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Bevezetés

A rheopheresis egy olyan extracorporalis, szelektiv kettds kaszkadfiltracio
alapjan miik6dé haematotherapias eljaras, amely soran eldzetes plazmaszeparaciot
kovetden a vérplazmat egy rheofilteren dramoltatjak keresztiil. A felhasznalt rheofilter
oly modon keriilt kialakitasra, hogy porusain a 250-300 kDa-nal nagyobb fehérjék,
illetve makromolekulak fennakadjanak. A kezelés soran ennek kdszonhetéen lehetdség
nyilik a vérviszkozitast fokozo, igy a haemorheologiai statuszt korosan megvaltoztatd
plazmaalkotok vérplazmakoncentracidjat jelentdsen csokkenteni. A vizsgalataink
soran alkalmazott, poliszulfonbdl késziilt MONET filter, melyet a Fresenius Medical

Care AG & Co. KGAa szabadalmaztatott, képes akar egyetlen kezelés alkalmaval

e

mellett a kezelés képes eltavolitani a keringésbdl az a-2-makroglobulin, von
Willebrand-faktor és a cirkulal6 IgM jelentds hanyadat is. A kezelés fontos és hasznos
tulajdonsaga, hogy az atherosclerosis elleni protektiv hatdssal bir6 HDL, a fontos
transzportfunkciot betdltd és a normal kolloidozmotikus nyomas fenntartasaért felelds
albumin és a total protein szintje is elhanyagolhaté mértékben valtozik a kezelés

hatasara.

Az American Society for Apheresis a kezelést jelenleg két betegség
sensorineuralis hallasvesztés. A rheopheresis kezelés Magyarorszadgon elséként DEKK
Belgyogyészati Intézet ,,C” Epiilet Intenziv Osztaly és Terapias Aferezis Részlegének
egylittmitkodésében keriilt alkalmazasra, az els6 kezelések indikacidja idéskori szaraz
macula degeneratio volt. Az 0j terapias modalitas klinikai eredményei arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a kezelés mas microcirculatiot érinté megbetegedésekben is
alkalmazhat6, ha azok hyperviscositassal tarsulnak, igy etikai engedély birtokaban
(IVU/10026-4/2020EKU, ETT-TUKEB) a kezelés bevezetésre keriilt diabetes indukalt,



hyperviscositassal tarsuld, microcirculatios karosodasbol fakado alsé végtagi ulcusok

[y

A diabeteses 1ab syndroma feldleli mindazokat az alsd végtagi tiineteket,
amelyek a diabetes mellitus szovodményeként megjelenhetnek. A macro- és
microvascularis karosodasbol fakadéan megjelenhetnek bor- és kérdmelvaltozasok,
megvaltozhat a 14b statikdja, als6 végtagi fekélyek és sulyos idegbantalom alakulhatnak
ki. Ezen koros eltérések egymast fokozva stlyosbitjék a diabeteses 14b syndroméjat. A
korkép kialakuldsaban és minden tiinet megjelenésében esszencidlis szerepe van a
microcirculatio kdrosodéasanak, vagyis az 500 pm-nél kisebb atmérdvel rendelkez6 aprd
erek, a prekapillaris arterioldk és a capillarisok érdestrukcidjanak. A karosodas
hatterében az intracelullaris hyperglycaemia miatt felborult mitokondrialis folyamatok
¢és az igy keletkezett igen jelentds reaktiv oxigéngyok felszabadulas all. A felszabadulo
szuperoxid a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) enzim gatlasan
keresztiil sszes 4 alternativ anyagcsere utvonalat aktival: a polyol utvonalat, a fehérjék
nem-enzimatikus glikacidjat, a hex6zamin utvonalat, és a protein kindz C utvonalat.
Ezen mechanizmusok soran rendkiviil nagymennyiségii szabadgyok képzddik, ami igen
jelentds intracellularis oxidativ stresszt jelent az sejtek szaméra. A koros prooxidans
folyamatok hatasdra kérosodik az extracellularis matrix, megvaltozik a
haemorheolégiai ¢és antioxidans statusz, fokozodik a karos vascularis mediatorok

termel6dése, subclinicus gyulladas indukalodik.

A karosodasra egyik legérzékenyebb sejttipus az ereket béleld endothel
sejtréteg. Az idegeket ellatdo érhaldzat, a vasa nervorum kéarosoddsanak és direkt
neuronpusztuldsnak az eredményeként alakul ki a diabeteses polyneuropathia. A
legtdbb neuropathids beteg kezdetben stlyos, gyakran tiirhetetlen fajdalmat tapasztal,
amely a neuronok fokozatos pusztuldsaval fokozatosan elmarad, a fijdalom helyét
zokni-szerien a labujjaktdl kezdddd érzészavar veszi at. A sensoros karosodas
eredményeként hamar izomatrophia alakul ki, mozgas-, tapintas-, és vibracioérzés, a

