EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

Laboratoriumi allatok micro-rheologiai tulajdonsagainak
osszehasonlito standardizacios vizsgalatai
kisérletes sebészeti kutatasokhoz

Dr. Kiss Ferenc

Témavezeto:
Dr. Németh Norbert, Ph.D.

DEBRECENI EGYETEM
KLINIKATI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

2011



Tartalomjegyzék

1. BEVEZETES ..ottt 3
2. TRODALMI ATTEKINTES ...ttt 5
2.1. Haemorheologiai parameterek ............oooeeiuieiiiiiiieiiiiieeiee e 5
2.1.1. A vOrosvérsejt deformabilitas ..........cccueevieeiieiiieniieieeie e 7
2.1.1.1. Laboratoriumi modszerek a vorosvérsejt deformabilitds meghatarozasara...... 8
2.1.2. A VOTOSVEISE)t QZEICEALI0....c.ueeruieetiereieeieesireeieerteeeteenteeereesseeeseesseessseeseessseenseens 10
2.1.2.1. Laboratériumi modszerek a vorosvérsejt aggregatio meghatarozasara .......... 11
2.2. Fajspecifikus haemorheologiai kiilonbségek kisérleti és laboratoriumi allatokban...... 12
2.3. A haemorheologia jelentdsége a kisérletes sebészeti kutatdsokban.
A laboratoriumi mérések standardizacids KErdései.........oovvvenirviinienieiinieniinieneeee 14
3. CELKITUZESEK ..ottt sttt 20
4. ANYAGOK ES MODSZEREK ......coirvimmriimremmrnisnsessessssesssessssessssesssssssssessssnsssssness 21
4.1. Nemi kiilonbségek haematologiai €¢s haemorheologiai elemzése laboratoriumi allatokon 21
4.1.1. Kisérleti allatok €s vérvételi protokoll ...........ccceevvieiieriieiiieiieieeieeieeee e 21
4.1.2. Haematologiai paraméterek meghatarozasa...........cocceeveeeiiieniienieenieniieiieeieeens 22
4.1.3. Haemorheologiai paraméterek vizsgalata .............coccvevieeiiiiniiiiiieiiecieeiieeie e 23
4.1.3.1. A teljes vér és plazma viszkozitas meghatarozasa...........cccceeevveeeevieenieeennenns 23
4.1.3.2. A fibrinogén Koncentracio METESE .........cccureruierrierireriieriienieeieeeieeieesreeseens 24
4.1.3.3. A vorosvérsejt deformabilitds meghatarozasa...........cceeeeveeeciieenciieenciieeeiens 24
4.1.3.3. 1. FItTOMEIIIA. .o.eeiuieiiiiieiieiiieieeeste et 24
4.1.3.3.2. EKtaCYtOMEIIIA ....vveeeiiieeiiieeiie ettt et e et eee e et e e eaee e e e b e e 25
4.1.3.4. A vorosvérsejt aggregatio meghataroZasa.........cueevvveeeveereeenieenieenieenieenreeeeans 27
4.1.4. Statisztikai analiZiS ......c.cooiiiiiiiiiii e 27
4.2. A tarolasi id6 és hdmérséklet hatasa laboratériumi allatok vérmintainak
haematologiai és haemorheologiai parameétereire........cccvvevveeeriieeiveeriieeeiieeeree e 28
4.2.1. Kisérleti allatok €s mintavetel...........oooeviiriiiiiniiniiieneeeeeeeeesee e 28
4.2.2. Tarolasi és mintaelokészitési protokoll...........cocviveeiieeiiiiiiiiieeee e, 28
4.2.3. LaboratOriumi METESEK .......cc.eeruiriiriiiiienienieeie sttt ettt st 29
4.2.4. Statisztikal analiZis........cooiiiiiiiiiiii e 29
4.3. Kiilonb6z0 viszkozitast szuszpendald oldatok hatasa laboratériumi allatok
vordsvérsejt deformabilitds mérésének €rzékenysegere .......oovvvvvvviiiviieenciieeniieeeeieenns 30
4.3.1. Nemi kiilonbségek tovabbi ektacytometrids vizsgalatai ............ccoeeveeiieniienieennnn. 30
4.3.1.1. Kisérleti allatok és mintavetel ...........cooeeiiiiiiiiiiiiiiee e 30
4.3.1.2. Mintael6készités és vorosvérsejt deformabilitds mérés ...........coocvveviennennnnn. 30
4.3.2. Ektacytometrias mérések érzékenységének vizsgalata laboratoriumi allatok
hokezelt VOTOSVEISEILIIVEL...c..iiiiieiieiiieiiecie ettt 31
4.3.2.1. Kisérleti allatok és mintavetel ..........coooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 31
4.3.2.2. MintaelOkeészités €s hOKEZEIES.........coeevuiriiriiniiiiiieececceeee e 31
4.3.2.3. Haematologiai és morphologiai vizsgalatok ............ccccceevevierciieniiieeniieenieens 32
4.3.2.4. A vorosvérsejt deformabilitds meghatarozasa..........ccceeeveeviieniveniienieenieeiens 32
4.3.2.5. Statisztikal analiZiS........c.eereeiiiiiiieiiieiee e 32
5. EREDMENYEK ....cooiiumiiuiimriiaeiiesiseesseesssess sttt 34
5.1. Nemi kiilonbségek haematologiai és haemorheologiai elemzése laboratoriumi allatokon 34
5.1.1. Haematologiai parameéterek...........ccocueeruieriieniieniieiieeieeiee e eieeeve et seee e 34
5.1.2. Haemorheologiai parameéterek ............ccveeriieeiiieeiiieeieeeieecieeeeieeeereeeevee e en 34
5.1.2.1. Teljes vér €s plazma VISZKOZItAS ........cceevieriieriieniieiieeieeeeee et 34
5.1.2.2. Vorosvérsejt deformabilitds ..........ccoccveeeeiieeiiieeiieeieece e 36



5.1.2.3. VOrOSVEISejt AZEIEALIO. ... .ccvieeieerieriieeiiesieeieeeeeereesereeseessseesseessseeseessseenns
5.2. A tarolési id6 és hdmérséklet hatdsa laboratoriumi allatok vérmintdinak
haematologiai €s haemorheologiai parameétereire ..........ccuevveevuieriienieeeeenieeie e
5.2.1. Haematologiai parameéterek...........cooouieriieriieiiieiieeieeeie et
5.2.2. Haemorheologiai parameéterek ............cccuevvierieeiienienieeiieeie et sve e
5.2.2.1. Teljes vér és plazma VISZKOZItAS ........c.cecueeviiiiiiiiiieiieeeeee e
5.2.2.2. Vorosvérsejt deformabilitds ..........cceeevieeiieiiieiiieiiieiiecie e
5.2.2.3. VOrOSVErsejt agEreGatio......coeeruerurirreerueriienieeienieenieetesieesieeeesieesseeneesueensesneene
5.3. Kiilonboz6 viszkozitasu szuszpendald oldatok hatasa laboratériumi allatok
vorosveérsejt deformabilitds mérésének €rzekenysEgere ..........ccoovvvviiiniiniiienieniieeneens
5.3.1. Nemi kiilonbségek tovabbi ektacytometrids vizsgalatai ..........cceeeveeeveenreenirennnnnne.
5.3.2. Ektacytometrids mérések érzékenységének vizsgalata laboratériumi allatok
hOKezelt VOTOSVEISEIIRIVEL...c.viiiiiieiieeiieiieeie ettt
4.3.2.1. Haematologiai és morphologiai VAItOZASOK ..........ccceeeueeiuieriiiniieniieiieeieeies
5.3.2.2. A vorosvérsejt deformabilitds VAItOZASATL .......ccueevuveecvieriieiieeiieeeeie e,
6. MEGBESZELES........ooutiiiiieriieeiiesiseis et ssessssessss sttt sssesnns
6.1. Nemi kiilonbségek haemorheologiai jellemzoi ..........c.eeeviiriieiiieniieniieiecieeeecie e
6.2. A mintatarolasi id6 és hdmérséklet hatasa a haemorheologiai paraméterekre..............
6.3. Az ektacytometrids mérések €rzekenysege ........ccovvuieruiiriiiiiiiiieiieee e
6.4. Az eredmények hasznosithatosaga a kisérletes sebészeti kutatdsokban .......................
. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEFOGLALASA .......
9. TrodalomMIEEYZEK.......oeieiieeeiii et ettt et e e e e e naae e e enaeeenens
9.1. Hivatkozott kozlemények JEGYZEKE ........ccceeviieiiiiiiieiiiie e
9.2. Az értekezés alapjaul szolgdld in extenso kozlemények...........ccoveeevveeciiencieencieeenen.
9.3. Az értekezés témajaval 0sszefliggd in extenso kozlemények ...........coevveviieniienninnnen.
9.4. Egyéb in extenso KOZIEMENYECK .........ccoeviiiieiiiiiiiiecece et
1O, TATZYSZAVAK ....ccuviiiiiieiieeie ettt ettt ettt e et e st e et e sabeenbeassbeenseeenseenseassneenseens
11, KOSZONCINYIIVANIEAS ......veeeiiieeiiieeiie ettt ettt e e e e et e e eta e e sntaeeeraeessneeesnseeennseeennns
L2, FUGEEIEK ...ttt et ettt ettt e et e e e e enbeeseeeaseenseessneensaens

