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Roviditések listaja

AGE: advanced glycation end product

AMD: age-related macular degeneration
COX-2: ciklooxigenaz-2

CRP: C-reaktiv protein

(c)DNS: (cirkularis) dezoxiribonukleinsav
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

eGFR: estimated glomerulus filtration rate
ELISA:enzyme-linked immunosorbent assay
eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid szintaz
GFAT: glutamin frukt6z-6-foszfat amidotranszferaz
GSH: I-y-glutamil-1-ciszteinilglicin

GSSG: glutation-diszulfid

HDL.: high-density lipoprotein

HUVEC: human umbilical endothelial cell
IgM: Immunglobulin M

I1: Interleukin

LDL: Low-density lipoprotein

Lp(a): Lipoportein (a)

MMP: matrix metalloproteindz



NADP +: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NF«p: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NO: nitrogén-monoxid

OCT: optical coherence test

PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor-1

PAD: peripherial arterial disease

PKC: proteinkinaz C

qRT-PCR: quantitative reverse transcription polymerase chain reaction

RAGE: receptor of advanced glycation end product

RNS: ribonukleinsav

ROS: reactive oxygen species

SOD: szuperoxid-dizmutdz

SP-1: specificity protein 1

TGF- B: transforming growth factor beta

TNF-a: tumor necrosis factor alpha

TXB2: tromboxan B2

UDP- Gle-NAc: uridin-difoszfat N-acetil-gliik6zamin

VEGF: vascular endothelial growth factor

VSM: vena saphena magna

vWF: von Willebrand — faktor



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1./1.; Torténelmi attekintés

A vérbdl valo pathologias eltéréseket okozo anyagok eltavolitdsa mindig szerves részét
képezte az orvostudoméanynak. Torténelme tobb évezredre nyulik vissza, hiszen mar az
idészamitas eldtti 16. szazad kornyékén irddott, egyiptomi, sériilések sebészeti kezelésérdl
52616 Eber Papiruszokon is megjelent a szkarifikacio (bor feliiletes bemetszése), mely bevett
gyakorlatnak szamitott az okori Egyiptomban szdmos koérkép ellen, legyen sz6 a bor aknés
gyulladasarol, vagy a pestisrél. A gorog gyogyaszatban, Hippocrates idejében (Kr. e. 500) az
érmetszés modszere volt, mely az artéridk és véndk anatomiai elkiilonitéséhez vezetett. A latin
phlebotomia (phlebos = véndak, temnein = vagni) elnevezés is ekkorra datalhatd. A gyakorlat
¢évezredeken keresztiil hoditott, hasznaltdk a legkiilonbozobb betegségek gydgyitasara, legyen
sz6 encephalitisrdl, strokerol, vagy felsé léguti fertdzésektol. Az eljaras fejlédése soran, a
rosszul megvalasztott indikaciok alapjan elvégzett kezelések rengeteg ember halalat okoztak, a
phelobotomia egyik leghiresebb dldozata George Washington, akit rekedtség és kohogés miatt
kezeltek. Ermetszése soran mintegy 2300 mL vért tavolitottak el érrendszerébdl koriilbeliil 12
ora leforgasa alatt. Az érmetszés tekinthetd a mai modern aferezis (apheiresis: erdvel elvenni)
technikdk 6sének(1-6). A technika fejlédésének egyik mérfoldkdve Albert Hustinhoz kdthetd,
aki 1914-ben eldszor hasznalta antikoagulansként a citratot.(7) Még ugyanebben az évben John
Abel végrehajtotta az els6 definitiv plazmapheresist veseeltavolitason atesett kutyakon.(8) Az
eljaras Dr. Josep Antoni Grifols Lucas altal tovabb fejlodott az 1950-es években, neki
koszonhetden a donacios plazmaferezis biztonsdgossa €s rendszeresen végrehajthatova valt.(9)
Az elsé terapids felhasznalasa 1959-ben tortént Michael Rubinstein altal, aki egy TTP-ben
szenvedd fitnal, illetve Paul J. Schwab és John Fahey altal, akik egy Waldenstrom-
macroglobulinémias péciensnél alkalmaztak a plazmaferezis kezelést. (10, 11) Ezen
eredmények Osztondztek a mérnokoket, akik 1963 és 1968 kozott egy korai tejlizemben
hasznalatos szeparacios technologiat felhasznalva gépesitették a plazmaszeparaciot. 1972-ben
Herb Cullis, egy amerikai orvosi mérnok felfedezte és elkészitette az elsd szelektiv apheresis

apparatust. (12)



[./2. A Rheopheresis ismert hatasai

A Rheopheresis egy extracorporalis, szelektiv kettds kaszkad membranfiltracids eljaras,
egyike az 5 jelenleg 1étezd haemorheoterdpidnak a specifikus immunadszorpcid, a heparin-
indukalt extracorporalis lipoprotein (LDL-) precipitacié (HELP), a dextran szulfat adszorpcid
¢s direkt lipoprotein adszorpcié (DALI) mellett.(13) Az immunadszorpcid szamos autoimmun-
medidlt neurologiai megbetegedésben, illetve transzplanticid elétt, ABO-inkompatibilitas
esetén hasznalhat6 eljards. Az extracorporalis kezelés soran az alkalmazott filteroszlop képes a
gyartd, szamos oszlopa elérhetd.(14) A HELP kezelés soran az apolipoprotein B-t tartalmazé
lipoproteinek alacsony pH-n (4,85), heparinnal torténd kicsapéséaval a lipoproteinek, illetve a
fibrinogén intravascularis koncentracidja 50-60%-kal csokkenthetd.(15) A dextran-szulfat
adszorpcid soran a rendszer két LDL adszorpcios oszlopot haszndl negativ toltésti dextran-
szulfat celluloz gyongyokkel, mely képes a pozitiv toltésii apo B-t tartalmazé lipoproteineket
eltavolitani a keringésbdl.(16) A DALI kezelés soran a vér egy adszorbeald oszlopon aramlik
keresztiil, mely szelektiven filtralja az LDL-C és a Lp(a)-t a teljes vérbdl. Egyetlen kezeléssel
az LDL-C 70%-kal, mig a Lp(a) mennyisége 65%kal csokken.(17)

A memban differencios filtracid, mely gyakorlatilag megegyezik a dupla fitracios

plasmapheresissel, az 1980-as években keriilt bevezetésre Agishi és tarsai altal, melynek fontos
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mérfoldkdve volt, hogy biztonsagossa tették az extracorporalis kezeléseket a folyamatos
vérvolumen monitorizaldssal.(18) A XX. szdzad masodik felétdl, hala a kiilonbozo filtracios
technologidk dinamikus fejlédésének, lehetdség nyilt az extracorporalis eljarasok egyre inkabb
specifikussd, szelektivvé valasdnak, megnyitva az utat az apheresis terapidk igen széleskorii
felhasznalasa el6tt.(19) A Rheopheresis soran alkalmazott rheofilter képes a 250-300 kDa-nal
nagyobb molekulasulyu, vér- és plazmaviszkozitast fokozd nagyméretli fehérjék hatékony
eltavolitasara. A Fresenius Medical Care AG & Co. KGaA dltal szabadalmaztatott
poliszulfonbdl késziilt MONET filter (Membranefiltration Optimised Novel Extracorporeal
Treatment) az LDL, Lp(a), triglicerid, koleszterin, fibrinogén, a2 macroglobulin, vWF, IgM
eltavolitasaval képes normalizalni a hyperviscositdsban szenvedd paciensek haemorheologiai
statuszat, ezaltal pedig javitani a microcirculatiot. Irodalmi adatok és a gyart6 ajanlasa alapjan,
mar egyetlen Rheopheresis kezelés csokkenteni képes az LDL szintjét koriilbeliil 70%-kal, a
total koleszterinszintet mintegy 50%-kal, a triglicerid szintjét atlagosan 35-40%-kal, a
fibrinogén szintjét koriilbeliill 50%-kal. (1.abra) Elénye ¢és fontos pozitiv tulajdonsiga a
kezelésnek, hogy a kezelés soran az érelmeszesedés ellen protektiv funkciot ellaté HDL, a
normdl  kolloid ozmotikus nyomas fenntartasaért felelds, rendkivil  fontos
transzportfunkciokkal rendelkezd albumin ¢€s a total protein szintje is csak csekély mértékben

vétozik. (20-22)

Az ASFA (American Society for Apheresis) ajanldsa szerint a kezelés nagy sikerrel
alkalmazhatd microcirculatios zavar altal indukalt betegségekben, mint az idéskori szaraz
macula degeneratio és a sensorineuralis hallasvesztés. Ezen megbetegedések kezelésében, a

Rheopheresis elsé-, illetve mint masodvonalbeli terdpiaként alkalmazhat6.(23)

I./3.: A Rheopheresis modszertana

Az eljaras soran, a beteg két periférias vénajanak kantilalasat kovetden, elsd 1épésként
a vérplazma elvalasztasra keriil az alakos elemektdl, mely torténhet centrifugéalassal (COM. Tec
rendszer), vagy citrattal torténd antikoaguldlast kovetd plasmafiltratidval, amely soran egy 0.2
¢s 0.6 um atmérd kozotti porusokkal rendelkezd membranon dramoltatjak keresztiil a vért.
(2.4bra)(24) Ezeknek a porusoknak az atmérdje a vérplazma ataramlasdhoz elengedd, azonban
az alakos elemek fennakadnak a filteren (Art Universal rendszer).(25) Masodik 1épésként a
vérplazma a rheofilteren aramlik keresztiil, ezt kdvetden az alakos elemekkel egyiitt kertil
vissza a paciens keringési rendszerébe. (3. abra) Egy kezelés soran 2500-3000 mL plasma kertil

feldolgozasra. A pontos mennyiség meghatarozasdhoz a kdvetkezd képlet hasznalhato: becsiilt
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2. abra: A MONET filter és elektronmikroszkopos képe (20)

plazmamennyiség (literben) = 0.07 x testsulykilogramm x (1 — hematocrit [Hct]).(26, 27) A
Rheopheresis, mint altalaban a terapids aferezis eljarasok, egy biztonsagos eljaras, amelyet a
paciensek jol tolerdlnak, azonban mint minden kezelésnél, itt is el6fordulhatnak mellékhatasok.
Ezek koziil a hypotonia és a citrattal torténd antikoagulalds okozhat leggyakrabban
mellékhatast. A Citrdt megkoti a szabad ionizalt calciumot, ami a vérben talalhat6 ionizalt
Calcium hianyat okozhatja, igy eldidézve tetaniat, izomrangasokat, izomgdrcsoket. A
mellékhatas kialakuldsa 10-20 mL 10%-o0s calcium-gliikonat, vagy calcium-klorid 15-30 perc
alatt torténd intravénas adagolasdval megeldzhetd. A kezelés kontraindikalt septikus

allapotban, haemodinamikai instabilitas, vagy aktiv vérzés esetén.(27-30)
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3. abra: A Rheopheresis kezelés sematikus abraja

Szerkesztette: Gal Kristof
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I./4.: A Rheopheresissel elért korabbi kutatasi eredmények

Az eljaras Gjdonsagabol fakaddan a Rheopheresis kezelésrdl viszonylag kevés atfogd
klinikai elemzés jelent meg az irodalomban. 2014-ben, Magyarorszagon eldszor a Debreceni
Egyetem Belgyogyaszati Intézet Angiologia Tanszékének és a DEKK Belgyogyaszait Intézet
,C” Epiilet Intenziv Osztily és Terapias Aferezis Részlegének egyiittmiikodésében keriilt
alkalmazasra, egy 68 éves iddskori szaraz macula degeneratioban szenvedd férfinél.(20, 31)
Ezen betegség jellemzden idéskorban fordul eld, az 50 év felettiek koriilbel 1/6-a szenved benne
és a latascsokkenés egyik leggyakoribb oka. A betegség soran a sargafolt idegsejteinek komplex
pusztulasa zajlik. A patomechanizmus soran, nagy mennyiségli intracelluldris lipofuscin és
extracellularis drusen lerakodas zajlik, amely kovekezményes retina atrophiat és photoreceptor
pusztulast eredményez. Az irodalom oki tényezOként az oxidativ stresszt, inflammatorikus
folyamatokat és a mitochondridlis disfunctiot is megjel6li.(32-34) A retinat ellatd és az alatt
elhelyezkedd igen stirii capillaris réteg microcirculatidja rendkiviili fontossaggal bir a betegség
progressziojaban, igy a megfelelé rheoldgiai viszonyok biztositdsa, a hyperviscositas
csOkkentése jelenleg az egyetlen hatékony terapia ezen betegek szdmara.(35-38) A DE Klinikai
Kozpontjaban kezelt péciens tiinetei koz¢é tartozott az olvasasi, tajékozodasi és kozlekedési
nehezitettség. 2014 és 2016 kozott Osszesen 11 kezelésben részesiilt Terapids Aferezis
Centrumunkban, a kezelés hatdsossagat folyamatosan monitorozva. A Debreceni Egyetem
Szemészeti Tanszékével egyiittmiikodésében, kutatocsoportunk igazolta a Rheopheresis
jotékony hatasait, melyet alatdmasztottak az elvégzett OCT vizsgalatok, a haemorheologiai és
lipidparaméterek valtozasai, tovabba a CD14+/CD16+ sejtpopuldcié és a thrombocyta
aggregacio normalizalodasa, tovabba a thrombocytak P-selectin expressziojanak csokkenése.
Eredményeinket a Clinical Hemorheology and Microciculation cimii lapban publikaltuk. Ezen
paciensen kiviil az elmualt 5 évben 4 tovabbi AMD-ben szenvedd pacienst részesitettiink
Rheopheresis kezelésben, 6sszesen 14 alkalommal. A paciensek atlagéletkora 64,4 életév volt.
A kezelés sikerességét igazolja, hogy az esetek 100%-ban javult a szubjektiv latasérzet, amelyet
minden esetben objektiv szemészeti kontroll is alatdmasztott. A szemészeti kontrollok alapjan
elmondhat6, hogy a legjobban korrigalt latéélesség minden esetben javult, az eredményeket
Osszegezve az 6t beteg 10 szemén 0,2-rdl 0,35-re nétt (p=0,06). A centralis macula vastagsag
kezelés elott atlagosan 251,4um volt, amely Rheopheresis utan 245,4um-re csokkent (p=0,09).
A betegségre jellemz0 tiinetek, igymint homalyoslatés, csokkent latasélesség és latotérben tszo6
sotét foltok minden paciensnél jelentésen csokkentek, ezéltal nagy mértékben novelve az

¢letmindségiiket.(20, 31)
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Az AMD-vel kapcsolatos eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
Rheopheresis kezelés egyéb hyperviscositassal egyiitt jard, microcirculatiot érintd korképekben
is megjelenhet terdpids alternativaként, ugymint a cukorbetegség kovetkeztében kialakuld

hyperviscositassal jaré diabeteses 1ab syndroméja.

