A TROMBOCITA FUNKCIO ES AZ OXIDATIV STRESSZ VIZSGALATA

PERIFERIAS ERBETEGEKEN

PHD TEZISEK

Kiirthy Maria

Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola
Vezet6: Prof. Dr. Komoly Samuel egyetemi tanar

Program ¢s témavezetd: Prof. Dr. Roth Erzsébet

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,

Sebészeti Oktatod és Kutatd Intézet

2008



Tartalomjegyzék:
1. Roviditések jegyzéke:
2. BEVEZETES:
2. 1. A trombocitak altalanos jellemzoi
2. 1. 1. A trombocita (TCT) keletkezése és morfologiaja

2. 1. 2. A trombocita fiziologias miikodése

2. 1. 3. A trombocita mitkddese patologias koriilmények kozott:

2. 2. Az iszkémia reperfuzios karosodasok biologiaja
2. 2. 1. .Mitokondrialis légzési lanc és mikroszomak
2. 2. 2. A nitrogén-monoxid és szuperoxid egyensuly
2. 2. 3. A xantin-oxidaz rendszer

2. 2. 4. Egyéb szuperoxid forrasok:

3. A VIZSGALATOK CELJA:

4. A TROMBOCITA FUNKCIO ES AZ OXIDATIV STRESSZ

AT BEES E N

11

16
19
19
20
20

22

MONITOROZASA ALSOVEGTAGI REVASZKULARIZACIOS MUTETEK

SORAN

4. 1. Beteganyag és vizsgalo moédszerek
4. 1. 1. A vizsgadlatokba bevont betegek
4. 1. 2. Mintaveételi protokoll
4. 1. 3. A trombocita funkcio vizsgalata PRP-ben
4. 1. 4. Trombocita funkcio vizsgalata teljes vérben:
4. 1. 5. Prooxidansok vizsgalata:
4. 1. 6. Antioxidansok vizsgalata
4. 1. 7. Statisztika

4. 2. Eredmények:
4. 2. 1. Vorosveérsejtszam, hematokrit és hemoglobin értékek
4. 2. 2. Trombocita aggregadcio valtozasa
4. 2. 4. Prooxidansok
4. 2. 5. Antioxidansok valtozadsa:

4. 3. Eredmények osszefoglalasa és kovetkeztetések

23
23
23
25
25
26
26
28
30
31
31
33
38
42
45



5. A TROMBOCITA FUNKCIO ES AZ OXIDATIV STRESSZ
MONITOROZASA DIABETESZES PERIFERIAS ERBETEGEKEN 51
5. 1. Bevezetés 51
5. 1. 1. Az inzulinrezisztencia kialakulasdanak elméleti
hattere 53
5. 1. 2. A T2DM kialakulasa és kovetkezményei, az
inzulin rezisztencia és az oxidativ stressz kapcsolata 55

5. 1. 3. A trombocita funkcio valtozasa az inzulin rezisztencia

kialakuldsat kévetoen 57
5. 2. Anyagok és modszerek: 58
5. 2. 1. Betegek 58
5. 2. 2. A trombocita aggregacio vizsgalata 59
5. 2. 3. Prooxidansok vizsgalata: 60
5. 2. 4. Antioxidansok vizsgalata: 60
5. 2. 5. INR érték és fibrinogén koncentracio 61
5. 2. 6. Statisztika: 61

5. 3. A periférias diabéteszes érbetegek vizsgalatainak eredményei 62

5. 3. 1. A trombocita aggregdcio vizsgadlatok eredménye izolalt

trombocitdkon 63

5. 3. 2. Trombocita aggregacio vizsgalatok teljes vérben 64

5. 3. 3. Prooxidansok vizsgalatanak eredményei 67

5. 3. 4. Antioxidansok vizsgalatanak eredményei 68

5. 4. Eredmények osszefoglalasa és kovetkeztetések 71

6. UJ EREDMENYEK: 75
7. FELHASZNALT IRODALOM: 77
8. A TEMAVAL KAPCSOLATOS SAJAT PUBLIKACIOK 88
8. 1. Kozlemények: 88

8. 2. A témaval kapcsolatos absztraktok: 91

8. 3. A témahoz szorosan nem kapcsolodo kozlemények 91

9. KOSZONETNYILVANITAS: 101



Roviditések jegyzéke:

ADP
ATP
Ca?
CABG
CAT
COX
DAG
DNS
DTNB
EDTA
GP
GPx
GSH
HDL
ICAM-1
IP;

IR
LDL
MLC
mRNS
NO
NSAID
OCS
P47
PAD
PAF

PAI-1

adenozin difoszfat

adenozin trifoszfat

kalcium ion

coronary artery bypass grafting
katalaz

ciklooxigenaz

diacilglicerol
dezoxiribonukleinsav
5,5-ditiobisz-2-nitrobenzoesav
etilén-diamin-tetraecetsav
glikoprotein

glutathion peroxidaz

redukalt glutathion

magas denzitast lipoprotein
intercellularis adhézioés molekula-1
inozitol trifoszfat

inzulin rezisztencia

alacsony denzitasu lipoprotein
myosin light chain kinase
messenger RNS

nitrogén monoxid

nem szteroid gyulladasgatlo gyogyszerek
open canalicular system
pleckstrin

peripheral arterial disease
platelet activating factor

plazminogén aktivator inhibitor-1



PDGF
PGG,
PGH,
PGI,
PIP,
PLA,
TCT
PMA
PPP
PRP
RNS
ROS
SOD
T,DM
T,DM
TGF
TIA

TRIS

TS
TXA,
Xox

vWF

platelet derived growth factor
prosztaglandin G2
prosztaglandin H2
prosztaglandin I,

foszfatidil difoszfat
Foszfolipaz A,

trombocita
phorbol-12-mirisztat-13-acetat
platelet poor plasma
trombocita dus plazma (platelet rich plasma)
reaktiv nitrogén species

reaktiv oxigén species
szuperoxid dizmutaz

1-es tipust diabétesz mellitusz
2-es tipusu diabétesz mellitusz
transforming growth factor
transient ischemic attack
2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol, azaz
trishidroximetilaminometan
tromboxan szintdz

tromboxan A,

xantin oxidaz

von Willebrand faktor



2. BEVEZETES:

A periférias artérias érbetegség (peripheral arterial disese: PAD) az atlagéletkor
emelkedésével az emberiség egyre nagyobb hdnyadat érinti. A betegség eléfordulasa és
gyakorisaga nagy eltéréseket mutat, a foldrajzi, éghajlati, életmod és munka koriilmények
fiiggvényében is. Az USA-ban 10 millidra tehetd az alsé végtagi érbetegek szama, férfiakon
gyakoribb, mint nékon, 60 év folott az el6fordulds 10%-o0s. A PAD miatt végrehajtott
miitétek szdma az USA-ban évente 260000.

Az Edinburgh Artery Study szerint a klaudikacio intermittens kérképben szenvedd betegek
20 %-a 5 éven beliil elhalalozik, 13,7%-uk kardiovaszkularis okok miatt, ezért a ,,British
Recommendation on Prevention of Coronary Heart Disease in Clinical Practice” ajanlasa
szerint a PAD betegeket ugy kell kezelni, mint azokat a betegeket, akik az elsé miokardialis
infarktust talélték' .

Magyarorszagon az Gsszes halalozasi ok 51%-a érbetegség eredetll, és a PAD az 6tven év
feletti felnott lakossdg 20%-at érinti. Hazankban évi 270000-es angiologiai ambulans
forgalom mellett 42 ezer az érbetegség miatt kérhazban apolt betegek szama €s ebbdl 34000
keriilnek miitétre. Orszagosan évente 6-7 ezerre tehetd az amputacidk szdma’.

A periférids artérias obliterativ arterioszklerozisnak, a koronaria szkler6zisnak és a karotisz-
rendszer obliterativ megbetegedésének alapjat azonos komplex korfolyamatok képezik. Igy
nem meglepd, ha a PAD-ban szenvedd betegek fokozott mértékben vannak kitéve a
kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis torténéseknek?. Mamode N és munkatarsai szerint a
korai posztoperativ idészakban ez kiilondsen igy van, 6k a betegek 12 %-andl tapasztaltak
miokardialis infarktust’. A fentiek alapjan valésziniisitheté, hogy az abnormalis trombocita
funkci6 mind az ateroszkler6zis progresszidjaban, mind az akut iszkémias eseményekben
szerepet jatszhat.

A PAD siirgbésségi, vagy elektiv rekonstrukcidos miitétei soran jelentds mértékii iszkémia
reperfuzids (I/R) karosodassal is szamolni kell. A stlyosan iszkémids végtag keringésének
helyreallitisa mindmaig kockédzatos, magas morbiditasi ¢és mortalitasi beavatkozas,

melynek csokkentéséhez a hattérben zajld patofizidlogiai folyamatok megismerése, és annak



befolyéasolasa elengedhetetlen. Az 1991-ben Glasgow-ban 126 embolektomian atesett
betegen végeztek 7 évig tartd prospektiv vizsgalatokat, mely szerint a végtag megtartasi rata
88%, a 7 éves mortalitas pedig 26% volt. A mortalitds Osszefiiggésben allt az érintett
izomtdmeg nagysagival és a mitét alatti iszkémia idStartaméaval®. A reperfuzios
karosodasok kivédése, és a szoveti oxidativ stressz csokkentése alapvetden fontos a teljes
klinikai restiticié eléréséhez’. Nagyon nehéz monitorozni azokat a sejtszintli folyamatokat,
amelyek befolyasoljak a revaszkularizacidés miitétek kimenetelét, vagy markerei lehetnek a
varhaté eseményeknek™’.

Mig a koszorusér betegségeket, korondria intervencios beavatkozasokat és a koszorusér
bypass miitéteket kiilonleges figyelem ¢€s publicitas dvezi, addig a periférias érbetegségekkel
kapcsolatban nagysagrenddel kevesebb adat all rendelkezésre. A periférias érbetegeken
jelentkez6 I/R karosodast kisérd, trombocita (platelet: TCT) funkcioban bekdvetkezd
valtozasokrol, pedig alig talalunk adatokat’, holott a PAD betegek kardiovaszkularis
események miatti mortalitasa (miokardidlis infarktus, sztrok) magasabb a korcsoport
kontrollnal'.

Diabétesz mellituszban szenvedd betegeknél a betegség 2 évtizedes fennallasa utan 12%-ban
fordul el6 periférias angiopatia. A PAD el6fordulasa is gyakoribb, mint a nem diabéteszesek
betegeken. A diabétesztdl kisért periférids artérids érbetegségek még sulyosabb
kovetkezményekkel jarnak, mint ahogy az metabolikusan egészséges személyeknél
tapasztalhat6, de arra csak elvétve talaltunk adatokat, hogy vannak-e kiilonbségek az 1-es és
2-es tipusu diabéteszes (T;DM, T,DM) periférias érbetegek TCT funkcidja, illetve

prooxidans/antioxidans statusza kozott.

2. 1. A trombocitdk altalanos jellemzoi

A trombocitak a hemosztazis rendszer f6 komponensei, legfobb feladatuk a véralvadasban
szerepet jatszo kémiai anyagok szallitdsa, melyek segitségével kitapadnak a sériilt felszinre,
létrehozzak az elsdédleges hemosztatikus rogét, megakadalyozva ezzel a tovabbi

vérveszteséget €s elinditjdk a véredény integritdsanak helyreallitdsat is. A vérlemezkék a



hemosztazis fenntartasaban'' jatszott szerepiik mellett a gyulladds és az immunvélasz

3 is részt vesznek.

moduldlasdban'?, a sebgyogyulasban", és a széveti regeneracioban'®'
Antimikrobialis proteinjeik révén baktericid hatissal is rendelkeznek'®, valamint
fagocitozisra is képesek'’, de az trombusképzOdéssel jard betegségek patomechanizmusaban
is szerepet jatszanak'®.

Az erek sériilésekor két dolog torténik szinte azonnal: az endotélium sériilése miatt felszinre
keriild kollagén hatdsara a vérlemezkék kitapadnak a sériilt felszinre, majd a beldliik
felszabadulé vazoaktiv anyagok, tromboxdn A, (TXA;), szerotonin (5-HT), hatasara
vazokonstrikcio 1€p fel, mely a sériilt teriilet véraramlasat csokkenti. A szabadda valt
szubendotéliumhoz a vérlemezkék egy sejtrétegben kitapadnak (primer adhézid), majd
aktivalddnak, granulumaik tartalmanak felszabaditdsaval a kdrnyezé TCT-ket is aktivaljak,
megindul az aggregacio, valamint ezzel parhuzamosan a koagulacios kaszkad is mitkodésbe
1ép. Az aktivalt TCT-k szdmos koagulacids reakciohoz biztositjak azt a katalitikus felszint,

mely a koagulacids folyamat kulcsat jelentd trombin keletkezéséhez sziikséges, mely késbb

a szolubilis fibrinogént fibrinné alakitja (1 abra).

Aggregacio

hemosztatikus dugé

Elsédleges hemosztazis Adhézioé

Masodlagos hemosztazis

trombus

- oo — N,

Fibrin

0 5 perc 10 perc

1. abra. A TCT aggregacio és a véralvadasi kaszkad szerepe a
trombus kialakulasaban.

Az érfal sériilése két nagy rendszer miikodését inditja el, szinte egy idében: a TCT-k

crer



alvadékot, ami fizioldgids koriilmények kozott csokkenti, illetve megszlnteti a vérzést,
patoldgias esetben azonban a kardiovaszkularis betegségek két legnagyobb morbiditast és
mortalitast eldidéz6 kovetkezményének a miokardialis infarktusnak és a sztroknak a

kialakuldsahoz vezet.

2. 1. 1. A trombocita (TCT) keletkezése és morfologidja

A vérlemezkék a csontvelé6 megakariocitainak citoplazmajabol lefizodd, sejtmag nélkiili
szubcellularis részecskék, melyek aprdé korongokként jutnak a keringésbe, ahol a teljes
készlet 70%-a talalhato, a maradék 30%-ot a 1ép raktarozza. Naponta 10" db képz6dik
beldliik, melyek 7-10 napig életképesek, majd a maj Kuppfer sejtjeiben, és a lépben
lebomlanak "°. Térfogatuk 7 + 4.8 fl, a nyugalomban lev emberi TCT mérete 0.5 x 3.0 pm.
A diszkoid forma a plazmamembran alatt taldlhato mikrotubulusokbol allo6 orsonak
koszonhet6. Egészséges felnétt ember vérének 1 pl-ében 150-300000 db TCT van. Alland6
mennyiségiik szigora kontroll alatt all, melyet elsésorban a trombopoetin szabdlyoz. A
keringd trombopoetin mennyisége nd, ha a trombocitaszam csokken, és ez a novekvd
mennyiség stimulalja a csontvel6i megakariocitdk keletkezését, érését és TCT
produkci6jat®®. A megakariocitak trombocita produkcioja kiilonlegesség a sejtbiologiaban.
Az elsé 1épés a megakariocitdk dezoxiribonukleinsav (DNS) anyaganak amplifikacidja, ami
egy extrém nagysagl poliploid sejtet eredményez, mely nagy mennyiségli TCT-specifikus
anyagot kezd szintetizalni. A vérlemezkék kialakuldsa a megakariocitak életidejének csak az
utols6 4-10 6rgjat veszi igénybe, mialatt a megakariocita citoplazmaja feldarabolddik hosszi
proplateletekre, amelyek feltoltédnek a specifikus organellum és granula tartalommal®’,

majd a kialakult korongok kikeriilnek a keringésbe.