~



Az vagy, mit teremtesz,
ott tartasz, mit megjartdl.
Minden lépés elore visz,

tamadj fel, ha elbuknal!”
(ismeretlen szerzo)

1. BEVEZETES

A haemorheologia a vér aramlasaval foglalkozé tudoméanyag,*® amelynek a keringés
anatomiajara és élettanara vonatkoz6 gyokereit mar az Okori és kozépkori irdsokban is
fellelhetjiik. A modern mérodmiiszerek révén, igazi fejlddésnek azonban a mult szazad utolso
évtizedeiben indult.**''*

A korakozépkor dogmatikus évszazadait kdvetden a reneszansz idején indult meg, az
allat és vele parhuzamosan a human ¢élettan és anatomia megismerésével az orvostudomany
ujabb kori fejlédése. A XVII. szazadban William Harvey (1578-1657) a vér keringésérol és
annak iranyarol tett felfedezése fordulopontot jelentett, ledontve a tobb mint tizennégy
¢vszazados galenusi dogmakat. A vér és a keringés a tudomany érdeklddésének
kozéppontjaba keriilt. A XVII. szazad masodik felében Anthonie Philips van Leeuwenhoek
(1632-1723) kezdetleges mikroszkdpjaval végzett megfigyelései alapjan a tudomany-
torténelemben eldszor irta le pontosan a vérben 1évé vordsvérsejteket, €s a mai modern
berendezések pontossagahoz hasonloan az atméréjiiket is kiszamolta (1/3000 hiivelyk, azaz
hozzavetlegesen 8 pm!).'"* A XIX. szdzadtol az empirikus megfigyeléseken til, a fizika
fejlodésével egyiittesen, lehetévé valt a jelenkori haemorheologiat mai napig is meghatarozo
elméletek megsziiletése, mint amilyen az egyenes csében aramld folyadékok rheologiai
viszonyait leiré Poiseuille-torvény, vagy a 300 pm-nél kisebb atméréji erekben
megfigyelhetd axidlis dramlasbol kovetkezd Fahracus-Lindqvist effektus.'®! 13

A technika fejlddésének eredményeképpen, a XX. szdzad kozepétdl lehetdség nyilt

olyan mérdberendezések megalkotasara, amelyek a vordsvérsejtek tulajdonsdgainak



vizsgalataba egyre jobb betekintést nyujtottak és a kialakuld standardoknak kdszonhetden
lehetévé valt a kiilonboz6 laboratoriumok kutatasi eredményeinek dsszehasonlithatosaga.”>”!

A modernkori haemorheologia atyjaként Alfred Lewin Copleyt (1910-1992) tekintjiik,
aki 1951-ben definiélta e diszciplina fogalmat a vér alakos és plazmatikus komponenseinek,
valamint a vérrel kontaktusban 1évé érfal makro- és mikroszkopikus éaramlastananak
tudomanyaként.**''®

Mara, a korszerli rheologiai mérémodszerek elterjedésével igazi multidiszciplinaris
tertilett¢ valt a haemorheologia az alap- ¢és alkalmazott kutatasoktél a klinikai
vizsgalatokig.**'*! A vizsgalt problémak nagy része természetszeriien klinikai kérdéskorok,
amelyekre a valaszt gyakran a kisérletes orvostudoméanyban hasznalt allatmodellek képesek

adni. A vér rheologiai paraméterei (vér és plazma viszkozitas, haematocrit, vordsvérse;jt

deformabilitas, vorosvérsejt aggregatio, fibrinogén) koros, gyakran jelzd értékii valtozasokat

24,28,44,141,142,161 68,138,139,151,152

mutatnak cardiovascularis ¢s cerebrovascularis korképekben,

: o . 43,53,121 .y . 67,68,78,79.8
peripherias érbetegségekben,™>'*! gerontologiai vonatkozasokban,**"®7% anyagcsere
. 29,131,150 . : : .. 4,19,27,43,55,75,102,107 4 :
betegségekben,” gyulladdsos-, ischaemia-reperfusios®'**"#=>7>102107 45 septicus
9.19 P11 r , . v , , 90
folyamatokban,”'® tovabba a 1épfunkcié csokkenésekor vagy elvesztésekor.” 9192126

A kutatasok soran az eredmények validalasanak, értékelhetdségének és
extrapolalhatdsdganak az alappillérét képezi, hogy a kialakitott kutatdsi modell tervezése és

kivitelezése korszerli laborallat-tudomanyi elvek szerint*>"'*

¢s standardizalt koriilmények
kozott torténjen. Ebbe beleértendd a megfeleld laboratoriumi/kisérleti allatfaj megvalasztasa,
az esetszam ¢és a nemi aranyok, a vérvétel helyének, mennyiségének, valamint a mintakezelési
¢s mintaeldkészitési koriilmények meghatarozasa is. Ezen elvek és standardok nélkiil a
kiilonboz6 laboratoriumi 4allatfajokbdl, mas-mas kutatdé csoportoktdl szarmazd kutatési

eredmények biztonsdggal nem hasonlithatéak 6ssze, és nem extrapoladlhatdoak megfeleléen a

human klinikai gyakorlatbol felmertilé kérdésekre.



Problémat jelent, hogy a mai napig nem all rendelkezésre a human klinikai
gyakorlathoz hasonl6 standardizalt protokoll, amit az allatkisérleteknél alkalmazni lehetne a
haemorheologiai paramétereket meghatdrozo laboratériumi berendezések és methodikak

7,21,66

kapcsan, s amely tobb laboratériumi allatfajra adaptalva lenne, s figyelembe venné a faji-

és a nemi kiilonbségeket is.'>*'’

Kutatasaink egy része a megfeleld allatkisérletes haemorheologiai méréstechnikai
standardok kialakitasara irdnyult mintakezelési és miiszer-érzékenységi Osszehasonlitd
vizsgalatokkal a kiilonb6zé haemorheologiai mérémiszereken. A cél, a biztonsagosan

kivitelezhet6 és értékelhetd laboratoriumi vizsgalatok biztositdsa volt a kisérletes sebészeti

kutatasokban alkalmazott allatmodellekhez.

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Haemorheologiai paraméterek

Bar Jean Louis Marie Poiseuille (1797-1869) munkéssaga soran a vér aramlasaval
kapcsolatosan kivant kisérleteket végezni, a vér megalvadasabol addédé kudarcai miatt
vizsgalatait viz felhasznalasaval fejezte be. Munkdja eredményeként megalkotta a rheologia
egyik alaptorvényét. Poiseulle-tdl fliggetleniil Gotthilf Heinrich Ludwig Hagen (1797-1884)

. . o . r r . - o r r . e 40,11
is felismerte az 6sszefiiggést, ezért ma Hagen-Poiseuille torvényként is ismert:**'®

r¢m

ahol Q a folyadék aramlasi sebessége, Ap a csd/érszakasz két vége kdzotti nyomas-gradiens,
r a csO/€rszakasz keresztmetszeti sugara, / a hossza, # a folyadék viszkozitasa.

Poiseuille kutatdsai alapjan a torvény bar csak newtoni folyadékokra és merevfala
csovekre vonatkozik, mégis jo kozelitéssel hasznalhatdé a nem-newtoni folyadékként

. 17 , . , 118.1 14
viselkedd vérre a nagyerek teriiletén.''*">*!%



Az egyenletbdl jol latszik, hogy physiologids koriilmények kozott a vér dramlasat
leginkabb a perfusids nyomas, illetve az erek vasodilatator és vasoconstrictor mechanizmusai
hatarozzak meg, és a teljes vér viszkozitas, valamint az azt meghatdrozé haemorheologiai
faktorok kisebb jelentdsséggel birnak. Azonban pathologids helyzetben, amikor a
haemodynamikai rezerv kimeriil, a haemorheologiai jellemzdk alarendelt szerepiikbol
meghataroz6 paraméterekké lépnek el 204136140
A teljes vér viszkozitast szamos extrinsic €s intrinsic paraméter hatarozza meg, melyek

a keringés kiilonb6z0 szakaszain az eltérd aramléasi viszonyoknak megfeleléen kiilonbozo

mértékben jelentenek befolyasold tényez6t (1. tablazat).

I. tablazat: A teljes vér viszkozitdst meghatarozo fobb faktorok

extrinsic faktorok intrinsic faktorok
az 4ramlé vérre hatd plazmatikus faktorok cellularis faktorok
sebesség-gradiens vordsvérsejtek szama és mérete
érpalya és mikrokeringés vorosveérsejt deformabilitas
morphologiai jellemz6i plazma viszkozitas: vOrosvérsejt aggregatio

- fibrinogén koncentracio

- lipid koncentracid fehérvérsejt szam

hémérséklet .
thrombocyta szam

thrombocyta aggregatio

Az extrinsic csoportba tartoznak azon teljes vér viszkozitast befolyasold paraméterek,
amelyek nem a keringd vér tulajdonsagaibdl szarmaznak. Ilyen tényezdk a homérséklet, az
érpalya és mikrokeringés funkcionalis és morphologiai allapota. Mivel a vér nem-newtoni
folyadék, azaz viszkozitasa sebesség-gradiens-fiiggd (Casson-tipusu folyadék), a vérre hato
nyirderébdl adodo sebesség-gradiens is az extrinsic faktorok kozé sorolhat6.