I./5: A diabetes 1ab syndroma pathologiaja

A diabeteses 1ab syndroma egy rendkiviil sszetett és komplex korkép. A syndroma feloleli
mindazon szimptémakat, amelyekért a cukorbetegség és annak komplikacioi tehetdk feleldssé.
Ezen mozgasszervi koros eltérések kozé tartozik a macro- és microangiopathia, az alsé
végtagon megjelend fekélyek, az als6 végtagi neuropathia, a bor- és koromelvaltozasok. Ezen
patologias eltérések igen gyakran kéz a kézben jelentkeznek, egymast potencirozva, mintegy
circulus vitiosust létrehozva. JOl ismert és széleskorben kutatott tény, hogy a syndroma
kialakulasaban és a tiinetek fokozodo progresszidjaban a microcirculatio karosodasa, vagyis az
500 pm-nél kisebb atmérével rendelkezd prekapillaris arteriolakat és kapilldrisokat érintd
érdestrukcio kozponti szerepet tolt be. Ennek hattere ma mar szélesen feltart, ezaltal vildgossa
valt, hogy a hyperglycaemia extrém mértékii oxidativ stresszt jelent a teljes vascularis rendszer
szdmara.(39-42) Brownlee ¢és mts-ai altal elvégzett széleskorti kutatdsoknak koszonhetden, a
diabetes pathogenezise soran megjelend koros folyamatok manapsag mar egy kozos, egymassal
Osszefliggést mutatd rendszerben targyalandok.(43) Elmélete alapjan azaltal, hogy a vérben
keringd cukor nem tud az endothel sejt intracellularis normal metabolikus folyamatain keresztiil
hasznosulni, alternativ anyagcsere utvonalak aktivalédnak ¢&s keriilnek el6térbe. A
hyperglycaemia a mitokondridlis elektron transzport lanc zavarat okozza, ezaltal blokkolja a
1€gzési transzport lancot €s az oxidativ foszforilaciot.(44) Ennek eredményeképpen jelentds
szuperoxid anion felszabadulas torténik. Ez a nagymennyiségli szuperoxid gatolja glicerin-
aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) enzimet, amely hatdsara a gliik6z sejten beliili
metabolizmusa 4 alternativ anyagcsere utvonalra terelédik. Nem elhanyagolhaté tovabba a
szuperoxid anionnak azon tulajdonsaga, hogy hidrogén-peroxidda és hidroxilgyokké képes
alakulni, tovabbd az endothel sejtek altal termelt nitrogén-monoxid szabadgyodkokkel vald
reakcidjan keresztiil peroxinitrit felszabadulast eredményez. A peroxinitrit a fehérjék nitraldsan
¢és oxidalasan keresztiil gatolja azok normalis funkciojat, karositja a DNS-t, tovabba a NO
felszabadulasat is megakadalyozza, mig a hidroxilgyok rendkiviil agressziv hatasai kozé
tartozik a lipidekben indukalt mutécios folyamat, a lipid peroxidacio.(43, 45) Az el6térbe keriild

4 alternativ utvonal patoldgias hatésai a kdvetkezOképp foglalhatok Gssze:
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Poliol utvonal: Az tvonal egy két 1épésbdl allé metabolikus t, ahol a gliikkoz eldbb
szorbitta redukalddik, majd ebbdl fruktoz keletkezik. Ezen reakciok azonban jelentds
NADP+P ¢és NADPH felhasznalasaval jarnak, ami a redukalt glutation szint
csOkkenésével jar, ennek kdszonhetéen az oxidativ stressz fokozodik. Tovabbi karos
hatasa az ozmotikus stressz generaldsa, tekintve, hogy sem a keletkezd szorbit, sem a

frukt6z szdmara nem atjarhat6 a sejtmembran.(46, 47)

Hexo6zamin Gtvonal: Az Gtvonalon aktivalodésa soran a fruktdz-6-foszfat kilép a normal
metabolikus rendszerbdl és glutamin felhasznélasaval gliikkozamin-6-foszfatta alakul. A
reakciout végsd soron UDP-GlcNAc szintéziséhez vezet. A folyamat kulcsfontossag
enzime, a glutamin:frukt6z-6-foszfat amidotranszferdaz (GFAT). A végtermékként
megjelend UPD-GIcNAc szubsztratként szolgél a sejtmag és a citoszol fehérjéinek O-
glikozilacids poszttranszlaciés modositasaihoz, példaul az Sp-1 transzkripcids faktor

glikolizacidjdhoz, amely megnovekedett TGF-3 és PAI-1 szinteket eredményez.(48, 49)

PKC utvonal: Az intracellularis hyperglycaemia hatasara a 11 kiilonb6z6 izoformaval
rendelkezé PKC enzimcsalad aktivalodik, ezen beliil is a PKC-3 és a PKC-8 izoformak
elsdsorban, melyeknek az elsddleges aktivatora a DAG. A diacilglicerol intracellularis
szintje jelentdsen novekedik a hyperglycaemia hatdsara. A PKC enzim aktivalodasanak
koszonhetden az eNOS foszforilacidjan keresztiil csokkenti a nitrogén monoxid (NO)
termelddését, rontja a vérataramlast. Tovabbi karos hatdsa, hogy serkenti a VEGF
termelését, ezaltal fokozva az endothel sejtek ateresztd képességét. Novekszik a PAI-1
¢s a von Willebrand faktor termelddése, mely noveli a vér viszkozitasat. Az NFkB
utvonal aktivalasaval proinflammatorikus és procoagulans aktivitds fokozo hatdsa
ismert. A PKC tovabba a TGF-3 termelddésének eldsegitésével kdrosan befolyasolja az
extracellularis matrix szerkezetét is. Hatasara felhalmozddik a fibronektin, illetve a IV-
es tipusu kollagén, melyek a basalmembran megvastagitasaval kapilldris okkliziohoz
vezetnek. Szintén patologids utvonalat eredményez a NAD(P)H-oxid4az aktivacidja,
amely tovabbi szuperoxid anionok felszabaditdsaval fokozza az oxidativ stresszt.

Gatolja tovabba a Na+/K+ ATP-az miikodését is.(50, 51)

AGE utvonal: Az AGE tutvonalon keletkezd késoi glikacids termékek prekurzorainak

intracellularis felhalmozodésa haromféle modon tud patologias eltérést okozni.
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Egyrészt a sejten beliill torténd fehérje kapcsolodassal képesek karositani azok
rendeltetésszerti miikodését. Masrészt az extracellularis matrix glikdciojan keresztil is
képes diszfunkciot okozni, példaul az 1-es tipusu kollagénen keresztkotéseket kialakitva
képes a molekula hajtogatdsanak megvaltoztatasara, ezzel vascularis szerkezeti
eltéréseket okozni. Harmadrészt, az AGE prekurzorok az oldhatd fehérjékkel
Osszekapcsolodva, majd az endothelen es egyéb sejteken taldlhatd receptoraikba
bekotddve (RAGE) reaktiv szabadgyokoket képesek felszabaditani, illetve gyulladasos
utvonalakat inditanak el (4.abra). (52, 53)

hyperglycaemia

1 oxidativ stressz

1 SOD aktivitas

mitokondrialis ETL karosodés ] ‘ hyperhomocysteinemia }1—[ Glutation ciklus kérosodasa

1 szuperoxid anion

Y
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4. abra: A diabetes mellitus altal indukalt endothelialis inflammacio; ETC (elektrontranszport
lanc), GAPDH (gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz), AGE (késéi glikacios termékek), PKC
(protein kinaz C), NO (nitrogén-monoxid) SOD (szuperoxid-diszmutaz)

Szerkesztette: Gal Kristof
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Ezen folyamatok eredményezik a fokozott vascularis mediatorok termelddést, a felborult
antioxidans homeosztazist, a normal endothelidlis funkcidk karosodasat, amelyek a
cukorbetegek microcirculatios statusznak nagymértékii romldsdhoz vezetnek. A diabetes
mellitus a metabolikus eltérésen kiviil szubklinikus inflammaciot is okoz, amit a gyulladdsos
citokinek, akut fazis fehérjék és chemokinek elevalt szérum szintjei indikalnak a diabetes 1ab
szindromajaban.(54) Jol kirajzolddik, hogy a diabetes kovetkeztében kialakuld low-grade
gyulladés jelentds kockazati tényezoként funkciondl mind a macro-, mint a microcirculatiot
tekintetbe véve, szamos publikacio foglalkozik a citokinek diabéteses lab szindromajaban

betoltott pontos szerepével. (55) (56)

A kordbbi kutatdsok emlitenek olyan citokineket, melynek megndvekedett
plazmakoncentracidja stlyos patologids folyamatokat indukal a diabeteses 1ab szindromaban
szenvedd betegeknél. Irodalmi adatok alapjan az I1-6, mint akut fazis fehérje, gyulladast
medialo citokin és a fibrinogén szintézis f6 regulatora, jelentésen magasabb koncetracidt mutat
diabeteses 1ab szindromas paciensek keringésében. Az elevalt Il-6 szint egyértelmiien
hozzajarul a szubklinikus gyulladasos allapot 1étrehozasahoz, amely vascularis kéarosodast
indukal és eredményezi a diabeteses lab komplikacionak megjelenését. A T-lymphocitak és
macrophagok 4ltal nagy mennyiségben termelt 11-6 stimulélja tovabba a csontveld neutrofil
o, mint a szisztémas gyulladas egyik kozponti szerepet jatszo mediatora tobbek kdzott a MMP
serkentésével karositja a matrixfehérjét, mindemellett gatolja a VEGF termelddését, igy a
vascularis remodellizacids és neovascularizacids folyamatokat is gatolja. /n vitro kutatasok
alapjan, a megnovekedett TNF-o fibroblastok, keratynocitdk ¢és endothelialis sejtek
apoptozisank stimulalasaval gatolja a meglévo fekélyek gyodgyulasat. Mint az inflammatorikus
folyamatok kardinalis mediatora, a TNF-a egyértelmiien hozzéjarul a diabeteses neuropathia
progressziojahoz is az idegsejtek apoptozisanak indukcidjaval. A TNF-a gén transzkripcidjaval
a neuropathia progressziojaban szerepet jatszé NF-KB tutvonal aktivalodik, ami kifejezett ROS
felszabadulashoz vezet mind direkt, mind indirekt Gton, tovabba eldsegiti a COX-2 dependens
prostanoid termelést, ezaltal a diabeteses neuropathia soran megjelend fajdalom egyik 6
felelose. A megnovekedett 11-6 és TNF-a egyiittesen igen erdteljes CRP, komplement és egyéb
akut fazis fehérje stimuldlo hatassal is bir, tovabb stlyosbitva az endothelialis diszfunkciot. (58-
60) Az I1-8, mely jelentdsen magasabb szintet mutat az atherosclerosis soran az érfalban mind
intra- és extracellularisan, neutrofil kemotaktikus faktor ROS indukcids hatdssal bir, amely

kronikus gyulladéshoz vezetve gatolja a diabeteses also végtagi fekélyek gyogyulasat.(61) Ezen
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citokinek termelését elsésorban a fehérvérsejteknek, azon belill is a macrofdgoknak
tulajdonitjak, kevés szé esik azonban az endothelrél, mely szintén forrdsa lehet ezen
citokineknek. Az endothelialis gyulladas okozta sz¢élsdséges oxidativ stressz €s a reaktiv oxigén

gyokok felhalmozodasa a sejtek redukalt glutation tartalmanak csdkkenéséhez vezet.

A glutation peroxiddz enzim legfontosabb kofaktora a redukalt glutation, igy a GSH-GSSG
rendszer igen szenzitiven befolyasolja a szervezet antioxidans statuszat. A redukalt glutation
(GSH) egy glicinbdl, ciszteinbdl és glutaminsavbol allo tripeptid, szabad thiolcsoportjanak
koszonhetdéen erds redukald szer, ennek kdszonhetden semlegesiteni képes a reaktiv
szabadgyokoket és hidrogénperoxidot. A redukalt glutation reakcidja soran két glutation
diszulfid hidon keresztiil 6sszekapcsolodik, igy alkotva oxidalt termékét, a GSSG-t. Az oxidalt
glutation a glutation-reduktaz enzimmel képes visszaalakulni eredeti, redukalt forméjava. A
GSH:GSSG ardny az egészséges emberi szervezetben kényes egyensulyt alkot. A GSH:GSSG
eltolodésa az utobbi javara, a lecsokkent redukalt glutation koncentracio a szervezet nagyfoku
oxidativ stressznek vald kitettségét jelezheti.(62, 63) Mindezek mellett a vasoaktiv
tulajdonsagu anyagok expresszidja is korosan megvaltozik a diabetes karositd
mechanizmusainak koszonhetéen. A vasoconstrictioért felelds endothelin-1 ¢és ennek
szintéziséhez sziikséges endothelin-1 konvertdz enzim expresszidja nagy mértékben fokozodik,
mig az in vivo intakt endothel sejtréteg esetén vasodilatatioért felelés NO szintetizald enzime,
a NO-szintdz expresszidja jelentdsen lecsokken. A vasoaktiv anyagok koros iranyu
valtozasanak fontos szerepe van a diabetes okozta microcirculatios szovodmények
progressziojaban.(64, 65) Mindezen patologids valtozasok mellett a cukorbetegek
haemorheoldgiai allapota is gyakran karosodik. Csokken a vorosvértestek deformabilitdsa, és
nagymértékben megnd a viszkozitast ndveld plazmafehérjék szintje, ami abnormalis teljes vér
¢és a plazma viszkozitdshoz vezet. A leromlott haemorheologiai statusz noveli a véraramlas
rezisztenciajat, ami tovabb destrudlja a szovetek vérellatasat, fokozva a microkeringési

rendellenességeket.(66-69)

[./6.: A diabeteses 1ab syndroma klinikai képének kialakulasa

Az emberi szervezet egyik legérzékenyebb értipusa az idegeket behdloz6 és azokat taplalo
érrendszere, a vasa nervorum.(70, 71) Ennek karosodédsa az idegek epi- és perineuriumaban
arteriovenosus shuntok megnyilasat eredményezi. Az ebbdl fakado szoveti maldisztriblicio
anyagcsere és nutritiv karosodashoz vezet, melynek eredménye a cukorbetegség kovetkeztében

kialakul6 diabeteses neuropathia.(72) A cukorbeteg paciensek esetében leggyakrabban a
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polyneuropathia olyan formdja van jelen, mely mind a szomatikus, mind az autoném idegi
mitkddésben egyarant zavart okoz. Az idegbantalomtdl szenvedd paciensek tlinettana igencsak
szertedgazo. Mig a korai stddiumokban a beteg kifejezett zsibbadast, gyakran éjszaka,
nyugalomban jelentkezd sulyos fajdalmat tapasztal, addig a betegség progresszidjaval
megegyezOen ezen pozitiv tiinetek egyre inkdbb elmaradnak. A kés6éi stddiumokban, a
korabbiakban tapasztaltakkal ellentétben negativ tiinetek dominalnak, a paciens als6 végtagja
gyakorlatilag érzéketlenné valik. Az érzészavar leginkdbb szimmetrikusan, kesztyli-, vagy
zokni-szerien kezddédik, leggyakrabban distalisan, a labujjakban, majd folyamatosan
proximalis irdnyba progredial. A sensoros idegek karosodasa kovetkeztében, a paciens
mozgasa, jarasa gyakran bizonytalanna valik, also végtagjat talterheli, az esetleges sériilésekrol
nem vesz tudomadst. Ezzel parhuzamosan a motoros idegrostok kéarosodasa a labfej koros
statikai valtozasaihoz vezet, ebbdl fakadodan a talp bdre nagyobb feliileten érintkezik a talajjal,
elsdsorban az I-es, II-es, V-0s metatarsus fejecs, a hallux ¢s a talus felszinén. Ezen koros
nyomaspontok létrejotte nagy mértékben kedvez az alsoé végtagi fekélyek kialakuldsanak. A
cukorbetegség talajan kialakuld ulcusok gyakran igen gyenge gyogyhajlamot mutatnak,
koszonhetéen a leromlott keringési viszonyok miatti csokkent oxigén szaturacionak. Az
altalanos hyperglicaemia és az immunrendszer cukorbetegség okozta patologiai valtozasai a
fekélyek bakterialis fert6zésének esélyét is nagyban ndvelik, amelyek sulyosabb esetekben

gyakran polymicrobialis eredetiiek (5. dbra).(73-76)