-A trombocita felépitése:

A trombocitak strukturdlisan négy zonara oszthatok:

a) Periférias zona: a kiilsé sejtmembran, az azt boritd glikokalix, €s a hozza kapcsolodd
részek alkotjak. A TCT rendelkezik egy a felszinen nyilo, belsé csatornarendszerrel (angol
nevén: open canalicular system (OCS)). Ennek a belsd halozatnak a porusait is ehhez a
z6nahoz soroljak. Az OCS-en keresztiil a plazma anyagai bejuthatnak a TCT belsejébe és a
TCT altal termelt anyagok, kijuthatnak ezen a rendszeren keresztiil a kiilsé térbe. A TCT
membrant burkold glikokalix trombin, vWF, adrenalin, ADP, PAF, és még szdmos mas
receptort is tartalmaz. A TCT membran gazdag glikoproteinekben (GP)
(glikézaminoglikdnok) melyek egyfeldl receptorként is szolgdlnak a TCT aggregéaciot
fokoz6 anyagoknak, masfeldl szubsztratjai az adhéziés (TCT kitapadas) és aggregacios
reakcioknak. A gikoproteinek legtobbje adhézids molekula, melyeket mar, kiillondsen a 80-as
években, mas sejtféleségeken is leirtak. Koziiliikk tobb nem csak a sejtfelszinen, hanem az a-
granulumok membranjdban is megtalalhato. A periférids zona gazdag foszfolipidekben is,
melyek a koagulacio fontos komponensei, mivel megfelelé felszint biztositanak a
koagulacios reakciokhoz, €s inicidlis szubsztratjai az egyik legjelentdsebb TCT agonista, a
tromboxan A, (TXA,) eldallitasaért felelés trombocita enzimeknek. Ezeken feliil a TCT
membran alkalmas a felszinrdl induldo kémiai szignaloknak a sejt belsejébe torténd
eljuttatasara is.

b) Szol-gél (strukturalis) zona a periférias zona alatt helyezkedik el, és a TCT vazat
adja, maga a citoszkeleton. Aktin és miozin filamentumokbdl alakul ki az a hal6zat, mely
korbefut a sejt egész felszine alatt, és a TCT diszkoid alakjat biztositja, valamint kialakitja
azt a kontraktilis rendszert, mely az aktivacio soran részt vesz az TCT alakvaltozasaban, az
allabak  fejlesztésében, a belsé kontrakcioban ¢és a granulumok tartalmanak
felszabaditasaban. Ez a rendszer tartalmazza a TCT fehérjetartalmanak 30-50%-4t.

c) Organellumok zondja tartalmazza a granulumokat €s mas sejt-organellumokat, mint
amilyenek a mitokondriumok (10-60/TCT), lizoszomak (A-granulumoknak is nevezik,

koagulaciot segitd litikus enzimeket szabaditanak fel), stb, melyek fontos szerepet jatszanak

10



a metabolikus folyamatokban, enzimeket ¢s a TCT funkci6 ellatasahoz sziikséges anyagokat
tarolnak. Az adenin nukleotidok két kiilon kompartmentben tarolddnak: a raktar, vagy
szekrécios készletek a denz granulumokban, a metabolikus készletek, pedig a citoplazmaban.
A denz granulumok (2-10 db/TCT) a nem metabolikus ADP-t és ATP-t, szerotonint és
kalciumot tartalmazzak. Az oa-granulumok (méretik: 300-500 nm, mennyiségiik:
20-200 db/TCT) olyan adhézios proteineket tartalmaznak, mint a fibrinogén, fibronektin,
von Willebrand faktor (vWF), trombospondin és vitronektin, de az endotélium sejteken
kiviil itt taldlhatd még meg a P-selektin adhézids transzmembran molekula is, mely
nyugalomban az oa-granulumok membranjdban taldlhaté és csak az aktivacido soran
transzlokdlodik a plazmamembranba. Az o-granulumok novekedési faktorokat (pl
trombocita eredetli novekedési faktort (platelet derived growth factor (PDGF)), valamint
»transforming” novekedési faktort (transforming growth factor TGF)) is tartalmaznak, de
megtalalhatd benniik a koagulacios faktorok koéziil az V-6s, Xl-es, IV-es faktor, a nagy
molekulatdomegli kininogén és a plazminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-1) is. Az o-
granulumok tartalméanak felszabadulasahoz a denz granulumok Ca®'-tartalma sziikséges.

d) Membran zona: A membrancsatorndk két tipusat tartalmazza. A denz tubularis
rendszer a 2-es tipusu csatorna, ahol a kontrakciohoz sziikséges kalcium koncentraltan van
jelen, és a prosztaglandin szintézist végzd enzimrendszer is itt taldlhat6. Ezek a csatornak
nem ¢érnek ki a felszinre, de helyenként Osszeolvadnak a mar emlitett 1-es tipusu
membrancsatorna rendszerrel az OCS-el, mely a sejt fejlddése soran marad vissza, amikor a
TCT-kben korvonalazédnak a csatorndk. Az egyszeri membran nem vesz részt a
megakariocitdk citoplazméjanak lefliz6désében, hanem ezek a membranbol a citoplazméba

gylrddnek, és képezik az OCS-t.

2. 1. 2. A trombocita fiziologias miikodése
A TCT sejtmag nélkiili testecske, nincs nukleéris, csak mitokondrialis DNS-e, ugyanakkor
rendelkezik a megakariocitabol szarmazé mRNS-ekkel. Durva endoplazmatikus retikuluma,

poliriboszémaja révén fehérjeszintézisre is képes. Nyugalomban minimadlis transzlacids

11



aktivitassal rendelkezik. Bizonyos korképekben azonban az a-granulumokat és membran

glikoproteineket (GPs) is képes szintetizalni.

O\ l

Membran valtozas, GPIlIEflla
Kézvetien K&zvetett GPIIb/lla medialt
GPla-lla GP IbIXVv expresszio,
GPVI VWF granulatartalom Fibrinogen, vinF
kilrites,
PLT-PLT
kapecsolddas

2. abra. Az érsériilést koveto TCT miikodeés fazisai és a folyamatokban
résztvevo fontosabb faktorok.

A TCT-k miikddésében harom fazis kiilonithetd el:

1. Kozvetlen és kozvetett adhézio, 2. TCT aktivicié, 3. aggregdcié (2. Abra).

Az adhézi6 és aktivacio egyik legfontosabb Iépése a GIIb/Illa rejtett doménjeinek felszinre
kertilése, melyek hozzaférhetové teszik a trombocitat mindazon plazmafehérjék szamara,
melyek rendelkeznek az -arginin-glicin-aszparaginsav- szekvenciaval (fibrinogén,
fibronektin, vitronektin és a VWF) ¢és hidakat tudnak képezni a trombocitdk kozott. A
kézvetlen kolcsonhatas a trombocitak és a kollagén rostok kozott jon létre, tigy, hogy a
TCT-k felszini komplexeik (GP Ia-Ila és GPVI) révén kozvetleniil kotédnek a kollagén
rostokhoz. Ehhez az adhézidhoz jarulékos faktorokra nincs sziikség, 1étrejotte foleg alacsony
véraramlasi sebesség mellett jelentds, kialakuldsa lassu. Az ezzel parhuzamosan is
meginduld kézvetett kélcsonhatasban egy tovabbi felszini GP, a GP IbIXV komplex vesz
részt, amely a megakariocitdk ¢és az endotélsejtek altal is eldallitott, multimer szerkezetii
oriasfehérje, a von Willebrand faktor (vWF) sejtfelszini receptora. A reakcid féleg nagy

aramlasi sebesség mellett fontos, mivel az elsodrodast kivédendd, a vWF a kollagén



rostokkal egyiitt rogziti a trombocitdk rétegét a sériilés helyén. Az adhézids folyamatokat
koveti a TCT aktivacio, a granulak tartalméanak exocitozisa, és szekrécioja folytatodik. A
trombocitdk egymashoz ¢és az érfalban levd endotelialis sejtekhez az adhézios receptorokon
keresztiil, vagy integrineken keresztiil kapcsolddnak, létrehozva ezzel a hemosztatikus
,,dugot” melynek kialakitdsaban végiil a fibrin is részt vesz. A reakcid tovabbi trombocitakat
vonz a sérilt felszinhez. A stimulalt trombocitaban aktivaloddo PIP, és PLC hatasara
keletkezd IP; a Ca, - raktarak kiiiriilését eredményezi, mely a TCT magas aktin és miozin
koncentracidja révén kontrakcidt indit el. A TCT 4allabakat fejleszt, és tovabb erdsiti a
at a lazan kapcsolodo TCT halom egységes ,,masszava”. A megvaltozott TCT feliiletek
optimalis felszint és koriilményeket biztositanak a koagulacids kaszkad egyes elemeinek,

melyek a folyamatot atvezetik a masodlagos hemosztdzisba.

-Az aggregdacioeért felelos biokémiai folyamatok:

A trombocita aggregacid legfontosabb aktivatorai, egyebek kozott, az adenozin difoszfat
(ADP), kollagén, trombin, 5-hidroxitriptamin (5-HT) és a tromboxdn A2 (TXA;). Az
aktivatorok tobbsége az aktivalodott trombocitdkbol szarmazik, bar a kollagén a sériilt érfal
felszinén jelenik meg, mig a trombin az alvadasi kaszkéad terméke.

A trombocita aggregacié szamos sejtfelszini receptoron keresztliil indulhat el. Az
extracellularis nukleotidok, mint az ADP, mely a denz granulumokbdl szabadul fel
aktivaciokor, a purin (P;) receptorokon keresztiil fejti ki hatasat. A TCT felszinén haromféle
P, receptor van: P,X;, P,Y; és a P,Y . Aktivacidjuk hatasara csokken az intracelluléris
cAMP-tartalom, és fokozodik az aggregabilitas™ >

A TCT direkt, vagy indirekt modon képes interakcidba Iépni a legkiilonb6zdbb
membranproteinekkel, elsésorban a kollagénnel**. A trombocita és a subendotélialis
kollagén kapcsolat a von Willebrand faktor (vVWF) segitségével valosul meg, amely ,,shear-

stressz” esetén megjelenik az artéridk és kis arterioldk faldban, és szimultan médon kotodik a

kollagénhez és a TCT felszini kotShelyeihez (3. Abra).
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3. abra A trombocita-aggregacioban szerepet jatszo
sejtszintii folyamatok osszefoglalasa

COX: ciklooxigendz, TS: tromboxan szintaz, TXA,: tromboxdn A,,
DAG: 1,2-diacilglicerol, IP;: inozitol-1,4,5-trifoszfat, PAF: TCT
aktivalo faktor, MLC: ,myosin light chain” kinaz, PIP;:
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat, PLA,: foszfolipaz A,, P47 fehérje:
Plextrin.

Az induktorok tobbsége Gq protein altal miikodtetett receptorhoz kotddik, kivételt képez ez
alol a kollagén, és bizonyos mértékig az ADP. A folyamat legfontosabb komponense az
arachidonsav kaszkad TCT specifikus terméke, a TXA,. Emellett még foszforilalodik a
vérlemezkék citoplazmdjdban levé P47 fehérje, ami a forbolészterek altal indukalt
foszforilacid fo célpontja a vérlemezkékben, és mas hematopoetikus sejtekben, ahol is a
plazmamembranba transzlokalodva adhézids funkcid kialakitadsaban vesz részt.

Onszabalyzd aggregaci6 gatlo rendszer is mukodik. Ennek kulcseleme az endotelidlis
nitrogén monoxid szintdz, mely az endotéliumban és a trombocitdban is miikodik.
Aktivacigjat az intracellularis cAMP és cGMP szint novekedése fokozza. Ezeknek a ciklikus
nukleotidoknak a keletkezésére szamos tényezd hatassal van, igy példaul az arachidonsav

lebontasa soran az endotélialis sejtekben képz6do prosztaciklin is.
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2. 1. 3. A trombocita miikédése patologidas koriilmények kozott:

Ismert tény, hogy a rezidudlis TXA, generald kapacitas kevesebb, mint 5% is elegendd a
tromboxan fiiggd trombocita aggregacié fenntartasahoz”. Az is bizonyitott, hogy in vitro
koriilmények kozott a gatlas alatt allé trombocita-populacio 2,5%-anak intakt trombocitara
tortént cseréje utan teljes aggregacio érheté el*®.

A tromboxan szintézis plasztikus ndvekedését irtdk le, tobbek kozott instabil angindban, ami

27,28

ADP-fliggd aggregacid stabil angindban fokozottabb, ¢és az akut koronaria szindréma,
valamint az angina velejardja az is, hogy az NO donorok aggregacié gatld hatasara gatolt,

2930, p . . . .
k™ Erelmeszesedés, koszorasér betegség, cukorbetegség,

vagy meg is szlni
magasvérnyomas betegség, hiperkoleszterinémia, dohdnyzas fokozott trombocita
aggregaciohoz vezet’'.

Diabéteszes betegek koszorusér betegsége extenzivebb és sulyosabb, mint ahogy az a
metabolikusan egészséges pacienseknél tapasztalhato. Kozottik, a kardiovaszkularis
események okozta haldlozas haromszor gyakoribb?>?%3433-36-37.38.39,

Az endotélium normalis esetben kontroll alatt tartja a TCT-k reaktivitast a COX,, a PGIy,
illetve a prosztanoid szintetizal6 rendszer egyensulyan keresztiil. A gyulladasban levd
endotélium a trombocitak kitapaddsat segiti eld, melyhez endotelidlis oldalon az
intracellularis adhézidés molekula (intercellular adhesion molecule: ICAM-1), és az o33
integrin sejtfelszini expresszioja is hozzajarul. Az adhézié soran az aktivalt trombocitak
inflammatérikus és mitogén faktorok egész arzenaljat juttatjdk mikrokornyezetiikbe,
befolyésolva ezzel az endotelialis sejtek kemotaktikus, adheziv €s proteolitikus sajatossagait.
Patologias esetben a TCT gyorsan reagdl az endotélium sejtjeinek valtozasaira (plakk
hiperkoleszterinémias betegek trombocitai diszfunkcionalisak. Mar a korai tanulmanyok is
kimutattak, hogy familiaris hiperkoleszterinémias betegek trombocitdi egy sor agonistara

érzékenyebben reagélnak40. Hiperkoleszterinémias betegek magas trombomodulin szinttel

rendelkeznek (ugyanezt a jelenséget esszencialis hipertenzioban is leirtak'') és mas
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aggregacios markereik mennyisége is tobb mint az egészséges kontroll egyéneké, valamint
trombin képzésiik is fokozott™.

A hiperkoleszterinémids betegek megvaltozott TCT-funkcidjanak felfedezése szamos
vizsgélat elinditasat eredményezte, mely ahhoz a felismeréshez vezetett, hogy az LDL

3 ’44, ¢és az oxidalt LDL hatasara a vérlemezkék alakvaltozast

koleszterin prokoagulans hatasu
szenvednek, és allabakat fejlesztenek®. Siess és munkatarsai szerint az LDL oxidacioja
soran keletkezett lizofoszfatidsav az a szekvencia, ami a valtozasért felelés™.

Osszefoglaloan megallapithato, hogy szamos betegség jar egyiitt TCT hiperaggregabilitassal:
stabil- és instabil angina pectoris, miokardialis infarktus, hipertonia, diabétesz,
hiperkoleszterinémia, hiperhomociszteinémia, TIA, sztrok, periférids érbetegségek, pitvar
fibrillacié és a koszorueret athidald atiiltetés (coronary artery bypass graft (CABG)). Az
emlitett esetekben a trombocitdk szamara olyan kornyezet alakul ki, melyben a fiziologias
szabdlyz6 mechanizmusok nem, vagy eltéréen miikodnek. A megemelkedett (-
thrombomodulin szint felgyorsitja a vérlemezkék ,turnover’-ét, az ooxidalt alacsony
denzitasu lipoprotein (oxLDL) fokozza az aggregabilitasukat. Az aktivalodott fehérvérsejtek
fokozott ciklooxigenaz enzim (COX) aktivitdsa ¢és tromboxan A, (TXA;) termelése,
»feliilirja” a trombocitdkban a nem szteroid gyulladasgatld (Non-steroidal anti-inflammatory
drug: NSAID) szerekkel elért COX galast, hiszen ezek a sejtek, a sejtmag nélkiili TCT-vel
szemben, képesek a COX enzimek jboli szintetizalasara®’.

A trombocita funkcié tanulmanyozisa a vaszkulatirat érintd korképekben, igéretes

prevencids ¢és terapias eredményeket hozhat, ezért is vallalkoztunk jelen munkankban a TCT

funkci6 tanulmanyozasara.