A teljes vér viszkozitdst meghatarozo intrinsic faktorok magéanak az aramlo vérnek a

tulajdonsagaira vonatkoznak, melyek részben plazmatikus, részben celluléris tényezok.



A plazmatikus tényezok kozott maganak a plazmanak a viszkozitasa szerepel, melyet a
benne 1évo proteinek -leginkabb fibrinogén, tovabba globulinok-, és a lipid frakciok, féleg
trigliceridek koncentracioja befolyasol.?®>%7¢-13

A cellularis faktorok a vér alakos elemeinek mennyisége €s azok tulajdonsagait leird
paraméterek. Igy az alakos elemeknek megfeleléen harom tovabbi csoportra bonthat6, mint a
fehérvérsejtek szama, a vérlemezkék szdma és aggregatios készsége, illetve a vorosvérsejtek
szdma ¢és mérete, mely a haematocrit értékében 0sszegzédik. Fontosak tovabba a
vorosvérsejtek  micro-rheologiai  tulajdonsagait leir6 deformabilitdsi és aggregatios
paraméterek.

A vér viszkozitasat legmegbizhatobban kapillaris, illetve rotacios viszkoziméterekkel

lehet meghatarozni kiilonb6z6 sebesség-gradiens tartoméanyokban.'-2%6>

2.1.1. A vorosvérsejt deformabilitas

A vorosvérsejtek deformalhatosaga alatt a sejtekre hatd nyirderd hatdsara létrejovo
passziv alakvaltozas mértékét értjiik. Ez a passziv alakvaltozds a magas aramlasi sebességli
érszakaszokon (tdmeges dramlds zondja, ératméré > 300 um) ndveli a vér fluiditasat, azaz
csokkenti a viszkozitast 28136140159

A 300 pm atmérd alatti erek esetén (tranziens zona, ératmérd 8-300 um) az axialis
aramlasi profil mellett megjelenik a Fahraeus-Lindqvist effektus is, azaz az ératmérdvel
egyenes aranyban csokkend viszkozitas jelensége, az érfal mentén kialakuld sejtszegény
plazmaréteg (Poiseuille-zona) mellett.**!'®

A megfeleld deformabilitdsnak az ugynevezett egyenkénti aramlas zonaban (ératmérd
< 8 um) van még nagyobb jelentdsége, hiszen a szervezetben szamos helyen (szivizom, agy) a

3-5 wm vagy anndl kisebb atmérdjli microcapillarisokon csak a megfeleléen elnyujthatd

vorosvérsejtek tudnak 4thaladni.*"'*® A deformabilitas paraméter meghatarozasanak



jelentdsége ebben rejlik, hiszen a barmilyen okbol karosodott, rigidebbé vald vordsvérsejtek a
szoveti microcirculatio teriiletén okoznak tovabbi zavarokat,>*!-728116-117.132

A vorosvérsejteknek a deformabilitasat szamos cellularis faktor hatdrozza meg,
melyek igen érzékenyek a sejtek homeostasisanak valtozasaira. A deformalhatosag egyik {6
meghatdrozoja maga a cytoskeleton, és azon belill is a spektrin, ami a membran band-3
proteinjéhez kapcsolodik.'*® A bikonkav morphologia, a sejt volumen (emberben atlagosan
90 fl), a sejt felszin (emberben: ~140 pm?®) és a felszin-térfogat arany tovabbi fontos
meghatarozéja a deformabilitisnak.”*"'*® Ennek fenntartisaban fontos szerepet jatszanak a
vOrosvérsejt-membranban  elhelyezkedé ATP fiiggd Ca®" pumpak.'*"*”7%1% A belss
viszkozitast dontéen a haemoglobin-tartalom hatdrozza meg, de jelent6s befolyasold tényezd

a sejtmembran sajat viszkozitésa is (emberben: 0,7 pPa.s.m).”*’

2.1.1.1. Laboratoriumi modszerek a vorosvérsejt deformabilitas meghatdrozasdara

A filtraciés elven miikodd, az 1980-as években kifejlesztett Reid-Dormandy
filtrométer, robbanasszerii fejlédéshez vezetett a haemorheologiai kutatasokban?®%637
Hazai viszonylatban is fontos szerepet jatszott és jatszik ez a modszer, annak magyar (pécsi és
debreceni) vonatkozasabol addéddéan is, hiszen ebbdl lett kifejlesztve a St. George’s
filtrometer.*> Ennek tovabbfejlesztett valtozata a magyar Carat FT-1 filtrométer (Carat
Diagnosztika Kft.).2'*

Az elmult 30 év technikai fejlédését kovetden a laser-diffrakcié elven miikodo
vorosvérsejt deformabilitast, elongatidt meghatarozo késziilékek hoditottak teret az utdbbi
években. Ezek koziil a piacon elérhetd a dél-koreai gyartdsi Rheoscan-D200 slit-flow
ektacytometer (Sewon Meditech Inc., Dél-Korea)'?® és a holland gyartasu laser-assisted

optical rotational red cell analyser (LoRRca; Mechatronics BV, Hollandia).** A harmadik

ismert késziilék, a Rheodyn-SSD. !¢



A Carat FT-1 filtrometer a vorosvérsejtek deformabilitdsinak meghatarozasahoz egy
5%-0s haematocritii vordsvérsejt - foszfatpuffer (PBS) szuszpenzidt aramoltat at egy 5 um
porusatmérdii filteren, konstans 4 vizem-es negativ nyomassal.”'** A késziilék eldnye, hogy a
poérusokon torténd filtracié a microcapillarisokon athaladd vorosvérsejtekre hatd erdket jo
megkozelitéssel szimulalja. Hatranya, hogy a mérések kivitelezéséhez vordsvérsejt
szuszpenziot kell késziteni tobbszords PBS-ben torténdé mosassal és centrifugalassal.”’ Ennek
kovetkeztében a mintaelokészités soran sériilhetnek a vordsvérsejtek mind mechanikusan,
mind ozmotikusan, tovabba az esetleges pH valtozasok hatasan, mely a PBS oldat hibajabol
vagy akar a hosszu idejli mintael6készitésbol is adddhat. A mérések kivitelezésénél, az
eredmények értékelésénél nehézséget okozhat, hogy a reprezentativ mérésekhez teljesen
fehérvérsejt- és thrombocyta-mentes szuszpenziok sziikségesek, melyet a methodikabol
adodoan nem lehet tokéletesen kivitelezni. Ezen corpusculumok a méréseket
befolydsolhatjdk: a fehérvérsejtek a filter porusait, lényegesen nagyobb méretiikk miatt
eldugaszolhatjak.”>*® A methodika tovabbi standardizalasi nehézségét jelenti a sejtméret-
porusméret arany kérdése, amely a miiszer érzékenységét is jelentésen meghatérozza.”'>'%
Fontos befolyasold tényezo a pérusokon talalhato filterek szama, egységes mérete €s esetleges
¢les széle, mely a sejtek mechanikai sériilését okozhatja. A methodika kiilonb6zd
laboratoriumi allatfajokra torténd adaptatigja sem teljes mértékben kivitelezhetd, mert a
mérésekhez kb. 2-2,5 ml teljes vér sziikséges. Ez kis laboratériumi allatokbol (egér, patkany)
vagy egyaltalin nem biztosithatd, vagy pathologids mennyiséglinek mindsiil, mely
szignifikansan befolyéasolja az allat physiologiai paramétereit, kovetéses vizsgalatok pedig
egyaltalan nem kivitelezhetéek.™'*

A laser-diffrakcids elven miikodo ektacytometerek nagy elonye, hogy a vorosvérsejt

deformabilitds meghatarozasdhoz szamottevéen kevesebb vér mennyiségét igénylik

(Rheoscan: 5-6 pl, LoRRca: 10 ul), igy a methodika kénnyen adaptalhat6 kis laboratoriumi



allatfajokra is, és a kovetéses vizsgalatok is tervezhetéek. A mintaeldkészités a vérminta
kapcsan elhanyagolhat6, és a vizsgalatok teljes vér felhasznalasaval torténnek, ami tovabbi
elényt jelent a mérések soran. A methodika hdtranya, hogy a mérések a physiologiastol
kb. 5-6-szor nagyobb viszkozitasu kozegben torténnek, melynek az eddigi kutatasok alapjan
nincs hatasa a sejtekre, mert maga az oldat izotonids €s isoosmolaris, &m mégis eltér a
physiologias koriilményekt6l. A magas viszkozitasi kézeg -mely altalaban polyvinyl-
pyrrolidon (PVP) vagy dextran oldat- alkalmazasa nélkiil a mérések sordn a nyirderé nem