labfej harant és hosszanti boltozata igy korosan megvaltozik, 1étrejonnek a diabeteses



als6 végtagi fekélyeknek kedvezd alsé végtagi kéros nyoméspontok. A neuropathia
miatt a betegek a tulterhelt végtagon megjelend sériilésekrél gyakran sokdig nem
vesznek tudomast, a folyamatos talpi nyomas és a stenoticus keringés hataséra a fekély
gyogyulni képtelen, a magas vércukorszint, az immunoldgiai abnormalitidsok, a
lymphocita funkcié zavarai pedig mind kivalo taptalajt biztosit a fekély
elfert6z6désének. Az alsd végtagon megjelend fekélyek rendkiviil gyakran vezetnek
elkertilhetetlen als6 végtagi amputaciohoz. A nem-traumds végtag amputaciok kozel
85%-4t elozi meg az alsod végtag fekélyes elvaltozasa. Igen gyakran sziikséges

reamputacio és a betegek 6téves mortalitasa is eléri a 39-65%-ot.

A diabeteses lab syndroma komplexitdsa miatt a kezelése soran
interdiszciplinaris szemléletre van sziikség és minden kindlkozé alkalmat sziikséges
megragadni a diabetesbdl fakadd alsé végtagi amputiciok szdmanak csokkentése
érdekében. A magas mortalitas, a koltséges egészségiigyi kiadasok, a hosszu kérhazi
kezelés, a jelentds életmindség romlas komoly terhet jelent mind a beteg paciens, mind
a tarsadalom szintjén, amelyek indokoljak a rheopheresis és hozza hasonlo terapids

alternativak széleskorii kutatasat.
Célkitiizés

I. Célunk volt, hogy a rheopheresis kezelés haemorheologiai statuszt helyreallito,
microcirculatiot javit6 funkcidjat a diabeteses 1ab syndroma azon eseteiben is igazoljuk,
amelyek macrovascularis helyreallitast nem igényeltek, vagy intervencios radiologiai,
illetve érsebészeti revascularisatiora mar nincs lehetdség, vagy neuropathia a dominald
tiinet. A korkép kiilonbozd tiineteiben a kozos korok a hyperviscositas, ami karosodast

fokoz6 tényezoként megjelenik.

II. Felallitani egy in vitro modellt, amelyen a diabetes mellitus endothelialis karosodast

okozo hatésait monitorozni tudjuk az inflammaci6 és prooxidans hatasok tekintetében,



ezéltal olyan biokémiai markereket hatdrozzunk meg, melyek az in vivo vizsgélatokban

objektiven leirjak a rheopheresis hatéasait.

III. A meghatérozott inflammatorikus citokinek vizsgalata a rheopheresis kezelés

fliggvényében, a kezelés antiinflammatorikus hatasainak igazolasa érdekében

IV. Komplett cisztein pool analizis, mellyel igazolhat6 a glutation haztartas jotékony

irdnyu valtozasa a rheopheresis kezelés hatasara.

Anyagok és modszerek

Klinikai vizsgalatok

A betegek komplett angioldgiai kivizsgaldsa sordn a tanulmanyba vald
bevélasztasi  kritériumok  kivizsgaldsa érdekében minden beteg esetében
meghatarozasra keriilt mindkét oldali Boka-Kar index, tovabba amennyiben indokolt
volt, alsé végtagi artérias és vénas Color-Doppler vizsgalatot is végeztiink. Ezek soran
meghatarozasra kertiltek az als¢ végtag artéridinak aramlasi viszonyai, az dramlasok
sebessége. Analizaltuk tovabba az dramlasi gorbéket és vizsgaltuk az érlument sziikitd
meszes plakkokat. A vénas ultrahang vizsgélatok célja a panaszok hétterében etiologiai
faktorként esetlegesen fennallo felszines vénas elégtelenség kizarasa volt. Ennek
érdekében attekintésre keriilt a felszines vénas halozat, kizarasra keriilt a
saphenofemoralis reflux, illetve az elégteleniil miikddd perforator vénak jelenléte. A
vizsgélatokat Philips CX 50 ultranhang berendezés 5-10 MHz-es linearis vascularis

transducerét hasznaltuk.

A neuropathias panaszokkal érkez6 pacienseket ENG vizsgélatnak vetettiik
ala, ahol komplett képet kaptunk az alsé végtag idegeinek neuroldgiai statuszardl. Az
ENG vizsgalatot minden esetben klinikai neurofiziologus végezte 9031A006401

Keypoint Clinical System segitségével.



Mindezek mellett altalanos (vérkép, vesefunkcid) és immunolédgiai (Anti-
béta-2-glikoprotein-I antitestek, anti-cardiolipin antitestek, Lupus antikoagulansok,
kriglobulin  ellenes  antitestek, anti-neutrofil  citoplazmatikus  antitestek)
laborvizsgélatokat végeztiink. Megvizsgaltuk tovabba a vércukor- (HgbAlC) és
lipidprofilt (triglicerid, koleszterin, HDL-C, LDL-C).