2. 2. Az iszkémia reperfuzios karosodasok biologiaja
Az I/R karosodas relevans probléma trombozis, embolia, miokardidlis infarktus48, sztr(')k49,
koszorusér ,bypass” miitétek™’, ballon angioplasztika®, trombolizis™, alsd végtagi

53,54,55

revaszkularizacids beavatkozas ¢s minden olyan eset utan, amikor az érpalya egy

szegmense kizarodik a keringésbol (vagy sebészeti Uton kizarjak), majd ujbol megnyilik,
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illetve megnyitjak>®>". Az érpalya elzarodasat és kovetkezményes iszkémiat okozhatja
embolia (trombus, tumor, zsir, idegen test), sztenotikus arteriopdtia, vagy trauma
kovetkeztében kialakuld artérias trombozis, artéria spazmus, kiilsé kompresszio, de
létrejohet anatomiai rendellenesség, vagy trauma kovetkeztében is. Az erek ellatasi teriiletén
az elzarodas ideje alatt iszkémia és acidozis alakul ki, mely az érintett teriilet sejtjeit
sulyosan karositja, vagy elpusztitta. A megmaradt szovetek alkalmazkodnak az
oxigénhidnyhoz, 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 idOtartamatol, az érintett szovetek mennyiségétdl, és a
paciens szisztémas artérids nyomadasatol. Az elzarddott erekben a vérdramlas helyredllitasa
mégsem veszélytelen, mivel ez elsdsorban az érszakasz ellatasi teriiletén, de a szervezet
egészére nézve is, térfogati, nyomasi és metabolikus terhelést eredményez. A molekularis
patofiziologias kaszkad f6 komponense a neutrofil aktivacid, €s az ennek kovetkeztében
megnovekedett szabadgyok produkcid (reaktiv oxigén és nitrogén species: ROS és NOS),
valamint az érintett sejtekben az intracellularis Ca®" -szint novekedése. A reperfuzid korai
periddusaban gyorsan emelkedik a proinflammatorikus citokinek (tumor nekrozis faktor alfa
(TNFa) és interleukin-6 (IL-6) szintje’®. Ezek egyiittesen fenyegetik a kulcsfontossagu
makromolekuldk (proteinek, lipidek €s nukleinsavak) karositdsa révén az egész szervezet
integritasat™ (4. abra). Az un. ,,0xigén paradoxon”, ennek a folyamatnak egyik legfontosabb
patologias velejardja, melynek kialakitasdbn az oxigén szabadgyokok jelentds szereppel
birnak®. A folyamat kimenetelét nagymértékben befolyasolja az antioxidans-prooxidans

egyensuly megbomlasanak mértéke (5. abra).
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AZ OXIDATIV STRESSZ KIALAKULASA

OXIGEN EREDETU ENDOGEN

SZABADGYOKOK ANTIO NSOK
egyensulyi allapot

hipoxia, iszkémia-reperfuzio,
akut- és krénikus gyulladasok,

toxinok, égés, uv- és radioaktiv
/ sugarzas, tumoros betegségek \

Szabadgy('jk('j’k OXIDATIV Csokkent
fokozott termelése == STRESSZ e antioxidans védelem

Szuperoxid dizmutaz
Glutathion peroxidaz
endogén thiolok

vitaminok, katala

Lipidperoxidacié
fokozodas
Membrandestrukcio

Szoéveti keringés csdkken — SEJTHALAL

4. abra: Az antioxidans/prooxidans egyensily (R6th E, Hejjel L : Oxygen free
radicals in heart disease. In: Cardiac Drug Development Guide. Ed. M. K.
Pugsley. Humana Press Inc. Totowa NJ. 2003: 47-66.)

A szervezet fiziologidas mikodéséhez sziikséges antioxidans-prooxidans
egyensuly kiilsé tényezOk, kiilonb6z0 korfolyamatok hatdsara torténd
megbomlédsa fokozott szabadgyok produkcidhoz vezet, mely a létfontossagu
makromolekulak karosodasa miatt az egész szervezet integritasat fenyegeti®'.

A keringés ujraindulasival tovabb fokozodé magas intarcellularis Ca’" szint a
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 vegyiilet (ROS): szuperoxid gyok (Oy),
hidrogén-peroxid (H,O,) és hidroxil gyok (OH') keletkezik, melyek létfontossagi enzimek és
receptorok mitkodését befolyasoljak, tobbek kozott a tobbszordsen telitetlen zsirsavak karositasa
révén fokozott lipidperoxidaciot inditanak el, zsirsav peroxil gyokok és lipid peroxidok
képzddnek. Az Onfenntarté reakcid eredményeként lipid-lipid, lipid-protein, protein-protein
diszulfid hid keresztkotések jonnek Iétre, illetve protein- és zsirsavhasadéds torténik. A
végeredmény a kompartmentalizaciét biztositd membranok integritdsdnak elvesztése, a

kontraktilis apparatus karosodasa, a mitokondrium membran energiatermelésének valtozésa ¢és az
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iontranszport mikodés sériilése. A karosodast fokozza a lipazok altal felszabaditott, de a 1égzési
lancba bekapcsolodni nem tudd zsirsavak detergens hatdsa. A szovettani képet jellemzi a

mitokondrialis 6déma, a kromatin 6sszecsapzodas €s a glikogén granulumok deplécidja.

2. 2. 1. Mitokondridlis 1égzési lanc és mikroszomdak

A mitokondrium igen sériilékeny rendszer. DNS allomédnya veszélyeztetettebb, mint a
sejtmagé, mivel nem kapcsoloédik fehérjékhez, ¢és nem rendelkezik olyan hibajavitd
mechanizmusokkal sem, mint a mag DNS. A mitokondriumot érintd valtozasok pedig nem
csak az adott sejt, hanem az egész szervezet mitkddésére kihatnak, mivel a mitokondriumok
termelik a sejtfunkciok fenntartasahoz sziikséges energiat®.

A szabadgyokok legnagyobb hanyada a mitokondridlis elektrontranszportlancbol ¢és

mikroszomalis citokrom P-450 rendszer altal generalodik.

2. 2. 2. A nitrogén-monoxid és szuperoxid egyensuly

A mikrovaszkularis apparatus endotelidlis sejtjeiben megvaltozik a nitrogén monoxid:
szuperoxid (NO : O;) kozotti egyenstly az I/R indukalta gyulladas kovetkeztében.
Fiziologias koriilmények kozott a NO képzddés meghaladja a szuperoxid produkcidt, és az
endotélium sejtjei altal termelt NO a simaizom sejtbe jutva fokozza a szolubilis guanilat
ciklaz aktivitasat, ezaltal noveli a cGMP koncentraciot, igy gatolja a simaizom kontrakciot,
illetve fokozza a relaxaciot®.

Az NO, részben az adhézios molekuldk gatlasa révén, endogén gatld faktora a leukocita
aktivacionak és kemotaxisnak®. Az oxidativ burst gatlasaval az NO csokkenti a ROS
sejtekben. Ezzel az endotélium sejt — neutrofil kapcsolat f induktorat befolyasolja®. A
szuperoxid és a nitrogén-monoxid reakcidja soran keletkezd peroxinitrit a szovetkarosodas
egyik f6 medidtora. A reperfuzi6 soran keletkezé O,’, melyet nagy mennyiségben a NADPH
oxidaz termel, az endotelidlisan képzddé NO-t gyorsan semlegesiti. A csdkkent endotelialis

NO produkciot a megndvekedett mikrovaszkularis permeabilitds jellemzi a posztkapillaris
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venuldkban. Az I/R az endotélium dependens aktiv vazodilatator tonus csokkenésével jar,

amiért az NO vazodilatator hatasanak elmaradésa a felelds.

2. 2. 3. A xantin-oxidaz rendszer

A xantin-oxiddz (Xox) az endotéliumban is megtaldlhaté enzim, jelentds szerepe van a
reperfuzids karosodas és endotélium diszfunkciod 1étrehozasaban®. Valdjaban oxidoreduktaz
enzim, mely az oxidacios folyamathoz elektron akceptorként oxigént hasznal®**®°. A purin
1épését katalizalja, gy, hogy lebontasi folyamat soran keletkez6 hipoxantin atalakul
xantinna, majd a reakcid végtermékeként hiigysav képzddik. Az utdbbi idében még tobb
figyelmet forditanak a Xox mikddésében bekovetkezd valtozasokra, ugyanis azt feltételezik,
hogy kiemelt szerepe van az I/R-t kovetd tavoli szervek karosodasaban is, amely a magas

enzimértékekkel Gsszefiiggésbe hozhato’""">. Az utobbi feltevést timasztja ala az is, hogy

a Xox gatlasaval (Allopurinol) mérsékelni lehet a tavoli szervkarosodas mértékét’"*.

2. 2. 4. Egyéb szuperoxid forrdsok:

A ROS fontos forrdsai még a kemoattraktansok és citokinek altal aktivalt neutrofil sejtek,
amelyek a nikotinamid adenin dinukleotid foszfat oxidaz (NADPH-oxid4z) tartalmuk révén
a molekularis oxigén redukciojat végzik hidrogén-peroxidda €és szuperoxidda. A ,,respiratory
burst”-ként ismert jelenség soran az aktivalt neutrofil sejtek oxigénfogyasztasuk 90%-at
szuperoxid gydk képzésére forditjak’™’°. A granulocita mieloperoxiddz enzime révén
katalizalt folyamatban hipoklorossavat general a hidrogén-peroxid felhasznalasaval. A
szuperoxid gyok f0 karositdo hatasat a folyamatban keletkezé hipoklérossavon (HOCI)
keresztiil fejti ki. A hipoklorossav erélyes oxidalo és klorinald vegyiilet. Primer aminokkal
gyorsan reakcioba 1¢ép, igy N-kloraminok keletkeznek, amelyek a hidrogén-peroxiddal
egyenértékii lipidoldékony oxidaloszerek. A neutrofil eredetli hidrogén-peroxid és a
monokloraminok serkentik a vérlemezke aktivalod faktor (platelet activating factor: PAF)

képz6dését, ami fokozza a leukocita adhéziot is”’. A hipoklérossav a szulfhidril csoportok

20



oxidécigja, hem tartalmu proteinek, igy citokromok inaktivacidja, aminosavak, €s proteinek

degradécioja révén hoz 1étre tovabbi karosodast’™.

AZ ISZKEMIAS-REPERFUZIOS
KAROSODAS

Ar- Hipoxi Lipid
\!er . ATP;,L & peroxidacié
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5. abra: Az iszkémia/reperfizios folyamatok osszegzése.

MIT: mitokondrium, Oz-'szuperoxid anion, NOS: nitrogénmonoxid

szintdaz, ONOO :peroxinitrit, H,O»: hidrogén peroxid, OH : hidroxil
gyok, GSH: redukdlt glutation, SOD: szuperoxid dizmutéz.
A véraramlds megsziinése a szdveti hipoxiat, az ATP-szint
csokkenését, acidozist és Ca >~ kidramlast okoz, melyek egyiittesen
karositjak a keringésbdl kizart szovetek integritdsat. A keringés
ujrainditdsaval a megnovekedett oxigén tlulkinalat reaktiv oxigén
intermedierek felszabadulasat eredményezi, mely az antioxidans
enzimek irdnti igényt megnoveli. A keringés Ujrainduldsa a keringd
sejtekben és a kornyez6 szovetekben gyulladasos reakciokat inditanak
el, melyek késébbi eszkaldcioja az egész szervezetet érintheti.
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3. A VIZSGALATOK CELJA:

Jelen dolgozat fokuszaban a periférias artérids érbetegek trombocita funkcidja, valamint
prooxidans/antioxidans statusanak vizsgalata all. Vizsgalataink els0 sorozatdban ezt
stirgdsségi és elektiv érmiitétek perioperativ iddszakaban monitoroztuk, és Osszefliggéseket
kerestiink a trombocita funkci6 valtozasa, valamint a miitétet kovetd antioxidans/prooxidans
statuszban bekdvetkezd eltérések kozott. Ebbe a vizsgalatba 12 siigdsségi €s 10 elektiv
érmitétre keriilé beteget vontunk be. Az alapbetegséget mindkét csoportban szadmos
tarsbetegség is kisérte (magasvérnyomasbetegség, diabétesz mellitus, dohanyzas okozta
tiidokarosodas). Ezért kiilon vizsgalatban tanulmanyoztuk olyan periférids artérias érbetegek
trombocita funkciojat és antioxidans prooxidans statusat (Osszesen 46 beteg), akiknek
egyestipust (T;DM) (24 beteg), illetve kettestipusu diabétesz mellitusz (T,DM) (22 beteg) is

tarsult a PAD mellé.

I. Vizsgalataink elsd sorozataban a kovetkezOkre kerestiink valaszt:
1., A tobb 6raja fennallo, az alsé végtagot érintd iszkémia miatt slirgdsségi (Akut)
revaszkularizacidos ver6ér mutétre, illetve eldre tervezett rekanalizacidés mutétre keriild
betegek (Elektiv) trombocita funkcidja és antioxidans/prooxidans statusza kiillonbozik-e
egymastol?
2., Ha igen, hogyan érinti, és milyen mértékben befolydsolja azt az iszkémia ideje?
A miitét utdn mikor, és milyen mértékben 4ll helyre a fizioldgids trombocita funkcié a
két kiilonb6z6 betegesoportban?

3., A trombocita funkci6 rendezddése egyiittjar-e az oxidativ stressz megsziinésével?

II.. Vizsgalataink mdsodik sorozatiban célul tiiztiik ki, hogy
1., megvizsgaljuk a trombocita funkci6 és az antioxidans/prooxidans statusz valtozasat,
¢s ezek esetleges egymasra hatasat 1-es és 2-es tipusu, diabéteszben szenvedd periférias

artérias érbetegeken.
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2., hogy valaszt kapjunk arra, vajon a hossza ideje fennallo T;DM ¢és T,DM esetén van-e
a diabétesz tipusatol fliggd kiillonbség a trombocita funkcioban és az

antioxidans/prooxidans statuszban periférids areérids érbetegeken.

4. A TROMBOCITA FUNKCIO ES AZ OXIDATIV STRESSZ MONITOROZASA

ALSOVEGTAGI REVASZKULARIZACIOS MUTETEK SORAN

4. 1. Beteganyag és vizsgalo moédszerek

4. 1. 1. A vizsgalatokba bevont betegek

A dolgozatban bemutatott vizsgalatokat a nemzetkozi etikai szabalyoknak megfeleléen, a
Magyar Egészségiigyi Minisztérium 35/2005 (VIIL.16) rendeletét betartva, a Pécsi
Orvostudomanyi és Egészségtudomanyi Kozpont Regionalis Kutatas-Etikai Bizottsaga
engedélyével (engedély szama: 2498) végeztiik. A betegek a miitétet megeldzden, szobeli és
irasbeli tajékoztatast kaptak, ezt kovetden irasbeli beleegyezésiiket adtak a vizsgalathoz. Az
egészséges onkéntesek, akik az Orszadgos Vérellatdo Szolgalat Pécsi Regionalis Kézpontjanak
véradoi voltak, szintén irasban egyeztek bele a vizsgalatokba.

A vizsgalatban résztvevo betegek a Baranya Megyei Korhaz Sebészeti Tanszékén keriiltek
miitétre, a laboratoriumi méréseket a Sebészeti Oktato és Kutato Intézetében végeztiik'”.
Prosperativ, randomizalt, nyilt tanulmanyunk elsd csoportjaba feln6tt, kritikus
végtagiszkémia miatt alsd végtagi revaszkularizacidés miitétre keriild beteget vontunk be
(Akut, n = 12; 9 férfi, 3 n6). A betegek atlagéletkora 58,1 £ 7,3 év volt. Az iszkémia oka 8
esetben tiszta embdlia (egy iliaca, egy aorto- biiliacalis, hat a femoralis superficialis-
profunda oszlasédban 1évé embolus), egy esetben infrarenalis aorta aneurizma ruptura, harom
masik esetben, pedig femoralis szintli akut artérids trombdzis volt. A rekanalizacié embdlia
esetén Fogarty féle ballonkatéterrel tortént®™. Az aneurizma ruptura esetén endotubaciot
végeztek, mig az akut artérids trombodzis esetében lokalis trombendarterektomia, ¢és

foltplasztika volt a megoldas.

23



A masik betegcsoportot obliterativ artérias betegség kovetkeztében a femordlis artéria
végtagiszkémia miatti elektiv mitétre keriild betegek alkottak (Elektiv; n=10, 6 férfi és 4
no) atlagéletkor: 61,2 + 9,72 év). Az iszkémia ideje (az erek keringésbdl torténd kizarasa)
42,8 + 16,3 percig tartott.

