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BEVEZETES

A cukorbetegség a vilag népességének egyre nagyobb hanyadat érinti, incidencidja évrol évre
emelkedik. A diabeteses betegek megfeleld kezelése, gondozasa mellett komoly feladatot jelent a betegséggel
Osszefliggésben kialakuld szovédmények ellatasa, melyek gyakorisaga a diabeteses betegek szamanak
emelkedését koveti. A mar kialakult érszovédmény okozta panaszokat sok esetben csak mérsékelni lehet,
gyogyitani nem, a hangsulyt a szovodmények megeldzésére kell helyezni.

A cukorbetegség érszovodményeinek megeldzésére iranyuld torekvések az utobbi években felerdsodtek.
A DCCT és a UKPDS tanulmanyok eredményei egyértelmiien igazoltadk a normoglykaemia angiopathia
megeldzésben betoltott alapvetd szerepét, emellett a UKPDS a normotensio fontossdgat is hangsulyozza.
Irodalmi adatok szerint a szénhidrithdztartds és a vérnyomds normalizdldsa kb 30-70 szazalékkal képes
mérsékelni a kisér-szovédmények eléfordulasi gyakorisagat. Az ennél is eredményesebb prevencio
megvalositasanak feltétele az érszovodmények kialakulasanak az eddigieknél pontosabb megismerése. A
legtijabb kutatasi eredmények szerint egyes nem glykaemia fiiggd, orokletes tényezdk, mint a vasanyagcsere -
haemochromatosis heterozigdta allapot, haptoglobin polimorfizmus is jelentdsek az érszovédmények
kialakuldsaban, s6t, alkalmasak lehetnek az angiopathia-hajlam eldrejelzésére.

Az elmult években szamos kutatocsoport foglalkozott a diabeteses angiopathia kialakuldsat
meghatarozo tényezokkel. Igazoltak az oxidativ stressz, a fokozott thrombocyta aktivacid, a haemorheologiai
eltérések, az endothelium diszfunkcio, a glikacios folyamatok stb. szerepét. Egyes szerzok kiemelten fontosnak
tartjak az oxidativ folyamatokat, valamint az akut (étkezést kovetd), aranylag rovid ideig tartd hyperglykaemiat.

Magas thrombocyta szammal jaré myeloproliferativ korképekben szenvedd betegek gyakorta emlitenek
mikrocirkulacios zavarokra visszavezethetd panaszokat, mint ujjzsibbadas, szédiilés, fejfajas stb. Ebben a
betegcsoportban gyakrabban fordulnak el thromboembolias események mint egészségesekben, a betegség
sajatos természetébdl adédoan pedig vérzéses szovoédmények is felléphetnek (pl. agyvérzés).

Ph.D. értekezésemben elsGsorban a diabeteses angiopathia, kisebb részben a magas thrombocyta
szdmmal jar6 myeloproliferativ korképeket kisérd érszovodmények, ill. értlinetek kialakuldsdban részt vevd

tényezOkkel kivantam foglalkozni. Vizsgaltam a leukocyta-thrombocyta vegyes aggregdtumok szamanak

alakulasat diabeteses betegekben kiilon elemezve a két fo diabetesformara (1-es és a 2-es tipustl), valamint az
egyes érszovbdmények szerint csoportositott betegekre vonatkozd adatokat. Cukorbetegekben a postprandialis
vércukorszint emelkedés aggregatum képzddésre gyakorolt hatasat is megfigyeltem. A vegyes aggregatumok
szamat magas thrombocyta szammal jar6 myeloproliferativ korképek esetén is tanulmanyoztam, dsszefliggést
kerestem a betegek értiinetei és az aggregatum képzOodés mértéke kozott. A vizelettel iritett NO2/NO3

mennyiségébol kovetkeztettiink az endothelium EDRF/NO-termelésére, mig egy kiilon tanulmanyban NO-mér6

késziilékkel in vitro vizsgaltuk diabeteses betegek thrombocytdinak NO-termelés valtozasat. A haemorheologiai

paraméterek koziil a plazmaviszkozitast, a vorosvérsejtek deformabilitasat, valamint a fibrinogén- és von

Willebrand faktor (vVWF) szinteket hataroztuk meg. Mértiik tovabba az oxidativ folyamatokat a plazméban ¢€s a

vorosvérsejtekben. A hpyerhomocysteinaemia és a Helicobacter Pylori diabeteses angiopathia kialakulasat

befoly4sold szerepét is tanulmanyoztam. Osszefiiggéseket kerestem az egyes pathogenetikai tényezdk, a

szénhidrat haztartds egyensulya és az érszovédmények kialakulasa kozott.



Vizsgalataim azokhoz a térekvésekhez kivannak kiegészitd adatokat szolgaltatni, amelyek a diabeteses

angiopathia pathogenesisének megértését, ezen keresztiil hatékonyabb megeldzését és kezelését szolgaljak.

CELKITUZESEK

Munkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem valaszt:

1. l-es és 2-es tipusu diabetesesekben, valamint magas thrombocyta szammal jar6 myeloproliferativ
korképekben szenvedd betegekben emelkedett-e a leukocyta-thrombocyta vegyes aggregatumok szdma?

2. Diabeteses betegekben kimutathat6-e Osszefliggés a vegyes aggregatum képz6dés és a
szénhidrathaztartas egyensulya (HgbA 1¢) kozott?

3. Diabeteses angiopathia eseteiben milyen az aggregatumok eléfordulasi gyakorisaga, valoszinisithet6-e
az aggregatumok érszovodmények kialakulasaban betoltott szerepe? A postprandialis vércukorszint
emelkedés hatast gyakorol-e a vegyes aggregatum képzodésre?