Ezen microcirculatios eltérések invaziv beavatkozassal (intervencids radioldgiai és
érsebészeti technikdk) nem megoldhatoak. Ezen esetekben logikusan keriilhet felhasznalasra

célzottan a microcirculatios statuszt javito, vérataramlast fokozo kezelés, a Rheopheresis.
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I./7: A diabetes mellitus és szovodményeinek eléfordulédsa, tarsadalmi terhei

A diabetes mellitus civilizacids népbetegségnek tekinthetd, amely mara az egyik legtobb
embert érintd betegséggé valt.(77) 2016-o0s becslések szerint 422 millid cukorbeteg ember ¢l a
vilagon, a szam pedig a mozgasszegény, stresszes ¢letmodnak, illetve az elhizottak ardnyanak
novekedésének koszonhetden folyamatosan emelkedik.(78) Magyarorszagon kiilondsen
elterjedté valt a betegség, 2014-ben 727 ezer ember volt jogosult cukorbetegséghez kothetd
gyogyszer kivaltasara, azonban a betegség joval tobb embert érinthet, hiszen a betegek 94%-a
2-es tipust diabetesben szenved, aminek jellemzdje, hogy a betegség korai stadiumaiban
tiinetmentes. Az egészségligyli rendszer szamdra elérhetd forrdsok korlatozottsaga
kovetkeztében kiemelt hangsulyt kell fektetni a magas prevalencidju, nagy embertdmeget érintd
betegségek megfeleld kezelésére. Ilyen betegség a diabetes is, amelynek prevalencidja a 20-69
éves magyar emberek 8,65% volt, ami a teljes populaciora vetitve 7,47% stlyozott el6fordulasi
gyakorisagot jelent. 60 éves kor felett a betegség minden 5. embert érint. Tobb neves
nemzetkozi tanulmany is kimutatta, hogy a cukorbetegség gazdasagi terhe igen nagy, amely
fokozatosan novekszik. 2014-ben, Magyarorszagon a cukorbetegség kovetkeztében a betegek
4,53 milli6 munkanapot toltottek korhazi ellatds keretei kozott, a cukorbetegek teljes

egészségiigyi ellatasa 215,7 milliard forintba keriil, melynek jelentds hanyadat a cukorbetegség
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kovetkeztében kialakuld szovodmények kezelése emésztette fel. Kijelenthetd tehat, hogy a
cukorbetegség szovodményeinek kezelése sokkal nagyobb gazdasdgi terhet jelent, mint az

alapbetegség magas szintli kezelése.(79)

Ezen beliill a diabeteses lab szindréméja az egyik leggyakoribb manifesztalodo
szovédmény. Igencsak sulyos allapot, melynek gyogyitdsa csak tobbiranyt terapids
eréfeszitéssel lehetséges. A cukorbetegek mintegy negyedénél jelenik meg a betegség
kovetkeztében kialakult als6 végtagi ulcus. Ma Magyarorszagon évente kozel 5000
labamputacios beavatkozast végeznek, amelyeknek tobb, mint 85%-at el6zi meg a diabetes
kovetkeztében kialakuld neuroischémias ulcusos elvaltozéds. A paciensek 28-49%-anal
reamputaciot is végeznek. 2009-es kutatdsok kimutattdk, hogy amennyiben egy atlagos
diabeteses paciens ¢letmindségét egy 0-to6l 100%-ig tartd kardinalis skalan pontozzuk, ahol 0%
a halal, 100% pedig a teljes egészség, Uigy a diabeteses labszarfekély és a kovetkeztében
elvégzendd amputacid 34,6%-os egészségtoke vesztését okozta. Amennyiben forintositani
akarjuk ezt az abrat, ugy kimutathatd, hogy a neuropathia tarsadalmi terhe —amely magaba
foglalja az egészségiigyi koltséget, az egészségtdke veszteségének értékét, tovabba az
Ossztarsadalmi terhet- atlagosan 8,3 millié forint/f6 a szovédmény megjelenését kovetd 5
évben, mig ugyanezen paramétereket figyelembe véve a labszarfekély esetében a tarsadalmi
teher 12,4 millio forint/fés Gsszegre rag. Jol lathatd tehat, hogy a hosszu gyogyulasi id6, a
koltséges kezelések, az amputaciokbol fakadd mozgéskorlatozottsag és az életmindség

altalanos romlasa nagy megterhelést jelent mind a betegnek, mind a tdrsadalomnak. (80, 81)
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I1. Célkituzések

II.

I11.

IV.

A Rheopheresis kezelés mar ismert, haemorheoldgiai statuszt helyredllito és
microcirculatios kéarosodast javitdé hatdsainak klinikai igazoladsa a diabeteses lab
syndroma azon eseteiben, amelyekben a korkép hyperviscositdssal tarsul és

macrovascularis helyreallitasra nincs lehetdség.

In vitro endothel modell felallitdsa, melynek vizsgéalatdval a diabetes altal indukalt
endothelialis inflammaci6 és korosan megvaltozott antioxidans statusz részletesen
tanulmanyozhat6. Az intravascularis hyperglicaemia szimulalasaval az endothelialis
staituszt monitorozhatd  biokémia paraméterek meghatdrozasa, melyek
figgvényében a Rheopheresis kezelés addiciondlis jotékony hatdsai objektiven

leirhatok.

Az in vitro modellen meghatarozott inflammatorikus citokinek in vivo vizsgalata a
Rheopheresis kezelés fliggvényében, melyekkel igazolhatd a Rheopheresis kezelés

endothelialis gyulladast mérsékld hatasai.

Komplett cisztein pool in vivo analizise, mellyel igazolhaté a Rheopheresis kezelés

antioxidans statuszt javitd funkcidja a glutation poolra kifejtett jotékony hatasaival.
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IT1. Anyag és modszer 1. — Betegcsoport meghatarozas, betegadatok,
elozetes Kivizsgalas

II1./1./7a Rheopheresis kezelésen atesett betegek

A Rheopheresis kezelés a DEKK Belgyégyaszati Klinika ,,C” Epiilet Intenziv Osztaly
¢s Terapias Aferezis Részlegen 2014-ben keriilt bevezetésre (6.4bra). Az ASFA (American
Society for Apheresis) ajanlasa alapjan Magyarorszdgon elséként egy hyperviscositassal
sz6vodd idéskori szaraz macula degenerdcioban szenvedd paciensnél alkalmazta
kutatécsoportunk a kezelést. A mikorcirculatios zavar kovetkeztében kialakul6 iddskori szaraz
maculadegeneratio €s a sensorineuralis hallasvesztés mellett a Rheopheresis kezelés logikusan
alkalmazhatd egyéb microcirculatiot érinté megbetegedésekben. 2014 és 2019 kozott, etikai
engedély birtokaban (IVU/10026-4/2020EKU, ETT-TUKEB) 0&sszesen 23 betegen
alkalmaztunk, mintegy 80 kezelést id6skori szdraz macula degeneracidoban, macrovascularis
helyreallitasra alkalmatlan hyperviscositassal szovOdo periférias artérids érbetegség, valamint
igazolt hyperviscositassal sz6v6dd, microcirculatidés karosodasbol fakado diabeteses ulcus

¢s/vagy stlyos polyneuropathia eseteiben. (31)

A 23 betegbdl 18 férfi (atlagéletkoruk 60,7) és 5 nd (atlagéletkoruk 63,28) paciensiink
volt. A betegek koziil 10 péciensnek volt diabetes also végtagi fekélye, mig 10 beteg
neuropathias panaszoktdl szenvedett. 4 paciens esetében a mindkét korkép fenndlt. 3 beteg
macrovascularis helyreallitasra alkalmatlan érstatuszu, hyperviscositasban szenvedd periférids
artérias érbeteg volt. Atlagéletkoruk a kezelések idépontjaban 62,2 életév volt. Az egy paciens
esetében alkalmazott legtobb Rheopheresis diabeteses 1ab syndroma esetén 7, mig a
legkevesebb 1 volt. Atlagosan 3 kezelésben részesiiltek a paciensek. A betegek alapadatait,
antidiabetikus, ill. vasodilatator terapias leirasat, HgbA1C értékeit a kezeléseket megeldzden,
illetve az alkalmazott kezelések szamat az 1. tablazatban foglaltuk 0ssze. A tablazatban a

tovabbi részletes vizsgalatban részt vevd pacienseket félkovér betiitipussal jeloltiik.
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Nem | Kor Diagnozis Gyogyszeres terapia | HgbAlc | Reopheresisek
Szama
Beteg 1 ferfi | 65 diabeteses Novorapid 32E-28E- 7.6% 7
(G.M.) polyneuropathia, 36E, Levemir 40E-
diabeteses also 40E, Merckformin 750
végtagi ulcus mg
Beteg 2 ferfi | 55 diabeteses Liprolog 12E-12E- 8% 7
(EJ.) polyneuropathia 30E, Tresiba 36E,
Ozempic 1 mg,
Merckformin 1000
mg, Forxiga 10 mg
Beteg 3 ferfi | 43 diabetes als6 végtagi Humulin R 30-20- 11.1% 5
(L.L) ulcus, tobbszorésen | 26E, Humulin N 50 E,
stentelt PAD Sinjardy
2x5mg/1000mg,
Noclaud 100 mg
Beteg 4 ferfi | 68 diabeteses also Actrapid 16E-12E- 7.7% 4
@®.J.) végtagi ulcus 14E, Insulatard 22 E,
Jardiance 10 mg
Beteg 5 ferfi | 56 diabeteses Xigduo 2x5/1000 mg 6.6% 2
(K.K.) polyneuropathia,
diabeteses also
végtagi ulcus
Beteg 6 no 73 diabeteses Metformin 1000 mg 7.0% 2
(K.B). polyneuropathia,
diabeteses also
végtagi ulcus
Beteg 7 nd 75 diabetes also végtagi Diaprel 2x60 mg, 7.0% 2
(S.J.) ulcus Synjardy
2x12.5mg/1000mg
Beteg 8 ferfi | 62 diabeteses Metfogamma 1000 7.8% 2
(Cs.Z.) polyneuropathia mg, Gliprex 2x4 mg,
Glucobay 50 mg
Beteg 9 férfi | 59 diabeteses Actrapid 3x24E, 10.6% 2
(M.I) polyneuropathia Insulatard 34E
Beteg 10 | férfi | 66 diabeteses Actrapid 18E-12E- 6.9% 3
(Cs.L) polyneuropathia 12E, Insulatard 29 E,
Metformin 2x1000 mg
Beteg 11 | férfi | 63 diabeteses Metformin 1000 mg 7.1% 2
(T.Cs) polyneuropathia
Beteg 12 | férfi | 59 diabeteses Insuman Basal 23 E, 9.2% 4
(B.J) polyneuropathia, Metformin 1000 mg
diabeteses also
végtagi ulcus
Beteg 13 | férfi | 67 diabeteses also Lantus 12 E, 8.4% 1
(N.LI) végtagi ulcus, Metformin 2x1000
macrovascularis mg, Diaprel 60 mg,
rekonstrukciora Antaclast 2x100 mg
alkalmatlan PAD
Beteg 14 | férfi | 64 macrovascularis Noclaud 2x100 mg 2
(Sz.E.) T rekonstrukciora
alkalmatlan PAD
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Beteg 15 | férfi | 52 diabeteses Apidra 7E-8E-6E, 7.9% 2
(T.Cs.) polyneuropathia Toujeo 21 E,
Doximum 500 mg

Beteg 16 | férfi | 65 diabeteses also Apidra 4E-4E-4E, 6.7% 2
(T.T.) végtagi ulcus Synjardy, 6 E Toujeo,

2x12.5mg/1000 mg
Beteg 17 | no 62 diabeteses also Actrapid 8E-8E-8E, 10.4% 2
(FE) végtagi ulcus Insulatard 16 E,

Merckformin 2x500

mg
Beteg 18 | férfi | 66 macrovascularis Noclaud 2x100 mg 3
(P.L) T rekonstrukciora
alkalmatlan PAD

1. tablazat: Rheopheresisen atesett also végtagi panaszos betegek adatai

A kezelést olyan betegek esetében alkalmaztuk, akiknek a macroangiopathidjuk
alkalmatlan volt revascularizatiora, vagy arra nem szoruld, microangiopathids circulatios
elégtelenségiik és/vagy stlyos ENG alapjan diagnosztizalt polyneuropathiajuk volt, teljes vér
¢s/vagy plasma hyperviscositassal. A betegek Rheopheresis kezelésbe vald bevondsa a DEKK
Belgyogyaszati Klinika ,,C” Epiiletében zajlo angiolégiai szakrendelés keretei kozott zajlott,
ahol az als6 végtagi panaszokkal rendelkezd péciensek komplett angiologiai kivizsgéldson

estek at a sziikséges terapia pontos meghatarozasanak érdekében.

I11./1./b El6zetes klinikai vizsgéalatok: boka-kar index meghatarozasa, also
végtagi Color-Doppler vizsgalat

A komplett kivizsgalas soran elsé 1épésként meghataroztuk a beteg boka-kar indexét,
mely rendkiviil jol hasznalhatd modszer a periférids érbetegség kimutatdsdhoz.(82) A vizsgalat
sordn a beteg mindkét oldali arteria brachialisaban, és mindkét oldali arteria dorsalis pedisben
¢s arteria tibialis posteriorban meghatarozasra kertiil a systolés vérnyomasérték. A vizsgalat
sordn a Rextra Orvosi Miszer Kereskedelmi Kft. altal forgalmazott Sphygmomanometer
manualis vérnyomasmérdt, és Medi-CAD Kft. altal gyartott ,,Doppy” kézi érdoppler késziiléket
alkalmaztuk. Mindkét oldali alsé végtagi erekben mért vérnyomasértékek koziil a magasabbat
kivalasztva, illetve mindkét oldali felsé végtagi vérnyomasértékbdl hanyadost képezve kaptuk
meg a boka-kar index eredményét. A vizsgélat soran az European Society of Cardiology 2017-
es iranyelveiben megfogalmazott vizsgalati metodust és kiértékelési rendszert alkalmaztuk.