. , TS . g 49,50,62,97
adodna at a vorosvérsejtekre, amelyek igy nem elongalodnanak.”*-~%%

2.1.2. A vorosvérsejt aggregatio

A bikonkév erythrocytdk madsik fontos micro-rheologiai tulajdonsdga a sejtek
reverzibilis 0sszekapcsolodésa, aggregatidja. A folyamat 1étrejon, amikor a disaggregald erdk
ereddje kisebb, mint az aggregatios erdk értéke. Elobbiek az aktualis sebesség-gradienstdl
figgenek, de a vorosvérsejtek kozotti elektrosztatikus repulziés erd és a sejtmembran
elasztikus energiaja is befolyasolo tényezd. Az aggregatidt 1étrehozd erék gyengék, azokat
dontéen a fibrinogén molekuldk nem kovalens kotédése,” valamint a sejteket koriilvevé

glycocalyx Osszetételétdl is fliggd, ugynevezett depletios zoéna ¢és a plazma fazis

crer

Osszetarto erék alakitjak,'***!1%®

Az aggregatidos folyamat els6 10-15 masodpercében a vordsvérsejtek linedris,
vonalszerli 6sszetapadasa torténik: igynevezett pénztekercs, ,,rouleaux” format alkotnak. Ezt
kévetéen a linearis aggregatumok 3 dimenzids alakzatokat forméalnak.**'**!2?

A vorosvérsejtek aggregatiojat, annak mértékét plazmatikus és cellularis faktorok

hatdrozzak meg. A plazmatikus faktorok a fibrinogén koncentracid, illetve in vitro

koriilmények kozott mas makromolekuldk, mint a dextran. Ezek nagy, elagazo térszerkezetli
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molekulak, melyek a glycocalyx réteg miatt nem tudnak a sejtmembranig penetralni, igy
1étrejohet a depletids zona.*'*'*° A celluléris faktorok kozé tartozik a vorosvérsejtek alakja,
deformalhatésaga és az igen nehezen meghatarozhato glycocalyx sszetétel.' 123124

A vordsvérsejtek aggregabilitdsa kifejezés a vorosvérsejtek aggregatios készségére
utal, melyet csak celluléris faktorok befolyasolnak, és fiiggetlen a plazma tulajdonsagaitol. Az
aggregabilitds  Osszehasonlitd jelleggel meghatarozhatd kiilonb6zé makromolekula
oldatokban, in vitro.'®

A fokozott vorosvérsejt aggregatio kdvetkezményeként a tomeges dramlasi szakaszban
nd a particulum-méret, kdvetkezményes viszkozitds emelkedéssel az alacsonyabb sebesség-
gradiens tartomdnyokban. A mikrokeringésben nagyobb disaggregald energiara van sziikség
az aggregatumok feltoréséhez. Az arterioldkban a kifejezettebb axialis dramlas révén csokken
az érfal mentén a surlodasi ellenallas, valamint csokkenhet a szoveti haematocrit, novekedhet

o . POV S .- 114c 18.82,116
a vascularis tonus. Mindezek ereddjeként nd az aramlasi ellenallas. ™"

2.1.2.1. Laboratoriumi modszerek a vorosvérsejt aggregatio meghatdrozdsdara

A klinikai gyakorlatban rutinszerlien elterjedt Westergreen modszer indirekt modon a
vorosvérsejtek aggregatidjan is alapszik, hiszen a stasis alatt kialakuldé aggregatumok
stillyedésének mértéke fiigg az aggregatio sebességétdl és mértékétol. A fokozott vorosvérsejt
aggregatio nagyobb mértékii vérsejt-siillyedésben nyilvanul meg.”*

Az aggregatio mértékérdl indirekt informéci6 nyerhetd az alacsony sebesség-
gradiensnél (jellemzéen 1 s alatt) mért vér viszkozitas adatokbol is, amely tartoményban az
aggregatumok létrejotte nagymértékben noveli a vér viszkozitasat, kialakitva a nem-newtoni
folyadékokra jellemz6 tulajdonsagokat.”'*2¢*

A technika fejlédésével egyre inkdbb a direkt modszerek keriiltek eldtérbe.

A fénytranszmisszids elven alapuld, német gyartmanya Myrenne MAI1 aggregometer
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(Myrenne GmbH, Németorszag) az egyik legelterjedtebb vordsvérsejt aggregometer.'”’
A késziilék a vordsvérsejt aggregatiot stasisnal és alacsony sebesség-gradiens (3 s™) mellett
hatarozza meg minddssze 20-30 pl anticoagulalt vérmintabol. Elénye, hogy egyszerl, a
mindennapi klinikai gyakorlatban is kdnnyen hasznalhat6. Hdatranya, hogy az aggregatio elsé
10 mésodpercérdl ad csak informaciot, a mérések hokontroll nélkiil zajlanak, és a vérminta
érintkezik az oxigénnel, amely befolyasolhatja a mérési eredményeket.'*®

A voOrdsvérsejt deformabilitds meghatarozasara is alkalmas LoRRca késziilék
(Mechatronics BV, Hollandia) aggregatiot meghatarozo6 funkcioja a laser-backscattering elven
miikodik. Egy méréshez 0,7-1 ml vér sziikséges. A miiszer a vordsvérsejt aggregatio teljes
folyamatat vizsgalja szdmos dinamikus paraméter kalkuldlasaval. A mérések hdkontrollalt

koriilmények kozott torténnek, a vérminta leveg6vel minimalisan érintkezik %

A micro-rheologiai paramétereket (vOrdsvérsejt deformabilitds ¢és vordsvérsejt
aggregatio) meghatirozd tényezOk Osszetettsége révén a human adatokhoz képest jelentds
haemorheologiai eltérések mutatkoznak az orvostudomdnyban maig nélkiilézhetetlen
allatkisérletekben vizsgalt fajok vonatkozdsadban. Ezek feltérképezése és megértése fontos a

kutatasok tervezésénél és az eredmények értékelhetdségénél, extrapolalhatdosdganal.

2.2. Fajspecifikus haemorheologiai kiilonbségek kisérleti és laboratoriumi allatokban
Az irodalomban szamos kozlemény taldlhatd, melyek fleg az emlésok fajspecifikus
haemorheologiai kiillonbségeivel foglalkozik az aktudlisan ismert és elérhetd mérdmoddszerek
lehetségeit részben vagy teljesen kihasznalva,b:81%17:303233.35.59.64.74.86,103,109,114,115,134,146,153,156
Az 6sszehasonlitd haemorheologia célja részben a laboratoriumi allatok és részben az
embertdl filogenetikailag tadvol 4llo, de egyes physiologiai paramétereiben igen diverz

allatfajok haemorheologiai profiljanak feltérképezése és a kiilonbségek hatterében allo

Osszefiiggések megfejtése. Ezek a human haemorheologiai valtozasok, pathologids eltérések
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megértését is szolgalhatjak amellett, hogy a kisérletes orvostudomany szamara nyujtanak
alapinformaciokat."’

Az allatvilagban az emlOsok egyik fO0 rheologiai sajatossaga a sejtmag nélkiili,
bikonkav alaki vordsvérsejtek jelenléte.””® Az ovalocyta alakkal és magvas vorosvérsejttel
rendelkez6 halakhoz, kétéltiiekhez, hiillékhoz és madarakhoz képest az emlésok erythrocytai
nagyobb mértékben képesek a deformabilitasra és kiilonbozé mértékben ugyan, de 1étrejon a
vorosvérsejtek aggregatioja.’* %17

Az emlésok vorosvérsejt deformalhatosagat és azok fajspecifikus sajatsagait az
irodalomban szdmos modszerrel vizsgaltdk mar (filtracid, laser-diffrakciés modszerek,
mikropipettas aspiracios technika). Altalanossagban elmondhatd, hogy a sejtméret-porusméret
ardny révén behatarolt filtracios mérések kivételével, ™" a vordsvérsejtek elongatidjat
vizsgald laser-diffrakcios elven torténd deformabilitas értékekben a fajok kozotti kiillonbségek
kisebb mértékiiek, mint a vorosvérsejt aggregatidos paraméterekben tapasztalhatd nagyfoki
kiilonbségek."’

Egyes fajok, mint a birka, a kecske vagy a szarvasmarha vordsvérsejt aggregatioja

114,115,156

nem vagy csak nagyon kis mértékben mérhetd, mig mas fajokndl -mint a 16, a

macska, az antilop- azonban nagymértékii vorosvérsejt aggregatio mutathaté ki, »!''>-119-120-156
E kiildnbségek hatterét nem lehet csak filogenetikai sajatsagokkal magyarazni,*'>% bar erre
vonatkozoan szdmos elmélet sziiletett, melyek a genetikai, a kornyezeti (északi és déli sarkon

¢l6 fokak, hideg- és melegvizii tengerekben é16 allatok)'>*

¢s az ¢életmddbeli (mozgékony
vagy kevésbé mozgékony)' " tényezéknek is nagy szerepet tulajdonitanak. '

A mai napig nem ismert azonban egységes magyarazat az ember és az egyes emlds
allatfajok haemorheologiai kiilonbségeinek megértésére.”” Szamos allatfajban irtak le olyan

vér viszkozitdsi, vOrOsvérsejt deformabilitdsi és aggregatidos értékeket, melyek humén

vonatkozédsban mar pathologids mértékiiek lennének. Erre j6 példa a lovak emlitett nagyfoku

13



vOrosvérsejt aggregatidja, a patkany alacsony mértékl, illetve a juh erythrocytdinak
mérhetetleniil alacsony aggregatioja (Myrenne késziilékkel mért M aggregatiés index
atlagérték emberben: 15-18; 16ban: 30-35; patkanyban: 2-3; juhban: 0-1).%!°%!