4. Magas thrombocyta szdmmal jaré myeloproliferativ korképekben gyakran fellépd értiinetek (fejfajas,

szédiilés, ujjzsibbadas stb.) kialakulasaban valosziniisithet6-e a vegyes aggregatumok szerepe?

5. Miként valtozik diabeteses betegek thrombocytdinak NO termelése kiilonbozo fizioldgias stimulusok
hatasara?
6. A mikrocirkuldciét meghatdrozo haemorheologiai tényezdk hogyan valtoznak diabeteses betegekben

(plazmaviszkozitas, vorosvérsejt deformabilitas)?

7. Miként valtoznak az oxidativ folyamatok, a lipidperoxidacié cukorbetegek plazmajaban és
vorosvérsejtjeiben?
8. Kimutathatd-e Osszefiiggés az egyes, diabeteses érszovédmények kialakuldsa szempontjabdl jelentOs

pathogenetikai tényezok kozott?

9. Hatést gyakorol-e az emelkedett homocysteinszint a diabeteses érszovédmények kialakuldsara?
10. Valoésziniisithet6-e a Helicobacter pylori szerepe a diabeteses angiopathia 1étrejttében?
MODSZEREK

Osszesen kilencven, 1—es és 2-es tipusil diabetes mellitusban szenvedd beteg esetében mértiik a vegyes
aggregatumok szamat, koziiliik 54 esetben (27 1-es tipusu, atlag életkor: 36114 év, 27 2-es tipust atlag életkor:
56£10 év) a vorosvérsejtek deformabilitasat é€s intracellularis lipidperoxidaciojat, a plazma lipidperoxidéciot, a
szérum ¢és vizelet NO2/NO3 iiritést, a fibrinogénszintet és a plazmaviszkozitast is meghataroztuk. A Helicobacter
pozitivitds meghatdrozast, a homocysteinszint és thrombocyta NO mérést mas-mas betegcsoportokon végeztiik.
Helicobacter pylori jelenlétét teszteltik 100 beteg esetében (51 ffi, 49 nd, 10 1-es tipusi 90 2-es tipush
diabeteses beteg, atlagéletkor: 58,5+12,9 év). Kontrollnak a Klinikai Biokémiai €s Molekularis Patologiai Intézet
adatait tekintettiik. 79 esetben (15 1-es, 64 2-es tipusu beteg) hataroztuk meg az 6ssz homocysteinszintet. A
thrombocyta NO mérésben az egészséges kontroll csoportot 13 normoglykaemias 6nkéntes (klinikai munkatars,

3 no, 10 feérfi, atlagos életkor 38,5+6,2 év) alkotta. Az 1-es tipusti cukorbeteg csoportba tiz személy tartozott (7



férfi, 3 nd, atlagos életkor 22,3+4,1 év), mig a 2-es tipusu diabeteses csoport 12 betegb6l (9 nd, 3 férfi, életkor
62,3+11,4 év) allt.

A vizsgalatban részt vevo betegek metabolikusan stabil allapotban voltak, stlyos hyper- vagy hypoglykaemia
esetén nem keriilhettek be a vizsgalati csoportokba. Egyik csoport tagja sem kapott nitrit tartalmt gyogyszert, ill.

a vizsgalatot megel6z6 tiz nap soran a thrombocyta mitkddést befolyasold vagy mas antithrombotikus szert.

A vegyes aggregdtumok szdméanak méréséhez heparinnal alvadasgatolt vérmintdkat hasznaltunk.

Egységesen a vérvétel utan 60 perccel dolgoztuk fel a mintakat. (Eldzetes méréseink szerint az elsd 60 percben
nem valtozik szdmottevden a vegyes aggregatumok szama, majd ezutdn szignifikdnsan emelkedik.) Eloszor
FITC-cel jelolt CD42a (Becton Dickinson, San Jose, CA) és PE-Cy5-tel jelzett CD45 (DAKO Glostrup, Dania)
ellen termeltetett monoklonalis antitesteket adtunk a vérmintahoz, majd 15 perces sotétben végzett inkubalés
utan lizaltuk a vorosvérsejteket (FACS 1izalo oldat). A fehérvérsejteket kétszer mostuk foszfat-pufferben (PBS)
majd 1%-os paraformaldehiddel fixaltunk. A CD42a thrombocyta specifikus marker (a glikoprotein IX egyik
komponense), a CD45 pedig a magvas vérsejtek feliiletén talalhatd pan-leukocyta marker. Flow-cytometerrel
(FACScan, Becton Dickinson, San Jose, CA) mértiik a kettds pozitiv jelet add, tehat feliiletiikon thrombocytakat
hordozo fehérvérsejtek szamat. Kettds jeloléssel kizarhato, hogy a flow-cytometerrel torténd mérés soran a
nagyobb thrombocyta aggregatumokat mint fehérvérsejteket értékeljiik. A periférias vér leukocyta populacioit a
CD45 marker és oldalszoras dot plot képek alapjan azonositottuk. Egy alkalommal 10.000 CD45 pozitiv
fehérvérsejtet vizsgaltunk, a vegyes aggregatumot alkotd (tehat CD45 és CD42a pozitiv) fehérvérsejtek aranyat
szazalékban fejeztiik ki.
A vegyes aggregatumok szamanak alakuldsat az akut vércukorszint-valtozas figgvényében is megfigyeltem.
Olyan 2-es tipust diabetesben szenvedd betegeket vélasztottunk ki a vizsgalatra akik csak diétaval (4 beteg)
vagy diéta mellett szedett acarboseval (6 beteg) tartottak egyensulyban szénhidrat haztartasukat. Harom beteg az
acarbose mellett kis dozisban sulfonylurea készitményt is szedett. (A sulfonylurea készitményt is szedd betegek
a vizsgalat alatt csak acarboset vettek be.) Osszesen tehat 13 beteget vontunk be a vizsgalatba, mely két egymast
kovetd napon tortént. Vérvételeket éhomi allapotban és 50 g szénhidrat tartalmu reggeli elfogyasztasa utan a 60.
és a 120. percben végeztiink. Az elsd nap a betegek nem vettek be gydgyszert, a masodik nap kdzvetlenil a
reggeli elfogyasztasa el5tt 100 mg acarboset vettek be.