A rheopheresis és a hyperviscositds

A terdpia bevezetése Ota 23 betegen alkalmaztuk a rheopoheresist. 10
betegnek volt diabetes alsé végtagi fekélye, 10 beteg szenvedett diabeteses
polyneuropathiatol, 4 paciens esetében mindkét korkép egyszerre fennallt, 3 beteg
szenvedett macrovascularis  helyredllitisra  alkalmatlan  periférids  artérids
érbetegségben, illetve az Osszes beteg esetén fenndllt a hyperviscositas. A
hypverviscositas diagnosztizalasa a teljes vér ¢és plazma viszkozitdsdnak
meghatarozasaval tortént, melyet a DE Sebészeti Mitéttani Tanszéken tortént. A
vizsgdlatok Hevimet-40 viscometer (Hemorex International Kft., Budapest,
Magyarorszag) segitségével, capillaris viscosimetria moddszerével tortént. A vér
viscositasanak meghatarozasanal 40%-os hematokritra is tortént korrekcié a Matrai

formula segitségével.

A betegek két egymast kdvetd napon részesiiltek rheopheresis kezelésben,
minden kezelés el6tt fiziologids sooldatos infundalast kovetéen. A betegek két
periférids vénajat kaniilaltuk, majd az Art Universal rendszer segitségével
elkiilonitettiik a vérplazmat az alakos elemekt6l. Az elkiilonitett vérplazma a MONET
(Membrane fitlration Optimised Novel Extracorporal Treatment) (Fresenius SE and Co.
KGaA, Bad Homburg vor der Hohe, Németorszag) filtert tartalmazé oszlopon aramolt
keresztiil, majd az alakos elemekkel egyiitt a periférids vénakaniil segitségével keriilt
vissza a paciensek keringésébe. A filtraland6 plazma mennyiségi meghatarozasahoz a
40 ml/testsulykilogrammos szabalyt hasznaltuk. Antikoagulansként citratot
alkalmaztunk.



In vitro sejttényeszet:

A diabetes mellitus koros hatasainak modellezése HUVEC sejtkulturan
tortént, etikai engedély birtokdban (RKEB/IKEB 317-2012). Ehhez vena umbilicalist
kantiilaltunk, vértelenitettiik, majd toltottink fel kollagendz oldattal. 37 °C-on
inkubaltuk 20 percig, majd 8 perces centrifugalas utan a feliiluszot leszivtuk, a sejteket
pedig M199 médiumban szuszpendaltuk. 0,5%-os zselatinoldattal 4-8 oraig inkubaltuk
a sejttenyésztd flaskdkat, melyekre a sejteket szélesztettik a letapadashoz. A
tenyésztéshez folyamatos, 37 °C-os hOmérsékletet és 5%-os CO? atmoszférat
biztositottunk a sejtek tenyészétésé¢hez egy Galaxy 170 R inkubator (Eppendorf,
Hamburg, Németorszag) segitségével. Miutan a konfluencia elérte a minimum 80%-ot,
a sejteket kétszeres alapteriiletre passzaltuk. A letapadast megsziintettiik tripszin-EDTA
oldattal (Biosera, Nuaille, Franciaorszag) sziintettiik, majd leallitottuk a reakciot M11
médiummal. Centrifugéldst kovetéen végsd soron ujabb szélesztés tortént. A
sejttenyésztést kovetden egy alkalommal Flow cytometrids analizist végeztiink
fenotipizalas céljabol, mely soran az azonositashoz az endothel sejteket megjeldltiik
fluoroférral konjugalt egér monoklonalis antitestekkel. Az analizis a sejtek 97%-at
azonositotta endothel sejtként. A sejteket ezutdn 24 oOran keresztiil 30 mM/L
koncentracioju  gliikozoldattal — kezeltik, az intravascularis hyperglicaemia

szimulalasanak érdekében.
Génexpresszios vizsgalatok a HUVEC modellen

A hyperglicaemids szimulalast kovetden meghatarozasra keriilt az 11-6, 11-8,
TNF-alfa, az endothelin konvertaz enzim, ET-1, illetve NO szintdz génexpressziod
szintje, melyet kontroll csoporttal hasonlitottunk Ossze. Ehhez a sejteket feltarva,
qRTPCR analizist végeztiink. Reverz transzkriptazzal (LunaSrcipt RT SuperMix kit-
PCR Biosystems, London, UK) cDNS-t alkottunk, majd a TagMan polimerazos hasitast
kovetden a reporter molekulanak fluoreszcencidjat detektaltuk, ezzel meghatirozva a

detektalasi kiiszobértékhez a ciklusszamot (Luna Universal Probe qPCR Master Mix -



PCR Biosystems, London, UK). Haztartasi génként GAPDH-t alkalmaztunk. A relativ

génexpresszids valtozas LIVAK mddszerrel tortént.