A humén klinikai gyakorlatban 1étez6 méréstechnikai utmutatok’>'°® igényével,
allatkisérletes vonatkozasban még nem érheté el ajanlas a fajonkénti standardizalt
haemorheologiai profil és a modszerfiiggd méréstechnikai vonatkozasok tekintetében. A
fajokra jellemz6 rheologiai mintazaton tul, az eredmények dsszehasonlithatosaga tekintetében
az is nagy jelentdséggel bir, hogy az egyes allatfajok haemorheologiai paramétereit azonos
mértékll és mindségli behatasok milyen irdnyba és milyen mértékben valtoztatjak meg. Hiszen
valdsziniisithetd, hogy az egyes fajok nem feltétleniil mutatnak azonos foku érzékenységet a
kornyezeti, vagy in vivo pathophysiologias hatasokra."’

Ez a kérdéskor, azaz a megbizhatd laboratoriumi hattér biztositdsa a jelzd értéki
haemorheologiai valtozasokat mutatd pathophysiologiai folyamatok tanulmanyozasaban (mint
a sepsis, a 1épfunkcid valtozasanak kovetése, anyagcsere betegségek, ischaemia-reperfusio)
igen nagy jelentdségli, hiszen az ujabb ¢és ujabb mérdmodszerek kifejlesztésével ¢és
elterjedésével a haemorheologiai kutatasok egyre szélesebb korben zajlanak szamos kisérleti

(kisérletbe vont) ¢és laboratoriumi (kisérleti célra tenyésztett) allatfajon. Ezekben a

kutatdsokban a kisérletes sebészeti modelleknek nagy jelentdsége és 1étjogosultsaga van.

2.3. A haemorheologia jelentosége a kisérletes sebészeti kutatasokban. A laboratoriumi

mérések standardizacios kérdései

A PubMed adatbézisaban a 2010. december 31-ig megjelent kozlemények kozott a vér
viszkozitds, a plazma viszkozitas, a vorosvérsejt deformabilitds és a vorOsvérsejt aggregatio
kulcsszavak angol megfeleldire keresve novekvd szamu haemorheologiai témaju cikkek

talalhatoak: az 1980-as évektodl az ezredforduloig meredeken emelkedd szamban (1. dbra).
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1. abra
A viszkozitassal és a vér micro-rheologiai paramétereivel foglalkozo
kozlemények szama évtizedenkénti bontasban a PubMed adatbazisa alapjan
(2010. december 31-ig megjelent kozlemények)

A viszkozitasi paraméterek vizsgalataval foglalkozé kozlemények mar az 1950-es
években is megjelentek, mig a vér micro-rheologiai paramétereit ismertetd publikaciok csak
nagyjabol két évtizeddel késobb sziilettek, melynek hatterében az wjabb laboratériumi
berendezések kifejlesztése és tovabbfejlesztése all.**%*”7 Az utobbi két évtizedben
ugrasszerien megnétt a vordsvérsejt deformabilitassal és a vordsvérsejt aggregatidval
foglalkoz6 kozlemények szama is a fénytranszmisszids aggregometria és az ektacytometria
technikdk megjelenésével.” %1%

A micro-rheologiai tanulményok kozott azonban a vordsvérsejt deformabiltds és a
vOrosvérsejt aggregatio egyiittes vizsgalata mar joval ritkabb (2. abra). Ennek oka valdsziniileg
a mérémiiszerek magas koltsége, igy kevés laboratérium van, ahol tobb, egymast kiegészitd

haemorheologiai médszer all rendelkezésre.”>%
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2. abra

A vér micro-rheologiai paramétereivel foglalkozo6 kdzlemények szama
tematikus és évtizedenkénti bontdsban a PubMed adatbazisa alapjan
(2010. december 31-ig megjelent kozlemények)

I/R = ischaemia-reperfusio

Tematikus bontasban az 1980-as évektd]l ndvekedett a kiilonb6zd sebészeti témakori
vagy allatkisérletes kozlemények szama. Elmondhaté, hogy a micro-rheologiai
paraméterekkel foglalkozo klinikai vizsgalatok ¢és allatkisérletes kutatdsok szdma rohamosan
emelkedik. A tudomanyag viszonylagos fiatal kordbdl adodoan, illetve a precizids és kevés
vérmintat igényld -kis laboratdriumi allatokon is, akar kdvetéses vizsgéalatok kivitelezéséhez
is megfeleléen alkalmazhato- laboratoriumi methodikdk ujszerlisége miatt még szdmos
modszertani Osszehasonlitd kérdés var tisztazasra.

Ezek a kérdések egyrészt a pathophysiologiai folyamatok hatasara kialakuld
haemorheologiai valtozasok mértékének kimutathatdosdgara vonatkoznak, amelyeket a nem

megfeleld mérdmodszer alkalmazédsa, nem kelléen alapos kisérlet-tervezési szempontok,
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vérminta vételi és mintakezelési koriilmények, valamint az egyre Osszetettebb részleteiben
megismert faji- és nemi kiilonbségek is befolyasolhatnak.

A haemorheologiai valtozdsok mértékének kimutathatosagat néhany példaval
szeretném szemléltetni.

Klinikai tapasztalatokbdl és kérdésekbol kiinduld sebészeti kutatasokban egyre tobb
adat utal a korai postoperativ napok eseményei ¢€s a szovodmények kialakulasa kapcsan a
haemorheologiai faktorok ¢és a kovetkezményes microcirculatios valtozasok jelentds
szerepére. %7482

Baskurt és munkatarsai patkanyon coecum ligatioval és punctioval eldidézett sepsis
modellen azt talaltak, hogy 18 oraval a sepsis indukalasat kovetden az aortabol szarmazo
vérmintakban a vorosvérsejt deformabilitas 14,5-15,8%-kal volt rosszabb a kontroll allatok
vérmintaihoz képest.’

Kayar és munkatarsai patkdnyon az arteria femoralis occlusio altal kivaltott ischaemids
karosodast vizsgalva azt talaltdk, hogy mar a 10 perces leszoritas kovetkeztében a kirekesztett
végtagban rekedt vérben a voOrdsvérsejtek deformabilitdsa kozel 10%-kal romlik, a

vorosvérsejtek aggregatidja pedig hozzavetdlegesen 25%-kal emelkedik a szisztémas

keringésben mért adatokhoz képest.” A valtozasok hatterében dontden a lokalis metabolikus
g p

29,154 19,20,46
k> k.17

valtozaso ¢s a szabadgyokok okozta vorosvérsejt karosodasok allhatna

A Sebészeti Mitéttani Tanszék kutatdsaiban Németh és munkatarsai patkanyon és
keverék kutyan végzett kdvetéses végtagi ischaemia-reperfusios kutatdsai sordn azt talaltak,
hogy patkdnyon a femoralis erek 1 oras leszoritasaval eldidézett ischaemiat kdvetden a
vorosvérsejtek filtralhatosagat leird paraméter, a relativ sejt-tranzitidd (RCTT) értéke az
1. postoperativ napon 3,6-szor, a 2. napon 5,9-szer és a 3. napon 2-szer volt magasabb, mint a

kontroll allatokban, lényegesen rosszabb vordsvérsejt deformabilitasra utalva. A romlés

allopurinol -az ischaemia-reperfusids folyamatokban az egyik legfobb szabadgyokforras, a
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xantin-oxiddz enzim inhibitora- adasaval kivédheté volt.'”® Keverék kutyaknal a femoralis
erek leszoritdsaval eldidézett 3 oras végtagi ischaemia hatdsdra az RCTT értékét a 2.
postoperativ napon 2-szer és a 3. napon 3,3-szor taldltdk rosszabbnak, mint a kontroll
allatokban. A micro-rheologiai paraméterek a reperfusio soran, napokkal az ischaemias hatést
kovetden sem rendezddnek, sét tovabbi romlast is mutathatnak.'”’