A thrombocytik NO-termelését ex vivo NO-mérd késziilékkel hataroztuk meg. Vénas alvadasgatolt

vérmintabol szarmazd vérlemezkéket (ACD /citrat/ oldat, Beckton-Dickinson) harom izben mostuk HEPES-
pufferben (pH 7,4), majd a harmadik moséas utan 0,9%-os NaCl-ben resuspendaltuk. A mosott thrombocyta
suspensio NO termelésének mérése: a méréseket NO-szenzitiv mikroelektrodaju, az in vitro cellularis NO
termelés céljara kifejlesztett specialis késziiléekkel (ISONOP 200, ISO-NO WPI, Sarasota, Florida) végeztiik. Az
NO mennyiség standardizaldsara a gyar altal mellékelt SNAP donort hasznaltuk, hat koncentraciot felvéve. Az
eredményeket egységesen 100000 thrombocytara vonatkoztatva adtuk meg. L-Arg tartalmu pufferben vizsgaltuk
a vérlemezkék nyugalmi NO képzését, s ezt alapvonalnak tekintve alkalmaztuk az aktivatorokat: kollagént ( 2,5
mg/ml), thrombint (3,1 mE/ml), adrenalint (0,25 ug/ml) és ristomycint (31,5 ug/ml). A zaréjelben levd szamok a
mérdfolyadékban levd aktivator végkoncentraciokat jelzik. Minden esetben elvégeztiik az inkubéciot és a mérést
az L-Arg kompetitiv metabolikus inhibitorai jelenlétében is (igy nem képes NO képzbddni), e célra a mas
kozleményekben is alkalmazott L-NAME-t (nitro-L-arginine-metilészter), és L-NNA-t (L-nitro-L-arginine)
hasznaltunk.



Az NO termelédés pikoAmper (pA) nagysagrendii elektromos valaszként jelent meg az altalunk alkalmazott
thrombocyta/aktivator rendszerben. A gyorsan emelkedd, majd tetdz6 aramerdsség valtozast a reakcididd
az idGegységre jutd pA valtozds, Km a maximalis valasz feléig eltelt id6. Az NO termelés mennyiségi
valtozasaira a Vmax a jellemzd (ezt illesztettiik a SNAP standard pontokhoz), mig a képz8dés gyorsasagat a Km
érték jelzi (értelemszeriien a nagyobb szam lassabb produkciora utal).

Az endothelium NO-termelésére a szérumban ¢€s vizeletben mért NO3/NO2 szintbdl kdvetkeztettiink.

Az NO rendkiviil rovid féléletidejii molekula (3-5 masodperc), hamar NO2-vé¢, ill. NO3-ma alakul, melyek

szintje jol mérhetd. Az elfogyasztott élelmiszerek fehérje tartalma nagymértékben befolyasolhatja az iiritett
NO2/NO3 mennyiségét, ezért a vizsgalatban részt vevo betegek a vizsgalatot megel6z6 nap 60 g fehérjetartalmi
diétat tartottak.

A plazmaviszkozitast Haake mikroviszkozimeterrel mértiik, eredményeinket mPas-ban fejeztiik ki
(Carat Diagnosztika, Budapest).

A vérosvérsejtek deformabilitasdt St. George tipusu filtrométer segitségével hataroztuk meg. Spum

poOrusatmérdjii szirdket alkalmaztunk. A sejtek deformabilitasat a relativ sejttranzit idd (RCCT) jellemzi,
alakvaltozasuktol fliggden mennyi idd alatt jutnak at a szGrdn.
A fibrinogénszint mérését rutin haemostasis vizsgalat keretében végeztiik (derivalt fibrinogén modszer).
A vérosvérsejtek intracellularis lipidperoxidacidjat a sejtek malondialdehid szintjének mérésével
hataroztuk meg. Tiobarbitursavas modszert alkalmaztunk, 532 €s 600 nm-en végzett fotometralassal hataroztuk
meg a malondialdehid szintet, melyet gramm haemoglobinra szamitott nmol malondialdehidben adtunk meg
(nmol MDA/g Hgb).

A plazma lipidperoxidaciora a teljes antioxidans statusz (TAS) mérésébdl kovetkeztettiink, a

lipidperoxidacio ugyanis a teljes antioxidans statusz inverz képe. Méréseinkhez Randox kitet hasznaltunk.

Az endothelium karosodds mértékére a szérum vWF szintje utalt, melyet ELISA modszerrel mértiink.
A homocystein meghatarozast HPLC moédszerrel végeztiik.

A Helocobacter pylori pozitivitdsra urea-kilégzési teszt segitségével kovetkeztettiink (UBT).

Statisztikai kiértékelés: Az eredményeket atlag + szords alakban adtuk meg. A csoportok atlagainak

Osszehasonlitidsdra egyszempontos varianciaanalizist alkalmaztunk, Tukey-Kramer probaval kiegészitve a
paronkénti 6sszehasonlitasokhoz. A valtozok kozotti fliggd viszonyt a Pearson-féle korrelacios egyiitthatoval (r)

jellemeztiik.