ROS felszabadulas vizsgalta HUVEC modellen

A reaktiv oxigéngyOgyok felszabadulasit DCFDA festéssel (2°,7°-
dichlorofluorescin diacetét) vizsgaltuk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ehhez a
sejteket 6 percig inkubdltuk 100 microMol-os festékoldattal, majd mértik a
fluoreszcencia inteznitalasat (excitation = 485 nm, emission = 530 nm). Ehhez
Clariostar microplate readert hasznaltunk (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag). Az
eredményeket itt is kontroll csoporthoz hasonlitva értékeltiik.

Antioxidans statusz vizsgalatata HUVEC modellen

Meghatarozasra keriilt az endothel sejtek intracellularis glutation
koncentracioja is, melyet Glutathione Assay Kittel végeztiink (Cayman Chemical, Ann
Arbor, Michigan, USA). A gliikdz oldattal valo kezelés soran a 0, 6, 12, 24, 48, végiil
96 ora elteltével a sejteket feltartuk, majd deproteinalast kovetéen vizsgaltuk a sejtek
soran 414 nm-en keriilt meghatdrozdsra a minta spektrofotometrids abszorbancia

spektruma.

Gyulladasos markerek vizsgalata a rheopheresis kezelés fiiggvényében

A betegektdl kezelések eldtt és utan vett vérmintakbol meghataroztuk a
vérplazma 11-6, 11-8, és TNF- a koncentracioit. Ehhez a K-3 EDTA véralvadasgatlot
tartalmazo6 steril vakuténerekbe levett mintakat 15 percig centrifugaltuk 3000 RPM-en,
4 °C majd dupla sandwich ELISA technikat alkalmaztunk. Ehhez az Abcam ELISA
Kitjeit alkalmaztuk (Abcam PLC, Cambridge, UK). A mérés sordn standard-et
allitottunk be, majd minden wellbe 100 pL standard oldat és szérumminta keriilt. A

plate kétszeres lemosasat kdvetden a biotinilalt humén antitestek hozzdadasa tortént



(100 pL). 37 °C-on, 60 perces inkubalast kovetden haromszori lemosés tortént. Az
enzim-konjugalt folyadékot a megfelelé wellekhez adtuk, majd a plate Otszori
lemosasat végeztiik el. 100 pL Colour Regaent hozzaadasat kdvetden a mintat 37 °C-
on, 14 percig inkubaltuk, majd 100 uL Colour Reagent C wellekhez adéasat kdvetden
450 nm-en mértiik a szinreakciot spektrofotométerrel. A vizsgalat soran a mintdkat 5x
és 10x higitas utan vizsgaltuk. Az Il-6 teszt szenzitivitds 4,7 pg/mL, az I1-8 teszt

szentivitasa 1,8 pg/mL, mig a TNF- a szenzitivitasa 4,32 pg/mL volt.

Vasoaktiv komponenek vizsgalata a rheopheresis kezelés fiiggvényében

A vizsgalat soran meghatarozasra kertiltek az Endothelin-1 és tromboxan B2
vérplazma koncentracioi is a kezelések el6tt és kezelések utan. Mindkét esetben az
Abcam (Abcam PLC, Cambridge, UK) relevans ELISA Kit-jeit hasznaltuk, az
Endothelin-1 esetében az ab133030, mig a tromboxan B2 esetében az ab133022
kodjeliit. A gyartd ajanlésait kdvetve higitasi sort hoztunk létre, 6tszori lemosast
végeztiink. Az Endothelin-1 vizsgélata esetén a mintdkhoz 100 microliter endothelin-1
antitestet adva inkubaltuk azokat 30 percig. Ezt kévetéen TMB szubsztrat oldatot
adtunk hozzajuk és ujabb 30 perces inkubalasi id6t kdvetden 450 nm-en mértiik az
abszorbancidt. A tromboxan B2 esetében 5 microliter TXB2 Alkaline Phosphatase
Conjugatum, majd 200 microliter pNpp szubsztratot adtunk a mintadkhoz, majd 45
perces szobahds inkubacié utan, a STOP oldat hozzaadasat kovetéen 405 nm.en

vizsgéltuk az abszorbanciat.
Vorosveértestek SOD  enzim aktivitasanak valtozasa a rheopheresis kezelés
fliggvényében

A meghatarozashoz Photochem berendezést és ACW Kitet (Analytik Jena,
Jena, Németorszag) hasznaltunk. 10 microliter vorosvértesthez 1.5 ml reagens 1-et, 1

ml reagens 2-t és 25 microliter reagens 3-at adtunk, a gyartd ajanldsa szerint.



Standardként SOD enzimet (Superoxid Dismutase, Sigma Aldrich, Németorszag)
hasznaltunk.