Petd ¢és munkatarsai keverék kutyakon folytattak vese ischaemias kutatdsokat.
Kisérletiikben egyoldali renalis ischaemidt idéztek eld az arteria renalis 45 perces
atraumatikus leszoritdsaval. Szisztémas vérmintdk laboratoriumi feldolgozdsa soran azt
talaltdk, hogy mar az ischaemia 30. percében az RCTT értéke 50,2%-kal, az 1. postoperativ
napon 73,2%-kal, a 2. napon kb. 110%-kal volt nagyobb, mint a kontroll allatokban. A
tapasztalt vorosvérsejt deformabilitds romlas a tovabbi postoperativ napokon rendezdédott,
illetve allopurinol hasznélataval ebben a modellben is kivédhetd volt a kirosodas mértéke.' '

Brath ¢és munkatdrsai patkdnyon mesenterialis ischaemia-reperfusiés karosodast
vizsgéltak az arteria mesenterica superior 30 perces leszoritdsaval. A vordsvérsejtek
deformabilitasa az ischaemiat kévetdben a vena cava caudalis mintaiban 7,3%-kal, a vena
portac mintdiban 14,5%-kal romlott. A vOrdsvérsejt aggregatio mértéke a reperfusio
60. percére 2,5-szer nagyobb volt a lokalis vena portae vérmintdkban, mint a szisztémas
vena cava vérmintakban.”’

A vér micro-theologiai paraméterei tehat érzékenyen valtoznak az ischaemia-
reperfusio okozta karosodasokra, és kritikus fontossagliak az 1-3. postoperativ napok
a micorcirculatiét befolyasold haemorheologai valtozasok tekintetében is.

A micro-theologiai paraméterek pontos ¢és reprezentativn. modon  torténd
meghatdrozasahoz azonban nélkiilozhetetlenek a modern haemorheologiai laboratdriumi
késziilékeknek és az egyes laboratoriumi metodikaknak a kiilonbozd allatfajokra torténd

Cae e 102
adaptaciodja és standardizacioja.
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Fontos kérdéskort jelent a vérvétel anatomiai lokalizacioja (arterio-venosus, porto-

55,65,133,135

cavalis, capillaris kiilonbségek), a levett vérmennyiség élettani kovetkezményei® és

a vérminta anticoagulalasahoz alkalmazott szer (heparin és K;-EDTA eltéré micro-rheologiai

S 104
hatésai).”'”

Kritikus fontossagu a vérvétel és a mérés kozott eltelt idS, és az in vitro tarolas
hémérsékletének haemorheologiai paraméterekre kifejtett hatasa. Erre vonatkozoan metodika-
fliggd huméan laboratoriumi adatok elérhetéek,'”"'®* azonban az allatkisérletekhez a
kiilonb6z6 fajok vérmintdinak érzékenységének vonatkozasaban kevés adat all rendelkezésre.
A faji haemorheologiai kiilonbségekrél egyre tobb ismeret all rendelkezésre
(2.2. fejezet), azonban a laboratoriumi allatok nemi kiilonbségei kevésbé ismertek. Human
vonatkozésban jol kimutathatéak a nemi haemorheologiai kiilonbségek, amelyek szignifikansak
lehetnek.>***717380 B kérdéskor vizsgalata a kisérletes modellekben kialakitott csoportok nemi
eloszlasat tekintve fontos, ezért kezdtilk meg ezen adatok szisztematikus gytlijtését és elemzesét.
Az egyes mérOmiiszerek eltérd érzékenységgel mutathatnak ki valtozésokat a

102105 A7 ektacytometrias méréseknél alkalmazott,

laboratériumi  éllatfajok vérmintaiban.
kereskedelmi forgalomban is elérhetd vagy elkészitheté PVP oldatok viszkozitdsa human
vonatkozasban jelent6sen befolyasolhatja a voOrdsvérsejt deformabilitasi méréseket
(2.1.1.1. fejezet), azonban ennck mértéke fiigg az oldatok Gsszetételétdl.” %> Allatkisérletes
vonatkozdsban nem ismertek erre vonatkozd Osszehasonlitd adatok. Feltételezhetd, hogy a
mérésekhez alkalmazott PVP oldatok viszkozitdsanak novelésével a vordsvérsejt deformabilitas
faji- és nemi kiilonbségei is érzékenyebben kimutathatéak mind normal, mind az dsszehasonlitd
vizsgalatokhoz alkalmazott hékarositott vorosvérsejtek vonatkozasaban. '

Feltételezhetd, hogy e méréstechnikai koriilményekbdl adodd kiilonbségek
megkozelithetik, vagy akar el is fedhetik a bemutatott pathophysiologiai folyamatokban

kimutathat6 jelentds, gyakran szignifikans haemorheologiai valtozasok mértékét.

Osszehasonlit6 vizsgalataink célkit{izéseit a fenti gondolatok alapjan fogalmaztuk meg.
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3. CELKITUZESEK

1.

A laboratoriumi allatfajok koziil a CD outbred patkany és az inbred beagle kutya 6
haemorheologiai paramétereinek (teljes vér viszkozitds, plazma viszkozitds, vorosvérse;jt
deformabilitds és vOrosvérsejt aggregatio) lehetséges nemi kiilonbségeinek elemzését
tlztiik ki célul, a Sebészeti Miitéttani Tanszék haemorheologiai kutato-laboratoriumaban
vizsgalt egészséges allatok alapadataibol.

Allatkisérletekben a vérmintak taroldsanak haemorheologiai vonatkozasairdl kevés
irodalmi adat érhetd el, ezért vizsgéalni kivantuk a rheologiai paraméterek kiilonb6zo
hémérsékletli tdrolds hatasara bekovetkezd lehetséges valtozasait a taroldsi 1dd
fliggvényében CD patkany és beagle kutya vérmintakban.

A vorosvérsejt deformabilitds korszerli meghatdrozasdra alkalmas slit-flow
ektacytometridval  kiilonbozé  viszkozitasi  vordsvérsejt-szuszpendald — kozegek
alkalmazasaval nyert adatok 0Osszehasonlitd elemzését kivantuk elvégezni Sprague-
Dawley patkdnyok és beagle kutydk faji- és nemi haemorheologiai kiilonbségeinek
¢rzékenyebb kimutathatosaga céljabol.

Az ¢ép és a hokezelt vorosvérsejtek deformabilitasi paramétereinek Osszehasonlito
vizsgélatait kivantuk elvégezni, a slit-flow ektacytometria érzékenységének kiilonbozd
viszkozitasi szuszpendalé kozegek alkalmazasa esetén torténd meghatarozasaval

Sprague-Dawley patkdnyok ¢és beagle kutyak vérmintain.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Nemi kiilonbségek haematologiai és haemorheologiai elemzése laboratériumi allatokon
4.1.1. Kisérleti dallatok és vérvételi protokoll

Vizsgéalataink sordn feln6tt, kozépsulyu, him és ndstény CD outbred patkanyok és
inbred beagle kutyak haemorheologiai paramétereit hasonlitottuk dssze a Debreceni Egyetem
Orvos- ¢és Egészségtudomanyi Centrum Sebészeti Miutéttani Tanszékének kutatasi
programjaiba vont allatai koziil, az egészséges kontroll csoportok adatainak felhasznalasaval.

Az adatokat nytjté kisérletek Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag
(DE MAB) 4ltal nyilvantartott engedélyszamai: 6/2000., 7/2006., 34/2007., 37/2007. DE MAB.

A meghatarozott paraméterek szama a laboratoriumi miiszerpark folyamatos
fejlesztése révén egyre boviilt, ezért az Osszehasonlitasban az egészséges kontroll allatok
esetszamai az egyes haemorheologiai paraméterek kapcsan kiilonbozoek, azokat az adott
paraméter ismertetésénél pontosan feltiintettiik.

A vérvételek beagle kutyaknal zart rendszerben, Vacutainer® csévek hasznalataval
torténtek a vena cephalica punctiojaval 22 G-s vérvételi tiivel. Patkanyok esetén a vérmintat
fecskenddvel nyertiik a lateralis farok vena (24-26 G-s tli) punctiojaval vagy altalanos
anaesthesiaban sziv punctio (22 G-s tii) révén.

Haematologiai, vOrdsvérsejt aggregatios és ektacytometrian alapuld vordsvérsejt
deformabilitasi mérésekhez anticoagulansként K3-EDTA-t hasznaltunk (kutya: 7,5%, 0,04 ml,
BD Vacutainer” csévek; CD patkany: 1,5 mg/ml koncentracioban fecskendében).

Vér viszkozitas és filtrometrian alapuld vordsvérsejt deformabilitdsi mérésekhez Na-
heparin anticoagulanst hasznaltunk (beagle kutya: 143 IU, BD Vacutainer™; CD patkéany: 10-
15 U/ml fecskenddben).

A fibrinogén koncentraciét Na-citrattal anticoagulalt vérmintdk plazmajabol

hataroztuk meg (kutya és patkany: 0,129 M, BD Vacutainer” csovek).”*"%
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4.1.2. Haematologiai paraméterek meghatdrozdsa

A mennyiségi és mindségi haematologiai paramétereket Sysmex F-800 microcell
counter-rel (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Japan) hataroztuk meg. A vizsgalatokhoz 70
ul anticoagulalt vér sziikséges. A berendezés a vérminta aspiracidjat kovetden fotometrias
elven meghatdrozza a haemoglobin koncentraciot (Hgb [g/dl]), majd apertura-impedancia
elven meghatarozza a kvantitativ értékeket (leukocytak: ~30-300 fl, erythrocytak: ~25-250 fl,
thrombocytak: ~2-30 fl). A gép altal mért tobbi paraméter a fenti adatokbol torténik
kalkulaci6 révén (II. tablazat).