(83)
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Azokban az esetekben, amikor a boka-kar index eredménye kisebb volt, mint 0,9, vagy
nagyobb, mint 1,4, alsé végtagi artérias Color-Doppler ultrahang vizsgalatot végeztiink. Ennek
sordn az iliacalis, femoralis, poplitealis, tibialis és peronealis also végtagi artéridkban vizsgaltuk
az dramlasi viszonyokat, aramlasi sebességet, elemeztiik az aramlési gérbéket, vizualizaltuk az
erekben megjelend, azokat szlikitd meszes plakkokat, vizsgaltuk méretiiket, kiterjedésiiket.
Ehhez a Philips CX 50 ultrahang késziilék 5-10 MHz-es linearis vascularis transducerét
alkalmaztuk. A komplex angiologiai kivizsgalas soran a felszines vénds haldzat is attekintésre
keriilt. A Duplex ultrahang elvégzésével a felszines vénas elégtelenség, mint etioldgiai faktor
kizarasanak érdekében.(84, 85) Amennyiben a vascularis ultrahang vizsgalat soran panaszokat
magyarazd macrovascularis eltérést talaltunk, gy a betegeket a Rheopheresis kezelés
lehetdségébdl kizartuk, az eseteket multidiszceiplindris vascularis bizottsadg elé tartuk. Ezen
paciensek csak intervencids radioldgiai modszerrel, vagy érsebészeti rekonstrukcidval torténd
macrovascularis  helyredllitast ¢és ujboli  angiologiai  kivizsgalast kovetden, vagy
macrovascularis rekonstrukcios lehetdség teljes hidnya esetén eshettek at Rheopheresis

kezelésen.

II1./1./c: Laboratoriumi vizsgalatok

A kezelést megelézden altalanos laborvizsgalat tortént. Altalanos laborparaméterek:
vérkép (Advia 21201 hematologiai automata, Siemens), vesefunkci6 (urea, ref.:3,6-6,0 mmol/L;
kreatinin, ref.: 2,8-8,0 ul/L; eGFR, ref: >90 mL/p/1.73m?), lipid profil vizsgalata (triglicerid,
ref: <1,7 mmol/L; koleszterin, ref.: 2,0-5,20 mmol/L; HDL-C, ref.: >1,30 mmol/L; LDL-C, ref.:
1,00-3,40 mmol/L) vércukor (ref.: 3,6-6,0 mmol/L) (Cobas 8000 modular analyzer, Roche);
valamint a hemoglobin Alc érték (ref.: 4,2-6,1%) (Tosoh Analyzer Gl1, Sysmex)
meghatdrozasa a DE KK Laboratériumi Medicina Intézetben tortént. A fekélyek immunologiai
hatterét céafolja, hogy a betegek antifoszfolipid syndroma ellenanyagai, az anti-béta-2-
glikoprotein-I antitestek (ref.: 0,0-20,0 U/ml), anti-cardiolipin antitestek (ref:0,0-20 U/ml)
(ELISA  vizsgalatok, BIO-FLASH Chemiluminescent Analyzer, Werfen), Lupus
antikoagulansok (drVVT vizsgalatok, ref.: <1,2: ACL TOP 550 CTS koagulometer, aPTI-LA,
aPTI-La keverék vizsgalatok, ref.: <1,2: Diagnostica Stago Start 4 Hemostasis Analyzer)
negativak voltak. A krioglobulin-pozitivitas, (krioglobulin protein ELFO: HYDRASYS 2
Electrophoresis Systems (Sebia), pozitivitds esetén RF és IgG meghatarozas: Cobas 8000

modular analyzer, Roche) és az anti-neutrofil citoplazmatikus antitest-pozitivitds szintén
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kizéarasra keriilt (kitapasztott neutrophil sejtek indirekt immunfluoreszcens jeldlésével, FITC

festékkel, mikroszkop: Eurostar immunfluoreszcens mikroszkop, Euroimmun).

A hyperviscositds diagnozisanak megallapitasdhoz, illetve a Rheopheresis kezelés
hatdsanak monitorozasdhoz elvégzett haemorheologiai vizsgalatokat a Sebészeti Miitéttani
Tanszéken végezték. A betegek vérmintdinak teljes vér és plasma viscositdsanak
meghatdrozasa capillaris viscosimetria modszerrel tortént (Hevimet-40 viscometer). A vér
viscositas meghatarozasanal 40%-os hematokritra korrigalt értékek is kiszdmitasra keriiltek a

Matrai és munkatarsai altal ajanlott matematikai formula segitségével:

TVVio, _ TVVHtc);O—Z?

PV PV

A teljes vér viscositasanak fiziologias felsd értéke 4,4 mPas 90 5! sebesség-gradiensnél,
i g g-g

a plasma viscositas¢ 1,4 mPas.(86, 87)
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ITI. Anyag és modszer 2. — A Rheopheresis és hatasainak monitorozasa

II1./2/a: A Rheopheresis kezelés

A hyperviscositas tényének megallapitasat kovetden a betegek a kezelés el6tti napon
fiziologias sooldatos infundalasban részesiiltek, majd két egymast kdvetd napon, dsszesen két
alkalommal részesiiltek Rheopheresis kezelésben. A kezelés kivitelezéséhez a beteg két
periférids vénajat kaniilaltuk a vételi és visszaadod szar miikddtetéséhez. A kezelések soran az

elézetes plazmaszeparaciot kovetden, melyet az Art Universal rendszerével végeztiik, az alakos

-

6. abra: Rheopheresis kezelés a DEKK
Belgyogyaszati Klinika "C" Epiiletének Intenziv
Osztalyan
elemektdl elkiilonitett vérplazma a Fresenius SE altal forgalmazott MONET (Membrane
filtration Optimised Novel Extracorporal Treatment) filteren keresztiil keriilt filtrdciéra. A
megtisztitott vérplazmat az alakos elemekkel egyiitt visszajuttattuk a pdaciens keringési

rendszerébe. A filtrdland6  plazma  mennyiségének  meghatdrozdsanadl a 40

mL/testsulykilogrammos szabalyt kovettiik.(88) Antikoaguldnsként citrat keriilt alkalmazésra.
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II1./2/b: Klinikai vizsgalatok a Rheopheresis kezelés fliggvényeben: also végtagi
fekélyek teriilet szamitasa €s elektroneurographia

Az als6 végtagi fekélyek statuszat és méreteik valtozasait a Rheopheresis fliggvényében
terlilet meghatarozassal monitoroztuk. A szdmitdsokat a National Institutes of Health és a
Laboratory for Optical and Computational Instrumentation kdzos fejlesztéseként ingyenesen
elérhetd Java-alapt képfeldolgozozo szoftver, az Imagel] segitségével végeztiik. A vizsgalatok
el fekélyek méreteinek meghatdrozasat. Ennek érdekében az ambulans lapokon rdgzitett
fekélyméretek alapjan, illetve a fekély legnagyobb atmérdje alapjan hataroztuk meg a
fotodokumentacion a skaldkat, majd a fekélyek sebalapjatol vett 10 pixelnyi tavolsagra,
szabadkézzel konturoztuk a seb keriiletét 3 egymast kovetd alkalommal, ezt kovetden a

fekélyek area szdmitasahoz az Imagel szoftvert alkalmaztuk.

A Dbetegek neuropathids stituszdnak monitorozdsa a kezelések fiiggvényében
elektroneurographias vizsgalat felhasznalasaval tortént. Az elektroneurographiai méréseket a
9031A006401 Keypoint Clinical System segitségével végeztiik. A vizsgalatok a Neurologia
Tanszék Elektrofiziologia Laboratoriumaban torténtek, melyek soran mindkét alsévégtagon a
nervus peroneus motoros valaszait, a nervus peroneus superficialis, nervus suralis sensoros
vélaszait regisztraltuk, tovabba vizsgaltuk a peronealis F-hullam valaszokat. A vizsgélat sordn
ezen idegek konduktancidja, vezetési latencidja, amplitiddja, illetve vezetési sebessége keriilt
meghatdrozasra. A sensoros rostok vizsgalata soran antidrom (a normal terjedési irannyal
ellentétes) irdnyu, az érzokiiszob masfélszeresével torténd ingerlést, mig a motoros rostok
esetében szintén antidrom iranyu, supramaximalis ingerlést alkalmaztunk. A regisztralt
paramétereket hdmérsékletre €és korra korrigaltuk.(31, 89) A vizsgalatokat minden esetben

klinikai neurofiziologus szakorvos értékelte.
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I11. Anyag és modszer 3. — In vitro vizsgalatok

I11./3./a: HUVEC modell

A diabetes mellitus okozta koros endothelialis elvaltozasok modellezését HUVEC
sejtkultaran végeztiik, etikai engedély birtokdban (RKEB/IKEB 3712-2012). Ehhez a vena
umbilicalist kaniildlasa, vértelenitése, majd kollagenaz oldattal valo feltdltése utan 20 percig 37
°C-on inkubdltuk (7.4bra). Az enzimes emésztést kdvetden a sejtszuszpenziot 8 percig
centrifugaltuk, a feliiluszo6 leszivasa utan a sejteket M199 médiumban szuszpendaltuk, majd
sejttenyésztd flaskakba szélesztettiik, melyeket 0,5%-0s zselatinoldattal 4-8 6rdig inkubaltuk a
sejtek letapadasanak biztositasa céljabol. A tenyésztés soran az 5%-os CO» atmoszférat és a 37
°C-os homérsékletet egy Galaxy 170 R inkubator (Eppendorf, Hamburg, Németorszag)
biztositotta. A megfeleld 80-100%-os konfluencia elérését kovetden, kétszeres alapteriiletre sejt
passzalas tortént. A sejtek letapadasat tripszin-EDTA (Biosera, Nuaille, Franciaorszag) oldattal
szlintettiik meg, majd a reakcid leallitasa tortént négyszeres térfogati M199 médiummal. A
sejtek 50 mL-es centrifugacsdvekbe keriiltek és 1000 min™! sebességgel centrifugaltuk 6ket,

végsd soron Ujabb szélesztés tortént.

7. abra: Vena umbilicalis kaniilalasa és kollagenaz
oldatos injektalasa
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I11./3./b: Flow cytometrias analizis

Egy alkalommal flow cytometrias analizissel fenotipizalast végeztiink, azon meggy6z9odés
céljabol, hogy a sejttenyésztés sordn valoban endothelialis sejtek szaporitasat végeztiik. Az
azonositashoz az endothel sejteket fluoroforral konjugélt, egér monoklondlis antitestekkel
jeloltiik. (FITC-CD31 (+), PE-CD54 (+), APC-CD106 (-), PerCP-Cy5.5-CD45(-)) Az elvégzett
flow cytometria alapjan a sejtek kozel 97%-a expresszalta a pozitiv markereket és nem
expresszalta a negativ markereket, amely igazolja az izolalas hatékonysagat és pontossagat,
valamint standardizalt koriilményeket teremt a tovabbi — in vitro — vizsgélatokhoz (8.4bra).(90)
A sejteket ezutan 24 6ran keresztiil 30 mM koncentracioja gliikoz oldattal kezelve szimulaltuk

a cukorbeteg paciensek esetén eléfordulo intravascularis hyperglicaemiat.

6.34% 90.7% 1.13% 0.7%

CD106

us)

1.89% 105% | 97.1% 1.08%
- o CD45

8. abra: Endothel sejtek aramlasi citometrias elemzése.
Az izolalt endothel sejteket specifikus antitestek alkalmazasaval ellendriztiik

pozitiv CD54 és CD31, valamint negativ CD45 és CD106 markerfehérjékre (84)
A sejttenyésztést érintd kisérletek soran hasznalt médiumok és pufferek dsszetétele:
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PBS (Phosphate Buffered Saline) (Biosera, Nuaille, Franciaorszag): 200 mg/L kalium-
klorid, 200 mg/L. kalium-foszfat, 8000 mg/L natrium-klorid, 1150 mg/L natrium-
foszfat.

e HBSS (Hank's Balanced Salts Solution) (Biosera, Nuaille, Franciaorszag): 185 mg/L
kalcium-klorid, 97,67mg/L magnézium-szulfat, 400 mg/L kalium-klorid, 60 mg/L
kalium-foszfat, 350 mg/L natrium-hidrogén-karbonat, 8000 mg/L natrium-klorid, 47,88
mg/L natrium-foszfat, 1000 mg/mL D-gliikdz, 11 mg/L fenolvords natrium sdja

e EBM-2 komplett médium: EBM-2 alap taptalaj (katalégusszam: CC-3156) + EGM-2

SingleQuots, kiilonb6z6 faktorokat tartalmazo kit (kataldégusszam: CC-4176)

e Szupplementalt M199 médium; tovabbiakban M199 médium: M199 sejttenyésztd

tapoldat (Biosera, Nuaille, Franciaorszag), ami tartalmaz: 10% hoéinaktivalt FBS, 10%
EBM-2 komplett médiumot, 2 mM glutamint, 59,88 mg/mL penicillin G-t, 100 mg/mL

sztreptomicint, 2,5 mg/L amphotericin B-t.

III1./3./c: Génexpresszios vizsgalatok HUVEC modellen (I1-6, 11-8, TNF-a,
endothelin-konvertaz enzim, ET-1, NO-szintaz)

A génexpresszids vizsgalatokat a hyperglicaemia fiiggvényében qRTPCR analizissel
végeztiink, majd feltarast kovetden azokbol RNS-t vontunk ki. Az RNS izolalas konvencionalis
madszerrel tortént. A sejtek kaparasat trizollal végeztiik. Kloroformmal, izopropanollal, illetve
etanollal torténé lemosast kovetden az oldas DNAz/RNAz mentes vizben tortént. A total RNS-
eket reverz transzkriptdzzal cDNS-sé alakitottuk (LunaScript RT SuperMix kit - PCR
Biosystems, London, UK), majd TagMan polimeraz 4altal hasitott reporter molekula
fluoreszcencidjanak detektaldsaval hataroztuk meg a detektalasi kiiszobhoz sziikséges
ciklusszamot (Luna Universal Probe qPCR Master Mix - PCR Biosystems, London, UK). A
kapott eredményeket kontroll csoporthoz viszonyitottuk. Hdéztartdsi génként GAPDH-t

alkalmaztunk. A relativ génexpresszios valtozast LIVAK moddszerrel vizsgaltuk.
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I11./3./d: ROS szintjének vizsgalata HUVEC modellen

A reaktiv oxigéngyokok felszabadulasanak vizsgalata 2°,7°-dichlorofluorescin diacetat
(DCFDA) festéssel tortént (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Az intracellularis reaktiv
oxigéngyokok jeloléséhez a sejtek 60 percen keresztiili inkubdldsa tortént 100 uM
microplate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) felhasznalasaval (excitation = 485
nm; emission = 530 nm). A vizsgélat sordn az eredményeket kezeletlen kontroll csoporthoz

viszonyitva értékeltiik.