Mindkét beteg-csoportban a periférids artéridas érbetegség mellett szdmos tarsbetegség is
jelen volt és valamennyi beteg az aggregacid gatlo gydgyszer mellett, legalabb harom mas
gyogyszert is rendszeresen szedett. A korhazban tolt6tt 1d6 alatt a két betegcsoport hasonld
antgikoagulans és aggregacio gatld terapiaban részesiilt. Valamennyi beteg rendszeresen
szedett Aszpirint (minimum 75 mg), a bevalogatas elétt. A korhazban tartézkodasuk teljes
ideje alatt a betegek mindegyike kis molekulatomegii heparin kezelésben részesiilt. A miitéti
beavatkozas alatt frakcionalatlan heparin kezelést kaptak. A Kontroll csoport a
vizsgélatokba bevont 10 egészséges onkéntes véradd volt. A betegek tarsbetegségeit az
1. Tablazatban foglaltuk 0Gssze, mig legfontosabb gyogyszereiket a 2.Tablazatban

Osszegeztiik.

1. Tablazat: A vizsgalatba bevont periférias érbetegek tarsbetegségei a miitét elott:

Tarsbetegségek Akut Elektiv
Hipertonia 6/12 8/10
Iszkémias szivbetegség 3/12 4/10
Diabétesz mellitusz 4/12 5/10
Iszkémids szivbetegség 3/12 4/10
Tiid6 szovédmények 4/12 4/10
Dohanyzas 5/12 4/10
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2. Tablazat: A vizsgalatba bevont periférias érbetegek gyogyszeres kezelése:

Gyogyszercsoport Akut Elektiv

Aggregacio gatld
12/12 10/10
(Aszpirin protect vagy Astrix

Antikoagulans (perioperativ)) 12/12 10/10
Antihipertenziv 6/12 8/10
Antidiabeticum 4/12 5/10

Egyéb 12/12 10/10

4. 1. 2. Mintavételi protokoll

A vizsgalt paramétereket vénas vérbdl hataroztuk meg, kozvetleniil a miitét elétt, majd a
miitétet kdvetden 2 és 24 6ra mulva, illetve 1 hét utdn. Az egészséges csoportban csak egy
vérmintat vettiink. A trombocita funkciora vonatkozo méréseket, a vérvételt kovetd 3 oran
beliil elvégeztiik. A vérkép adatokat (vorosvértest, fehérvérsejt, trombocita szdm, hematokrit
¢s hemoglobin érték) Minitron (Tip Hu V 02, Gysz: RS-232) automata késziilékkel

hataroztuk meg.

4. 1. 3. A trombocita funkcio vizsgalata PRP-ben

A trombocitékat differencial centrifugaldssal kiilonitettiik el, alacsony fordulatszamon (120
g). A képzodott feliiluszo a vérlemezkében gazdag plazma (PRP). Ezt eltavolitva (iigyelve
arra, hogy kizarolag trombocitakat izolaljunk), a maradékot magas fordulatszdmon tovabb
centrifugéltuk (1000 g). A keletkezett feliilusz6 a trombocita szegény plazma (PPP), mely a
mérések kontrolljaul szolgalt.

A méréseket négycsatornas Carat TX4 aggregométerrel (Carat Diagnostic kft, Budapest), a

mintak folyamatos kevertetése mellett (37 °C, 1000 rpm) mellett végeztik, 450-450 ul
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térfogatban, a késziilék hasznalati utasitasat kovetve. A meghatarozas alapjat G. Born optikai
denzitds mérésen alapuldé modszere képezte®. A PRP-ben az optimalis trombocita szamot
(200000-250000/ul)  sziikség esetétn PPP hozzaadasaval biztositottuk. A  PPP
transzmissziojat 0%-nak, a PRP-ét 100%-nak véve adtuk meg az egyes mintdkban az
aggregacio mértékét, a maximalis aggregacid (100%) %-aban kifejezve. Induktorként
adenozin difoszfatot (ADP 5 és 10 uM) és kollagént (2 pg/ml) hasznaltunk. A megadott
normalérték az ADP (5 és 10 uM) esetében 62-92%, a kollagén (2 pg/ml) esetében 64-92%.
Vizsgalatainkban az egyes induktorok altal indukalt maximalis aggregaciot és a mérés végén

(8 perccel az indukcid utan) mért értéket vettiik figyelembe.

4. 1. 4. Trombocita funkcio vizsgalata teljes vérben:

Teljes vérben az Ingerman-Wojenski, és Silver altal®® kifejlesztett, impedancia mérésen
alapuldé modszerrel vizsgaltuk a trombocita aggregacidt, Chrono-Log tipusu lumino-
aggregométerrel (Chrono-Log Corporation,USA), folyamatos kevertetés mellett (400 rpm).
A mérésekhez trinatrium citrattal alvadasgatolt, fizioldgids soéoldattal 1:1 aranyban higitott
(0.5 ml:0.5 ml) vénas vért hasznaltunk. Az aggregacios gorbe kialakuldsat az induktor
hozzdadasa utan 6 percig kovettiik kétcsatornas direktird késziilékkel, 1 cm/perc

papirsebesség mellett. Az aggregacidé mértékét Ohmban fejeztiik ki, a késziilék belso

crer

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

4. 1. 5. Prooxidansok vizsgalata:

- Szabadgyok termelés meghatdarozasa teljes vérbol

A gyulladasos reakciok f0 szabadgyok forrasai az aktivalt fehérvérsejtek, elsdsorban a
neutrofil granulocitak. A szabadgyok termelést teljes vérben vizsgaltuk, kemiluminometrias,
kinetikus modszerrel lumino aggregométer segitségével (Chrono-Log 560-VS, Chrono-Log
Corp. USA). A szabadgyok képzddést 0,2 pg/ml forbol-12-mirisztat-13-acetattal (PMA)

(Sigma-Aldrich  kft, Budapest), indukaltuk, miutdn regisztraltuk a minta hattér
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lumineszcenciajat. A keletkezett szabadgyokoket luminol (Boehringer Mannheim Gmbh,
Németorszag; 3,33 pg/ml) hozzaaddsaval tettik mérhetévé, az értékeket kétcsatornds
direktir6 (Chrono-Log, USA) segitségével rogzitettiik. A kapott diagrammok alapjan
meghataroztuk az indukcid és aktivacio kozott eltelt idot (,,lag time” (sec)), a szabadgydk
termelési gorbe felszallo szaranak meredekségét (,,slope”; arbitralis egység/sec) és a
gyOktermelés fehérvérsejt szamra vonatkoztatott maximumat (maximadlis szabadgyok
produkcié: arbitralis egység/mm’-enkénti fehérvérsejt szam). Valamennyi paraméter a
fehérvérsejtek aktivaltsaganak mértékét jellemzi.

- Malondialdehid (MDA) meghatdrozds

A vér és a plazma MDA tartalma a lipidperoxidaci6 leggyakrabban mért biologiai markere,
mely foként a membran tobbszordsen telitetlen zsirsavainak peroxidaciojat jelzi.

Vizsgélataink soran teljes vérben és plazmaban is megmértiik az MDA szintet.

- MDA meérés teljes vérben:

Mintaelokészités: tiobarbitursav (TBA, Renal) 10%-o0s perklérsavban (Reanal) készitett
tultelitett oldatat haromszoros mennyiségli 20 %-os triklorecetsavval (TCA, Carbo Erbe)
elegyitettik Az igy kapott 1:3 aranyu elegy 4,5 ml-éhez 0,5 ml alvadasban gatolt vért
(EDTA) adtunk. A keletkezett mintat forrasban 1évd vizfiirddben 20 percig foztiikk, majd
jégben gyorsan hiitottiik és 4000 rpm-en 15 percig centrifugaltuk (Universal 3RF, Hetterich
Zentrifugen). A feliiliszot 532 nm-en, a TBA-TCA elegy ellenében fotometraltuk (Milton

crer

standardoldatok mérése alapjan felvett (nmol/ml) standardgorbe alapjan hataroztuk meg.

- Plazma MDA meghatarozads:

Az EDTA-val alvadasgatolt vért 10 percig 4000 rpm-en centrifugaltuk, majd a keletkezett
plazma 300 pl-ét elegyitettiink 50 pl 0,2 %-os Na-dodecil szulfattal (SDS), 600 ul (pH 3,5)
acetat pufferrel és 50 ul 200 pM-os EDTA-val, és alapos keverés utan 1,5 ml 0,67%-0s

thiobarbitursavat (TBA) adunk hozza. Ezutan 90 °C-on 60 percig vizfiirdoben tartottuk,
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majd csapvizzel hitottik, miutan 2 ml 99,5%-o0s butanollal elegyitettilk. Vortexxel
kevertettiik és 10 percig 5000 rpm-en centrifugaltuk. A feliiluszot 535 nm-en fotometridsan
mértiik, és az MDA koncentraciosorral felvett kalibracids egyenes alapjan kiszamitottuk a

koncentraciot.

- Mieloperoxidaz meghatarozasa plazmaban:

Na-EDTA-val antikoagulalt vért 2000 g-vel centrifugaltunk és a keletkezett plazmabol 200
pl-t 1 ml munkaoldattal (0,1 M Na-citrat (pH=5,5), 10,9 ml; 0,05% Triton-X 100 5 pl;
ImM H,0;, 1 ml; 0,1%o0-dianizidine 100 pl). elegyitettiink. A keletkezett oldatot 37 °C-on
5 percig inkubéltuk, majd 1 ml 35% perklorsavat adtunk hozza. Ezutan 2500-as
fordulatszamon centrifugaltuk, és a feliiliszot a munkaoldattal szemben 560 nm-en, Milton

Roy Spectronic 6001 fotométraltuk. A plazma myeloperoxiddz szintet nM/l-ben adtuk meg.

4. 1. 6. Antioxidansok vizsgadlata:

- 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 egyarant megtalalhatok. A SOD; (Cu-Zn SOD) az eukaridta szervezetek
citoplazmajaban talalhatd, mig a SOD, (Mn-SOD) a prokaridta szervezetekre jellemzd, de
megtaldlhatd az eukariota szervezetek mitokondridlis matrixdban. A SOD; emberben
extracellularis, rezet és cinket hasznal kofaktorként, csak ugy, mint a SOD;. A SOD;
dimerként fordul eld, mig a masik két forma trimer. Egyes baktériumokban (E. Coli) Fe-
SOD talalhat6. Méréseinkben az intracellularis SOD-ot (SOD;+SOD,) hataroztuk meg
vorosvértest hemolizdtumban.

A mérés alapelve, hogy a szovetekben, vérben, plazmaban talalhato SOD enzim gatolja az
adrenalin 4talakuldsat adrenochrommad (szines, fotometralhatdé komplex). A géatlas

mértékébdl (optimalisan 50%-0s) a benne levé enzim mennyisége kiszamithato *. Valojaban
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SOD oldat aktivitasanak felelt meg.

Minta elokészitées: Alvadasgatolt vérhez (EDTA) haromszoros mennyiségi hideg fiziologias
sooldatot adtunk, 2000 rpm-en 3 percig centrifugaltuk. A feliiliszot elontottiik, majd a
miuveletet addig ismételtiik, mig attetsz6 feliiluszot nem kaptunk. Az iiledékbdl 10-szeres
higitast készitettiink, melynek 500ul-éhez kloroform-etanol (1:2) elegy azonos mennyiségét
adtuk. A kapott mintat keverés utan 15000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk (Hettich
Zentrifugen Universal 3RF) 4C°-on. A feliiliszot hasznaltuk a fotometrids méréshez
(Hitachi U-2001 tipust spektrofotométer). Adrenalin standard (ASTD): 1,6488 mg/ml 0,1N
sosavban. Reakcioelegy: Na,CO3, NaHCOs, Na-EDTA; 0,05M, pH: 10,2., melyhez 100 pl-t
adtunk az ASTD-bdl. A minta mennyiségét gy valtoztattuk, hogy lehetdleg 50%-os gatlast
kapjunk. A végso térfogat mindig 3 ml volt. Aktivitasmérés: Az abszorbanciat 480 nm-en 3
percig folyamatosan mértiik és regisztraltuk. A kontroll gérbe és a minta jelenlétében kapott
gorbe felszallo szaranak meredeksége kozotti eltérésbdl szamitottuk ki a gatlas mértékét, az
alabbi moédon: (Kontroll meredekség-minta meredekség)/kontroll meredekség) x 100=A
1/A=B-0,010989 (konstans) =C

0,009011/C=D

D x a higitds mértéke= U/ml

- Redukalt glutathion (GSH) meghatarozas teljes vérbol:

A GSH fontos intracellularis antioxidans tripeptid. Ciszteinjének thiol csoportja az instabil
molekuldkat, mint amilyenek a szabadgyokok, egy elektront ataddsaval képes stabilizalni. A
reakci6 soran a glutathion maga is reaktivva valik, de masik aktivalt glutathionnal glutathion
diszulfidot (GSSG) alkot, amit a glutathion reduktaz regeneral redukalt glutathionna.
Meéréseink sordn 1 ml alvadasgatolt vérhez (EDTA) 4 ml 10%-os triklor ecetsavat (TCA,
Carbo Erbe) adtunk. Az elegyet 15 percig 4000 rpm-en centrifugaltuk. A feliilisz6 2 ml-éhez
4 ml 0,4 M-os (pH 8,7) Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS, Reanal) puffert adtunk. Az

igy kapott elegyet 100 npl 5,5-Dithiobisz-2-nitrobenzoesav ((DTNB), 59,4 mg DTNB
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(SERVA) 15 ml metanolban oldva) hozzaadasa utdn 5 percen beliil, 412 nm-en

fotometraltuk, TRIS pufferrel szemben (Milton Roy Spectronic 6001). A minta GSH

crcr

- Plazma proteinek szulfhidril csoportjainak (total—thiol csoport) meghatarozasa:

Bizonyos plazmafehérjék jelentds antioxidans kapacitdssal rendelkeznek. A plazma
albuminja féleg thiol csoportjai révén a legjelentdsebb extracellularis antioxidans molekula,
melynek antioxidans kapacitasat szamos koriilmény befolydsolhatja. A plazmafehérjék
antioxidans kapacitasat jellemeztiik a plazma szulthidril csoport mérésével. A mérésekhez
Ellman’s reagenst (99 mg 5,5’-dithiobis-2-nitro-benzoesav (DTNB); SERVA) hasznaltunk.
A 0,1 ml plazmat 0,8 ml TRIS pufferhez adtuk (2,3723 g EDTA 50 ml vizben oldva,
melyhez 12,1 g TRIS-t adtunk, és 500 ml-re egészitettiink ki; majd 0,2M TRIS, (pH: 8,2) és
0,1 ml Ellman’s reagenst adtunk hozza. Az elegyet 412 nm-en, 0,9 ml TRIS puffer + 0,1 ml
Ellman’s reagenssel szemben Milton Roy Spectronic 6001 Spektrofotométerrel mértiik. A

koncentraciot standard-gorbe alapjan hatarozzuk meg.

4. 1. 7. Statisztika

A mérési eredményeket atlag + SE formaban fejeztiik ki. A kiindulési értékhez viszonyitott
eltéréseket egymintas Student-féle t-probaval szamoltuk, mig a csoportok kozotti
kiilonbséget kétmintas t-teszttel €s ANOVA szamitassal hataroztuk meg. A kiilonbségeket

p<0.05 érteknél tekintettiik szignifikansnak.
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4. 2. Eredmények:

4. 2. 1. Vorosvérsejtszam, hematokrit és hemoglobin értékek

A vorosvérsejtszam mind az Akut, mind az Elektiv betegcsoportban kis mértékii, atmeneti,
statisztikailag szignifikdns csokkenést mutatott a miitét utdn (p<0,05), de a csoportok kdzott
nem volt szignifikdns eltérés. Az Akut csoportban a miitét utan 1 héttel a kontrollhoz képest
alacsonyabb vorosvérsejtszamot mértiink. Az Elektiv csoportban 24 6raval a miitét utan is
alacsonyabb értéket detektaltunk (p<0.05). A hematokrit érték csak az Elektiv csoportban
csokkent atmenetileg szignifikansan a miitét utan (p<0,05). A hemoglobin koncentrici6 az
Akut csoportban mar a mitét elott alacsonyabb volt, mint az Elektiv csoportban mért
(p<0,05), de nem kiilonbozott a Kontroll csoport értékeitdl. A miitét utdn azonban sajat
kiindulasi értékéhez képest is szignifikansan csokkent (p< 0.05) az értéke.A mitét utan 1
héttel még mindig szignifikdnsan alacsonyabb volt a szintje, mint a kontroll, illetve elektiv
csoprtban mért (p<0,01). Az Elektiv csoportban a miitét el6tti érték megegyezett a kontroll
csoportban mérttel. A miitét utan szignifikdns csdkkenést mutatott. Még 24 6ra mulva is
alacsonyabb volt értéke, mint a kiindulasi érték, de egy héttel a mitét utdin mar nem
kiilonbozott sem a kontroll csoport értékeitél, sem a miitét eltt mért értéktdl (6. Abra).