32483764 2 méréseink

A vér alakos elemeinek mérete nagymértékli fajspecifitdsa miatt
soran figyelembe vettik a gyartd cég kutato-laboratoriuméanak ajanldsadt a sejtméret-

tartoméanyok beallitdsanak vonatkozasaban.”®

Osszehasonlit6 vizsgalatainkhoz 82 him és 86 néstény beagle kutya, valamint 106 him

¢s 43 néstény CD patkany adatait hasonlitottuk ossze.

II. tablazat. A Sysmex F-800 haematologiai automataval meghatarozott paraméterek

F6bb paraméterek A késziilék altal | Meérték-
hasznalt rovidités | egység

Fehérvérsejt szam WBC G/l
Vorosvérsejt szam RBC T/1
Haemoglobin koncentracio Hgb g/dl
Haematocrit Hct %
Atlagos vorosvérsejt térfogat MCV fl
(mean corpuscular volume)
Atlagos vorosvérsejt haemoglobin tartalom MCH pg
(mean corpuscular hemoglobin)
Atlagos vorosvérsejt haemoglobin koncentracio MCHC g/dl
(mean corpuscular hemoglobin concentration)
Thrombocyta szam Plt G/l
Lymphocyta % Lymph% %
Monocyta+granulocyta % Mo+Gr% %
Atlagos thrombocyta térfogat MPV fl
(mean platelet volume)
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4.1.3. Haemorheologiai paraméterek vizsgalata
4.1.3.1. A teljes vér és plazma viszkozitas meghatdrozdsa

A teljes vér és plazma viszkozitast (TVV, PV [mPa.s]) Hevimet-40 kapillaris
viszkoziméterrel (Hemorex Kft., Budapest) mértiik.

A magyar fejlesztésti viszkoziméter két darab, egyenként 500 mm hosszasagu és 0,6
mm belsé atmérdji fiiggdleges kapillaris mérékamrabol all, melyek temperalt olajfiirdébe
vannak agyazva, biztositandd a mérések soran az allandé 37 °C-ot. A mérésekhez 1 ml
anticoagulalt teljes vér vagy plazma sziikséges.”!

A viszkozitasmérések soran a nyomas-gradienst a folyadéknak a hidrosztatikai nyomasa
biztositja. A mérések kezdeti iddpillanatdban a berendezés opto-elektronikusan érzékeli a
minta-folyadék meniscusdnak helyzetét, majd a minta kapillarisbol torténd kifolyasakor a
stillyedé meniscus lokalizaciojat a csé fala mentén elhelyezkedd 40 par fotodetektor rogziti az
id0 fluggvényében. A berendezés a helyzet-id6 adatokbdl egy folyasi gorbét rajzol, melybdl
szoftveres modon sebességértékeket rendel a kiilonb6zd iddpillanatokhoz. Ezt kovetden a
sebességértékekbdl kalkulalja a mérécs6 belsd fala és a minta kozott keletkezd sebesség-
gradiens értékeket, melyekhez hozzarendeli az iddpillanatnak megfeleld hidrosztatikai
nyomasbol szarmazo nyirofesziiltség értékeket. A két szarmaztatott paraméter kalkulacidjakor a
szoftver figyelembe veszi a mintara bedllitott folyastani sajatsagot (newtoni vagy nem-newtoni
folyadék), majd a nyirofesziiltség és a sebesség-gradiens hanyadosaként kiszdmitja az adott
sebesség-gradienshez tartozo viszkozitasértéket [mPa.s]. 2

Az 6sszehasonlitd elemzéshez 32 him €és 27 ndstény beagle kutya, valamint 20 him és
12 néstény CD patkany plazma viszkozitas és 90 s™' sebesség-gradiensnél mért vér viszkozitas

adatait hasznaltuk fel.
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4.1.3.2. A fibrinogén koncentrdcio mérése

Sysmex CA-500 coagulometer (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Japan)
segitségével hataroztuk meg a fibrinogén koncentraciot (Fbg [g/1]) Clauss médszere alapjan.’’
Az automata modositott thrombinidé-meghatarozasi protokollal turbidimetrids elven méri a
fibrinalvadék kialakulasdnak mértékét, és ebbdl kalkuldlja a fibrinogén koncentraciot az
alabbi mintael6készitési protokoll mellett: 10 pl plazma minta + 90 pul Owren puffer
(Dade® CA System Buffer, Dade Behring GmbH, Németorszag) + 50 pl reagens (Fibri-Prest”
Automate, Diagnostica Stago Co., Franciaorszag), 180 sec inkubalassal.

Az Osszehasonlitd vizsgalatokhoz 32 him és 27 ndstény beagle kutya, illetve 20 him és

12 néstény CD patkany adatait hasznaltuk.

4.1.3.3. A vorosvérsejt deformabilitis meghatarozdsa

4.1.3.3.1. Filtrometria

A mérésekhez Carat FT-1 filtrométert (Carat Kft., Budapest) hasznaltunk, mely a St.
George’s filtrometria technikajan alapszik.***’

A vizsgalatokhoz vordsvérsejtek normal foszfatpufferben (PBS; osmolaritas: 295 + 5
mOsm/kg; pH: 7,4) elkészitett 5%-o0s szuszpenzidi sziikségesek, melyek elkészitéséhez 1-1,5
ml vér sziikséges. A vorosvérsejt-PBS szuszpenzid konstans negativ filtracids nyomassal
(4 ecmH,0) 5 pum atlagos poérusméretii polycarbonat Nucleopore® filteren halad keresztiil.>!
A fotodetektorokkal torténd helyzet-id0 érzékelés alapjan meghatarozhatd filtracids
sebességbdl a kapcsolt szoftver kiszdmolja a kezdeti relativ filtracios rata (initial relative
filtration rate, IRFR) és a szuszpenzié haematocritjdnak ismeretében a relativ sejt-tranzitidd
(relative cell transit time, RCTT) dimenzi6 nélkiili Viszonyszémokat:%26
RCTT = [(IRFR™' - 1)/Het] + 1

Az Osszehasonlitdo vizsgalatainkhoz 32 him és 27 ndstény beagle kutya, valamint

20 him és 12 ndstény CD patkany adatait hasznaltuk.
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4.1.3.3.2. Ektacytometria

A vorosvérsejt deformabilitds ektacytometrids méréséhez Rheoscan-D200 slit-flow
ektacytometert (Sewon Meditech Inc., Dél-Korea) hasznaltunk. A késziilékben vakuum-
generalt nyirofesziiltség (SS; 0,5-20 Pa) hatasara 200-220 um magassagt, 40 mm hosszisagu
résben aramlik a minta (3. dbra). A mérés a nyirderd hatasara elongalodod vorosvérsejtekrol
sz6rodo laser diffractios mintazatanak elemzésén alapul %>

A biztonsagosan kivitelezhetd mérések 6 ul anticoagulalt teljes vérmintaval
biztosithatdak. A mintaelokészités soran a 6 pl mintat 600 pl, magas -altalaban 20 mPa.s
feletti- viszkozitasu, isotonias polyvinyl-pyrrolidon (PVP, 360 kDa) oldatba mértiik. A magas
viszkozitasu kdzegre azért van sziikség, hogy a mérések soran az alkalmazott nyirofesziiltség
sejtekre torténd atadasa megtorténjen, lehetévé téve azok elongatiojat.*

A késziilék a laser-diffractogram elemzésével hatarozza meg a voOrdsvérsejtek
elongatiés index (EI) értékét adott nyirofesziiltség (SS) érték mellett (4. dbra), és az EI
értekkel a vorosvérsejtek deformabilitdsdnak mértéke jellemezheté. Az EI a sejt

deformalhatdsagaval ardnyosan nd.

automata lézer dioda
vakuum
generator

nyomas | minta minta
szenzor < kamral. kamra 1.

Srarnite- e S e PP ——
gep I-.— L =40 mm —oi
P h=02mm
optikai B ¢ : w=4mm
analizator B ek s R e R A A e
CcCD =™
kamera tilkor

3. abra

A slit-flow ektacytometer miikddési elve®'
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4. abra
Laser diffractios mintazat 20 Pa (A) és 0,3 Pa (B) nyirofesziiltségné
L: a deformalt sejtek hosszlisaga, W: a szélessége. Az elongatids index (EI) = (L-W)/(L+W)

162

Az EI értékek jellegzetes mintazatot irnak le az SS fiiggvényében. Az EI-SS gorbék
Osszehasonlithatosdgahoz a 3 Pa-nal mért EI értékeket elemeztiik, tovabba a gérbék konnyebb
¢s szamszerusitett Osszehasonlithatosdgahoz Lineweaver-Burk analizissel meghataroztuk a
maximalis elongatiés index (Eln.x) €s az ennek feléhez tartozo nyirdfesziiltség (SS., [Pa])
értékeket is (5. abra):'"?

Az SSy, érték ndvekszik a vorosvérsejt deformabilitas csokkenésével.' !