III1./3./e: Antioxidans statusz vizsgalata HUVEC modellen

crer

crer

crer

soran 414 nm-en vizsgaltuk a minta abszorbancia spektrumat spektrofotometriaval (Clariostar).

IT1. Anyag és modszer 4. — Gyulladasos markerek vizsgalata

A kezelések el6tt €és utan a betegektdl vérmintat vettiink, K-3 EDTA véralvadasgatlot
tartalmazo steril csoveket felhasznalva. A vérmintékat 15 percig centrifugaltuk 3000 RPM-en,
4 °C-on, majd direkt, dupla sandwich ELISA technikdval mértiik az IL-6, IL-8 és TNF-a
vérplazma szintjét az Abcam ELISA gyari Kitjeivel (Abcam PLC, Cambridge, UK) a gyarto
altal ajanlott Iépéseket kovetve. A mérés sordn standard-et allitottunk be, majd minden wellbe
100 pL standard oldat és szérumminta keriilt. A plate kétszeres lemosasat kdvetden a biotinilalt
human antitestek hozzdadasa tortént (100 pL). 37 °C-on, 60 perces inkubalast kovetden
haromszori lemosas tortént. Az enzim-konjugalt folyadékot a megfelelé wellekhez adtuk, majd
a plate Otszori lemosasat végeztiik el. 100 pL Colour Regaent hozzdadéasat kovetéen a mintat
37 °C-on, 14 percig inkubaltuk, majd 100 uL Colour Reagent C wellekhez adasat kdvetden 450
nm-en mértiik a szinreakciot spektrofotométerrel. A vizsgalat soran a mintakat 5x és 10x higitas
utan vizsgaltuk. Az I1-6 teszt szenzitivitas 4,7 pg/mL, az 11-8 teszt szentivitasa 1,8 pg/mL, mig

a TNF- a szenzitivitasa 4,32 pg/mL volt.
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IT1. Anyag és modszer 5. — Vasoaktiv komponensek vizsgalata

II1./5./a: Rheopheresis kezelés hatasa az Endothelin-1 vérplazma

crer

crer

ab133030 Endothelin-1 ELISA Kitjét hasznaltuk (Abcam PLC, Cambridge, UK), a mérés soran
a gyarto ajanlott 1épéseit kovetve. A mérési standard beallitasat kovetden a wellekhez 100 puL
standardot és szérummintat adtunk, majd Otszori lemosast végeztiink, 400 nL. Wash Buffer
hozzaadasaval. A mintakhoz 100 pL endothelin-1 antitest adtunk, és a mintdkat 30 percig
inkubaltuk. Ujbéli lemosast kdvetden, a mintdkhoz 100 pL TMB szubsztrat oldatot adtunk,
majd az Gjabb 30 perces inkubdldsi idét kovetéen, 100 pL STOP oldat hozzdadasa utan
vizsgaltunk az abszorbanciat 450 nm-en. A mérés sordn 5x, illetve 10x higitdsti mintakat

mértiink. A teszt szenzitivitasa 0,41 pg/mL volt.

II1./5./b: Rheopheresis kezelés hatasa a Thromboxéan B vérplazma

crer

A thromboxéan B2 vérplazma koncentracidinak meghatarozasdhoz az Abcam ab133022
Tromboxan B2 ELISA Kitjét alkalmaztuk (Abcam PLC, Cambridge, UK), a gyart6 ajanlésai
alapjan. Mérési standardot allitottunk be, majd 100 pL standardot és higitott szérummintat
adtunk a wellekhez. Ezek utan 50 uL TXB2 Alkaline Phosphatase Conjugate oldatot, illetve 50
uL TXB: antitestet adtunk a megfeleld wellekhez. A mintakat szobahdmérsékleten inkubaltuk
2 6ran keresztiil és plate shakert alkalmaztunk 500 RPM-en. Haromszori lemosas tortént 400
uL Wash Buffer oldattal, majd 200 pL pNpp szubsztrat oldat hozzaadasat kovetden a mintakat
45 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Végiil 50 pL. STOP oldat hozzaadasat kovetden 405
nm-en vizsgaltuk az abszorbanciat. A mérés soran 5x, illetve 10x higitdsu mintdkat mértiink. A

teszt szenzitivitasa 10,50 pg/mL volt.
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IT1. Anyag és modszer 6. — Antioxidans statusz vizsgalata

III./6./a: Rheophereis kezelés hatasa a vorosvértestek SOD enzim aktivitasara

A SOD enzim antioxiddns kapacitasanak vizsgalatdhoz a betegek vérmintaibol
szarmaz0 erythrocytakban vizsgéltuk az enzim aktivitasat Photochem berendezéssel, ACW kit
(Analytik Jena, Jena, Németorszag) felhasznalasaval. 10 pL-nyi vordsvértesthez 1.5 mL
reagens 1-et, 1 mL reagens 2-t és 25 pL reagens 3-at (photosensitizer) adtunk. Standardként

SOD enzimet (Superoxid Dismutase, Sigma Aldrich, Németorszag) alkalmaztunk.

II1./6./b: Rheopheresis kezelés hatisa a vérplazma glutation pooljanak
valtozéasara

A mintak elokészite a total tiol és diszulfid mérésekhez Fu és mtsai. mddszere szerint

tortént. (91)

Cisztein, homocisztein, ciszteinil-glicin, y-glutamil-cisztein, cisztin, glutation standard
keveréket (koncentracié: 10 pg/mL minden vegyiiletre) készitettiink (Merck Life Science Kft.,
Budapest). Az N-acetilcisztein forgalmazdja (A15409.14) a VWR International Kft., Debrecen,
Magyarorszdg. 150 pL standard keverékhez 300 pL N-etil-maleimid (NEM) oldatot
(koncentracio: 100 pg/mL), 1020 pL vizet és 30 uL. hangyasavoldatot (0,01%, V/V) adtunk. A
reakcioelegyet 37 °C-on 30 percig termosztaltuk. Lehiilés utan hét 0,1, 1, 5, 10, 25, 50 és 100

crer

LC-MS analizis: Az elemzéseket Dionex Ultimate 3000RS UHPLC rendszerrel (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) végeztik, egy Thermo Q Exactive Orbitrap hibrid
tomegspektrométerrel, amely Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 (2,1 x 150 mm) analitikai
oszloppal volt felszerelve (3 pm szemcseméret). Az dramlasi sebességet 0,3 mL/perc értéken
tartottuk. Az oszlopkollona és az oszlophiité hdmérsékletét 25 °C = 1 °C-ra éllitottuk be. A
mintdkat 25 °C + 1 °C homérsékleten termosztaltuk. A mozg6 fazis vizbol (A) és metanolbol
(B) allt (mindkettdt 0,1%-o0s hangyasavval savasitottuk). A gradiens program a kdvetkezd 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 injekci6 térfogata 5 pl volt. A Thermo Q Exactive Orbitrap hibrid
tomegspektrométer (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) HESI forrassal volt felszerelve. A

mintakat pozitiv ion modban, Selected Ion Monitoring (SIM) technikéval mértiik a kdvetkezd
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felvételi listaval ([M + H]+): Cisztein-NEM (CoH15N204S): 247,07525, N-acetilcisztein-NEM
(C11H17N2058): 282,08. Homocysteine-NEM (C11H17N205S): 261.09090, Cysteinylglycine-
NEM (Ci1H1sN30sS): 304.09672, y-Glutamylcysteine-NEM (Ci14H220N307S): 376.11785,
Cystine (CsH13N204S2):  241.03167, Glutathione-NEM  (C16H25N40sS):  433.13931,
Glutathione disulfide (C20H33N6012S2) : 613,15979. A kapillaris homérsékletet 320 °C-ra
allitottuk be, és a permetezési fesziiltséget 4,0 kV-ra allitottuk be. Felbontas: 35.000. A
kopenygaz aramlasi sebessége és a segédgdz aramlasi sebessége 32 AU, illetve 7 AU volt. A
mért és szamitott monoizotdpos molekulatomegek kozotti kiilonbség minden esetben kisebb
volt, mint 5 ppm. Az adatokat Thermo Xcalibur 4.0 szoftverrel (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA) gytjtottiik be és dolgoztuk fel.
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IT1. Anyag és modszer 7. — Statisztikai analizisek

II1./7./a: In vitro eredmények, 11-6, 11-8, TNF-a, ET-1, TXB2
plazmakoncentraciok, SOD enzimaktivitas statisztikai elemzése

Minden kisérletet harom parhuzamosban végeztiink. Az adatokat harom egyedi kisérlet
atlaga + SEM ¢értékében fejeztiik ki. Statisztikai elemzést végeztiink tobbszords
Osszehasonlitdshoz, az eredményeket ANOVA-val elemeztiik, majd moddositott t-teszttel az
ismételt mérésekhez Bonferroni modszere szerint. A statisztikailag szignifikans kiiszobértéke

p<0,05 volt.

Az 11-6, 11-8, TNF-a, ET-1, TXB2, SOD enzimaktivitas kezelés elotti és kezelés utani
értékeit Wilcoxon rang-0sszeg nem-paraméteres tesztekkel is Osszevetettiik. A statisztikailag

szignifikans kiiszobértéke szintén p<0,05 volt.

II1./7./b: A teljes vér és plazma viszkozitas valtozasanak, illetve teljes tiol és
diszulfid vizsgalatok statisztikai elemzése

A Shapiro—Wilk tesztet hasznaltunk annak meghatdrozasara, hogy a mért értékek
normalis eloszlasuak-e. Normal eloszlas esetén Welch t-probajat alkalmaztuk a statisztikai
szignifikancia tesztelésére. Egyébként Kruskal-Wallis és Wilcoxon rang-0sszeg 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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IV. Eredmények 1. — Rheopheresis kezelések klinikai eredményei

IV./1./a: Haemorheologiai paraméterek valtozasa a rheopheresis fiiggvényében

A rheopheresis kezelés hatdsara a neuropathias, illetve also végtagi fekélyben szenvedd
paciensekben egyarant jelentds javulast mutatott mind a teljes vér, mind a plazma viszkozitas.
A haemorheologiai paraméterek valtozasai neuropathias paciensek esetében a 2. tdblazatban,
mig az als6 végtagi fekélyben szenvedd betegek teljes vér és plazma viszkozitasdnak valtozasait
a 3. szamu tablazatban foglaltuk Ossze. A viszkozitasi paraméterek atlagos valtozasat a
rheopheresis kezelés fiiggvényében, illetve az elvégzett statisztikai analizis eredményeit a 9.

abran mutatjuk be.

Kor | Nem | Rheopheresisek | Teljes vér viszkozitas Plazma viszkozitas
szama kezelés kezelés el6tt és utan
elott és utdn (mPas) (mPas)
Beteg1 | 65 | férfi 7 5,34 3,97 1,59 1,04
(G.M.)
Beteg2 | 55 | férfi 6 4,79 4,19 2,36 1,27
(EJ.)
Beteg8 | 62 | férfi 2 5,56 4,46 1,36 1,19
(Cs.Z.)
Beteg9 | 59 | férfi 2 4,92 4,34 1,34 1,28
(M.L)
Beteg 10 | 66 | férfi 3 6,03 4,6 1,69 1,28
(Cs.L))
Beteg 11 | 63 | férfi 2 6,06 3,29 1,79 1,45
(T.Cs.)

2. tablazat: Diabeteses neuropathiaban szenved6 paciensek teljes vér- és
plazmaviszkozitasnak valtozasa a Rheopheresis fiiggvényében(31)
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Kor | Nem | Rheopheresisek | Teljes vér viszkozitas | Plazma viszkozités
szama a kezelés elott és utan | a kezelés eldtt és
(mPas) utan (mPas)
Beteg 3 (L.I.) | 43 | férfi 5 5,43 4,26 1,43 1,17
Beteg 4 (P.J.) | 68 | férfi 4 7 4,52 1,44 1,17
Beteg 5 (K.K.) | 56 | férfi 2 5,07 4,62 1,45 1,4
Beteg 6(K.B.) | 73 | nd 2 5.95 4,68 1,94 1,51
Beteg 7 (S.J.) 75 | nd 2 5,98 3,62 1,94 1,36
Beteg 12 (B.J.) | 59 | férfi 4 6 4,04 2,23 1,24
Beteg 13 (N.I.) | 67 | férfi 1 4,15 4,0 1,55 1,51
Betegl4 (Sz.F.) | 64 | férfi 2 mérhetetlen | 4,34 | mérhetetlen | 1,54
Eeteg 15(T.M) | 52 | férfi 2 4,85 4,49 1,5 1,39
Beteg 16 (T.T.) | 65 | férfi 2 5,27 3,63 1,54 1,37
Beteg 17 (F.E.) | 62 | nd 2 6,63 3,29 1,7 1,45
Beteg 18 (P.I.) | 66 | férfi 3 4,9 3,31 1,57 1,19
¥

3. tablazat: Diabeteses, illetve PAD talajan kialakult alsé végtagi fekélyben szenvedo
paciensek teljes vér- és plazmaviszkozitasanak valtozasa a Rheopheresis kezelés
fiiggvényében(31)

Atlagos teljes vér és plazmaviszkozitas a
rheopheresis kezelés fliggvényében (mPas)

% %k %k

N W U1 N

[

* %
- :

Teljes vér viszkozitas Plazma viszkozitas

m Kezelés eldtt Kezelés utan

9. abra: Az atlagos teljes vér és plazma viszkozitas valtozasa és statisztikai elemzése, a
Rheopheresis kezelés fiiggvényében. Az adatokat a betegek egyedi vizsgalatanak
atlagaként £ SEM fejezziik ki. **, és *** szignifikans (p<0,005, 0,0005) kiilonbséget jelez
(Kruskal-Wallis és Wilcoxon rangosszegii nem-parametrikus tesztek).
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IV./1./b: Neuropathias paciensek klinikai eredmeényei

Vizsgalatainkba olyan paciensek keriiltek bevalasztasra, akiknél a beallitott
fajdalomcesillapitd gyogyszeres terapia ellenére a polyneuropathids panaszok nem, vagy nem
kell6 mértékben mérséklodtek. A betegeknél a neuropathia az irodalmi tlinettannak
megfelelden égo, szuro, zsibbado, sokszor tlirhetetlen alsoé végtagi panaszokat okozott, melyek
altalaban ¢jszaka jelentkeztek, pihenéskor fokozodtak, mozgatas esetén mérséklédtek. Az alsé
végtagi fekélyben nem szenvedd polyneuropathias csoportunkba 6 paciens keriilt. A
klinikdnkon elvégzett Rheopheresis kezelések hatdsara egy paciens kivételével minden esetben
kifejezett panaszcsokkenésrdl szamoltak be pacienseink, tobb esetben egyetlen Rheopheresist
kovetden is mérséklédott a neuropathids fajdalom. A fajdalom valtozasat numerikus
fajdalomskalan rogzitettiik. A kezelés hatasara a paciensek gyogyszeres fajdalomesillapitd
igénye szintén csokkent. (4. tablazat). A szubjektiv javulds minden esetben objektiven is
alatamaszthato volt. A kezeléseket kdvetd ENG vizsgalatok Osszehasonlitasra keriiltek a
kezelést megel6z0 vizsgalatokkal, ezek sordn megndvekedett amplitadd és javuld vezetési
sebességek igazoltdk a kezelés hatdsossagat. Két paciens esetében javultak a motoros rostok
amplitadoi, atlagosan 0,8 mV-tal, harom paciensnél volt kimutathat6 a sensoros rostok javulasa,
ezekben az esetekben a vezetési amplitudd 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 mérséklddtek, a kezelést kovetd ENG

nem mutatott valtozast (5. tablazat).(31)