Veérplazma glutation pooljanak valtozasa a rheopheresis kezelés fiiggvényében

A vizsgalathoz a mintdkat Fu és mtsai. altal kidolgozott modszer alapjan
végeztiik. Ennek érdekében cisztein, homocisztein, ciszteinil-glicin, y-glutamil-
cisztein, cisztin, illetve glutation standard keverékeket (168149 -25 mg, 69453-1016
mg, G0903 — 25 mg) C8630-1g, PHR1359-500 mg, Merck Life Science Kft.,
Magyarorszag) készitettiik el, 10 pg/ ml koncentraciora. 150 pl standardhez ezutan 300
pl N-etil-maleimid oldatot (cc:100 pg/ml), 1020 pl vizet és 30 pL hangyasavoldatot
(0.01% V/V) adtunk. 30 perces termosztalast kovetden hét 0.1, 1, 5, 10, 25, 50 és 100
Ultimate 3000 RS UHPLC rendszerrel (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), valamint
egy Thermo Q Exactive Orbitrap hibrid tomegsprektrométerrel végeztiink, amely egy
Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 (2,1 x 150 mm) analitikai oszloppal volt felszerelve.
Az aramlasi sebesség 0,3 ml/perc értéken zajlott. Az oszlopkolonna és az oszlophiitd
sebessége 25 Celcius-fokra keriilt beallitdsra. A mintdkat ugyanilyen hémérsékleten
termosztaltuk. A mozgd fazis vizbdl (A), illetve metanolbol (B) allt, amelyeket 0,1%-
os hangyasavval savasitottunk. A gradiens program a kovetkez6 volt: 0-1 perc, 95% A;
1-6 perc, —0% A; 610 perc, 0% A; 10-10,5 perc, —95% A; 10,5-20 perc, 95% A. Az
injekcid térfogata 5 pl volt. A Thermo Q Exactive Orbitrap hibrid témegspektrométer
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) HESI forrassal volt felszerelve. A mintakat
pozitiv ion modban, Selected Ion Monitoring (SIM) technikaval mértiik a kovetkezo
felvételi listaval (M + HJ+): Cisztein-NEM  (CoH;sN>O4S):  247,07525, N-
acetilcisztein-NEM (C11H7N2OsS):  282,08. Homocysteine-NEM  (C;1H7N2OsS):
261.09090, Cysteinylglycine-NEM (C;1H13N305S): 304.09672, y-Glutamylcysteine-
NEM (Ci4H22N307S): 376.11785, Cystine (C¢Hi13N204S,): 241.03167, Glutathione-
NEM (Ci6H25N4OsS): 433.13931, Glutathione disulfide (C20H33N6O1232) : 613,15979.
A kapillaris hdmérsékletet 320 °C-ra allitottuk be, és a permetezési fesziiltséget 4,0 kV-



ra allitottuk be. Felbontas: 35.000. A kopenygaz aramlési sebessége és a segédgaz
aramlasi sebessége 32 AU, illetve 7 AU volt. A mért és szdmitott monoizotdpos
molekulatdémegek kozotti kiilonbség minden esetben kisebb volt, mint 5 ppm. Az
adatokat Thermo Xcalibur 4.0 szoftverrel (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) nyertiik
¢és dolgoztuk fel.

Statisztikai analizisek

A gyulladdsos markerek vizsgéalatanal korlatozott statisztikaként a
kezelés el6tti és kezelés utani értékeket paros t-tesz/Wilcoxon teszttel vizsgaltuk, <0,05
p-értéket tekintettiink szignifikdnsnak. Az in vitro eredmények, az endothelin-1,
tromboxan B2 plazmakoncentraciok statisztikai analizise soran az adatokat harom
kisérlet atlagaként + SEM fejeztiik ki. Tobbszords oOsszehasonlitashoz végeztiink
statisztikai elemzést, az eredményeket ANOVA-val, majd az ismételt mérésekhez
Bonferroni-mddszere szerint elemeztiik. A szignifikancia kiiszobértéke p <0,05 volt. Az
11-6, 11-8, TNF-a, ET-1, TXB2, SOD enzimaktivitas kezelés el6tti és kezelés utani
értékeit Wilcoxon rang-0sszeg nem-paraméteres tesztekkel is Osszevetettiik. A
statisztikailag szignifikdns kiiszobértéke szintén p<0,05 volt. A teljes vér ¢és
plazmaviscositas, illetve tiolos komponensek statiszitkai anlizise soran Kruskal-Wallis
és Wilcoxon teszteket alkalmaztunk. A Shapiro-Wilk tesztet hasznéltunk annak
meghatarozasara, hogy a mért értékek normalis eloszlasuak-e. Normal eloszlas esetén
Welch t-probajat alkalmaztuk a statisztikai szignifikancia tesztelésére. Egyébként
Kruskal-Wallis és Wilcoxon rang-dsszeg nem-paraméteres teszteket alkalmaztunk. A p
értékeket a Benjamini-Hochberg modszerrel korrigaltuk. A szignifikancia

kiiszobértéket p<0,05-re allitottuk be.
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Eredmények
Klinikai eredmények a diabeteses lab syndroma Rheopheresis kezelésével