EREDMENYEK

A thrombocyta-monocyta vegyes aggregatumok szamaban észleltlink jelentds, szignifikans kiilonbséget

a diabeteses €s a kontroll csoport kozott, a két diabeteses csoport kdzott nem (1-es tip. diab. mell.: 43,0£17.8, 2-
es tip. diab. mell.: 34,9£12,5, kontroll: 24,6+8,2; 1-es tip. diab. mell. vs kontroll: p<0,001, 2-es tip. diab. mell.

vs kontroll: p<0,05, 1-es tip. diab. mell. vs 2-es tip. diab. mell.: p>0,05).



Magas thrombocyta szammal jarod krénikus myeloproliferativ kérképek esetén még hatarozottabb thrombocyta-

monocyta aggregatum szam emelkedést tapasztaltunk mint diabeteses betegekben (kronikus myeloproliferativ
korképek: 59,5 £ 19,6 , kontroll: 21,4 + 8,4).

A thrombocyta-monocyta aggregatumok diabeteses érszovodmények szerinti elofordulasat illetden proliferativ
retinopathia és mikroalbuminuriaval jaré nephropathia eseteiben észleltiik a leghatarozottabb emelkedést
(proliferativ retinopathia: 47,5+18,6, nephropathia (mikroalbuminuria): 41,5+15,4).

A vegyes aggregatumok szamanak alakulasa ¢és az aktudlis vércukorszint valtozds(emelkedés) kozott

tendenciaszerii 0sszefliggés igazolodott. A varakozasnak megfeleloen az acarbose bevétele utan alacsonyabb
veércukorértékeket mértiink. Az atlagérték kiilonbségek a 60. percben 1,1 mmol/l-nek, a 120. percben pedig 0,5
mmol/lI-nek adodtak. A vegyes aggregatumok aranya kozott a 60. percben nem észleltiink kiilonbséget, a 120.
percben azonban igen. A thrombocyta-monocyta vegyes aggregatumok aranya a 120. percben 52,6% volt a
gyogyszert nem szedd, mig 44,8% az acarboset szedd csoportban.

A thrombocyta NO vdlasz altalaban az aktivator alkalmazasat kovetéen 20 - 40 masodpercen beliil

jelentkezett. Egészséges egyének thrombocytdinak kollagén stimulaciot kovetd NO termelése jelentdsen
fokozodik (Isd. 1. Tablazat), L-Arg kompetitiv antagonistaival (L-NAME, L-NNA) az NO valasz gatolhahat6.
Egészséges egyének thrombocytai kiilonb6z6 fiziologias stimulusokra eltéréd NO valaszt adnak. Leger6teljesebb
NO termelés thrombinnal valthaté ki, ezt kdveti az epinephrin, melyet a kollagén és a ristomycin kovet,
leggyengébb stimulusnak pedig az ADP bizonyult.

Az 1.Téblazatban a mosott vérlemezkékben a kiilonféle ingerekre képzods, 100000 thrombocytara szamolt
atlagos NO koncentraciot (nMol/1/100000 thrombocyta), valamint kinetikus paraméterként az atlagos Km

értéket (ez abszolut értékében a reakcid sebességével forditottan aranyos), valamint szorasaikat tiintettiik fel.

Vizsgalt Kollagén ADP Adrenalin Thrombin Ristomycin
csoport
Nano |Km Nano |Km Nano |Km Nano |Km Nano |Km
mol/l mol/l mol/l mol/l mol/l
Kontroll 901.3 |1.75 377,3 [2,51 950,2 |1,61 1049 1,66 6822 |1,44
+ + + + + + + + + +
381,1 |1.48 159,1 |[1,98 3142 |1,51 4022 | 1,42 292,4 10,96
1-es tipusu 529,1 1,77 188,6 |[2,25 821,9 (2,18 5554 1,18 823,0 |[1,70
diabetes i + i + + i i + + +
216,2 |1,36 99.4 1,23 2973 10,91 212,3 |0,50 2714 |1,16
2-es tipusu 606,6 |1,31 2216 |1,44 807,5 |[3,87 605,5 |1,87 868,7 (2,37
diabetes + + + ] + i i + + |
346,5 |1,55 1782 10,19 3945 [1,62 286,1 |0,94 375,0 10,96

1. Tablazat. A thrombocyta NO képzés mennyisége (nmol/1/100000 thrombocyta) és sebessége (Km) a vizsgalt
egészségesekben és cukorbetegekben

Az eredmények jelentds szorasa ellenére 1-es tipusu diabetesben a thrombocyta NO produkcio statisztikailag is
jelentds (szignifikans) mértékben csokkentnek bizonyult a kontrolcsoporthoz képest kollagén, ADP, thrombin
ingerléskor. Adrenalin esetében a képzddott NO mennyisége nem csokkent, de a képzés iiteme szignifikansan
késedelmes, lassult. 2-es tipusu cukorbetegségben a thrombocyta NO képzés mennyiségi zavara enyhébb,

szignifikans mértéki csokkenés a thrombin esetében észlelhetd. Az adrenalin és a ristomycin esetében a képzés



sebessége azonban e betegcsoportban is statisztikailag jelentds mértékben lelassul. Sajatos médon ADP utan az
NO valasz gyorsabb a 2-es tipusu cukorbetegekben, mint az egészségesekben.

