés maximuma htisszorosa volt a
kontroll csoportban mértnek, mig a T,DM csoportban ez az érték csak 6tszoros volt.

A betegcsoportokban a gyoktermelés indukalasa és keltkezése kozott eltelt id6 rovidiilt, és a
gyoktermelési gorbe felszalld szaranak meredeksége nétt a Kontroll csoportban mérthez
képest, de a kiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikdnsnak.

- MDA szint hemolizatumban:
A harom csoport MDA szintje kdzott statisztikailag szignifikans kiilonbség nem volt.
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4. 4. 5. Antioxidansok vizsgalatanak eredményei:

A klinikai vizsgalatok masodik sorozataban az antioxidans rendszert a SOD ¢és GSH
értekekkel jellemeztiik.

Mindkét betegcsoportban csokkent SOD aktivitast tapasztaltunk, mely kiillondsen a T, DM
csoportban volt kifejezett. A diabétesz altal okozott szisztémas oxidativ stressz €s oxidativ
karosodas kialakulasdban fontos komponens az elégtelen SOD miikddés, mely a mi
vizsgalatunkban is megmutatkozott. Vizsgalataink szerint a SOD aktivitds csokkenése a
diabétesz tipusatol fliggetlen. Egyes kutatok szerint a patologias helyzetekben
tapasztalhat6 elégtelen SOD miikddés hatterében a kofaktor hidny is szerepet jatszik.

A T,DM csoport GSH szintje kis mértékben, de szignifikdnsan alacsonyabb, mint a T,DM
csoportban mért. A Kontroll és a T, DM csoportban a GSH szint nem kiilonbozott.

4. 4. 6. Eredmények osszefoglalasa és kovetkeztetések:

A diabétesz mellitusz legfobb jellemz6i az ¢éhgyomri hiperglikémia, és az ateroszklerotikus
szovOdmények magas kockéazata, mely a koszorusereket, az agyi keringést és a periférids
ercket egyarant érinti. A diabétesz mellituszt protrombotikus allapotként is jellemzik.
Szamos kozlemény emeli ki az aggregaciogatlo terapia fontossagat az iszkémias események
elkertilésében, mégis a diabéteszes betegek a mai napig fokozott rizik6ju csoportot képeznek
az iszkémids események tekintetében. Evidencidkat taldlunk arra nézve is, hogy a fokozott
trombdzishajlam mar az inzulinrezisztencia allapotaban is jelen van. Hatterében a
all. A XlI-es és VIl-es koagulacios faktorok fokozott mennyisége szintén asszocialddik az
inzulin rezisztencidval.

A plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) szintjének novekedését azonban nem a
keresztiil medialodik. Az endotélium diszfunkcio, mely csokkent NO produkcidval és
elégtelen NO-medialt vazodilatiacidval jar, szintén kiséréje az inzulin rezisztencianak.
Hatterében az elégtelen NO produkcié és prosztaciklin szintézis all. Ezeken feliil a
vérlemezkék rezisztencidja is nd (mds okbol) az endotélium aggregéiciogatld hatasaval
szemben. Igy az endotélium és a trombocitdk fel6l is a trombusképzést tiamogatod
mechanizmusok keriilnek eldtérbe. Ugyanakkor bizonyos véralvadasi faktorok szintje is
emelkedett.

A hiperglikémia és az altala okozott nem enzimatikus glikozilacid befolyasolja a fibrin
molekuldk struktarajat és funkciojat is, mely denzebb és a fibrinolitikus stimulusokkal
szemben rezisztensebb alvadékot eredményez.

Az Aszpirin a trombozis profilaxisaban leggyakrabban és legeredményesebben hasznalt
antitrombotikus gyogyszer, mely irreverzibilisen géatolja a TXA, keletkezését. A TXA,
keletkezése azonban nem az egyetlen mechanizmus, ami a vérlemezke aggregaciot
indukélja. A magas ADP, adrenalin koncentraci6, és a fokozott vérdramlési sbességbdl
ad6dé nyirderd szintén trombocita aggregaciohoz vezet. Igy nem meglepd, amikor olyan
adatokat taldlunk, hogy az Aszpirinnel kezelt betegeknek csak 25%-a vélaszol megfeleld
modon a terapidra.

A vizsgalatainkba bevont diabéteszes periférids artérids érbetegeket a Baranya Megyei
Korhaz Ersebészeti Osztalyanak ambulans betegei koziil random médon valasztottuk.
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Jelen vizsgalatainkat ugy folytattuk le, hogy a betegek a megszokott gydgyszereik hatasa
alatt alltak. Aggregacidgatlét (mono-, vagy kombindcids terdpiaban) valamennyi beteg
szedett, valamint mindkét diabéteszes csoportban a betegek tobb mint fele antikoaguldns
terapidban is részesiilt. A trombocitafunkcié heparin jelenlétében torténd valtozasairdl tobb
mint 30 évre visszamendleg taldlunk meglehetésen ellentmondasos kozléseket. Egészséges
onkénteseken Heinrich és munkatarsai kimutattak, hogy a frakcionalatlan heparin aktivalja a
trombocitdkat, mig az alacsony molekulatomegti heparin aggregacié fokozd hatadsa 3000
dalton alatt megsziinik.