A kezelések hatdsara a betegek teljes vér és plazma viszkozitdsa normal, vagy
kozel normal tartomanyba keriilt. Az alsé végtagi fekélyek nélkiili polyneuorpathias
betegcsoportot tekintve elmondhat6, hogy a rheopheresis kezelés hatdsara a paciensek
szubjektiv panaszai egyetlen esettdl eltekinve jelent6sen mérséklddtek. Olyan
paciensek részesiiltek Rheopheresis kezelésben, akiknél az alkalmazott gyogyszeres
terapia ellenére (gabapentin, illetve pregabalin) a panaszok nem, vagy nem kelld
mértékben csokkentek. Az agressziv fajdalomcsillapitas ellenére a péciensek igen
sulyos szurd, zsibbadd, ¢g6 fajdalomra panaszkodtak, amely tobb esetben is mar
egyetlen rheopheresis kezelés hatdsara csokkent, igy a paciensek fajdalomcsillapitd
igénye is mérséklodott. A szubjektiv panaszcsokkenést az elvégzett ENG vizsgalatok is
alatamasztottdk. A kezeléseket kovetd ENG vizsgalatok dsszehasonlitasra keriiltek a
kezelést megeléz6 vizsgalatokkal, ezek soran megnovekedett amplitudo €s javuld
vezetési sebességek igazoltak a kezelés hatdsossagat. Két paciens esetében javultak a
motoros rostok amplitadoi, atlagosan 0,8 mV-tal, harom péciensnél volt kimutathat6 a
sensoros rostok javulasa, ezekben az esetekben a vezetési amplitido atlagosan 2,06 pV-
tal novekedett. Egy esetben novekedett a sensoros rostok vezetési sebessége, mintegy
17,3 m/s-mal, ez 48,3%-o0s novekedést jelentett. Egy esetben a paciens panaszai nem
mérséklodtek, a kezelést kovet6 ENG nem mutatott valtozast. Az alsé végtagi
fekélyektdl szenvedd betegekrdl elmondhatd, hogy atlagosan 2 kezelést kdvetden, a
korabban gyogyhajlamot nem mutat6 14b és labszarfekélyek szandlodni kezdtek. 10
esetben értlink el részleges, vagy teljes gydgyuldst. Harom esetben ugyan nem tudtuk
betegek rossz compliance-e okozta a problémat, a kezeléssel kezdetben sikereket értiink

el.
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In vitro vizsgalatok eredményei

Az in vitro vizsgélatok eredményei alapjan elmondhato, hogy a 24 6ran tartd
endothel sejtek 11-6, 11-8, illetve TNF- a expresszidjat. Kijelenthetd tovabba, hogy mind
az endothelin-1, mind az endothelin konvertalé enzim intracellularis mRNS szintje is
szignfikansan fokozddott, mig a NO szintaz enzim expressizojat szignifikansan gatolta
az extrém hyperglycaemia. A 24 6rés kezelés hatasara a sejtek itnracellularis ROS gyok
termelése szignifikdnsan fokozoddott. Az endothel sejtek redukalt glutation
sejtekben mérhetd intracellularis glutation koncentracidja jelentdsen csokken. Az id6
fliggvényében vizsgalva elmondhato, hogy az elsé 24 6raban az extrém magas gliikoz
koncentracidiban mérhetd kiilonbség fokozatosan novekszik, mig a 24. o6ratol
kezd6édéen, miutan a hyperglycaemiat megsziintettiik, a kiilonbség fokozatosan

csokkenni kezdett, habar igy is is jelentés maradt.

Rheopheresis kezelés hatasai a gyulladasos citokinekre és vazoaktiv anyagokra

A rtheopheresis kezelés hatdsara a betegek vérplazmajaban mérhetd
gyulladasos citokin koncentraciok jelentds csokkenést mutattak. Az IL-6 vérplazmaban
mérhetd értéke a kezeléseket kovetéen atlagosan 44,35%-kal csokkent, a
Rheopheresiseket megel6zo értékekhez képest (19. dbra). A valtozas 5 beteg esetén volt
szignifikéns. A kezelés el6tti és utani vérplazmakoncentracidkat Wilcoxon pérositott
probaval dsszevetve a kiilonbség szignifikans (p=0,02). Az IL-8 vérplazma szintje 5
esetben szignifikdnsan mértékben lecsokkent, atlagosan 61,76%-kal a Rheopheresis
hatasara (20.abra.). Az elvégzett Wilcoxon teszt alapjan a kiilonbség szignifikans
(p=0,0022) A TNF-a extrém mértékben, atlagosan 78,56%-kal csokkent a kezelések
hatdsara. A csokkenés minden esetben szignifikans volt (21.abra). Az elvégzett

Wilcoxon rangdsszegli nem-paraméteres teszt alapjan a kiilonbség szignifikans
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(p=0,022). Az endothelin-1 plazmakoncentracioit mérve 7 betegbdl 6 esetén talaltunk
szignifikdns csokkenést a kezeléseket kovetden, mig a tromboxan B2 esetében mind a

7 betegnél kismértékdi, de statisztikailag szignifikans csokkenést tapasztaltunk.