A szérum nitrit/nitrdt szintjének és ennek kovetkeztében a vizelet nitrit/nitrdt tartalmanak csokkenése

szignifikans a diabeteses betegek és egészséges kontrollok kozott (1-es tip. diab. mell.: szérum nitrit/nitrat:
14,10£7,10 vs. kontroll: 25,30£10,70, p<0,01, vizelet nitrit/nitrat: 1-es tip.diab. mell.: 816,50£281,60 vs.
kontroll: 1254+339, p<0,01; 2-es tip. diabb. mell.: szérum nitrit/nitrat: 15,10£6,30 vs. kontroll: 25,30+10,70
p<0,05, vizelet nitrit/nitrat 2-es tip. diab. mell.: 761,90£273,50 vs. kontroll: 1254+ 339, p<0,01, a nitrit/nitrat
tartalom mértékegysége: umol/1).

A vorésvérsejtek deformabilitasaban €szlelt csokkenés szignifikans kiilonbséget jelez a cukorbeteg és a

kontroll csoport kdzott, hatarozottabb eltérést 1-es tipusu diabetes esetén lattunk (1-es tip. diab. mell.: 7,36+0,81
vs. 6,03+0,30, p<0,001; 2-es tip. diab. mell.: 7,00+0,79 vs. 6,03+£0,30, p<0,01).

A TAS csokkenése, azaz a lipidperoxiddcio plazmdaban mért fokozddasa is szignifikans, hasonléan a

vordsversejtek lipidperoxidacidjanak fokozddasdhoz. (TAS (mmol/l): 1-es tip. diab. mell.: 0,74%0,20 vs.

kontroll: 1,22+0,28, p<0,001; 2-es tip. diab. mell.: 0,83+0,27 vs. kontroll: 1,2240,28, p<0,05; vordsvérsejtekben
mérhetd lipidperoxidaciéo (nmol MDA/g Hgb): 1-es tip. diab. mell.: 3,38+1,91 vs. kontroll: 1,87+ 1,22, p<0,05;
2-es tip. diab. mell.: 3,98+1,66 vs kontroll: 1,87+1,22, p<0,01)

A plazmaviszkozitasban nem volt jelentds kiilonbség a diabeteses és kontroll csoport kozott, a

fibrinogénszintben 2-es tipusi diabetes esetén a szignifikancia hataran mozgd kiilonbséget talaltunk.
(Plazmaviszkozitas: 1-es tip. diab. mell.:1,28 vs. kontroll:1,27; 2-es tip. diab. mell.: 1,32+0,10 vs. kontroll: 1,27,
p>0,05. Fibrinogénszint: 1-es tip. diab. mell.: 3,14+1,18 vs. kontroll: 2,46+0,90, p>0,05; 2-es tip. diab. mell.:
3,57£1,86 vs. kontroll: 2,46+0,90 p=0,06). A plazmaviszkozitist egyes szovodményekre lebontva a
nephropathias ¢és proliferativ retinopathias betegcsoport és kontroll csoport, valamint a proliferativ
retinopathias és hattér retinopathias esetek kozott szignifikans kiilonbséget észleltiink (nephropathia vs. kontroll
p<0,05; PRP vs. kontroll p<0,001).

A vWF szintje 2-es tipusu diabetesesekben volt szignifikans mértékben emelkedett.

A homocystein szintet 2-es tipust diabeteses betegekben szignifikdnsan magasabbnak talaltuk mint 1-es
tipustiakban (p<0,0001). Az irodalombol ismert életkortdl vald fliggést eredményeink is tiikrozték (a kor
elérehaladtaval szintje emelkedik). A nephropathiat jelz albuminiirités jol korrelalt a homocystein szinttel,
mikroalbuminuria mellett szignifikansan magasabb értékeket mértiink, a diabeteses retinopathiaval azonban nem
talaltunk 0sszefiiggést.

A Helicobacter pylori pozitiv diabeteses betegek kdzott gyakrabban fordult eld stlyos érszovédmény

mint a Helicabacter negativ csoportban. A cukorbetegek kozott altalunk észlelt mintegy 65%-os Helicobacter
el6fordulasi gyakorisag meghaladja a hasonl6 kori nem diabeteses kontroll csoportban észlelt értéket. A Klinikai
Biokémiai €s molekularis Pathologiai Intézet adatai szerint Debrecen kornyékén a Helicobacter pylori

eléfordulasi gyakorisaga 50-55% kortili.



FONTOSABB MEGALLAPITASOK

Diabetesben, annak mindkét formdjdban és magas thrombocyta szdmmal jar6 myeloproliferativ

korképekben a thrombocyta-monocyta vegyes aggregdatumok szama szignifikansan nagyobb az egészséges

kontroll csoport értékeihez viszonyitva.

Cukorbetegekben nem mutathato ki dsszefiiggés a szénhidrathdztartas egyensulya (HgbAlc) és a vegyes

aggregatumok szama kozott.

A thrombocyta—monocyta vegyes aggregatumok érszévédmények mellett fordulnak el legnagyobb

szamban, elsOsorban sulyos kisérbetegség eseteiben (proliferativ retinopathia és mikroalbuminuriaval jard
nephropathia). Eredményeink arra utalnak, hogy a keringésben nagyobb aranyban el6fordulé thrombocyta-
monocyta vegyes aggregatumok hozzijarulnak a diabeteses angiopathia kialakuldsahoz. Tovabbi, részletes
vizsgélatok sziikségesek a szabadon kering®, valamint az érfalhoz kitapadt aggregatumok angiopathia
pathogenesisében betdltott szerepének pontosabb meghatarozasara.

Fontosnak tartom annak megallapitasat, hogy az étkezést kévetd, nem szignifikans vércukorszint emelkedés

is hatdssal van a vegyes aggregdtum képzddésre. Postprandialis allapotban a 60. perc utan fokozodik a

thrombocyta-monocyta aggregatumok képzddése, melynek vélhetden szerepe van a diabeteses angiopathia

kialakulasaban és a szigort postprandialis vércukorkontroll sziikségességére hivja fel a figyelmet.