A fehérvérsejtszam az Akut csoportban mar a miitét el6tt korosan emelkedett volt, a mitét
utan atmenetileg csokkent ugyan, 4m mindvégig a koéros tartomany kozelében maradt.

Az Elektiv csoportban csak a miitét utan 24 O6raval emelkedett meg atmenetileg a

fehérvérsejtszam. (7. abra).
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Hemoglobin
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Hgb g/l

Mitét elott Matét utdn 24 éramulva 1 hét mulva

6. abra A  hemoglobin koncentracié valtozasa  vorosvértest
hemolizatumban:

* =p<0,05, ** =p<0,01 vs. kontroll, #=p <0,05 vs. miitét eldtt, # # = p< 0,01
vs. mitét elétt, + =p < 0,05 vs elektiv, + + =p< 0,01 vs elektiv
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7. abra: A fehérvérsejtszam valtozasai * = p<0,05 vs kontroll,
** =p <0,01 vs. kontroll; #=p<0,05 vs elektiv, ## = p< 0,01 vs. elektiv.
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4. 2. 2. Trombocita aggregacio valtozdasa

- Aggregdcio mérés vérlemezkedus plazmaban:

Az izolalt trombocitdkon végzett aggregacido mérések lehetdvé teszik, hogy a vér tobbi sejtes
elemének hatasatol fliggetleniil vizsgaljuk a trombocita funkciot, és ellendrizziik az
aggregaciogatlo terapia hatékonysagat. A kollagént és az ADP-t, mint induktort azért
valasztottuk, mivel e kettét alkalmazzak, a két eltéré tdmadaspontu, leggyakrabban hasznalt
aggregacio gatlo vegyiiletcsoport, a COX-gatlok (kollagén) és az ADP receptor antagonistak
(ADP) hatékonysaganak ellendrzésére, ugyanakkor két kiilonbdzo, trombocita aggregaciot

indukalo jelatviteli ut allapotardl is képet kaphatunk.

- Az ADP-vel indukalt aggregdcio PRP-n

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

A betegcsoportok maximalis aggregacioja a vizsgalt idopontokban nem kiillonbozott
egymastol, de mindkét esetben szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a Kontroll
vérmintakban mért, és nem érte el a normal érék alsé hatarat. Azt eredmények alapjan az

aggregaciogatlé terapia a trombociték szintjén hatékonynak bizonyult (8. és 9. Abra).

- Kollageénnel (2 ug/ml) indukalt aggregacio PRP-n

Egészséges onkéntesek kollagénnel indukalt aggregacioja a normalértéknek megfeleld (64-
92%) volt. A periférids érbetegek értékei minden vizsgalt idépontban ennél szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak. A miitét utdn mindkét betegcsoportban atmeneti, nem szignifikéns
csokkenést észleltiink a kiindulasi értékhez képest. Az aggregacio gatld terapia az izolalt
thrombocytdk szintjén mindkét csoportban hatékonynak, és megfeleldnek bizonyult

(10. Abra).
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9. abra. A 10 uM ADP-vel indukalt aggregaciéo maximuma izolalt PRP-n,
* =p<0.05, ** = p< 0.01 vs. Kontroll
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10. abra A kollagénnel (2 pg/ml) indukalt aggregicié maximuma izolalt
PRP-n. ** =p<0,01 vs. egészséges kontroll

- Aggregdcio mérés teljes vérben

ADP-vel indukdlt aggregdcio:

Az izolalt trombocitakon a Kontroll csoport és a betegcsoportok kozott mért szignifikans
kiilonbség teljes vérben mar egyaltalan nem volt kimutathato. Az Akut csoportban a mutét
elott, a miitét utan kozvetlentil, és 24 6éra mulva tapasztaltunk némi ingadozast az aggregacio
mértékében, de a Kontroll csoporthoz képest a kiilonbség mar nem volt szignifikans. Egy
héttel a miitét utan azonban szignifikans, nagy mértékii aggregacid fokozodast mértiink, az
0sszes korabban mért értékhez képest.

A Kontroll csoportban az induktor hozzdadasa és az aggregacio megindulasa kozott egy
perc telt el, mig az Akut csoportban a miitét elott €s a miitét utan az induktor hozzaadasa
utan szinte azonnal megindult az aggregacid. Ugyan ezt tapasztaltuk a miitét utan egy héttel
is, ekkor azonban a gorbe meredeksége is jelentdsen nétt (11a Abra).

Az Elektiv csoportban csak kismértékii, statisztikailag nem szignifikdns aggregacio

fokozodas volt mérhetd 1 héttel a miitét utan (11b Abra).

35



16 # H #H ¥
_ —O— Matét elstt e . wkk ¥
§ 14 {—aA— M(itét utan
Q —m—24 6ramulva ## T
" | *kk T
12 . P
2 —o— 1 hét mulva l
2T —e— Kontroll
O £ 10 - H#Ht +4+
e Qo ++ ++
9 © * ++
= o 8
> g V ++
® T
_
©
< E
S
=
E
o
& ido r
g dé (perc
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vs. Miitét elétt; + = p<0.05, + + = p< 0.01 vs. Elektiv (11b Abra).
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A kollagénnel (2 pg/ml) indukalt aggregacid az Akut csoportban a miitét utan kismértéki
csokkenést mutatott a miitét el6tt mért értékhez képest. A miitét utan egy héttel azonban, az
ADP-vel indukalt aggregaciohoz hasonloan, az Akut csoport betegeinél jelentds, ¢és
statisztikailag szignifikdns aggregacio fokozodast tapasztaltunk a csoporton beliil
valamennyi korabban mért értékéhez képest. A kollagénnel indukalt aggregac6 mértéke
minden vizsgalt idépontban szignifikansan magasabb volt, mint a Kontroll és Elektiv
csoportokban mért érték (12a Abra).

Az Elektiv csoportban nem észleltiink hasonlé valtozast. (12. b Abra).

4. 2. 4. Prooxidansok:

- PMA-val indukalt szabadgyok produkcio

A szabadgyok produkcid tekintetében jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a két betegcsoport
kozott. A hosszan fennalld iszkémia hatdsara az Akut csoportban mar a mutét elott
szignifikansan magasabb értékeket mértiink a gydktermelést jellemzd valamennyi altalunk
vizsgalt paraméterben. A posztoperativ idészakban, pedig még ehhez a magas értékhez
képest is fokozddott a keringd sejtek egységnyi fehérvérsejtszamra korrigdlt szabadgyok
termelése (13, 14, 15 abra). Ugyanakkor ebben a csoportban a fehérvérsejtszam is magasabb
volt a normalértéknél és szignifikdnsan kiilonbozott a Kontroll csoport értékeitdl is (7.
abra).

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 utdn tapasztaltunk. A "lag time" minden idépontban
csaknem megegyezett a Kontroll csoportban mérttel. A gyoktermelési gorbe felszallo
szaranak meredeksége, ¢és a gyoktermelés maximum értéke azonban, a kontroll csoportban
mértnél szignifikdnsan magasabb volt (p<0,05, p<0,01).

Az Akut betegcsoportban az Elektivhez képest sokkal aktivabb, az indukalé impulzusra

érzékenyebb és szamban is tobb fehérvérsejt jelenlétével kell szamolni. (13, 14, 15. 7. Abra).
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14. abra. A gyoktermelési gorbe felszallo szaranak meredeksége (,,slope”)

* =p < 0,05 vs. kontroll; ** =p < 0,01 vs kontroll, *** = p<0,001 vs kontroll. +
=p < 0,05 vs. elektiv, + + =p < 0,01 vs elektiv, # < 0,05 vs miitét eldtt.
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15. abra. A fehérvérsejtszamra korrigalt szabadgyok termelés maximuma
* =p < 0,05 vs. kontroll; ** =p < 0,01 vs kontroll, *** = p<0,001 vs kontroll, # =p
< 0,05 vs mitét eldtt, + = p m 0,05 vs. elektiv, + +=p < 0,01 vs elektiv.

- Hemolizatum és plazma MDA koncentrdcio vizsgalatok eredményei:

A tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxigén szabadgyokok altal okozott peroxidacidja soran
keletkez0 egyik végtermék, a malondialdehid, mellyel a lipid peroxidacid mértékét
jellemeztiik.

Hemolizatumban csak az Elektiv csoportban talaltunk szignifikdns emelkedést a miitét utan
(p<0.05). Az Akut csoportban nem tortént valtozas a hemolizatum MDA szintjében.

Ebben a csoportban az MDA szint mar a miitét eldtt alacsonyabb volt, mint az Elektiv
csoportban mért, ¢s Kontroll csoportban mérttdl nem kiilonbozott. A miitét alatt végig ezen
az alacsony szinten maradt (16a Abra).

Vizsgalatunkban a plazma MDA szintje véaltozott szignifikansan (16b Abra).

A plazma MDA az AKkut csoportban mindkét csoportndl magasabb volt (p<0.05). Az
Elektiv csoportban is szignifikdnsan meghaladta a Kontroll értéket, és a mitét utan is

szignifikans fokozodast mutatott, mely egy héten beliil rendez6détt (16a., 16b. Abra).
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- Mieloperoxidaz szint:

A mieloperoxiddz szintet rutin vizsgalatokban nem szokasos meghatarozni, de egy 2003-as
tanulmany szerint a mellkasi fajdalomra panaszkodé betegeknél a miokardialis infarktus jo
prediktora a megemelkedett szint**. Egy ujabban megjelent tanulmény szerint a magas MPO
szint jobb prediktora periférias artérids érbetegekben a fokozott kardiovaszkularis
veszélyeztetettségnek, mint a C-reaktiv protein®’.

A jelen vizsgalatban is, mindkét beteg-csoportban szignifikdnsan magasabb volt az MPO
szint, mint a Kontroll csoportban. Az iszkémia és a korai reperfuzid alatt kismértéki
csokkenést tapasztaltunk, mely csak az Elektiv csoportban volt szignifikans (p<0,01).

A miitét utan egy héttel mindkét csoportban visszaallt a miitét elétt mért szintre (17. Abra).
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17. abra. Mieloperoxidaz szint. * = p < 0,05 vs. kontroll; ** =p < 0,01 vs. kontroll
*#% = p<0,001 vs. Kontroll; # =p < 0,05 vs miitét eldtt

4. 2. 5. Antioxidansok valtozdsa:

- Superoxid dizmutaz aktivitas:
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

42



a mitét utan tovabb csokkentek (p<0,05 vs. miitét eldtt, €s p<0,001 vs. Kontroll) (18.

Abra)

- A redukalt glutathion mennyisége
A GSH miitét elotti értékében a harom csoport k6zott nem volt kiilonbség. A mitét utan
mindkét betegcsoportban atmeneti csokkenést tapasztaltunk. Egy héttel a miitét utan

azonban visszaallt a mitét elotti érték (19. abra).

- A vérplazma szulfhidril (-SH) csoportjainak koncentracioja
A plazma totdl -SH koncentracioja kozvetleniil a mfitét utan, atmenetileg mindkét

betegcsoportban szignifikansan csokkentek (20. abra).
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18. abra. A szuperoxid dizmutaz aktivitas valtozasa
*=p < 0,05 vs. kontroll; ** =p < 0,01 vs kontroll; *** = p<0,001 vs kontroll;
+=p m 0,05 vs. elektiv, # =p < 0,05 vs miitét elott.
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19. abra. A redukalt glutathion (GSH) mennyisége ** = p < 0,01 vs kontroll,
#=p < 0,05 vs miitét elott.
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20. abra. A plazma szulfhidril-csoportjainak koncentracidja.
* =p <0,05 vs kontroll, ** = p < 0,01 vs kontroll, # = p < 0,05 vs miitét elétt,
##=p < 0,01 vs miitét eldtt.



4. 3. Eredmények osszefoglalasa és kovetkeztetések:

A korédbban iszkémids szervek, és szovetek vérellatdsanak helyreéllitasa komplikaciok egész
sorat inditja el, melyek alapvetden két kategdridba sorolhatok: az egyik a regionalis valasz,
mely a volt iszkémias szdveteket érinti, a masik viszont az egész szervezetet, mivel az
1szkémiatol tavoli szervek, és szovetek karosodasat okozza, tobbszervi elégtelenséget
eredményezhet, és halalos kimenetelii 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 id6tartamaval és sulyossagaval®’.

Vizsgalataink kdzéppontjaban a revaszkularizacios periférids érmiitétek altal eldidézett I/R
karosodas allt. Az aggregabilitas monitorozdsara, ADP-t és a kollagént hasznaltunk
induktorként. Az ADP kulcsszerepet jatszik a hemosztazisban, mivel a TCT aktivacié soran
maga is felszabadul a TCT denz granulumaibdl. In vitro potencirozza szamos mas aggregald
agens, tobbek kozott a trombin hatasat is, mellyel stimulélja és stabilizalja a trombin altal
indukalt trombust. A kollagén a sériilt endotélium révén keriil a felszinre, megjelenése
azonnal kozvetleniil, (GPIIbIIla-n keresztiil) és kozvetett (vW-faktoron keresztiil) modon is
kivaltja a TCT aktivacidjat, valamint elésegiti annak a sériilt endotéliumhoz torténd
kitapadasat. Vizsgalataink ujnak tekinthetok abban a tekintetben, hogy trombocitadus
plazmaban és teljes vérben parhuzamosan monitoroztuk a TCT funkciot, a teljes
hospitalizacios fazis alatt.

Esetiinkben lényeges kiilonbséget tapasztaltunk a kétféle modon monitorozott aggregabilitas
kozott. Vizsgalataink alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy izolalt trombocitdkon az
aggregacio gatld szerek hatékonysagat specifikusan a TCT-re vonatkozodan tudjuk tesztelni,
teljes vérben pedig, a vér mas sejtes elemeinek €s a kornyezet (a vérplazma elemei, enzimek,
antioxidans és prooxidans plazmaproteineknek) trombocita funkcidra gyakorolt modulalo

hatasat vizsgéalhatjuk.
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Vizsgalataink alapjan jol lathato, hogy az alkalmazott aggregécio gatlo terapia kurativ hatasa
a trombocitak szintjén mindkét betegcsoportban érvényesiilt (8., 9., 10. abra), de teljes
vérben ez a gatld hatds mar nem volt kimutathaté (11a és b, 12 b. adbra). Az igy végzett
vizsgélatok vilagossa tették szamunkra, hogy az Akut csoport esetében a teljes vérben mért
trombocita aggregacio fokozddast elsdsorban nem az aggregacio gatlo terapia elégtelen volta
okozta, hiszen ugyanabbdl a mintabol szarmazott a PRP, mint amiben az aggregaciot teljes
vérben mértiik. A két prepardtum kozott az a 1ényeges kiilonbség, hogy az egyikben az
Osszes sejtes véralkotd, mig a masikban csak a trombocita volt jelen. Eredményeinkben az
volt a meglepd, hogy amig a PRP-ben mért értékek megfeleld aggregacio gatlast mutattak
mindkét betegcsoportban, addig az Akut csoportba tartozo betegek teljes vérében mind az
ADP-vel mind a kollagénnel indukalt aggregacidban szignifikdns és nagymértékii
aggregacio fokozodast tapasztaltunk egy héttel a miitét utan.

A jelenség hatterében, az antioxidans prooxidans egyensuly zavara allhat, hiszen a teljes
artérias elzarodast kovetd hosszu iszkémia, majd a rékovetkezd reperfizié a fennalld
kronikus betegséggel egyiitt hatalmas stresszt jelent nem csak az érintett végtag, hanem az
egész szervezet szamara. A fehérvérsejtszdm az AKkut csoportban minden vizsgalt
idépontban a koros érték hataran (10000 sejt/ul) volt, de az Elektiv csoportban is mértiink
magas értékeket, pl a miitét utdn 24 éraval (7. Abra). Az AKut csoportban, a teljes vérben
mért szabadgyok produkcio valamennyi mért €s szamitott paramétere azt mutatta, hogy mar
a mitét eldtti mintdban, a PMA hozzdadast kovetden a Kontroll csoportban mérthez képest
jelentésen fokozodott a valaszkészség. A reakcididé szignifikdns csokkenése, a
gyOktermelési gorbe felszallo szaranak fokozott meredeksége, a fehérvérsejtek oxidativ
agensek iranti érzékenysége mind a szabadgyok produkcié fokozodasat jelezte (13. 14. 15.
Abra).