Kor | Nem | Féajdalomértek a Sziikséges fajdalomcsillapito dozis kezelés elbtt és utan
kezelés elott és
utan
Beteg 1 65 férfi 10 6 Cymbalta 60 mg, Lyrica Lyrica 3x150, Thiogamma 600
(G.M.) 4x150 mg, Gordius 5x300 mg
mg, Thiogamma 600 mg
Beteg 2 55 férfi 9 6 Cymbalta 60 mg, Lyrica Thiogamma 600 mg
(EJ.) 2x150 mg, Thiogamma 600
mg

Beteg 8 62 férfi 8 4 Lyrica 2x150 mg
(Cs.Z.)
Beteg 9 59 férfi 7 7 Apranax Dolo 220 mg, Apranax Dolo 220 mg,
(M.L) Thiogamma 600 mg Thiogamma 600 mg
Beteg 10 66 férfi 9 5 Lyirica 2x150 mg, Lyrica 2x75 mg, Thiogamma
(Cs.L) Thiogamma 600 mg 600 mg
Beteg 11 63 férfi 6 2 Lyrica 2x150 mg, Thiogamma 600 mg
(T.Cs.) Thiogamma 600 mg

4. tablazat: Panaszok és fajdalomcsillapito igény valtozasa a Rheopheresisek

fiiggvényében
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ENG valtozasa a Rheopheresisek fiiggvényében

Beteg 1 MkKko. nervus peroneus motoros rostjaiban amplitudo novekedés
(G.M.)
Bal oldali nervus peroneus motoros Jobb oldali nervus peroneus motoros
amplitadoi kezelés el6tt és utan: amplitadoi kezelés eldtt és utan:
Boka - EDB: Boka - EDB: Boka - EDB: Boka - EDB:
1,64 mV 2,1 mV 1,24 mV 1,79 mV
Beteg Jobb nervus peroneus superficialis sensoros vezetésének javulasa
2
(E.J) Jobb nervus peroneus superficialis sensoros vezetése kezelés el6tt és utan:
Calf -Ankle lat.: Calf -Ankle lat.:
35,8 m/s 53,1m/s
MKo. nervus suralis sensoros rostjaiban amplitudo novekedés
Bal oldali nervus suralis sensoros Jobb oldali nervus suralis sensoros
amplitidoéi kezelés elbtt és utan: amplitidoéi kezelés elbtt és utan:
Calf - Ankle lat.: | Calf - Ankle lat.: Calf - Ankle lat: Calf - Ankle lat:
0 pVv 1,57 pv 0 pv 3,8 uv
Beteg 8 MkKko. nervus peroneus superficialis sensoros rostjaiban amplitudo
(Cs.Z.) novekedés
Bal oldali nervus peroneus Jobb oldali nervus peroneus
superficialis sensoros amplitidoi superficialis sensoros amplitidoi
kezelés el6tt és utan: kezelés el6tt és utan:
Tib. lat. - Ankle: Tib.lat. - Ankle: | Tib. lat. - Ankle: | Tib. lat. - Ankle:
0,62 uVv 3.8 uV 3,1 uV 4,1 pv
MKko. nervus suralis sensoros rostjaiban amplitudo novekedés:
Bal oldali nervus suralis sensoros Jobb oldali nervus suralis sensoros
amplitidoéi kezelés elbtt és utan: amplitidoéi kezelés elbtt és utan:
Calf — Ankle lat.: | Calf — Ankle lat.: | Calf— Ankle lat.: | Calf— Ankle lat.:
3,7uvV 4,3 WV 4,0 Wwv 7,1 uv
Beteg 9 ENG valtozast nem mutatott
(M.L)
Beteg 10 | Jobb nervus peroneus superficialis sensorosos rostjaiban amplitudo
(Cs.L.) novekedés
Jobb oldali nervus peroneus superficialis sensoros amplitidoi a kezelés eldtt és
utan:
Tib lat. — Ankle: 3.0 pV Tib. lat. — Ankle: 4. 2 pV
Beteg 11 MkKko. nervus peroneus motoros rostjaiban amplitudo novekedés
(T.Cs.)

Bal oldali nervus peroneus motoros
amplitidoéi kezelés elbtt és utan:

Jobb oldali nervus peroneus motoros
amplitudoi a kezelés elott és utdn

Calf — Ankle lat.; | Calf— Ankle lat.:
0mV 1.27 mV

Calf — Ankle lat.; | Calf— Ankle lat.:
0mV 0.92 mV

5. tablazat: ENG valtozasa a Rheopheresisek utian a diabeteses neuropathias paciensek

eseteiben (31)
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IV./1./b: Fekélyes betegek klinikai eredményei

A 13 fekélyes betegbdl 10 beteg szenvedett diabetestdl, 4 betegnél egyarant fennallt a
polyneuropathia diagnézisa. A kordbban gyogyhajlamot nem mutaté alsé végtagi ulcusok
legtobbszor 2 kezelés utan kezdtek el szanaloédni. 10 paciens esetében részleges, vagy teljes
gyogyulast értlink el a diabetes altal indukalt fekélyek Rheopheresis kezelésével. A harom
macrovascularis helyreéllitasra alkalmatlan, hyperviscositassal tarsuld periférids artérids
érbeteg paciens esetében az als6 végtagi amputaciot elkeriilni nem tudtuk, azonban fontos
kiemelni, hogy ezen casusokban a betegek compliance-e nem volt megfeleld, ami igen nagy
mértékben nehezitette a probléma orvoslasat. A harom paciens koziil két beteg onkologiai
megbetegedés kovetkeztében 2021-ben elhunyt. (6. tablazat). A paciensek fekélyeinek

gybogyulasarol szol6 fotodokumentaciot a 10-15. abran mutatjuk be.
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Panaszok véltozasa a kezelés elott (E)
¢és utan (U)

Beteg 2 (G.M.)

E: Jobb labszaron 2 db 2x2x0,8 cm
nagysagu porkkel fedett fekély,
Aarea=272,739 IIlIIl2

U: Gyogyult fekély

Beteg 3 (L.1.)

E: Jobb I-II-III. labujj amputaciot kovetd
hegben 4x2x1 cm-es gennyes fekély
Aarea=523,004 IIlIIl2

U: Gyogyult fekély

Beteg 4 (P.J.)

E: Bal oldali gydgyhajlamot nem mutatd
3x1x0,5 cm-es fekély az6 bal I-es metartus
folott

Aarea=430,326 IIlIIl2

U: Gyogyult fekély

Beteg 5 (K.K.)

E: Jobb sarkon gydgyhajlamot nem mutatd
6x6x1 cm-es fekély
Aarea=1966,421 mm?

U: Fekély 1x1x0,5 cm-re zsugorodott
Aarea=564,781 IIlIIl2

Beteg 6 (K.B)

E: Jobb oldali 3x2x0,5 cm nagysagu
labszarfekély
Aarea=445,14 mm?

U: Gyogyult fekély

Beteg 7 (S.J.)

E: Jobb oldali 6x4x0,5 cm nagysagu
gyogyhajlamot nem mutaté labszarfekély
Aarea=1740,637 mm?

U: Gyogyult fekély

Beteg 12 (B.J.)

E: Bal IL.-es labujj 0,5x0,5x0,5 cm nagysagu
fekélye

U: Gyogyult fekély

Beteg 13 (N.I.)

E: Bal I-1I-111. 1abujj necrotikus sebek

U: I-II. labujj fekély atmenetileg gyogyult,
majd amputicio

Beteg 14 (Sz.F.) ¥

E: Bal IV-V. 1dbujj necroticus sebek

U: Amputacio

Beteg 15 (T.M.)

E: Bal talpi 3x2x1 cm nagysagu fekély

U: Fekély 1x1x0,5 cm-re zsugorodott

Beteg 16 (T.T.)

E: Jobb I-es labujj 0,5x0,5x0,5 cm nagysagu
fekélye

U: Gyogyult fekély

Beteg 17 (F.E.)

E: Bal sarkdn megjelend 2x3x1 cm nagysagu
neuropathias fekély

U: Gyogyult fekély

Beteg 18 (P.I.) F

E: Jobb belboka feletti gydgyhajlamot nem
mutaté fekély

U: Amputacio

6. tablazat: Fekélyes panaszok valtozasa a Rheopheresis kezelés fiiggvényében(31)
Aarea: atlagos fekélyteriilet
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10. abra: Beteg 1 fekélyeinek gyogyulasa

11. abra: Beteg 3 fekélyének gyogyulasa

A Beteg 3 fotédokumentdcidjat készitette: Dr. Diészegi Agnes
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12. abra: Beteg 4 fekélyének gyogyulasa

13. abra: Beteg 5 fekélyének gyogyulasa
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14. abra: Beteg 6 fekélyének gyogyulasa

15. abra: Beteg 7 fekélyének gyogyulasa
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IV. Eredmények 2. — In vitro vizsgalatok

IV./2./a: Génexpresszios vizsgalatok

A gyulladasos citokinek expreszidjaval kapcsolatos méréseink azt mutattak, hogy a 24
szignifikansan fokozta mind a TNF- a, IL-6 és IL-8 génjeinek expresszidjat. Az endothelin-1
¢s a preproendothelinbdl lehasadé aktiv endothelin-1 képzddés sebességmeghatarozo
katalizatora, az endothelin konvertaldé enzim génjeirdl atirodott intracellularis mRNS
mennyiség is szignifikans novekedést mutatott a magas gliikdz koncentracid hatasara, ezzel
szemben a NO szintdz enzim expresszidjat nagy mértékben gatolta az extrém magas
extracellularis gliikkdz szint altal okozott stressz. A génexpresszids vizsgalatok eredményei 16.

abran lathatdak.

1V./2./b: ROS szint valtozasai HUVEC modellen

A szabadgyokok vizsgalataval kapcsolatos eredményeink azt mutattak, hogy a
hyperglycaemia eldsegiti az endothel sejtek reaktiv oxigén szarmazékok termelését. A 24 6ran
keresztiil tart6 perzisztens pathologias gliikdzkoncentracié hatasara a sejtek ROS tartalma

jelentdsen fokozodik. (17. abra)

crer

cre

esetében a redukalt glutation fehérje koncentracidja messze elmarad a kontroll csoportokéhoz
képest. Az id6 fiiggvényében az latszik, hogy az elsd 24 o6rdban az extrém magas
kiilonbség fokozatosan novekszik. A 24. oratdl kezdve, - amikor a kezelt mintdkban a
legalacsonyabb volt a GSH koncentraci6 — a kiilonbség fokozatosan csokkenni latszik, bar igy

is jelentds. (18. abra)
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16. abra: Valtozasok a TNF-a (16./a) IL-6, (16./b) IL-8 (16./c), ET-1 (16./d), ECE (16./e) és
NOS (16./f) gének endothelialis expresszidjaban, HUVEC-modellen, 30 mM gliikézzal
végzett 24 oras kezelés utan. Minden kisérletet harom parhuzamosban végeztiink. Az

adatokat harom egyedi kisérlet atlagaként £ SEM fejezziik ki. *, és *** szignifikans (p<0,05,
0,0005) kiilonbséget jelez a kontrollhoz képest (mddositott t-proba).
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17. abra: A reaktiv oxigéngyok szintek valtozasa HUVEC modellen 30 mM gliik6zzal végzett 24
oras kezelés utan. Minden kisérletet harom parhuzamosban végeztiink. Az adatokat harom
egyedi kisérlet atlagaként £ SEM fejezziik ki. * szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelez a
kontrollhoz képest (mddositott t-proba).

GSH koncentraciok (uMol)
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*kk
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6h 12 h 24 h 48 h 96 h

[ Kontroll M Hyperglicaemia (30mM/L)

megkezdése utan 6, 12, 24, 48 és 96 oraval. Minden kisérletet harom parhuzamosban
végeztiink. Az adatokat harom egyedi kisérlet atlagaként £ SEM fejezziik ki. *, és ***
szignifikans (p<0,05, 0,0005) kiilonbséget jelez a kontrollhoz képest (modositott t-proba).
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IV. Eredmények 3. — Rheopheresis kezelés hatasa a gyulladasos citokinek
vérplazma koncentracidira

Az IL-6 vérplazmaban mérhetd értéke a kezeléseket kovetden atlagosan 44,35%-kal
csokkent, a Rheopheresiseket megel6z6 értékekhez képest (19. dbra). A valtozas 5 beteg esetén
volt szignifikdns. A kezelés eldtti és utani vérplazmakoncentraciokat Wilcoxon parositott
probaval Osszevetve a kiilonbség szignifikans (p=0,02). Az IL-8 vérplazma szintje 5 esetben
szignifikdnsan mértékben lecsokkent, atlagosan 61,76%-kal a Rheopheresis hatasara (20.4bra.).
Az elvégzett Wilcoxon teszt alapjan a kiilonbség szignifikans (p=0,0022) A TNF-o extrém
mértékben, atlagosan 78,56%-kal csokkent a kezelések hatasara. A csdkkenés minden esetben
szignifikans volt (21.4bra). Az elvégzett Wilcoxon rangdsszegli nem-paraméteres teszt alapjan

a kiilonbség szignifikans (p=0,022).
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19. abra: I1-6 vérplazma koncentracioinak valtozasa a Rheopheresisek
hatasara. Minden kisérletet harom parhuzamosban végeztiink. Az adatokat
harom egyedi kisérlet atlagaként = SEM fejezziik ki. *, ** &s *** szignifikans
(p<0,05, 005, illetve 0,0005) kiilonbséget jelez a kezelés elétti és a kezelés utani
vérplazma kozott (modositott t-proba)
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20. abra: 11-8 vérplazma koncentracionak valtozasa a Rheopheresisek
hatasara. Minden kisérletet harom parhuzamosban végeztiink. Az adatokat
harom egyedi kisérlet atlagaként = SEM fejezziik ki. *, ** és *** szignifikans
(p<0,05, 005, illetve 0,0005) kiillonbséget jelez a kezelés elotti és a kezelés utani
vérplazma kozott (modositott t-proba)
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21. abra: Tnf-a vérplazma koncentracionak valtozasa a Rheopheresisek
hatasara. Minden kisérletet harom parhuzamosban végeztiink. Az adatokat
harom egyedi kisérlet atlagaként + SEM fejezziik ki. ** ¢és *** szignifikans (p<
005, illetve 0,0005) kiilonbséget jelez a kezelés elotti és a kezelés utani vérplazma
kozott (modositott t-proba)



IV. Eredmények 4. — Rheopheresis kezelés hatasa a vascularis
mediatorokra és antioxidans agensekre

IV/4./a: Rheophereis kezelés hatasa az Endothelin -1 vérplazma koncentracioira

crer

azt talaltuk, hogy 2 Rheopheresis utan a vérmintdk endothelin-1 koncentracidja a 7 beteg koziil
6 esetében volt jelentdsen alacsonyabb a kezelés elotti dllapothoz képest. (22.abra) A kezelés
elétti €s utdni adatok Wilcoxon parositott probaval vald Osszevetése alapjan a kiilonbség

szignifikans (p=0.038).