Rheopheresis kezelés hatasai a SOD enzim aktivitasara, illetve a total thiol és diszulfid

komponensek szérumszintjeire

A SOD enzim aktivitasanak mérése soran ugyan 7 paciensbdl 5 esetében
nagymértékii csokkenést tapasztaltunk (4tlagosan 18,06%-s értékkel), azonban a 2.
szamu betegiink esetén 16%-os novekedést, mig 3. szamu betegiink enzimaktivitasa
kozel azonos mértéki volt (3,13%-0s ndvekedés), igy ezen vizsgalati eredményeinket
nem értékeltiik egyértelmiinek. A thiolos komponensek vizsgélataval komplexen
leirhatova valt a glutation haztartdsban résztvevd prekurzorok szérumszintjeinek
valtozasa. Elmondhat6, hogy a kezelés hatasara a cisztein teljes (p=0,04) és fehérjéhez
kotott (p=0,044) formai szignifikdnsan csokkentek, mig a gamma-glutamil-cisztein
szabad formé4ja szignifikdnsan novekedett (p=0,044). A szabad homocisztein tartalom
is csokkenést mutatott. A cisztin és ciszteinil-glicin vérplazma koncentracidiban egy

beteget kivéve egymashoz viszonyitott forditott ardnyossag fedezhetd fel.

Megbeszélés

A diabetes mellitus rohamosan ndvekvd prevalencidja, a szovédmények
sulyossaga, azok komplexitisa mind indokolttd teszik az 0j terdpids alternativak
bevezetését a klinikumba. A kutatocosportunk altal elvégzett klinikai és laboratoriumi
eredmények igazoljak, hogy a rheopheresis, mint extracorporalis haematotherapia
szamos hasznos funkcioval bir a diabeteses 14b syndromaban megjelend,
mikrocirkulaciés karosodasbol fakado alsé végtagi tiinetek terapidjaban. Kutatdsaink
els6 iddszakaban a klinikai vizsgélatokra 6sszpontositottunk. Ezek alapjan elmondhato,
hogy a diabetes mellitushoz tarsuld hyperviscositas a meglévo alsé végtagi fekélyek

gyogyhajlamat jelentdsen rontja, mig a polyneuropathia tiineteit és és azok stlyossagat
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fokozza. A rheopheresis kezelés a teljes vér és plazmaviszkozitas normalizalasaval
képes javitani a mikorcirkuldciot, melyet a kordbban gyogyhajlamot nem mutato
fekélyek szanalodasa és az idegi funkciok javulasa igazol. A neuropathids paciensek
szubjektiv fajdalomérzete csokkent, az elvégzett ENG vizsgalatok pedig objektiven is
igazoltak a rheopheresis jotékony hatasait. A doktori értekezésben kevés szd esik a
kezelés tartdssagarol. A 2019-ben kirobbant COVID-19 vildgjarvany, és az ekkor
bevezetett kizardlagos siirgdsségi szakellatas jelent6sen megnehezitette a betegeink
ambuldns  utdégondozasat, igy jelen munkdban csupan  altaldnossagok
megfogalmazhatok. Eddigi tapasztalataink szerint, az elvégzett rheopheresisek
hyperviscositast csokkentd hatdsa 3-6 honapig marad tartds a kezeléseket kovetéen. A
hatékonysag fokozasa érdekében sziikségszerii a paciensek szoros egyiittmiikddése, a
szigoru diétds megkdotések, a gyogyszeres terdpia betartasa. Fekélyes paciensek
esetében elengedhetetlen a megfeleld rendszeres sebtoilette és az ortézises
tehermentesités. Mindezt Osszefoglalva azonban klinikai eredményeink alapjan a
kezelés messze talmutatott a viszkozitdsi paraméterek normalizalasan, igy
vizsgélatainkat a diabetes indukalta endothelialis inflammacié és annak rheopheresissel
torténd kezelésére iranyitottuk. Az ehhez sziikséges in vitro HUVEC sejtmodellen
komplexen igazoltuk a hyperglycaemia gyulladast indukald, vascularis mediator
termel6dést és antioxidans statuszt korosan megvaltoztatd hatdsait. Habéar az
irodalomban ezen megallapitasok mar leirasra kertiltek, elengedhetetlennek tartottuk a
kéros folyamatok vizsgalatat egyetlen, complex modellen, ahol a folyamatok
egymassal 0sszefliggésben vizsgalhatok. Tekintve, hogy a paciensek esetén az endothel
sejtek kozvetleniil nem vizsgalhatok, a szimuldcidoval meghatirozott biokémiai
markerek monitorozhatova tették a kezelést. Kiemelendd, hogy a vizsgélat soran a
fehérjekoncentracio helyett génexpresszios valtozasokat végeztiink, melynek célja a
diabetes hosszutavu karosito hatésainak feltarasa volt. Ezek alapjan a hyperglicaemia
igen jelentds oxidativ stresszt jelent az endothel sejtek szamara, jelent6s inflammativ
hatassal bir, kérositja az antioxidans rendszert. A gyulladasos citokinek szerepérdl sok