Ezt a jelenséget, sokkal kisebb mértékben az Elektiv csoportban is tapasztaltuk, a maximalis
szabadgyok produkcid tekintetében (15. dbra). Feltételezziik, hogy az altalunk mért PMA-val

indukalt PKC-fliggd szabadgyok produkcid oroszlanrészét a fehérvérsejtek NADPH oxidéaz
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enzime termeli. A vérlemezkék is képesek szuperoxid produkciora®, de ez a fehérvérsejtek
szabadgyok termeléséhez képest elhanyagolhato.

A fokozott szabadgyok produkcié azonban nem egyediil feleloés az antioxiddns prooxidans
egyensuly megbomlaséért. Fontos szerep tulajdonithat6 a SOD enzim aktivitdsdban
bekovetkezo jelentds csokkenésnek, mindkét betegesoportban, mar a miitét elott is. Az Akut
csoport értékei szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, nem csak a Kontroll, hanem az Elektiv
csoportban mérthez képest is, a miitét hatdsara, pedig ez az alacsony érték még tovabb
csokkent (24 o6ras adat, 18. 4bra). A SOD-szint kismértékii csokkenését az Elektiv
csoportban is megfigyelhettiik 24 6raval a mitét utan, de ez a kiindulasi értékhez képest
nem, csak a kontroll csoport értékeihez képest volt szignifikans.

Vizsgalataink alapjan valoészintinek latszik, hogy a SOD deficienciencia szerepet jatszik a
szabadgyok produkcid jelentds fokozdodasaban, és az Akut csoportban a miitét utan egy
héttel tapasztalhatd fokozott aggregabilitdsban. Fontos itt megemliteni azt a legljabb
megfigyelést, hogy a magyar lakossdg diabéteszes populécidja korében a kataldz enzim
olyan mutaciojat mutattdk ki, amely az enzim elégtelen mikodését okozza®. A katalaz
deficiencia ritka, Orokletes, autoszomalis, recessziv rendellenesség, mely elsdsorban a
magyar, svajci és japan eredetli lakossag korében gyakori’. Elképzelhetd, hogy a periférias
munkatarsai példaul periférias artérias érbetegek gastrocnemius izmaban irtdk 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 és szérumban eltérden viselkedett (16a és 16b. Abra). 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 ellentmonddsnak a felolddsara probaltunk

Osszefliggést keresni mas, vorosvértestekkel kapcsolatos egyéb paraméterek valtozasaival. A

47



vOrdsvérsejtszdmban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a harom csoport kézott, €és a
hemoglobin koncentraci6 is csak a miitét utdn 24 oraval mutatott kismértéki, bar
szignifikans csokkenést az Akut csoportban.

A jelenség hatterében a voOrdsvértest membran foszfolipid/koleszterin aranyanak
megvaltozasat, valdszinusitjiik.

Irodalmi adat, hogy a hosszan fennalld ateroszkler6zis hatasdra a lipid membranok
struktiraja atépiil, kevesebb tobbszorosen telitetlen zsirsavat tartalmaz, és rigidebbé
valik’”. Igy feltevésiink szerint a MDA, mint a tdbbszordsen telitetlen zsirsavak
peroxidacidjanak nyomjelzdje, ezekben az esetekben ,,al negativ’ eredményt ad, mivel a
membranban mar nincs olyan mennyiségli tobbszordsen telitetlen zsirsav, melynek a
peroxidacidja kimutathato6 lenne.

A plazma MDA szintje mindkét betegcsoportban magasabb volt, mint a Kontroll
csoportban. Mig a mitét utan az Elektiv csoportban csak atmeneti emelkedést tapasztaltunk,
addig az Akut csoportban még egy hét mulva sem rendezddik a plazma MDA szintje. A
plazmaban mért fokozott lipid peroxidacié szintén fontos komponens lehetett a teljes vérben
mért korosan magas aggregacioban.

Az antioxidans védelem két fontos komponense, az intracellularis GSH és a plazméban levo
szulfhidril csoportok dsszessége, kiilondsen az albumin —SH-csoportjai. Miitét el6tti szintjiik
nem kiilonbozott a harom csoportban. A miitéti beavatkozas azonban atmeneti, kismértékii,
am szignifikans csokkenést okozott mindkét paraméter esetében (19.6s 20. Abra). Irodalmi
adatok igazoljak, hogy az inhaldciés narkotikumok fokozzak az oxidativ stresszt’*, és
bizonyos helyiérzéstelenitd szerek metabolizmusuk soran befolydsolhatjak a GSH szintet. A
sebészi trauma maga is csdkkenti a GSH-szintet humén véazizomban®

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
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szamolni kell. Ezek az allapotok mind fokozott szabadgyok kiaramléassal jarnak, amit a
sebészeti beavatkozas okozta I/R sériilés csak tovabb fokoz.

Az aktivalt trombocita dontd szerepet jatszik az ateroszklerozis kialakulasdban ¢és
valosziniileg fokozza az érsebészeti beavatkozasok kockézatat is™®. Ezzel egyiitt kevés olyan
adat all rendelkezésre, ami magyarazna a betegség rossz prognozisat. Néhany ilyen tampont,
a komplement rendszer reperfuzié alatti aktivalodasa’’, a leukocyta-TCT interakcio™, és a
fokozott endotelin kidramlas””.

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

A TCT aggregacio gatlasa fontos, és hasznos a sulyos komplikacidk elkeriiléséhez, de a
tobbi kering6 sejt és a kornyezet allapotaban beallott valtozasokat is figyelembe kell venni,
mint amilyen a hattérben permanensen zajlo, ¢és az 1d6 muldsdval egyre fokoz6do
szabadgyok produkci6, a koérosan alacsony SOD szint, melyet a lipid peroxidacid
allandosult, megemelkedett szintje is sulyosbit. A fokozott MPO aktivitas, a gyulladdsos
folyamatok feler6sodését jelzi. Mindezek egyiitt olyan kdrnyezetet teremthetnek, melyek a
trombusképzddés és reokkluzid felé vihetik el a folyamatokat.

Szamos vizsgalatban tanulmanyoztak periférids revaszkularizacios érmiitétek soran az
aggregacio gatlod terdpia és az antikoagulansokkal torténd kezelés hatékonysdgat, de ezen
vizsgalatok tobbségében Doppler ultrahang mérésekkel és angiografiaval ellendrizték a
miitét és a terdpia effektivitasat. A kozlemények tobbsége nem szdmol be a trombocita
funkcié valtozasairdl, valamint a gyulladasos reakciok lefolyasarol sem szolgéltatnak
megfelel$ adatokat'®,

Tobb mint 1400 beteget vizsgaltak multicentrumos vizsgalat soran, az alsdvégtagot érintd
kritikus végtagiszkémia miatti stent graft beiiltetése utdni terdpia hatékonysaganak

ellenérzésére. Béta adrenerg receptor blokkold, sztatin és aggregacié gatlo kezelés
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hatékonysagat vizsgaltdk az egy éves mortalitasra. Egyediil a statinkezelés javitotta
szignifikans modon a tilélést™”.

Abban a néhany vizsgalatban, mely kritikus végtagiszkémia sordn célul tiizi ki a trombocita
funkci6é monitorozasat, arra a kovetkeztetésre jutnak, hogy az azpirin kezelés a proatherogén
kemokin expressziot, és a TCT aggregacid markereit nem képes csokkenteni periférids
artérias érbetegeknél'®.

Mohan és munkatarsai 2007-ban megjelent kozleményilikben 14 kritikus végtagiszkémia
miatt femoro-poplitedlis bypass miitéten atesett beteg trombocita funkciojat kovették 24 6ran
keresztiil, olymodon, hogy teljes vérben vizsgaltdk a sponan, az ADP-vel és a szerotoninnal
indukalt aggregaciot, valamint flow citometrids modszerrel vizsgaltdk a TCT felszini GP-
injeit (P-szelektin, , aktivalt GPIIbllla stb). Az eredményeket Osszehasonlitottak 14
klaudikacié intermittensz miatt kezelt (300 m-nél hosszabb jarastavolsdg) és 15 olyan
betegadataival, akiket 22 (13-112) honappal kordbban operaltak hasonlé moddon.
Valamennyi betegcsoportban jelentds spontdn TCT aggregaciot mértek és a kiilonbozo
induktorok jelenlétében mért aggregacidjuk is fokozott mértékii volt, az aszpirin és a
warfarin terapia ellenére is'®.

Vizsgalataink eredményei felhivjak az antioxidans prooxidans status megbomlasanak fontos
szerepére a figyelmet, a periférds artérids érbetegek fokozott trombodziskészségének
kialakulasaban. Megallapitasainkat valdszinlisitik azok az irodalomban egyre nagyobb
szamban megjelend eredmények, melyek a polifenol tipusi antioxidansok aggregacid gatld

hatasat bizonyitjak'**'®.
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5. A TROMBOCITA FUNKCIO ES AZ OXIDATIV STRESSZ MONITOROZASA

DIABETESZES PERIFERIAS ERBETEGEKEN

5. 1. Bevezetés
Az orvostudomdny egyik fontos mérfoldkovét jelentette a XX szdzad 20-as éveiben a

Banting és Best altal felfedezett inzulin'®

. Néhany évtizeddel késébb Sir Himsworth H.
angol orvos, arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a korosan magas vércukor szint két teljesen
kiilonboz6 maddon is kifejlédhet, egyfeldl inzulin hianyaban, masfeldl inzulin jelenlétében, és
igy javasolta az inzulinra érzékeny ¢és az inzulinra rezisztens diabétesz mellitusz
megkiilonboztetését'’. Megallapitasait késébb Bornstein és Lawrence erdsitették meg'”.

A mult szdzad harmadik nagy felfedezése Hollenback ¢és Reaven nevéhez fiizodik, miszerint
az inzulin vércukorcsokkentd hatdsa irant az emberek kiillonb6zé mértékben érzékenyek, és
igy az inzulin altal stimulalt glikoz felvételiik is kiilonbozé lehet'™.

Napjainkban az egészségiigyi vilagszervezet, a WHO, két f6 form4jat kiilonbozteti meg a
diabétesz mellitusnak. Ha a magas vércukorszint oka a hasnyalmirigy Langerhans
szigeteiben levd [-sejtek destrukcidja és elégtelen inzulin termelése, mely lehet
velesziiletett, és/vagy autoimmun reakcié miatti elégtelenség, akkor 1-es tipusu (T;DM)
diabéteszrdl beszéliink. A diabéteszes betegek 10%-at teszi ki ez az abszolut inzulinhiannyal
jaré betegség, mely irant egyes populdciok, példaul a Finnek, joval fogékonyabbak, mint a
tobbiek''°.

Ha a hiperglikémia a nyugati életstilus és taplalkozasi szokasok, valamint genetikai hajlam
egylittes kovetkezményeként alakul ki, és inzulin rezisztenciaval jar egyiitt, akkor 2-es tipust
diabéteszrol (T,DM) van sz6. A T,DM heterogén, multifaktoros, poligenetikus betegség,
melyet az inzulin szekrécio 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. Mig a T;DM az Osszes

diabétesz elenyész6 hanyadat teszi ki (bar az elmult 50 évben novekedett az eléfordulasa),

addig a T,DM betegség megjelenése napjainkban csaknem eléri a jarvany szintjét. Ha a
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jelenlegi trend nem valtozik, 2025-re tobb mint 300 milli6 diabéteszes beteg ¢l majd a

F6ldon (21. Abra).

=
=

[==]
=

=
=

[=x]
=

=N
(=]

s
=

i
ig
=
.E
=
——

L]
=

P
=

10
el
Keleti Amerika Afria Délkelet-Arsia  Hyugati
mediterran Pacifilkus

re&gio

-
=

=

21. abra. A Kkettestipusu, T,DM, eléfordulasi gyakorisaganak valtozasa
( WHO becslés, 1999.)

A legnagyobb valtozas Délkelet-Azsiaban varhato, de a diabéteszes populacio eurdpai
novekedésére is szadmitani kell. Ez tesz minden ujabb adatot fontossd, ami a betegség
legy6zéséhez hozzajarulhat.

A diabétesz mellitusz 6nallé rizikd tényezdje a kardiovaszkularis morbiditdsnak és
mortalitdsnak. A diabétesz mikroangiopatidhoz kothetd szovédményei (nefropatia,
retinopatia, neuropatia) mellett a makroangiopatias szovodmények legtobbje, mint amilyen a
koszortserek, a nyaki verderek és a periférids artéridk betegségei, egyre jobban eldtérbe
keriilnek, mivel legjobban ezek az érteriiletek vannak kitéve az ateroszklerozis karositd
hatasanak. Mig a mikroangiopatiara javitdlag hat a szigoru glikémias kontroll, addig erre a
nagyerek tekintetében nincs egyértelmil bizonyiték.

Epidemiologiai evidencia a diabétesz mellitusz és a PAD tarsuldsa. 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

111
1

a nem diabéteszes betegeknél . A diabétesz jelenléte férfiakban 3,5-szordsére, mig ndkben
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8,6-szorosara noveli az intermittalé klaudikacio gyakorisagat''?, 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'".

5. 1. 1. Az inzulinrezisztencia kialakulasanak elméleti hattere

A fizioldgids gliikoz homeosztdzis fenntartdsdhoz a hasnydlmirigy, a mdj (a hepatikus
gliikkoz produkci6 révén) a vazizomzat és a zsirszovet dsszehangolt miikodése sziikséges,
melyben a legfébb szabalyozé az inzulin.

A gliikoz, a tobbi létfontossagli energiaforras (zsirsavak és ketontestek,) mellett, kivételes
fontossagu. Bizonyos szovetek €s sejtek (retina, a vese veldallomanya, vorosvérsejt) ugyanis
kizardlag ebbdl nyerik a miikodésiikhoz sziikséges energiat, de még az olyan ,,mindenevo”
szerv is, mint a sziv, hipoxia esetén elsésorban cukrot hasznal ,lizemanyagként”. A gliik6z
aktiv transzporttal, a gliikdz transzporterek (GLUT-ok) segitségével jut be a sejtekbe.

Az inzulinfliggd gliikdz transzporter, a GLUT-4 nem fordul elé minden sejttipuson és
specialis kompartmentekben helyezkedik el a citoplazmaban''*, ahonnan mebranba torténd
intracellularis folyamatra is hatast gyakorol.

Az inzulin rezisztencia ugy is definialhato, hogy az inzulin a célszerveken (véazizom, sziv,
zsirszovet, hasnyalmirigy) nem képes a fiziologids hatasat kifejteni. Kialakulasa soktényezds
folyamat. A rezisztencia kialakuldsa sordn, a cukoranyagcserét szabalyzo rendszerek
receptor és posztreceptor szinten is sériilhetnek. Az inzulin reszisztencia talajan iddvel
szamos kronikus betegség (Cushing kor, hiperlipidémia, hipertonia, T,DM, policisztas
ovarium szindroma (PCOS), akromegalia is kifejlédik (22. Abra). Az abdominalis obezitas,
inzulin rezisztencia, dizlipidémia és a hipertonia (,,haldlos négyes”) egyiittes jelentkezését
metabolikus szindromanak nevezziik. Ma mar ezt a definiciot gyakran kiegészitik a

protrombotikus, gyulladasos allapottal, mint a metabolikus szindréma allandé kiséréivel.
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22. abra. Az inzulin rezisztencia okai és kovetkezményei

Hosszl évekbe telik, amig az inzulin rezisztens allapotbdl kialakul a T,DM, mivel az inzulin
rezisztenciat a hasnyalmirigy fokozott inzulintermeléssel még kompenzalni tudja. A
hiperinzulinémia ardan még évekig fenntarthat6 a normalis vércukorszint, melynek nyoman
kompenzalt inzulinrezisztencia alakul ki, ami végiil a hasnyalmirigy fokozatos kimeriilését
eredményezi. Kovetkezményként, az angolszasz irodalomban ,,impaired glucose tolerance”
(IGT) néven ismert korkép jelenik meg, mely végiil B-sejt elégtelenséghez ¢s T,DM-hez

vezet (23. Abra).
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23. abra. Az inzulin rezisztenciatél a T,DM-ig.