Magas thrombocyta szammal jaro myeloproliferativ korképekben jelentds szamu thrombocyta-monocyta

vegyes aggregatum képzOdés tapasztalhato, kozel kétszer nagyobb mértékii mint diabetes mellitusban. Az
érszovodmények kialakulasat magasabb vegyes aggegatum szam mellett gyakoribbnak észleltiik, mely a

vegyes aggregatumok érszovodmények kialakulasat befolyasol6 szerepe mellett szol.

Vizsgalataink megerdsitik a tényt, hogy a nyugvo thrombocyta nem termel NO-t in vitro feltételek kozott. 4

thrombocytakban, in vitro rendszerben NO termelés indukalhato L-Arg jelenlétében €s az aggregométerben

valasz a legkisebb ADP utan és a leginkabb jelentds mennyiségii thrombin hatdsdra. A valasz altalaban fél

percnél mar jelentds, 1 percnél megkozeliti a maximalis koncentraciot, nagysagrendjét tekintve nehanyszaz
nmol/I-t ér el, 100000 thrombocytara vonatkoztatva. Adataink arra utalnak, hogy a thrombocyta NO valasz
az in vitro rendszerben a cukorbetegség mindkét tipusaban csokkent. A jelenség okara vonatkozoan csak
feltételezésekre lehet alkalom, valdsziniileg az L-Arg felhasznalas diabetesben megjelend zavaranak lehet
fontos pathogenetikai szerepe.

A ristomycin vélasz értelmezése annyiban mds, hogy ez az antibiotikum nem élettani vérlemezke inger,
hanem a vérlemezke adhézio, kitapadas szempontjabol kiemelt fontossagli thrombocyta - von Willebrand
faktor kolcsonhatas vizsgalatara (igy a Willebrand betegség diagnosztikajara) is alkalmas anyag. Jol ismert,
s indokolja a ristomycinnel végzett vizsgalatokat, hogy diabeteses angiopathidban a plazma von Willebrand

faktor szintje jelentdsen emelkedett.



A thrombinra, kollagénre adott valasz cukorbetegekben csokkent mennyiségli. Adrenalin utan nem annyira a
valasz nagysaga csokken, hanem az NO képzddés idoben valik késedelmessé. Ennek jelentdsége lehet a
thrombocyta thrombus képzddése vonatkozasaban is. Az ADP-re adott vélaszok Osszehasonlitdsa eleve
nehéz az NO valasz igen csekély mennyisége miatt.

Az 1-es tipust cukorbetegségben a thrombocyta in vitro NO valasz csdkkenése markansabb, kifejezettebb
mértékili a hasonld eldjelii, de kisebb mértékii csokkenéshez képest, amelyet a 2-es tipusu diabetesesekbdl
szarmaz6 thrombocyték esetében észleltiink.

A leirt vérlemezke NO valasz csokkenés szerepet jatszhat a cukorbetegégben ismert, tSbbszordsen
dokumentalt thrombocyta tilmiikddés kialakulasaban, amelynek a jelenség eddig fel nem ismert, azonositott
kivalté vagy stlyosbitd tényezdje lehet. Az adatsor Uj épitdko, elem lehet a diabeteses angiopathia és a
vascularis haematologia kapcsolatdnak elemzésében is. A kis esetszdm nem ad alkalmat arra, hogy a
diabetes tartama, az érszovédmények kiterjedtsége, stlyossaga és a talalt eltérések kozott osszefiiggések
legyenek megallapithatok.

Természetesen az eredmények értékelése komoly kritikat és dvatossagot igényel, az alabbi okok miatt:

- A vizsgélatok in vitro jellegliek, ezért valamennyi klinikailag relevans kovetkeztetés, hypothesisen alapul.

- A thrombocyta prepardtum az ismételt mosas ellenére sem tekinthetd teljesen tisztanak. A tovabbi mosés
vagy tisztitas azonban a thrombocyta szam ¢s funkcid vesztését eredményezte volna, a tisztasdg mar nem
javult a mosasok tovabbi ismétlése utan.

- A vizsgalat munkaigényes, bonyolult volta sem valtoztat azon, hogy az esetszam kicsi. Jelentés a
kiilonbség az életkor és nem tekintetében a csoportok kozott, melyek nem tekinthetk teljesen homogén
modon dsszevethetének.

- A 1égkori és taplalkozasi, ivovizzel, esetleg gyogyszerrel torténd nitritbevitel esetleges kiilonbségei az in
vitro NO mérés eredményeit jelentdsen torzithatjak, bar ezek a tényezok altalaban megtévesztéen magas NO
értékeket eredményezhetnek. A csokkent valasz nem lehet efféle artefactum eredménye. A nyugvd
thrombocyta esetében nincs NO produkcio, s ez is a kiils6 zavard tényezok, artefactumok lehetésége ellen

szolhat.

A plazmaviszkozitds nem, mig a fibrinogénszint a szignifikancia hatdaran mozogva kiilonbozik a diabeteses

és egészséges csoport kozott. A plazmaviszkozitdsban talalt kiilonbség a nephropathias és proliferativ

retinopathids betegcsoport és kontroll csoport, valamint a proliferativ retinopathids és hdttér retinopathids

esetek kozott szignifikans (nephropathia vs. kontroll p<0,05; PRP vs. kontroll p<0,001; PRP vs. HRP
p<0,007). Adataink szerint a hattér retinopathidban szenvedd betegek szama a kor eldrehaladtaval
emelkedik, a proliferativ retinopathias betegek fiatalabbak és a plazmaviszkozitds nem korreldl az életkorral,
tehat a proliferativ retinopathia kialakuldsanak hatterében nem az életkorral jaro valtozasok allnak.