Mi tulajdonképpen az alkalmazott terapia hatékonysagat monitoroztuk izolalt trombocitdkon
¢s teljes vérben.

A bevalogatott betegek metabolikus statusat jellemezte, hogy, ¢hgyomri vércukor, és
triglicerid szintjiilk meghaladta a normalértékeket. Az izolalt vérlemezkéken végzett
vizsgalataink jol demonstraltak, hogy az aggregacid gatlo terapia a trombocitdk szintjén
hatékonynak bizonyult, hiszen mind az ADP-vel, mind a kollagénnel indukélt aggregacio
tekintetében szignifikans aggregacio gatlast detektaltunk a Kontroll csoporthoz képest, bar a
csokkenés mértéke a T, DM csoportban kisebb mértékii volt, mint a T\DM csoportban. Az
aggregacios gorbe felszalld szaranak meredeksége pedig szignifikdnsan magasabb volt a
T,DM csoportban, mint ahogy azt a T{DM csoportban detektaltuk.

Teljes vérben végzett aggregacid6 méréseink alapjan azonban nem tudtunk szignifikans
kiilonbséget kimutatni a hdrom csoport kozott, sem az ADP-vel, sem a kollagénnel indukalt
aggregacio tekintetében, igy az aggregacio gatlo terapia hatékonysaga teljes vérben nem volt
igazolhato.

A mai napig is vita Ovezi azt a kérdést, hogy van-e direkt asszociacid a vércukorszint, és a
trombocita aggregacido kozott. Jelen vizsgalatunkban pozitiv szignifikdans korrelaciot
mutattunk ki az ADP-vel indukalt aggregacios gorbe alatti teriilet és az ¢éhgyomri
vércukorszint kozott, T DM betegeknél.

A kapott eredmények igy arra engednek kovetkeztetni, hogy a teljes vérben mért fokozott
aggregabilitdsért nem az aggregicio gatld terdpia elégtelen volta a felelds, hiszen a
trombocitak szintjén megfeleld aggregacid gatlast mutattunk ki. Sokkal inkabb feltételezhetd
a megvaltozott kornyezet szerepe az aggregacid fokozodasban. Vallas J és munkatérsai
vizsgaltak az aszpirin rezisztencia hatterében zajlé folyamatokat és megéallapitottak, hogy a
vérlemezkék reaktivitisa vaszkuldris betegek ¢€s iszkémias szivbetegek vordsvértesteinek
jelenlétében fokozodik

A megemelkedett fehérvérsejt szam, a fehérvérsejtek fokozott szabadgyok termelése szintén
szerepet jatszhat az aggregacid gatlas mindkét betegcsoportban detektalt hidnyanak. Csiszar
¢s munkatarsai 2002-ben leirtak egy nem enzimatikus, oxidacio-fliggd szintézis utat, mely
soran az arachidonsavbol a TXA,- hoz hasonldé vazokonstriktor és proaggregacids hatasu
izoprosztan vegyiilet keletkezik. A szerzOk feltételezik, hogy a COX-tol fiiggetlen
izoprosztan szintézis felelds bizonyos mértékig az aszpirin rezisztenciaért.

A reaktiv oxigén intermedierek az LDL oxidéacidja révén is fokozni képesek a TCT
aggregaciot. A SOD altalunk is detektalt csokkent aktivitdsa, mely a fehérvérsejtek ROS
termelését mar nem tudja semlegesiteni, szintén hozzajarul az aggregicio fokozdodasahoz.
Ugyancsak ehhez jarul hozza a plazma magas fibrinogén szintje a masodlagos hemosztazis
aktivitds fokozodasa altal, és valdszinlileg szdmos maés altalunk nem vizsgalt faktor is
kozremikodik a diabéteszes periférias érbetegek teljes vérében mért fokozott
aggregabilitdsdhoz, és altalaban a betegség rossz progndzisdhoz.

Kiilonosen fontosnak tartjuk ebben a tekintetben a T;DM csoportban mért kiilondsen magas
ROS produkciot, mely nem kiilonbozott a sulyos, hosszan fennalld végtagiszkémia miatt
rekanalizaciés mitétre keriilt betegcsoportban mérttél (Akut csoport), akiknek vizsgalatat a
jelen dolgozat elsd része foglalja 6ssze.
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A periférids okkluziv betegségek legfobb klinikai tiineteinek (klaudikéacid, a nyugalmi
fajdalom és a szoveti karosodas) hatterében a beteg, beszlkiilt artéridk lelassult véraramlasa,
¢és a szovetek rossz oxigenizacidja kovetkeztében kialakult mitokondrialis diszfunkcio all,
melynek kdvetkezménye az elégtelen ATP ¢és fokozott szabadgyok produkceio, valamint a
lokalis gyulladasos reakcio, melyet a hiperglikémia csak stlyosbit.