5. 1. 2. A T,DM kialakulasa és kovetkezményei, az inzulin rezisgtencia és az oxidativ
stressz kapcsolata

A metabolikus eltérések megjelenésétdl 10-12 ¢év is eltelhet, mire a betegséget
diagnosztizaljak. Ilyenkor mar csak a kialakult diabéteszt lehet detektalni, ekkorra altalaban
mar valamilyen szovédmény is jelen van, leggyakrabban a neuropatia. A diabétesszel egyiitt
jar6 hiperglikémia talajan kifejlddnek a mikroangiopatids szovodmények (neuropatia,
retinopatia, nefropatia és erektilis diszfunkcid), melyek kialakuldsdban nagy szerepet jatszik
a redukaldo monoszacharidok és az amino csoportot tartalmazd makromolekuldk kozott
lezajlo, Louis Camille Maillard altal 1912-ben leirt, nem enzimatikus glikozilécié”s, és a
gliikoz autooxidacidja. Mindkét esetben nagy mennyiségli oxigén eredetli szabadgyok
képzddik, és a Maillard-reakcié sordn keletkezd eldrehaladott glikdcios végtermékek
(advanced glycosilation endproducts: GES) is részt vesznek a patogenezisben''®.''”,

kiilondsen veszalyeztetve a hosszl féléletidejii fehérjék (pl kollagén, krisztallin, mielin)

strukturalis és miikodési integritasat.
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Mig az inzulinfiiggd szévetek nem jutnak megfeleld tapanyaghoz, addig az inzulintol
fiiggetlen modon metabolizald szovetekben (retina, szemlencse, endotélium ¢€s az idegek), a
fokozott gliikkdz expozicid hatasdra megnd az intracellularis szorbitol és fruktdz szint, mely
ozmotikus stresszt jelent a sejt szamara. Ennek oka, a magas gliikoz szint mellett aktivalodo
alternativ cukorlebontasi ut két kulcsenzimének (aldoz reduktaz és a szorbitol dehidrogenaz)
fokozott milkodése. Ugyanakkor az alddz reduktiz enzimnek a tulmiikodése fokozott
szabadgyok produkcidval is jar, mivel kofaktorként ugyanazt a nikotinamid adenin
reduktéz, és az endotélium fiiggd simaizom relaxacioért felelés NO-szintaz''®. A magas
vércukor- ¢és szabadzsirsav-szint szamos modon fokozza a szabadgyok produkciot.
Csokkentik a NO biologiai hozzaférhetdségét €s a prosztaciklin szintézist, ugyanakkor
fokozzak a lipoxigendz, a ciklooxigendz (COX) és a NADPH oxiddz aktivitdst, ami

mitokondrialis diszfunkcidhoz vezet'"” (24. Abra).

Hiperglikémia
Gyulladas, FFAT
1 - OH
Resp, Xox, /F enton reakci6
NADPH ox,Y , SODI| AT
0, -0, »H,0, CATL H0
Mitokondri l GSH Ll
1tokondrium I3
szivargas COX, Stressz reductaz
Lipoxigenaz, szenzitiv
NADPH oxid4az génexpresszio
aktivitas né NADPH NAD P'H NADP
Glucose Ald#» Sorbitol
reduktaz

24. abra. Intracellularis vetélkedés a kofaktorokért.

FFA: szabadzsirsav (free fatty acid) Resp: 1égzési lanc, Xox: xantin oxiddz, SOD:
szuperoxid dizmutdz, CAT: kataldz, GPX: glutathion peroxiddz, GSH: redukalt
glutathion, Arg: arginin, H,O,: hidrogénperoxid, COX: cyclooxigenaz.
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A FFA ¢s a gliik6z metabolizmus kozotti kapcsolatot elészor Randle PJ és munkacsoportja
irta le 1965-ben'®. Elméletiik lényege az volt, hogy az egyik szubsztrat fokozott jelenléte
csokkenti a masik oxidéaciojat. Az inzulin a zsirsavak metabolizaciojat is szabalyozza.
Inzulin rezisztens 4allapotban a hormon-szenzitiv lipdzok kontrollja csokken, az
adipocitakban fokozodik a lipolizis és csokken a FFA reészterifikécioja, a vérben né a FFA
szint, kiilondsen az éjszakai ¢hezés soran. A vér megemelkedett szabadzsirsav szintje

, . Y 121
szdmos modon befolyésolja a cukoranyagcserét .

5. 1. 3. A trombocita funkcio valtozdsa az inzulin rezisgtencia kialakuldsdt kovetoen

Az endotélium, a szemlencse, a neuronok, és a vérlemezkék is az inzulint6l fliggetlen
modon veszik fel a cukrot, mitkddésiik szabalyozasdban mégis alapvetd szerepet jatszik az
inzulin. A szénhidrat, és lipidanyagcserére gyakorolt hatasan kiviil az inzulin befolyasolja
a simaizom tonust az angiogenezist és a hemosztazist is. Direkt vazodilatator hatdsat sokan

122 .
. A vézizomban az

vitatjak, bar a vazizom nutritiv ereire gyakorolt hatdsa bizonyitott
inzulin nem csak a vérdramlast, hanem a vértérfogatot is ndveli, igy valodi vazodilatator
hormonnak tekintheté'>. Az inzulin vazodilatator hatdsa mellett, bizonyos kériilmények
kozott vazokonstriktor hatast is kifejthet. Az elébbit eNOS —fliggd, az utdbbit endotelin
figgé modon, valamint a MAP kinaz rendszeren keresztiil érvényesiti'>*. Az inzulin
trombocita aggregaciora gyakorolt hatasa mogott a cAMP és cGMP fokozo hatas all, mely
¢p endotélium esetén az NO produkcio fokozodasahoz vezet, mely aggregacio gatlo hatast

eredményez, ¢és a felszabaduld vazoaktiv anyagok a simaizom relaxacidhoz is

hozzajarulnak (26. Abra).
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Adenozin
Szerotoni

26. abra. Az inzulin hatasa TCT-n és endotelialis sejtekben

IRS-1: inzulin receptor szubsztrat-1, PI3K: foszfatidilinozitol-3-kindz, PIP2:
foszfatidilinozitoll-4,5-difoszfat, PIP3: foszfoinozitid-3,4,5,-trifoszfat, Ca/CAM:
kalcium/kalmodulin, HSP-90 hésokk protein 90, L-Arg: L-arginin, Cit: citrullin, GTP:
guanil-trifoszfat, cGMP: ciklikus guanil-monofoszfat, P: foszfat csoport.

5. 2. Anyagok és modszerek:

5. 2. 1. Betegek

Vizsgalatainkba a Baranya Megyei Korhdz periférids érbeteg ambulancidjan megjelent
betegei koziil (0sszesen 46 beteg, a kdvetkezO megoszlasban: 24 T,DM (18 férfi, 6 nod);
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 no; atlagéletkoruk 33,0 £ 6,7 év). Valamennyi beteg és onkéntes vérado irasban egyezett
bele a vizsgalatok elvégzésébe.

Antidiabetikus kezelésként a T;DM betegek inzulint kaptak, pontosan meghatarozva az
alkalmazas koriilményeit. A T,DM betegek, két kivétellel, akik eldrehaladott diabétesziik
miatt inzulint kaptak, kombinalt ordlis antidiabetikus terapidban részesiiltek.

Aggregacidgatlét valamennyi beteg kapott. Antikoaguldns szerként a T{DM csoportban 4
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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
(5. Tablazat). A tarsbetegségek aranya a két csoportban megegyezett, és a dohanyosok
aranya sem kiilonbozott szignifikansan.

5. Tablazat: Az 1-es és 2-es diabéteszes érbetegeknél alkalmazott gyogyszerek

Gyogyszerek T:DM T, DM

Aggregacio gatlo
24/24 22/22

(Aspirin protect vagy Astriy

Antikoagulans (Syncumar 4/24 4/22
Antikoagulans (LMWH) 12/ 24 10/ 22
Antihipertenziv 18/ 24 18 /22
Inzulin 24/24 2/22
Orailis antidiabetikum 0/24 20/22
Egyéb 24 /24 22/22

5. 2. 2. A trombocita aggregdco vizsgadlata

A betegektdl és az egészséges Onkéntesektdl vérvételre csak egyszer keriilt sor. A TCT
aggregacio, €s a szabadgyok termelés méréséhez (2 x 5 ml) Na-citrattal alvadasgatolt, az
antioxidans enzimek méréséhez, és a MDA meghatirozashoz (1x5ml) EDTA-val

alvadasgatolt vért vettiink (Vacutrainer; Becton Dickinson, UK).
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A TCT funkciora vonatkozd6 méréseket, a vérvételt kovetd 3 oran beliil elvégeztik. A
vérképet Minitron tipusu automata késziilékkel detektaltuk. A plazma gliikdz, triglicerid és
koleszterin tartalmat a Diagnosticum Rt altal forgalmazott Giikoz GOD/PAP, Triglicerid
PAP, és Koleszterin PAP reagensekkel, fotometridasan mértiik, a reagensek felhasznaloi

utmutat6ja szerint.

- A trombocita funkcio vizsgalata trombocitadus plazmaban (PRP)
A trombocita funkciét PRP-ben Born moddszere szerint vizsgaltuk, Carat TX4
aggregométerrel és mint az el6zéekben (1d. 27. oldal) ADP-t (5 és 10 uM) és kollagént (2

pg/ml) hasznaltunk induktorként.

- Trombocita funkcio vizsgalata teljes vérben

A TCT funkciot Chrono-Log aggregométerrel hataroztuk meg. Inuktorként ADP-t (5 uM) és
Kollagént (2 pg/ml) hasznaltunk.

A méréseket folyamatos keverés (400 rpm) mellett 37 °C-on végeztikk, a 28. oldalon

megadott leiras szerint.

5. 2. 3. Prooxidansok vizsgdlata:

- PMA-val indukalt szabadgyok termelés meghatarozasa teljes vérben.

A mar ismertetett modszer szerint végeztiik a vizsgalatokat (28. oldal).

- MDA szint meghatarozas hemolizatumban

A lipid peroxidaciot fotometrids modszerrel hataroztuk meg, a korabban (28. oldal) leirt

modon.

5. 2. 4. Antioxidansok vizsgdlata:
- SOD és GSH mérése
A SOD aktivitast (28. oldal) és a GSH mennyiségét (31. oldal) a korabban leirtak szerint

fotometrias modszerrel mértik.
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5. 2. 5. INR érték és fibrinogén koncentrdcio:

A protrombin id6 nemzetkdzi normalizalt ratat (INR) és a fibrinogén szintet a
trombusképzddés rizikdjanak felméréséhez hasznaljak. Vizsgélatunk soran az antikoagulans
terapia hatékonysagat becsiiltiik meg a két paraméter meghatarozasaval.

A méréseket a PTE AOK Kozponti Laboratériuméaban végezték, az altaluk hasznalt

protokolok alapjan.

5. 2. 6. Statisztika:

Eredményeinket a mérések atlaga + az atlag szorasa (SE) formatumban adtuk meg. A mintak
Osszehasonlitdsdra Student-féle egy- és kétmintds t-tesztet alkalmaztunk. A gorbe alatti
tertileteket Microcal/Origin 6.0 professional programm segitségével szamitottuk ki.
Ugyanezzel a programmal korreldcioszamitasokat végeztiink a vércukorszintek és a teljes
vérben ADP-vel, illetve a kollagénnel indukalt aggregaciés gorbék gorbe alatti teriiletei

kozott. A kiilonbséget akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.
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5. 3. A periférias diabéteszes érbetegek vizsgalatanak eredményei

A betegek klinikai kémiai paramétereit a 6. Tablazat foglalja 6ssze.

6. Tablazat: A két betegcsoport klinikai kémiai paramétereinek

atlagértékei
Betegcsoport Gliikoz Triglicerid Koleszterin
T,DM 11,4+1,6 1,9+0,3 4,3+0,6
T,DM 7,3+0,7 43+1,4 52+0,7
Egészséges 4,82 +0,27 1,1 +£0,15 42+0,5
Normalérték 4,2-6,1 mmol/l  0,4-1,7 mmol/l]  3,7-5,2 mmol/||

A betegek vércukor, triglicerid értékei l1ényegesen magasabbak voltak a normalértéknél. Az
atlagos koleszterin szint a normalértéken beliil volt, bar a csoport betegei kozott a
normalértéknél értekek 1s  eléfordultak. A  fokozott

magasabb aggregabilitas

rizikotényezdjeként kell emlitenlink a mindkét csoportban megemelkedett fibrinogén szintet

is '%°, mely az altalunk vizsgalt betegek esetében is magasabb volt a normal értéknél (7.

Téblazat).

A betegcsoportokban a hemoglobin és hematokrit érték alacsonyabb volt, mint a kontroll
csoportban mért, de a kiilonbség csak a T\DM csoport betegeinek esetében bizonyult
statisztikailag is szignifikdnsnak (hemoglobin: p<0.01, hematokrit: p<0.05). A T;DM
csoportban volt a legmagasabb a fehérvérsejtszam (11,2 + 1,3 x 10* sejt/ul’). Ertéke
szignifikansan kiilonbozott a Kontroll csoportban mérttél (6,71 £ 0,32 x 10* sejt/ul3),
(p<0.01). A T,DM csoportban a fehérvérsejtszam 8,92 + 0,99 x 10 sejt/ul® volt, és ez az

érték nem kiilonbozott szignifikansan a masik két csoportban mérttol.

7. Tablazat: INR és fibrinogén értékek

Csoportok INR Fibrinogén (g/1)
T,DM 1,2 £0,1 5,8+£0,7
T,DM 1,1 £0,1 7,3+0,7

Egészséges 1,06 £ 0,24 3,22 +1,22

Normalérték 0,81-1,13 2-4.4

A vizsgalatokba bevont diabéteszes periférids érbetegek atlagértéke sem a T,DM, sem a

T>DM csoport INR illetve fibrinogén szintje nem volt a normal tartoméanyban.
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5. 3. 1. A trombocita aggregdcio vizsgalatok eredményei izoldlt trombocitikon
Megkdzelitéleg azonos trombocitaszam mellett jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a

betegcsoportok és a Kontroll csoport kozott az ADP-vel indukalt aggregacidoban (27.

abra).
5uM ADP-vel indukalt aggregacié PRP-n

90
80 @A Kontroll
70 I T @ T1DM
60 - O T2DM
50 -
40 1 *% %% s o "%
30 -
20 - )
10 - i

0 - e B

Max (%) Final (%) Slope (%/min) Lag time (sec)

27. abra. Az ADP-vel (5 pM) indukalt aggregacio PRP-n

A feltlintetett paraméterek: Max: az aggregacid6 maximuma %-ban, Final: a
mérés befejeztével (8 perccel az indukcid utdan) mért aggregacio %-ban
megadva, Slope: az aggregacios gorbe felszallo szaranak meredeksége, Lag
time az induktor mintahoz térténd hozzdadasa és az aggregacié megindulasa
kozott eltelt id6. ** = p<0,01 vs kontroll.

A betegcsoportokban az ADP-vel indukalt aggregacido mértéke (Max (%) és Final), és az
aggregacios gorbe felszallo szaranak meredeksége alacsonyabb volt, mint a kontroll
csoportban mért. A 10 uM ADP-vel indukalt aggregacié ezzel csaknem teljesen megegyezd
eredményre vezetett (az adatok nem lathatok). Megitélésiink szerint mindez az aggregacio

gatld terapia hatékonysaganak kdszonhetd.

A kollagénnel indukalt aggregacid a két betegcsoportban szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a Kontroll csoportban (p<0.01) mért. A Max(%) és a ,,Final” aggregacio és a Slope is,
mindkét betegcsoportban alacsonyabb, mint a Kontroll csoportban mért. A T,DM

csoportban a Max ¢és a Final aggregacidé magasabb értéket mutatott, mint a T;DM
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csoportban, de a kiilonbség nem volt szignifikans, a Slope esetében tapasztalt kiilonbség

viszont szignifikansnak bizonyult (28. Abra).

Kollagénnel (ugml) indukalt aggregaciéo PRP-n

& Kontroll
1 E T1DM
O T2DM

Max (%) Final (%) Slope Lag time
(% /min) (sec)

28. abra. A kollagénnel (2ng/ml) indukalt aggregiacé PRP-n
** = p<0,01 vs kontroll, + = p<0,05 vs T, DM

5. 3. 2. Trombocita aggregacio 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, 0j 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 aggregacio
atlaga a két betegcsoportban az induktor hozzdadasa utani 6. percben csaknem a dupldja a
kontroll csoportban mértnek (29. Abra). A kiilonbség azonban statisztikailag nem bizonyult
szignifikansnak.