Endothelin-1 koncentraciok (pg/ml) ~ #*x
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[ Kezelések el6tt [ Kezelések utan

erer

Rheopheresis kezelések hatasara. Minden kisérletet harom
parhuzamosban végeztiink. Az adatokat harom egyedi kisérlet
atlagaként £ SEM fejezziik ki. *, és *** szignifikans (p<0,05, illetve
0,0005) kiilonbséget jelez a kezelés elotti és a kezelés utani vérplazma
kozott (modositott t-proba)
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IV./4./b: Rheopheresis hatasa a Tromboxan B2 vérplazma koncentracioira

A 7 beteg vérmintain elvégzett ELISA vizsgéalatok azt mutattdk, hogy 2 Rheopheresis
kezelés hatasara 6 beteg esetében kis mértékben, de szignifikdnsa lecsokkent a vérplazma
Thromboxan-B: koncentracidja. (23. dbra) A kezelés eldtti és kezelés utani értékeket Wilcoxon

rangOsszegli nem-paraméteres probaval osszevetve a kiillonbség szignifikans (p=0,017)

Thromboxane-B2 koncetraciok (pg/ml)
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23. abra: A tromboxan B2 plazmakoncentraciojanak valtozasa a
Rheopheresis kezelések hatasara. A kisérletet harom parhuzamosban
végeztiik. Az adatokat harom egyedi kisérlet atlagaként = SEM fejezziik
ki *, ** és ***, amelyek szignifikans (p<0,05, p<0,005 és p<0,0005)
kiillonbséget jeleznek a kezelés elotti és a kezelés utani vérplazma kozott.
(moédositott t-proba).
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IV./4./c: Rheopheresis kezelés hatdsa a SOD enzim aktivitasra

Hét beteg vérmintdiban a SOD enzim aktivitdsdnak mértékét meghatarozva, méréseink
nem mutattak egyértelmii eredményeket. Habar a 7 paciensbdl 5 esetében nagy mértéki
csOkkenést tapasztaltunk, atlagosan 18,06%-os értékkel, azonban a 2-es betegiink esetén a SOD
enzim aktivitdsdnak 16%-0s fokozodast mutatott, mig a 3-as szdmu betegiink enzimének
aktivitasa a kezelést kovetden kozel azonos volt a kezelés eldtti allapottal, itt csupan 3,13%-o0s
novekedést tapasztalunk. (24.abra) Habar az eredmények statisztikailag nem mutattak
szignifikans valtozast, a vizsgalati eredménynek a tovabbi kutatds szempontjabdl kiemelt

szerepe volt.
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24. abra: SOD enzim aktivitas valtozasa a Rheopheresis kezelések hatasara

IV./4./d: Rheopheresis kezeles hatdsa a total thiol €s diszulfid komponensek

szérumszintjeire

A thiolos komponensek vizsgalata soran komplex képet kaptunk a glutation poolban
meghatdroz6 szerepet betdltd prekurzorok szérumszintjeinek valtozasarol a Rheopheresis
kezelés fiiggvényében. A vizsgélatok eredményei azt mutattdk, hogy a kezelés hatdsara
szignifikansan csokkentek a cisztein teljes (p = 0,04) és fehérjéhez kotott (p = 0,03807)
formainak szintjei. A vérplazmaban mérhetd szabad homocisztein tartalom is csdkkenést
mutatott. Ezzel szemben a glutation kozvetlen prekurozanak, a szabad formdju gamma-

glutamil-cisztein szérumszintjeinek esetében szignifikdns mértékii novekedés (p = 0,044) volt
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kimutathat6 minden paciens esetében a Rheopheresis kezelés hatasara. A cisztin €s ciszteinil-
glicin vérplazma szintjeinek valtozasaiban egy beteget kivéve, egymashoz viszonyitott forditott
aranyossag fedezhetd fel. A vérplazmaban mérheté redukalt glutation (gamma-glutamil-

cysteinil-glicin) esetében egyértelmii tendencia 8 beteg vizsgalata alapjan nem realizalhato.
(25., 26. abra.)

25./a *
130 ]

g

Cisztein TT koncentracié (ng/ml)

Kontroll

-

»

Gamma-glutamil-cisztein F koncentracié (ng/ml)

25. abra: A total cisztein (25./a), a fehérjéhez kotott cisztein (25./b) és a szabad gamma-glutamil
cisztein (25./c) valtozasanak statisztikai elemzése. A Kkisérletet harom parhuzamosban végeztiik.
* szignifikans (p<0,05) kiillonbséget jelez a kezelés elotti és a kezelés utani vérplazma kozott
(Welch-t-teszt; Kruskal-Wallis és Wilcoxon rangosszegi nem-parametrikus tesztek).
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V. Megbeszélés 1. - Klinikai eredmények megbeszélése

A cukorbetegség folyamatosan novekvo prevalencigja, a diabeteses 1ab szindromajanak széles
tiinettana ¢€s sulyos, életmindséget jelentdsen rontd szovédményei miatt elengedhetetlen, hogy
a korképet a klinikum interdiszciplinaris szemlélettel kezelje.(92) A korkép komplexitasa és a
terapids lehetdségek limitaltsdga miatt a kezelés meglehetdsen komplikalt.(93) A kutatasaink
soran tapasztalt fekélyek gyogyhajlamanak javulasa és a regeneralddo idegi funkciok igazoljak,
a fekélyek gyogyuldsdban, mind a neuropathidban karosodott idegi funkcidk esetében
elengedhetetlen a szdveti microcirculatio helyredllitdsa.(39, 94) Kiilondsen igaz ez
polyneuropathia esetén, tekintve, hogy az idegbantalom kezelésében a vasa nervorum keringése
kritikus az idegek sejtszintii taplalasaban, illetve alsé végtagi ulcusok esetén, ha intervencios
radioldgiai revascularisatiora, illetve érsebészeti rekonstrukcidval a keringés javitasara nincs
lehetdség. Figyelembe véve, hogy a diabetes indukalta vascularis inflamméacio sok esetben a
haemorheoldgiai statuszt kdrosan modositd fehérjék felszaporodasaval is egyiitt jar, igy a
Rheopheresis kezelés soran alkalmazott oszlop filtracios technika sikerrel alkalmazhato a teljes
vér és plazma viszkozitas helyreéllitdsaban.(20, 95, 96) Ahogyan azt eredményeink is mutatjak
vérviszkozitasi paraméterek csokkenésével és a microcirculatio javulasaval n6 a szoveti oxigén
¢és tapanyag ellatottsag, melyeknek koszonhetéen az addig kordbban gyodgyhajlamot nem
mutatd alsé végtagi fekélyek szanaldodnak, tovabba az idegi funkcidk javulnak, a szubjektiv
fajdalomérzet csokken. Eredményeink azonban szintén ravildgitanak arra, hogy
macrovascularis keringés hianyaban a microvasculatura helyreallitasa az als6 végtagi fekélyek
gybgyitdsdra Gnmagéban nem elegendd, melyet 3 macrovascularis helyreallitasra alkalmatlan,
hyperviscositadsban szenvedd, periférids artérids érbeteg kezelési eredményei bizonyitanak. A
klinikai eredmények megbeszélése sordn fontos kitérni a diabeteses ldb szempontjabol
atipusosan elhelyezkedd fekélyekre is. Az atipusos elhelyezkedések ellenére, a 1abszar fekélyek
hatterében a diabetest feltételeztiik elsddleges etiologiai faktorként abban az esetben, ha az
ultrahang vizsgalat soran VSM reflux, varicosus felszines véndk és elégteleniil miikod
perforator vénak nem voltak detektalhatoak. Ezzel egyiitt teljes bizonyossaggal a postcapillaris
venulak és detektalasi kiiszob alatti atmérdji felszines véndk szintjén mar megjelend dilatacid
az ultrahang vizsgélattal nem kizarhatd, igy a kezd6d6 felszines varicositast, mint etiologiai
faktort kizarni nem lehet. Hipotézisiink szerint, ha az etiologiai faktorok keverednek is, a

postcapillaris venuldk szintjén megjelend diabetes indukélta endothelialis inflaamméacio és
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hyperviscositds a microcirculatio tovabbi karosodasat és a sebgyogyulési zavar sulyosbodasat
indukalja, igy a diabetes ezekben az esetekben is kulcsfontossagu etiologiai faktorként
kezelend6. (79) Definitiv felszines vénds elégtelenség hidnydban, a paciensek kompresszids
terapidban nem részesiiltek. A fekélyek konzervativ kezelése sordn intelligens kotszereket
alkalmaztunk, melyek nagy feliiletii felszivoképességgel rendelkeznek, illetve fizikai, vagy
kémiai reakcid utjan a sebvaladékkal érintkezve biztositjdk az idedlis sebkornyezetet
(Autrauman Ag - eziisttartalmt kdtszer, Sorbalgon - kalcium-alginat tartalmt kotszer, Zetuvit-

E — nedvszivd sebparna).

A Dbetegek utdégondozasit és rendszeres kontrolljat a 2019-ben kitért COVID
vilagjarvany nagymértékben nehezitette. Altaldnossagban elmondhaté, hogy két egymast
kovetd napon alkalmazott kezelés elegendd a vérviszkozitas optimalizalasdhoz, amely a beteg
compliancetdl fliggden 3-6 honapig tartdosan fenndall. A kezelés hatékonysdganak novelése
érdekében elengedhetetlen a megfeleld antidiabetikus terdpia és a diétas megkotések szigoru

betartasa. A kezelés 3-6 havonta torténd ismétlésének kontraindikacidja nincs.

V. Megbeszélés 2. — In vitro eredmények megbeszélése

A klinikai eredményeink messze tilmutattak azon a tényen, hogy a Rheopheresis képes
a microcirculatio javitasara a haemorheoldgiai paraméterek normalizalasaval, amennyiben a
diabeteses 1ab szindroméja hyperviscositassal tarsul. Ezen megallapitds megfeleld alapot
biztositott a tovabbi kutatdsok lefolytatdsahoz. Habar az in vitro endothel modell kozvetleniil
nem kapcsolodik a Rheopheresis kezeléshez, az intravascularis hyperglycaemia és az igy
1étrejott endothelialis kdrosodds vizsgalatdnak fontos szerepe van a hatdstanulmanyozasban.
Betegeink HgbA 1C értékei alapjan az érpalyan beliil jellemzden hyperglycaemia all fenn, mely
folyamatos oxidativ stresszt jelent az endothel sejtek szamdra. Tekintve azonban, hogy a
Rheopheresis kezelés fiiggvényében a beteg endothel sejtjeit kozvetleniil vizsgalni nem tudjuk,
igy elengedhetetlen volt olyan vérmintadkban kvantitativan mérheté biokémiai paraméterek
meghatdrozasa, amellyel a Rheopheresis kezelés hatdsa objektiven monitorozhato. Az endothel
sejtek in vitro modellezésével és az érpalyan beliil megjelend extrém magas gliikozkoncentracid
endothelialis inflammaciot és a kovetkezményes antioxidans rendszer karosodast, mindemellett
meghatarozasra kertiltek mindazon biokémiai markerek, amelyek segitségével a Rheopheresis
kezelés miikodési mechanizmusa részletesen feltarhatd. Fontos megjegyezni, hogy ugyan a

kisérletek sordan végezhettiink volna fehérjekoncentracid6 meghatarozast a feliiliszo
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vizsgalataval, azonban ez csak egy rovidtavl informéciot adott volna a vezikularis transzporttal
extracellularis térbe juttatott citokinek mennyiségérél. A hosszitava, elemi valtozasok
vizsgalata indokoltta tette a génexpresszios kisérleteket, amelyek alapjan elmondhat6 az extrém
magas gliikzoldattal vald kezelés hatdséara szignifikdnsan fokozodik a reaktiv szabadgyokok
termelése, igen jelentdés az inflammatorikus citokinek, az endothelin-1 és az endothelin
konvertaz enzim expresszi6 fokozoddsa, mig a NO szintdz expresszidja csokken. Az
intracellularis glutation koncentracié a kezeléssel parhuzamosan folyamatosan csokken a
kontrollhoz viszonyitva, azonban a gliikoz oldattal vald kezelés megsziinésével a GSH
koncentréacioja Ujra novekedik, amely az endothel regeneracios képességét bizonyitja.(97)
Eredményeink a nemzetk6zi irodalomban publikalt eredményekkel megegyeznek. Szamos
kutatas foglalkozott mar hyperglycaemias allapot in vitro modellezésével.(98) A vizsgalatok
soran leirtak az I1-8 és TNF- a expresszid fokozodésat, tovabba egyértelmii kapcsolatot irtak le
az 11-6 és az eNOS szignal kdrosodasa kozott, mindemelett a megnovekedett superoxid
termelést is validaltdk.(99, 100) Diabeteses retinakarosodast modellezve, endothel sejtek in
vitro vizsgalataval igazoltdk a hyperglycaemia apoptosis fokozo6 hatasat.(101) Aorta endothel
sejtjeit vizsgalva kimutattak tovabba az I1-8 expresszid fokozodéasan til, a megndvekedett vWT
bol szarmazo endothel sejtek in vitro vizsgéalata soran a megndvekedett 11-6, 11-8 koncentracio

mellett koros solubilis adhézids molekulak kifejezodését is igazoltak.(104)

V. Megbeszélés 3. — Gyulladasos citokinek vérplazma koncentracio
valtozasainak megbeszélése

A gyulladasos citokinek szerepe az endothelialis diszfunkcid folyamataban, tovabba a
diabeteses lab szindrémanak progresszidjaban részletesen feltart a nemzetkozi irodalomban.
Kutatocsoportunk korabban mar vizsgélta a Rheopheresis kezelés hatasat a gyulladasos
folyamatokra idéskori szdraz macula degenerdcioban, amely soran a CD14+/CDI16+
sejtpopulacié normalizalodasat sikeriilt bizonyitani.(20) [In vitro vizsgalatainkkal tovabba
igazoltuk, hogy a cukorbetegekben a gyulladast mediald citokinek expresszidja jelentOsen
fokozodik.(97) A Rheopheresis kezeléseket elvégezve kijelenthetd, hogy a vérplazma
csokken a pdaciensek vérplazmdjaban.(95) Ezen citokinek molekulastulya 5-20 kDa-os
mérettartomanyban mozog, mig a Rheopheresis a 250-300 kDa molekulastlyt plazmaalkotdkat

képes megsziirni, igy a citokinek filtracioja kozvetleniil nem lenne lehetséges.(105) Lehetséges