tanulmany sziiletett. A rheopheresisek eldtt és utan elvégzett vérplazma koncentracio
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meghatarozasok alapjan elmondhatd, hogy a kezelések szignifikdnsan képesek
csokkenteni az I1-6, I1-8 és TNF-alpha mennyiségét a vérben. Ezen citokinek
molekulasulya joval kisebb tartomanyban mozog, mint amelyet az alkalmazott
MONET filter sztirni tud, igy elviekben a citokinek kozvetlen filtracigja nem
lehetséges. Azonban az inflammaotrikus citokinek érpalyan belilli szallitdsa
transportfehérjékkel torténik, mint amilyen az alpha-2-macroglobulin is. Ennek
molelkulastulya mar kelléen nagy ahhoz, hogy a filter poérusain képtelen legyen
athaladni. A vascularis mediatorok vizsgélata alapjan a vasoconstrictor hatassal bird
képes jelentdsen redukalni a rheopheresis, ami tovabbi jotékony hatésait indukalja. Az
antixoidans vizsgélatokat dsszegezve elmondhato, hogy a SOD eznim aktivitdsanak
mérése nem hozott szignifikans eredményt, igy részletesebb vizsgalatra volt sziikség. A
redukalt glutation, mely a glutation peroxidaz kofaktoraként az egyik legjelentdsebb
antioxidans tuljadonsaggal biré tripeptid funkciojat csak intracellularisa képes ellatni,
kényes egyenstlyt alkotva. Vérvizsgalataink azonban nem tették lehetéve a redukalt
glutation kozvetlen mérését, igy a teljes glutation ciklust és annak legfontosabb
intermediereinek ¢és prekurzorainak feltérképezése volt feldatunk. Vizsgalataink
eredményei alapjan a rheopheresis filtracios hatasainak kdszonhetden a glutation ciklus
egyértelmtien a redukalt glutation szintézisének iranyéaba tolodik. Ezt igaolja a vérben
szignifikdnsan csokkent instabil és szabadgyokképzd cisztein teljes mennyisége és
fehérjéhez kotott formaja. A kezelés mérsékli tovabba a hyperhomocysteinaemiat, mely
az atherosclerosis egyik legismertebb fiiggetlen kofaktora. Ezzel szemben a szabad
gamma-glutamil-cisztein, mely Snmagéban is antioxidans tulajdonsaggal bir, tovabba a
redukalt glutation egyik kozvetlen prekurzora szignifikdns novekedést mutatott. A
vizsgélati eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a rheopheresis képes szignifikdnsan
csokkenteni a vérben kering6 koros gyulladasos citokinek, a vasoconstrictor, illetve
prtohromboticus hatasu vascularis mediatorok koncentracidjat. Az antioxidans
statuszban betoltott jotékony hatdsasat a glutation pool extracellularis prekurzor

koncentracidinak valtozdsa bizonyitja. A kezelés hatdsdra ezen prekurzorok
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koncentracidiban olyan valtozasok mentek végre, melyek az antioxidans statusz

javulasat indukaljak.

Az értekezésben szereplo ij kutatasi eredmények

L. A rheopheresis hatékonyan képes csokkenteni a teljes vér — és plazma viszkozitast

diabetes lab syndromaban szenvedd betegek esetében

II. A kezelés jotékony hatassal bir a diabetes 1ab szindroméaban megjelend als6 végtagi
sensorimotoros polyneuropathia terapidjaban, az idegi funkciokat képes javitani, a

neuropathids fajdalmat mérsékelni.

III. A rheopheresis kezelés eldsegiti a diabetes 1ab syndroma részeként megjelend,
microvascularis karosodasbol fakado als6 végtagi ulcusok gyogyulasat azon esetekben,
mikor alsé végtagi érsebészeti, vagy intervenciods radiologiai rekonstrukcidra nincs

lehetéség.

IV. A gyulladésos citokinek filtracidjaval a rheopheresis képes mérsékelni a diabetes

lab syndromaban megjelend endothelialis inflammaciot.

V. A kezelés csokkenti a vérben taldlhatd karos vascularis mediatorok vérplazma

koncentracigjat, a prothromboticus hatasokkal bir6 molekuldk filtracidjaval

antithromboticus hatéssal is bir.

VI. A glutation ciklusban fontos szereppel bir6 extracellularis prekurzorok és
intermedierek koncentraciovaltozasai bizonyitjak, hogy a kezelés antioxidans hatéssal
bir, a diabetes mellitus soran megjelend extrém oxidativ stresszt és annak karos hatésait

mérsékelni képes.
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