Ezért minden esetben meghataroztuk a gorbe alatti teriileteket (30 - 32. Abra).
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29. abra. ADP-vel (5 pM) indukalt aggregacio teljes vérben, az ido
fiiggvényében

Mindkét betegcsoportban az aggregacio jelentésen emelkedett volt a
Kontrollhoz képest

35 -

25 -
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AUC app

10 -
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30. abra. ADP-vel (5 nM) teljes vérben indukalt aggregacié gorbe alatti
teriiletei

A gorbe alatti teriiletek (AUC) értékei alapjan szignifikans kiilonbséget talaltunk a
kontroll és a diabéteszes betegek ADP-vel indukalt aggregicidja kozott. A két
diabéteszes csoport aggregacioja azonban egymastol nem kiillonbozott.
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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 (31. abra).

16
—o— Kontroll

|—#—T1DM
. T2DM

-—
N
1

1

impedancia (Ohm) Kollagén

-2 t{) 1 2 3 4 5 6
id6 (perc)

31. abra. Kollagénnel (2 pg/ml) indukalt aggregacio teljes vérben.

A kontrollhoz képest a TIDM betegek trombocita aggregacidja minden
vizsgalt 1iddpontban magasabb, de a kiilonbség statisztikailag nem
szignifikans.
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32. abra. A kollagénnel (2 pg/ml) teljes vérben indukalt aggregacio gorbe
alatti  teriiletei * = p <005 # = p <005 vs T,DM
A gorbe alatti teriilet alapjan a T{DM betegcsoportban a kontroll csoporthoz és
a T,DM csoporthoz képest is szignifikdnsan fokozottabb aggregaciot mutattunk
ki (p<0.05).



A vizsgalatok soran 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, €s szignifikans linearis korrelaciot talaltunk T1DM betegek teljes vérében az ADP-
vel indukalt aggregacio soran detektalt gorbe alatti teriilet és a begek vércukorértékei kozott

(33. abra). A tobbi csoportban ilyen 6sszefliggést nem talaltunk.

|u-u{

Y =3,338x-11,378
R2 = 0,6551 .
s2] p <0,00255

ADP- vel indukalt aggregacio AUC

Vércukor koncentracié (mmol/l)

33. abra A vércukor koncentracié (mmol/l) és az ADP vel teljes vérben indukalt
aggregacio kozott linearis korrelaciot mutattunk ki (p<0,002).

5. 3. 3. Prooxidansok vizsgalatanak eredményei

- PMA-val indukalt szabadgyok termelés:

A kontroll csoportban a fehérvérsejtszamra korrigalt szabadgyok produkcio
minimalisnak bizonyult (9,072 + 2,36 AU/10° fehérvérsejtszam). A legintenzivebb
szabadgydk termelést a T{DM csoportban mértiik. Itt a gydktermelés maximuma mind
a Kontroll, mind a T,DM csoport maximumat szignifikansan meghaladta (p<0,01 vs.

kontroll; p<0,05 vs T, DM).
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A gyoktermelés maximuma a T,DM csoportban is magasabb volt a Kontroll
csoportban mért értéknél (p<0,05 vs kontroll) (34. Abra).

A betegcsoportokban a ,,lag time” rovidiilt és a gyoktermelési gorbe felszallo szaranak
meredeksége nétt a kontroll csoportban mérthez képest, de a kiilonbségek nem

bizonyultak statisztikailag szignifikansnak.

Maximalis ROS produkcié
300 o
= 250 -
Q
(2]
? 200 -
)
i’ 150 -
S 100
2 50 I I
0 B %" |
Kontrol T1DM T2DM

34. abra. A PMA-val indukalt, fehérvérsejtszamra korrigalt szabadgyok
termelés maximuma
* =p< 0,05 vs Kontroll, ** = p< 0,05 vs Kontroll, # = p < 0,05 vs T\DM

A T,DM csoportban a gyoktermelés maximuma husszorosa volt a kontroll csoportban

mértnek, mig a T,DM csoportban ez az érték csak 6tszorods volt.

- MDA szint hemolizatumban

A harom csoport MDA szintje kdzott statisztikailag szignifikans kiillonbség nem volt.
5. 3. 4. Antioxidansok vizsgdlatanak eredményei

A klinikai vizsgalatok masodik sorozataban az antioxidans rendszert a SOD és GSH

értekekkel jellemeztiik.
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GSH (nmol/ml)

kontroll T1DM T2DM

35. abra A redukalt glutathion mennyisége + =p <0.5 vs. T,.DM

A T;DM csoport GSH szintje kis mértékben, de szignifikansan alacsonyabb, mint a T, DM

csoportban mért. A Kontroll és a T,DM csoportban a GSH szint nem kiilonbozik.
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- Szuperoxid dizmutaz aktivitds

Mindkét betegcsoportban csokkent SOD aktivitast tapasztaltunk, mely kiillondsen a T, DM
csoportban volt kifejezett (36. Abra).

A diabétesz altal okozott szisztémas oxidativ stressz és oxidativ karosodas kialakulasaban
fontos komponens az elégtelen SOD miikodés, mely a mi vizsgédlatunkban is
megmutatkozott. Vizsgalataink szerint a SOD aktivitas csokkenése a diabétesz tipusatol
fiiggetlennek bizonyult. Egyes kutatok szerint a patoldgias helyzetekben tapasztalhato

elégtelen SOD miikddés hatterében a kofaktor hiany is szerepet jatszik'*°.

1200
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*%
600 |
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200

Kontroll T1DM T2DM

36. abra. A SOD aktivitas * = p<0,05 vs. kontroll, ** = p<0,01 vs. kontroll
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5. 4. Eredmények osszefoglalasa és kovetkeztetések:

A diabétesz mellitusz legfobb jellemz6i az ¢éhgyomri hiperglikémia, és az ateroszklerotikus
szovodmények magas kockazata, mely a koszorusereket, az agyi keringést és a periférids
ereket egyarant érinti. A diabétesz mellituszt protrombotikus allapotként is jellemzik.
Szamos kozlemény emeli ki az aggregéacidogatlo terapia fontossagat az iszkémias események
elkeriilésében, mégis a diabéteszes betegek a mai napig fokozott riziko6ja csoportot képeznek
az iszkémids események tekintetében'”’. Evidencidkat talalunk arra nézve is, hogy a
fokozott tromboézishajlam mar az inzulinrezisztencia llapotaban is jelen van'*®. Hatterében a
fibrinolitikus faktorok csokkenése, ¢és a fibrinolizis inhibitorok koncentracidjanak
névekedése all'”. A Xll-es és VIl-es koagulacios faktorok fokozott mennyisége szintén

asszocialddik az inzulin rezisztenciaval.

A plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) szintjének novekedését azonban nem a

crer

..1130
keresztil .

Az endotélium diszfunkcid, mely csokkent NO produkcidval és elégtelen NO-medialt
vazodilatacioval jar, szintén kisérdje az inzulin rezisztencianak. Hétterében az elégtelen NO
produkcio6 és prosztaciklin szintézis all. Ezen feliil a vérlemezkék rezisztenciaja is nd (mas
okbol) az endotélium aggregaciogatlo hatasaval szemben. Igy az endotélium és a
trombocitak fel6l is a trombusképzést tamogatd mechanizmusok keriilnek el6térbe.
Ugyanakkor bizonyos véralvadasi faktorok szintje is emelkedett. A hiperglikémia és az
altala okozott nem enzimatikus glikozilacié befolyasolja a fibrin molekuldk struktirajat és
funkcigjat is, mely denzebb és a fibrinolitikus stimulusokkal szemben rezisztensebb
alvadékot eredményez'*.

Az Aszpirin a trombozis profilaxisdban leggyakrabban és legeredményesebben hasznalt
antitrombotikus gyogyszer, mely irreverzibilisen gatolja a TXA, keletkezését. A TXA,
keletkezése azonban nem az egyetlen mechanizmus, ami a vérlemezke aggregaciot

indukalja. A a magas ADP, adrenalin koncentracid, a shear stressz szintén trombocita
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aggregaciohoz vezet. igy nem meglepd, amikor olyan adatokat talalunk, hogy az Aszpirinnel
kezelt betegeknek csak 25%-a valaszol megfeleld modon a terapiara.

A vizsgalatainkba bevont diabéteszes periférias artérids érbetegeket a Baranya Megyei
Korhaz Ersebészeti Osztalyanak ambulans betegei koziil random modon valasztottuk.

Jelen vizsgalatainkat ugy folytattuk le, hogy a betegek a megszokott gydgyszereik hatasa
alatt alltak. Aggregacidogatlot (mono-, vagy kombinacids terdpidban) valamennyi beteg
szedett, valamint mindkét diabéteszes csoportban a betegek tobb mint fele antikoagulans
terapidban is részesiilt. A trombocitafunkcio heparin jelenlétében torténd valtozasairdl tobb
mint 30 évre visszamendleg talalunk meglehetdsen ellentmondasos kozléseket. Egészséges
onkénteseken Heinrich D és munkatarsai kimutattak, hogy a frakcionalatlan heparin aktivalja
a trombocitakat, mig az alacsony molekulatomegii heparin aggregacié fokozé hatasa 3000
dalton alatt megsziinik'*".

Mi tulajdonképpen az alkalmazott terapia hatékonysagat monitoroztuk izolalt trombocitakon
¢s teljes vérben (A betegek gyogyszerezését az 5. tablazat foglaja dssze ).

A bevalogatott betegek metabolikus statusat jellemezte, hogy, ¢hgyomri vércukor, és
triglicerid szintjiik meghaladta a normalértékeket. (6. Tablazat, 61. oldal).

Az izolalt vérlemezkéken végzett vizsgalataink jol demonstraltak, hogy az aggregacio gatlo
terapia a trombocitdk szintjén hatékonynak bizonyult, hiszen mind az ADP-vel (27. abra, 63.
oldal), mind a kollagénnel (28. abra, 64. oldal) indukalt aggregacid tekintetében szignifikdns
aggregacio gatlast detektaltunk a Kontroll csoporthoz képest, bar a csokkenés mértéke a
T,DM csoportban kisebb mértékii volt, mint a T;DM csoportban. Az aggregacids gorbe
felszalld szaranak meredeksége pedig szignifikdnsan magasabb volt a T,DM csoportban,
mint ahogy azt a TDM csoportban detektaltuk.

Teljes vérben végzett aggregacid6 méréseink alapjan azonban nem tudtunk szignifikans
kiilonbséget kimutatni a harom csoport kozott, sem az ADP-vel (29. ébra, 65. oldal) sem a
kollagénnel indukalt (31. abra, 66. oldal) aggregacio6 tekintetében, igy az aggregacid gatlo

terapia hatékonysaga teljes vérben nem volt igazolhato.
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A mai napig is vita dvezi azt a kérdést, hogy van-e direkt asszocidcio a vércukorszint, és a
trombocita aggregacio kozott. Jelen vizsgalatunkban pozitiv szignifikdans korrelaciot
mutattunk ki az ADP-vel indukélt aggregacidos gorbe alatti teriilet és az ¢éhgyomri
vércukorszint kozott, TiDM betegeknél (33. dbra, 67. oldal).

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 kdrnyezet szerepe az aggregacié fokozodasban, és az egyébként hatékony
aggregacio gatlo terapia teljes vérben tapasztalhaté semlegesitésében. Vallas és munkatarsai
vizsgaltak az aszpirin rezisztencia hatterében zajlé folyamatokat és megallapitottak, hogy a
vérlemezkék reaktivitasa vaszkuldris betegek és iszkémias szivbetegek vordsvértesteinek
jelenlétében fokozodik'*

Watala és munkatarsai pedig kimutattak, hogy a diabétsz soran fokozd6dé protein glikozilacio
egylittjar az Aszpirin altal medidlt fehérje acetilacid csokkenésével, és az Aszpirinnel
szembeni rezisztencia kialakulasaval'>.

A megemelkedett fehérvérsejt szdm, a fehérvérsejtek fokozott szabadgyok termelése (34.
abra, 68. oldal) szintén szerepet jatszhat az aggregacio gatlds teljes vérben mindkét
betegcsoportban detektalt hidnyanak. A reaktiv oxigén intermedierek az LDL oxidacioja
révén is fokozni képesek a TCT aggregacidét. A SOD, csokkent aktivitasa (36. abra, 70.
oldal), mely a fehérvérsejtek ROS termelését mar nem tudja semlegesiteni, szintén
hozzajarul az aggregacid fokozddasahoz. Ugyancsak ehhez jarul hozzd plazma magas
fibrinogén szintje (7. Tébldzat) a masodlagos hemosztdzis aktivitds fokozodasa altal, és
valdszinileg szamos mas altalunk nem vizsgalt faktor is kozremikddik a diabéteszes
periférids érbetegek teljes vérében mért fokozott agregabilitasdhoz, és altalaban a betegség
rossz prognozisahoz.

Kiilonosen fontosnak tartjuk ebben a tekintetben a T{DM csoportban mért kiilondsen magas

ROS produkciot, mely nem kiilonbozott a sulyos, hosszan fennalldé végtagiszkémia miatt
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rekanalizacios mutétre keriilt betegcsoportban mérttdl (Akut csoport), akiknek vizsgélatat a
jelen dolgozat elsd része foglalja dssze.

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 kovetkezménye az elégtelen ATP és fokozott szabadgydk produkcid, valamint a
lokalis gyulladasos reakcio'**, melyet a hiperglikémia csak sulyosbit'*.

Diabéteszes betegekben szamos védoéfehérje hianyat, vagy elégtelen miikodését mutattak ki.
Ilyen példaul a hésokk protein 70 (HSP-70) expresszidja °, és a jelen dolgozatban is
kimutatott SOD aktivitds csokkenés. A SOD miikddés helyreallitdsan és a HSP-70 szint
expresszidjanak fokozasa révén hatd hidroxilamin szarmazék, az Arimoclomol ezen az uton
fejti ki protektiv hatasat a diabétesz szdmos szovéddményével szemben, mint amilyen a
neuropatia, retinopatia és az inzulin rezisztencia'’’. is. Experimentalis modellekben SOD
mimetikus hatdst tempol védelmet nyujt, a diabétesz okozta vesekdrosodassal szemben
genetikusan hipertonids, diabéteszes patkanyokban.

A vérlemezkék védelmében az érfal simaizomzatban és a plazmaban jelenlevé HSP-20 vesz
részt, melynek in vivo ¢€s in vitro is jelentds aggregaciogatld hatasa van. Jelen
vizsgalatunkkal ramutattunk arra, hogy a trombocitak rendkiviil bonyolult kdlcsonhatasban
vannak kornyezetilkkel. A trombocitakkal kapcsolatban levd sejtek allapotvaltozasai
jelentdsen 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 alapt) aggregacid gatld terapia atgondolasra szorul.
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6. UJ EREDMENYEK:

1. Elséként mértiik parhuzamosan periférids artérids érbetegek trombocita funkcigjat és
antioxiddns / prooxidans statusat silirgésségi ¢€s elektiv revaszkularizacidés érmitétek
perioperativ  id0szakdban a miitétet kovetd elsé hét végéig. Vizsgélataink soran
megallapitottuk, hogy az izolalt trombocitakon mért aggregacié gatlds még nem jelent
védettséget, mert a vér mas keringd sejtjeinek moduladlo hatasa 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 aggregacid 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 aktivitdst meriti ki, és a kritikus
végtagiszkémiaia miatt rekonstrukcids érmiitétre keriilo periférids érbetegek keringd
sejtjeinek PMA-val indukalt szabadgyok produkcioja folyamatosan né. Kimutattuk tovabba,
hogy a hosszan fennall6 iszkémia utan revaszkularizacios miitétre keriild betegek esetében a
keringés helyreallitadsa nem jar egyiitt az antioxidans / prooxidans egyensuly helyreallasaval,
hiszen a mitétet kovetden még egy hétig a PMA-val indukélt szabadgyok produkcio
lényegesen meghaladja a Kontroll csoportban mért értéket, és az antioxiddns enzimek

aktivitdsa sem 4all helyre.

4. ElsOként monitoroztuk diabéteszes, T{DM és T.DM, periférids érbetegek trombocita

funkcigjat parhuzamosan teljes vérben és trombocitadis plazmaban. Jelentds 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 aggregéacioval valaszolt,
mint a Kontroll csoport. Ezen kiviil korrelaciot mutattunk ki az ¢hgyomri 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 jelentds SOD

deficienciat, melyet 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 produkcioja tobb mint haromszorosa volt a T,DM

csoporténak.
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