A vérosvérsejtek deformabilitdisa mindkét diabeteses csoportban szignifikans mértékben csokkent.

A vérosvérsejtekben és a szérumban mérhetd lipidperoxidacio fokozodas mindkét diabeteses csoportban

szignifikans. EIObbi az 1-es tipust, utobbi a 2-es tipusu betegcsoportban kifejezettebb. A vordsvérsejt
membran fliuditasa, deformabilitasa ¢s a lipidperoxidacid kozotti logikus, korabban mar leirt 6sszefiiggést

sajat vizsgalataink nem erdsitik meg. Ennek egyik oka lehet, hogy a vordsvérsejtek lipidperoxidacidja
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nagymértékben fligg az aktualis vércukorszinttdl, aranylag rovid ideig tartd hyperglykaemia is jelentdsen

fokozza azt.

Eredményeink alapjan az egyes, diabeteses angiopathia kialakulasa szempontjabol fontos pathogenetikai
tényezok kozott az alabbi dsszefiiggések allapithatok meg:

1-es és 2-es tipust diabetesben szenvedd betegekben pozitiv korrelacio észlelhetd a thrombocyta-monocyta

és a thrombocyta-granulocyta vegyes aggregatumok kozott (r=0,50, ill r=0,54), vagyis ezen aggregatumok

ardnya egyiitt valtozik, nevezetesen emelkedik. Az emelkedés mértéke a thrombocyta-monocyta
aggregatumok esetén szignifikans.

Negativ korralacio allapithatdé meg a szénhidrat hdztartas egyensulya és a TAS kozott 1-es tipusi

diabetesesekben (r=-0,630, p=0,012), azaz pozitiv korrelacio a lipidperoxidacioval. Ez az 0sszefliggés nem

igazolhato a 2-es tipust betegcsoportban (r= -0,058), ugyanakkor utobbi esetben a TAS a betegségtartammal

mutat negativ Osszefiiggést (= -0,641, p=0,025). A plazmaviszkozitds 1-es tipusi betegek korében a

diabetes tartammal, mig 2-es tipusu esetekben a szénhidrathaztartas egyensulyaval és a fibrinogénszinttel

mutat pozitiv korrelaciot (r = 0,448, ill. r = 0,399 és 0,499). 2-es tipust betegek kozott a fibrinogénszint és a

vWF-szint kozott is pozitiv 0sszefliggés igazolhatd (r=0,626, p<0,01) .

2-es tipust diabeteses betegekben szignifikdnsan magasabb homocysteinszintet mértiink mint 1-es
tipusuakban (p < 0,0001). A hyperhomocysteinaemia €s a mikroalbuminuriaval jellemezhetd nephropathia
kozott észleltiink korrelaciot, az irodalombdl ismert életkorral vald dsszefliggést is sikeriilt igazolnunk. Mdas
tanulmanyok ismeretében feltételezhetd, hogy a cukorbetegség — angiopathia - cardiovascularis betegségek

kapcsolatanak a homocystein meghatarozo eleme lehet.

A Helicobacter pylori diabeteses angiopathia 1étrejottében jatszott esetleges szerepe kis betegszamon végzett
vizsgélatunk eredménye alapjan felvethetd. Az a tény, hogy diabetesesek korében gyakoribb a HP
pozitivitds (65%) mint nem diabeteses kontrollok kozott (50-55%) €s az érszovédmények is gyakrabban
fordulnak el6 a HP pozitiv csoportban, ennek lehetdségére és nagyobb betegszamon végzendd vizsgalat

sziikségességére hivja fel a figyelmet.

OSSZEFOGLALAS

A diabeteses angiopathia kialakuladsa Osszetett folyamat. A mar meglévd érszovodmények kezelése

sziikségszerli, de nem megoldott, teljes gydgyulasra tobbnyire nincs lehetéség. Megfeleldé kezeléssel és a

szénhidrathaztartas rendezésével a tovabbi progresszio lassithatd, megallithato, illetve tobb-kevesebb javulas is

elérhetd. Jelen ismereteink szerint a legjobb ,,megoldast” a megeldzés jelenti. Jelentds, pozitiv szemléletvaltozast

tiikroz az a tény, hogy a prevencio az elmult években a cukorbeteg-gondozas meghatarozo elemévé valt.

Az érszovodmények megeldzésének és kezelésének fontos feltétele a pathomechanismus minél pontosabb

ismerete és az érbetegségek korai stadiumban vald felismerése. Nagy elérelépést jelenthet ezen a téren az

angiopathia-hajlam elérejelzésének lehetdsége, az ide vonatkozo legfrissebb kutatdsi eredmények biztatéak. Az

angiopathia-rizikd ismeretének jelent6ségét hangstlyozza, hogy a cukorbetegséghez kapcsolodo érbetegségek
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megjelenése csak részben glykaemia fiiggd folyamatok eredménye. A betegek kb 5%-aban akkor is csak enyhe
angiopathia alakul ki, ha nem kezelik megfeleléen cukorbetegségiiket, mig 10-15%-ban gondos kezelés mellett
is sulyos szovodmények lépnek fel. Feltételezhetd tehat egy bizonyos oroklott, nem glykaemia fliggd
angiopathia-hajlam, melynek ismerete elOrevetiti az érbetegség kialakulasanak kockazatat.

Az utdbbi évtizedekben az angiopathia pathogenesisét szamos vizsgald kiilonbdzé szempontok szerint elemezte
és tobb részletét, részfolyamatat tartak fel. A technikai lehetéségek bdviilésével mélyrehatobb vizsgalatokra nyilt
lehetGség ¢s egyre inkabb gylilnek az érszovodmények kialakulasat magyarazo, illetve azzal Gsszefiiggésbe
hozhat6 adatok, a részletekbe mendbb megfigyelések pedig tjabb és Gjabb szempontokat vetnek fel.