58



magyarazat ezen fehérjék koncentracio-csokkenésének, hogy az inflammatorikus citokinek
intravascularis transzportacioja carrier molekulakkal torténik, pl. a vérviszkozitast is jelentdsen
fokoz6 alpha-2-macroglobulinhoz vald kotddéssel. Az alpha-2-macroglobulin molekulasuly
720 kDa, amely a MONET filter pérusain 4thaladni nem képes, igy ennek eltavolitasaval az

inflammaciot medidlo citokinek is kikeriilnek a péciens keringési rendszerébdl.(106, 107)

V. Megbeszélés 4. — Vasoaktiv agensek vérplazma koncentracio
valtozasainak és az antioxidans valtozasok eredményeinek megbeszélése

Tekintve, hogy a diabetes mellitus jelentés prothromboticus hatissal bir, igy a
vizsgalatainkat kiterjesztettiik egy a prothrombotikus allapotot egyarant jelz6 markerre is.(108)
Az endothelin-1 vérplazma koncentracioit megvizsgalva minden beteg esetén kismértékii
csokkenést tapasztaltunk. Az endothelin-1 oxidativ stressz altali overexpresszidja jol ismert a
diabetes kapcsan.(65) Tekintve, hogy az endothel sejtek altal termelt endothelin-1 koérosan
magas szintje a potens vasoconstrictios hatdsok mellett az oxidativ stressz mértékét circulus
vitiosusként potencirozza, igy Rheopheresis kezelés jotékony hatdssal bir a vérplazma
szintén a Rheopheresis hasznos hatasait indikalja. A thrombociték altal termelt aktiv tromboxan
A2 prothromboticus €s vasoconstrictor hatdsokkal bir, fél¢letideje meglehetdsen révid (30 min),
igy mérése igen nehézkes. Azonban ennek degradacios terméke, a tromboxan B2 joval stabilabb
formula, mérése konnyebben kivitelezhetdé és atfogd képet ad a beteg tromboxan A2
ellatottsagaval kapcsolatban.(109) A kezeléset kovetd allapotban a TXB2 vérplazma szintjének

csokkenése az endothelialis statusz javulasarol ad informaciot.

A vizsgalat komplexitasanak fontos eleme volt a kezelés hatasara 1étrejové antioxidans
statusz monitorizaldsa. Az antioxidans statuszrol 1ényegi informaciot ado egyik legfontosabb
paraméter a superoxid dismutase enzimaktivitisa. A SOD enzim képes a szervezetben
keletkez6 superoxid szabadgyokoket H2Oz -dé és molekuléris oxigénné alakitani. A H2O2, mely
szintén igen erds oxidativ hatassal bir, kataldzzal, illetve glutation peroxiddzzal torténtd
reakciot kovetden eliminalddik a szervezetbdl.(110) Azonban a SOD aktvitds valtozdsa nem
adott egyértelmil, szignifikans eredményeket, amelyeket tovabb limital a kis betegpopulécio.
Méréseink eredményeinek részletezését azonban fontosnak taldltam, tekintve, hogy az

eredmények tendenciaja indokoltta tette, a mélyebb irodalmi attekintést. Az eredményekbdl az
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feltételezhetd, hogy a paciensekben a kezelés hatdsara a reaktiv oxigén gyokok mennyiségével

parhuzamosan a SOD aktivitasa is csokken.

Az antioxidans ellatottsaggal kapcsolatban részletesebb informaciot szolgéltatnak a
Rheopheresis glutation haztartasra gyakorolt hatisai. A redukalt glutation azonban az
extracellularisan csak igen kis mennyiségben taldlhaté meg, antioxidans funkcidjat pedig csak
intracellularisan tudja ellatni. Vizsgalatainkban igy azon glutation prekurzurokat és degradacios
termékeit vizsgaltuk, amelyek fontos alkotdi a glutation ciklusnak ¢és vérplazma
koncentraciojukbol kovetkeztetni tudunk a komplett glutation poolra. A cisztein egy nem
esszencidlis aminosav, a glutation egyik fontos alkotdja. Szabad tiol csoportjanak kdszonhetden
kulcsfontossagu szerepet tolt be a fehérjék szerkezeti és funkcios elemeként. Szabad
formajaban, az extracellularis térben igen reakcidképes, ezaltal onmagaban is szabadgyodk
képzd, extrém instabil szabad cisztein forma, mely potencidlisan toxikus, minden péciens
esetén hatarozott csokkenést mutatott. Tekintve, hogy a fehérje-kotott cisztein onmagaban is
fontos indikatora az antioxidans statusznak, a csokkent extracelluldris protein kotott és teljes
cisztein szint az extracelluldris térben az antioxidans statusz pozitiv iranyu valtozasat jelzi.(91)
A redukalt glutation extracelulldris formajat mérve nem tapasztaltunk konzekvens valtozast,
habar nem ad érdemi informacidt a szervezet antioxidans ellatottsdgaval kapcsolatban.(62) A
cisztein analog homocisztein, mely methioninbdl képzddik, transszulfuracios Gtvonalon képes
ciszteinné¢ alakulni, vagy remetildlodva visszaalakulni metioninnd. A homocisztein az
atherosclerosis fliggetlen kofaktoraként ismert, a hyperhomocysteinaemia jol ismert endothel
karosito, az igy létrejovo kronikus gyulladas egyértelmii atherogenesist provokalod hatassal
bir.(111, 112) A Rheopheresis kezelés hatdsara, minden beteg esetén a plazmaban mérhetd total
homocisztein szint, mely koros allapotok kialakuldsaban a legnagyobb jelentdségt, a kezelések
hataséra lecsokkent. A csokkent homocisztein szint egyértelmiien a gyulladas mérséklddését, a
glutation pool pozitiv irdnyu valtozasat indikalja. A redukalt glutation bomlasa soran keletkezd
ciszteinili-glicin, illetve a cisztein oxidalt dimer formajakénet megjelend cisztin vérplazma
szintjei kozott érdekes Osszefiiggést tapasztaltunk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
Rheopheresis kezelés hatasara a szabad cisztein és a kiilonbdz6 formaju ciszteinili-glicin
vérplazma szintjei egymassal forditott aranyossagban valtoznak. Tekintve, hogy ezen formak
rendkiviil értékes cisztein donorként funkciondlnak a gamma glutamil ciklus soran, azonban
joval stabilabb forméak, mint a szabad cisztein, és plazmaszintjiik valtozdsa nem befolyasolta
kérosan a szabad cisztein formadk mennyiségét, igy valtozasukat pozitiv irdnyunak

tekinthetjiik.(113, 114) A redukalt glutation kozvetlen intracellularis prekurzora a gamma-
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glutamil-cisztein, mely a glutation peroxiddz kézvetlen prekurzoraként is funkcional. Habar a
legijabb irodalmi adatok mar kételkednek abban, hogy a gamma-glutamil-cisztein képes lenne
kozvetleniil a sejtbe transzportalddni, in vivo kisérletek alapjan az oréalisan adagolt gamma-
glutamil-cisztein jelentésen novelte az intacellularisan mérhetd redukalt glutation mennyiségét.
(115-117) A Rheopheresis kezelések hatasara a minden beteg esetén a gamma-glutamil-cisztein
szabad formédja szignifikdns novekedést mutatott a vérplazmaban, igy az antioxidans statusz

egyértelmil pozitiv irdnyl valtozasanak indikatoraként tekinthetd.
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VI. Osszefoglalas

Jelen kutatdsunk célja volt, hogy egy uj, szelektiv terapids aferezis technikanak, a
Rheopheresisnek hatdsait tanulmanyozzuk egy nehezen kezelhetd, egészséget sulyosan
karositd, magas prevalenciaju megbetegedésben, a hyperviscositassal sz6vodd diabeteses 1ab
syndromaban. A kezelés egy kettds kaszkad membranfiltracios eljaras, mely a vérviszkozitast
fokoz6 paraméterek sziirésével (ugymint LDL, Lp(a), triglicerid, koleszterin, fibrinogén, o2
macroglobulin, vVWF, IgM) képes javitani a microcirculatiot, normalizalni a haemorheoldgiai

statuszt, igy a kezelés egyéb korképekben mar sikeresen alkalmazasra keriilt.

Kutatasaink soran jelentds klinikai sikereket értiink el a diabetes talajan kialakult als6
végtagi, gyogyhajlamot nem mutatd, microvascularis karosodasbol fakadoé fekélyek, és a
hataséara a fekélyek szanalddtak, a neuropathids panaszok mérséklddtek, a fajdalomesillapitd
igények csokkentek, az idegi funkciok javultak. Klinikai eredményeink azonban tilmutattak a
Rheopheresis mar ismert hatasain, amely sziikségessé tette a Rheopheresis kezelés hatasainak

sz¢leskortlibb feltérképezését.

A kutatds érdekében in vitro HUVEC sejtmodellt hoztunk Ilétre, amelyen az
intravascularis hyperglicaemiat szimulalva vizsgaltuk az endothel sejtekben végbemend
inflammacids folyamatokat és az antioxidans statusz valtozasat. A kisérlet soran egyetlen
modellen, Osszefliggéseiben irtuk le a diabetes indukalta endothelialis inflammaciét, az extrém
hyperglicaemia hatdsara végbemend prooxidans folyamatokat és kéros vascularis mediatorok
felszabadulasat. In vitro vizsgalataink segitségével olyan biokémiai paraméterek és markerek

kertiltek meghatarozasra, melyekkel a Rheopheresis kezelés hatdsait monitorozni tudtuk.

A Rheopheresis kezelés hatasvizsgalata sordn a mdar ismert, viscositast normalizald
hatasokon tul, a gyulladasos citokinek (Il-6, 11-8, TNF-a) jelentds csokkenését tapasztaltuk,
ezaltal bizonyitottuk a Rheopheresis antiinflammatorikus hatasat, igazoltuk a kezelés jotékony
hatasait a korosan felszabadul6 vascularis mediatorokra (ET-1 TXB-2) és komplett cisztein
az extracelluléris térben taldlhato teljes és szabad cisztein, illetve total homocisztein szint
csokkent, mig a gamma-glutamil-cisztein koncentraci6 emelkedett. Mindezen valtozasok az

antioxidans statusz javuldsat indikaljak.
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VI. Summary

The aim of our present research was to study the effects of a new, selective therapeutic
apheresis technique, Rheopheresis, in a difficult-to-treat, high-prevalence disease that seriously
harms health, the diabetic foot syndrome complicated by hyperviscosity. The treatment is a
double cascade membrane filtration procedure, which by filtering parameters that increase
blood viscosity (such as LDL, Lp(a), triglyceride, cholesterol, fibrinogen, a2 macroglobulin,
vWF, IgM) can improve microcirculation, normalize hemorheological status, so the treatment

it has already been successfully used in diseases.

In the course of our research, we have achieved significant clinical success in the
treatment of lower extremity ulcers that do not show a tendency to heal, resulting from
microvascular damage, and therapy-resistant, progressive sensorimotor polyneuropathy. As a
result of the treatments, the ulcers healed, the neuropathic complaints decreased, the need for
painkillers decreased, and the nerve functions improved. However, our clinical results went
beyond the already known effects of Rheopheresis, which necessitated a more extensive

mapping of the effects of Rheopheresis treatment.

For the purpose of the research, we created an in vitro HUVEC cell model, on which we
investigated the inflammatory processes taking place in the endothelial cells and the changes in
the antioxidant status by simulating intravascular hyperglycemia. During the experiment, we
described diabetes-induced endothelial inflammation, pro-oxidant processes and the release of
abnormal vascular mediators as a result of extreme hyperglycemia on a single model. With the
help of our in vitro tests, biochemical parameters and markers were determined with which we

could monitor the effects of the Rheopheresis treatment.

During the evaluation of the effect of the Rheopheresis treatment, in addition to the
already known viscosity-normalizing effects, we experienced a significant decrease in
inflammatory cytokines (11-6, I1-8, TNF- a), thereby proving the anti-inflammatory effect of the
Rheopheresis, and confirming the beneficial effects of the treatment on the abnormally released
vascular mediators (ET-1 TXB-2) and we validated the antioxidant effects of the treatment with
our complete cysteine pool analysis. With the filtration of harmful proteins, the total and free
cysteine and total homocysteine levels in the extracellular space decreased, while the gamma-
glutamyl-cysteine concentration increased. All these changes indicate an improvement in the

antioxidant status.
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VII. Az értekezés uj eredményei, megallapitasai, klinikai jelentoségei

J A Rheopheresis kezelés hatékonyan képes csokkenteni hyperviscositas esetén a teljes
vér és plazma viszkozitast.

J A kezelés jotékony hatassal bir az érsebészeti rekonstrukcioval és intervencios
radiologiai beavatkozasokkal nem kezelhetd, microvascularis kdrosodasbol fakado alsé végtagi
o A Rheopheresis hatdsara polyneuropathia esetén a terapiarezisztens neruropathids
fajdalom csokken, az idegi funkcidk javulnak, az életmindség nd.

crer

o A Rheopheresis antiinflammatorikus hatdssal bir a gyulladasos citokinek filtracidjan

crer

crer

prothromboticus aktivitast.

o A Rheopheresis antioxidans hatassal bir. A kezelés hatdsara a vérplazmaban talalhato
glutation ciklusban fontos szereppel bird extracellularis prekurzorok ¢és intermedierek
koncentraci6 valtozasai bizonyitjak, hogy a kezelés hatasara az antioxidans statusz pozitivan

valtozik, a glutation pool a redukalt glutation szintézisének iranyaba tolodik.
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VIII. A vizsgalat limitalo tényezoi

° Habar a Rheopheresissel szamottevd klinikai eredmények érhetdk el, a kezelés
hatasfokanak noveléséhez elengedhetetlen a megfeleld beteg compliance. Ez magéaba foglalja
az eldirt gyogyszeres terapia, ¢és diétds megkotések szigort betartasat, fekélyes betegek esetén
az ortézis megfeleld viselését, a rendszeres sebtoilettet, mindezek mellett az esetleges karos
szenvedélyek azonnali elhagyasat és a tarsbetegségek megfeleld kontrollalasat. Tekintve, hogy
a diabetes mellitus nem gyogyithatod betegség, igy kulcsfontossagu ezen szabalyok betartasa,
amely a vizsgalat soran nem minden beteg esetén teljestilt.

o Eredményeinket limitalja a kis betegpopulacid. Ennek hatterében egyik okként a 2020-
ban kirobbant COVID jarvéany all. A veszélyhelyzettel egyiitt bevezetett kizarolagos slirgdsségi
szakellatas jelentdsen megnehezitette a betegszam novelését.

J Jelen dolgozatban kevés sz6 esik a kezelés hatdsainak tartossagardl, a betegek

hosszutavi utankdvetése tovabbi, részletes vizsgalatot és statisztikai analizist igényel.
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