Diabéteszes betegekben szamos védoéfehérje hianyat, vagy elégtelen miikodését mutattak ki.
Ilyen példaul a hdésokk protein 70 (HSP-70) expresszidja, és a jelen dolgozatban is
kimutatott SOD aktivitds csokkenés. A SOD miikodés helyreallitasan és a HSP-70 szint
expressziojanak fokozasa révén hat6 hidroxilamin szdrmazék, az Arimoclomol ezen az uton
fejti ki protektiv hatasat a diabétesz szdmos szovodményével szemben, mint amilyen a
neuropatia, retinopatia és az inzulin rezisztencia. Experimentalis modellekben SOD
mimetikus hatasti tempol védelmet nyljt a diabétesz okozta vesekarosodéassal szemben
genetikusan hipertonids, diabéteszes patkanyokban.

A vérlemezkék védelmében az érfal simaizomzatban és a plazmaban jelenlevd HSP-20 vesz
részt, melynek in vivo ¢és in vitro is jelent0s aggregaciogatld hatasa van. Jelen
vizsgalatunkkal ramutattunk arra, hogy a trombocitak rendkiviil bonyolult kdlcsonhatasban
vannak kornyezetilkkel. A trombocitakkal kapcsolatban levd sejtek allapotvaltozasai
jelentésen befolyasoljak miikddésiiket, ugyanakkor a trombocitdk is hatnak autokrin és
parkrin modon egymadsra, a kdrnyezetiikben levo keringd sejtekre és az érfalat felépitd sejtek
miikodésére. Mindezek fényében gy érezziik, hogy jelenleg érvényben 1évd (elsésorban
Aszpirin alapu) aggregacio gatld terapia atgondolasra szorul.

5. AZ ERTEKEZES UJ EREDMENYEI:

1. Elséként mértiik periférids artérids érbetegek trombocita funkcidjat és antioxidans /
prooxidans statusat parhuzamosan siirgdsségi ¢és elektiv revaszkularizacidos érmitétek
perioperativ idészakdban a miitétet kovetd elsé hét végéig. Vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy az izolalt trombocitakon mért aggregacid gatlas még nem jelent
védettséget, mert a vér mas keringd sejtjeinek moduldlo hatdsa feliilirja az aggregaciogatlo
terapia hatasat.

2. Kimutattuk, hogy siirgdsségi érmiitétek utan egy héttel jelentds és statisztikailag is
szignifikans aggregacid fokozodas 1ép fel, mely mind az ADP-vel mind a kollagénnel
indukalt aggregcioban megnyilvanul. Az ADP-vel indukalt aggregaciéo esetében az
aggregacio mértéke az esetek tobbségében meghaladja a normal tartomény felsé hatarat. A
jelenséget a szabadgyOk termelés permanens fokozoddsa és az antioxidans enzimek
(els6sorban a SOD) aktivitasanak szignifikans csdkkenése kiséri.

3. Kimutattuk, hogy a revaszkularizdcios érmiitétek perioperativ iddszakdban, hogy a
hosszan fennalld iszkémia elsésorban a SOD aktivitast meriti ki, és a kritikus
végtagiszkémia miatt rekonstrukcids érmiitétre keriilo periférias érbetegek keringd sejtjeinek
PMA-val indukalt szabadgyok produkcidja folyamatosan nd. Kimutattuk tovabba, hogy a
hosszan fenndllo iszkémia utan revaszkularizacidos miitétre keriild betegek esetében a
keringés helyreallitadsa nem jar egyiitt az antioxidans / prooxidans egyensuly helyredllasaval,
hiszen a miitétet kovetden még egy hétig a PMA-val indukélt szabadgyok produkcio
lényegesen meghaladja a Kontroll csoportban mért értéket, és az antioxidans enzimek
aktivitdsa sem 4all helyre.

4. ElsOként monitoroztuk diabéteszes, T{DM és T.DM, periférids érbetegek trombocita
funkcigjat parhuzamosan teljes vérben és trombocitadis plazmaban. Jelentos kiilonbséget
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talaltunk a két betegcsoport kozott. Az ADP-vel indukalt aggregaciora, a teljes vérben mért
gorbe alatti teriiletek alapjan mindkét betegcsoport fokozottabb aggregécioval valaszolt,
mint a Kontroll csoport. Ezen kiviil korreldciot mutattunk ki az ¢éhgyomri vércukorszint és az
ADP-vel teljes vérben indukalt aggregacidos gorbék gorbe alatti teriiletei kozott. A
Kollagénnel indukalt aggregaciora a T{DM csoport érzékenyebb volt.

5. Diabéteszes periférias érbetegeken eldszor mutattunk ki szignifikdns és jelentés SOD
deficienciat, mely a diabétesz tipusatol fiiggetlennek bizonyult.

6. A PMA — val indukalt gyoktermelést mindkét betegcsoportban a Kontroll csoporthoz
képest szignifikdnsan fokozottabbnak talaltuk. Uj eredménynek tekinthetd, hogy ebben a
tekintetben szignifikans kiilonbség mutatkozott a két diabéteszes betegcsoport kozott. A
T,DM csoport betegeinek szabadgyok produkcidja tobb mint haromszorosa volt a T,DM
csoporténak.
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