Utobbiak kozé sorolhatok a fehérvérsejtek ¢és thrombocytdk kapcsolodasakor kialakuld un. vegyes
aggregatumok, a thrombocytdk NO-termelésének csokkenése stb. A legfrissebb elgondolasok, vizsgalati
eredmények szerint a vasanyagcsere - haemochromatosis heterozigota allapot és a haptoglobin polimorfizmus az
orokletes angiopathia-hajlam eldrejelzésében lehetnek fontosak.

Célul tiiztem ki a diabeteses angiopathia kialakuldsanak tobb szempontbdl vald vizsgélatat és
Osszefliggéseket kerestem az egyes pathogenetikai tényezok kozott. Munkam stlyponti részét a leukocyta-
thrombocyta vegyes aggregatumok és a thrombocyta NO termelés vizsgalata képezik. A vegyes aggregatumok
szaménak alakuldsdt magas thrombocyta szdmmal jar6 myeloproliferativ korképekben is tanulmanyoztam.
Elemeztem tovabba a lipidperoxidacio, a homocysteinszint és a haemorheologiai tényezok cukorbetegekben
1étrejove valtozasat, a diabeteses érszovédmények kialakuldsaban jatszott szerepiiket. A Helicobacter pylori
diabeteses ¢rszovédmények kialakulasat eldsegit feltételezett hatasat is vizsgaltam egy kisebb betegcsoportban.

Irodalmi adatok szerint a leukocyta-thrombocyta vegyes aggregatumok szamat egyes koros

allapotokban (pl. myocardialis infarctus acut szakdban, extracorporalis keringés mellett végzett szivmitétek
kapcsan, stb.) emelkedettnek talaltak. Vizsgalataink szerint a monocyta-thrombocyta vegyes aggregatumok
szignifikdnsan nagyobb ardnyban fordulnak el diabeteses betegekben az egészséges kontroll csoporttal
szemben. Sulyos kisérbetegségek esetén az aggregatumok szamanak emelkedése kifejezettebb. Ez a tény
meger6siti az aggregatumok érszovédmények pathogenesisében betdltott szerepére vonatkozo feltételezésiinket.
Figyelemfelkeltd, 0j megallapitasnak tartom a thrombocyta-monocyta vegyes agrregatumok szamanak
postprandialis vércukorszint emelkedéssel parhuzamosan megfigyelheté novekedését.

Magas thrombocyta szammal jaré chronikus myeloproliferativ korképekben a thrombocyta-monocyta
aggregitumok szdmanak emelkedése jelentés, meghaladja a diabeteses betegekben mért értékeket. Ertiinetek
mellett (ujjzsibbadas, szédiilés, stroke) az emelkedés mértéke még hatarozottabb.

A vérlemezkék NO-termelése mindkét diabetes formaban csokkent. Az dnmagaban nem jelentés mennyiségii

NO-nak mint ,utols6 szalmaszalnak” szerepe lehet egy esetleges érelzarodas megeldzésében. Hasonlo
eredményt kaptunk a vizelettel iritett, endothelium NO termelését tiikr6z6 NO2/NO3 mennyiségében is. A

haemorheologiai tényezdk koziil a vordsvérsejtek deformabilitdsat jelzd relativ sejttranzit idot, a plazma

fibrinogénszintet ¢és viszkozitast hataroztuk meg. A relativ sejttranzit idé diabetesben megfigyelhetd valtozasara
vonatkozo irodalmi adatok kissé ellentmondasosak, tobbnyire emelkedésrdl szamolnak be. Sajat vizsgalatunkban
a vorosvérsejtek sejttranzit idejének fokozodasat észleltiik. A plazmaviszkozitdsban nem, a fibrinogénszintben
csak a 2-es tipusu diabetesesek ¢és kontroll csoport kdzott talaltunk a szignifikancia hataran mozgd kiilonbséget.
A plazmaviszkozitast szovodményekre lebontva vizsgalva a kiilonbség a nephropathids és proliferativ

retinopathias betegcsoport és kontroll csoport, valamint a proliferativ retinopathias és hattér retinopathias esetek
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kozott szignifikans. A vordsvérsejtek és a plazma lipidperoxidaciojat egyarant fokozottnak talaltuk a diabeteses
csoportban, a kiilonbség szignifikans. A lipidperoxidacio 1-es tipusu diabetesesekben a szénhidrathaztartas
egyensulyaval, mig 2-es tipusu betegekben a betegségtartammal mutat pozitiv korrelaciot. A plazmaviszkozitas
1-es tipust betegekben a diabetes tartammal, 2-es tipustiak kozott a szénhidrathaztartas egyensulyaval és a
fibrinogénszinttel korrelal.

Vizsgalataink az emlitett tényezOk diabeteses angiopathia kialakulasaban betoltott szerepét tamasztjak ala.
Eredményeink szerint a hyperhomocysteinaemia is fontos, additiv tényez6 a diabeteses nephropathia
kifejlédésében.

A Helicobacter pozitivitas vizsgéalata inkabb figyelemfelkelté jellegli, eredményeink messzemend
kovetkeztetésekre nem adnak lehetdséget. A kronikus fertdzések és a diabeteses angiopathia kapcsolatat egyre
tobb adat erdsiti. Tovabbi, nagyobb betegszdmot feldleld vizsgalat sziikséges a pontosabb Osszefiiggések
feltarasara. Kis szami betegen végzett vizsgalatunk alapjan a HP érszovédmények kialakulasat eldsegitd szerepe

felvethetd.
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