Elongatios index

0.0 ; T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Nyirofesziiltség [Pa]

5. abra
Az elongatios index (EI) - nyiréfesziiltség (SS) gorbék parametrizalasa'
El.x = az elméleti maximalis elongatids index; SSy, = nyirofesziiltség a maximalis deformatio felénél

Az Osszehasonlitd vizsgalatainkhoz 24 him és 22 ndstény beagle kutya, valamint

15 him és 18 ndstény CD patkany adatait hasznaltuk.
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4.1.3.4. A vorosvérsejt aggregatio meghatdrozdsa

A mérésekhez Myrenne MA-1 erythrocyta aggregometert (Myrenne GmbH,
Németorszag) hasznaltunk. A vordsvérsejt aggregatio folyamatanak mérése a Schmid-
Schénbein altal leirt modszer alapjan, fénytranszmisszios elven torténik.'’

A berendezés nem hdkontrollalt, vizsgalatainkat szobahomérsékleten (22 + 1 °C)
végeztiik. A mérésekhez 20 ul anticoagulalt vérminta sziikséges.

A késziilék vérmintat befogado része egy atlatszo iiveg targylemezbdl és a sebesség-
gradienst l1étrehozo rotor altal forgatott, 2°-0s csiszolt tiveg lencsébdl all. A targylemez felett
infravoros dioda, a lencse alatt egy infravords detektor helyezkedik el.

M és M1 moédban a targylemez és a kap kozé helyezett 20 pl vérmintat 600 s™
sebesség-gradienssel néhany mésodpercig disaggregalja a késziilék, majd a sebesség-gradiens
hirtelen nullara (M mod) vagy igen alacsony értékre, 3 s”'-ra (M1 mod) csokken, mikozben a
vérminta fénytranszmisszidjanak megvaltozasa alapjan aggregatiés indexet szamit az
aggregatios folyamat 5., illetve 10. masodpercében. Fokozott aggregatio esetén mind az M,
mind az M1 emelkedik.”'?’

Az 0sszehasonlitd vizsgalatainkhoz 18 him és 42 ndstény beagle kutya, valamint a 38

him és 18 néstény CD patkany adatait hasznaltuk.

4.1.4. Statisztikai analizis

A bemutatott eredményeket atlag + szords (atlag £ S.D.), tovabbd median és 25/75
percentilis értékek formdjaban adtuk meg. Az Osszehasonlitdshoz Student t-probat vagy
Mann-Whitney rank sum tesztet végeztiink az adatok normalitdsa alapjan. A szignifikancia

szintet p<0,05-nél hataroztuk meg.'®’
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4.2. A tarolasi ido és homérséklet hatasa laboratoriumi allatok vérmintainak

haematologiai és haemorheologiai paramétereire
4.2.1. Kisérleti allatok és mintavétel

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIIL., ,, Az adllatok védelmerdl és kiméletérol”
alkotott torvény elbirasait betartva végeztiik, a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsig (DE MAB) altal 37/2007. szamon nyilvantartasba vett, a Hajdu-Bihar megyei
Allategészségiigyi- és Elelmiszer Ellenorzési Allomas altal kiadott hatosagi engedéllyel.

A vizsgalatokba egészséges ndstény CD outbred patkdnyokat (n=5, testsuly:
329 + 83 g) és beagle kutyédkat (n=5, testsuly: 12,1 + 2,13 kg) vontunk be.

Patkanyoktol éltalanos anaesthesidban (Na-pentobarbital, 35 mg/kg, i.p.) sziv punctio
révén, beagle kutydktoél a vena cephalica punctiojaval zart rendszerben 6-8 ml vérmintat
vettiink  allatonként, Kj3;-EDTA-t tartalmazé vérvételi csovekbe (7,5% 0,04 ml,
BD Vacutainer”™). Beagle kutyaktol tovabbi 6 ml vért vettiink Na-heparint tartalmazé vérvételi

csovekbe (143 TU, BD Vacutainer”™) a viszkozitasi vizsgalatokhoz.

4.2.2. Taroldsi és mintaelokészitési protokoll

A vérmintdkat egyenként 10 részre osztottuk. Hét részmintat szobahOmérsékleten
taroltunk (22-23 °C) légkondicionalt laboratériumunkban, €s a haemorheologiai paraméterek
meghatarozasat az alabbi idépontokban végeztik: 0. 6ra (10-15 perccel a vérvétel utan),
majd 2, 4, 6, 24, 48, 72 6rakat kdvetden.

A maradék harom almintadt a laboratériumok kozotti mintaszallitas lehetdségének
korilményeit szimulalva nedves jégen taroltuk egy zart dobozban. A jeget nylon zacskdban
helyeztiikk el, melyen a mintdkat tartdo allvany allt, igy elkeriilhettiik a mintdk kozvetlen
érintkezését a jéggel. A zart dobozban a hdmérsékletet a vizsgalat teljes idOtartama alatt

folyamatosan monitoroztuk (0. 6ra: 4,4 °C; 24. 6ra: 6,1 °C; 48. 6ra: 6,8 °C; 72. 6ra: 9,8 °C).
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A méréseket a mintavételt kovetéen 24, 48, és 72 oraval végeztik. A laboratériumi

méréseket megeldzden a mintdkat 20 percre szobahdmérsékletre helyeztiik.

4.2.3. Laboratoriumi mérések

A haematologiai paramétereket a 4.1.2. fejezetben leirtaknak megfeleléen Sysmex
F-800-as haematologiai automatdval hataroztuk meg mindegyik vérminta valamennyi
almintdjabol. Az eredmények koziil az atlagos vordsvérsejt térfogat (mean cell volume,
MCV [fl]) véltozasanak értékeit ismertetjiik.

A teljes vér és plazma viszkozitas meghatirozas a 4.1.3.1. fejezetben bemutatott
Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel tortént. A méréseket csak a beagle kutyédk hiitve tarolt
mintai esetén végeztiilk, mert patkdnyoknal nem volt biztosithatd a vizsgéalatokhoz elegendd
vérmennyis€g. A beagle kutydk hiitve tarolt vérmintain a vordsvérsejt deformabilitas
filtrometrias meghatarozasara (IRFR, RCTT) is lehetdség volt (4.1.3.3.1. fejezet).

Ektacytometrids elven (Rheoscan-D200 slit-flow ektacytometer) a K;-EDTA-val
anticoagulalt szobahdmérsékleten vagy hiitve tarolt vérmintakbdl keriiltek meghatarozasra a
vorosvérsejt deformabilitast leird elongatiés index (EI) értékek, majd az EI-SS gorbék
parametrizalasat végeztik el a 4.1.3.3.2. fejezetben leirtak szerint.

A vorosvérsejtek aggregatiojanak vizsgalata Myrenne MA-1 aggregometerrel a

4.1.3.4. fejezetben leirtaknak megfelelden tortént.

4.2.4. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + szoras (atlag = S.D.) forméjaban adtuk meg. A valtozasok
elemzését a friss vérmintak 0. 6rdjdhoz viszonyitva egyiranyt ANOVA teszttel (Dunn- és
Bonferroni-mddszer), a szobahdmérsékleten és hiitve tarolt mintak vizsgalt paraméterei kozott
jelentkezd kiilonbségek elemzését Student t-probaval vagy Mann-Whitney rank sum teszttel

végeztiik az adateloszlas normalitasa szerint, p<0,05 szignifikancia szint mellett.'®

29



4.3. Kiilonb6z6 viszkozitasu szuszpendalé oldatok hatasa laboratériumi allatok

vorosvérsejt deformabilitas mérésének érzékenységére
4.3.1. Nemi kiilonbségek tovabbi ektacytometrids vizsgalatai
4.3.1.1. Kisérleti dllatok és mintavétel

Kisérleteinket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag (DE MAB)
altal 37/2007. szamon nyilvantartasba vett hatosagi engedéllyel végeztiik 10 him (455,6 +
38,1 g) és 10 ndstény (284,8 + 14,3 g) egészséges, 8 honapos Sprague-Dawley (SD) patkany,
tovabba 10 him (12,9 + 1,6 kg) és 10 ndstény (12,3 + 2.3 kg), egészséges, 3-4 éves beagle
kutya bevonasaval.

A vérvételek a reggeli ordkban (8 és 10 ora kozott) torténtek. Patkanyok esetén a
lateralis farok vena 26 G-s tlivel torténd punctidjaval 0,5 ml vérmintat vettiink Na-EDTA-t
(1,5 mg/ml) tartalmazd a fecskenddbe. Kutydk esetén a vérvétel zart vérvételi rendszerben
tortént a vena cephalica punctija révén (K3-EDTA, 7,5% 0,04 ml; BD Vacutainer™).

Mindegyik vérminta ektacytometrias vordsvérsejt deformabilitasi  vizsgalatat
parhuzamosan elvégeztiikk harom, kiilonb6z6 viszkozitasti polyvinyl-pyrrolidon (PVP) oldat

hasznalataval.

4.3.1.2. Mintaelokészités és vorosvérsejt deformabilitas mérés

Normal foszfat puffer (PBS) felhasznaldsaval 14,57; 20,11 ¢és 30,51 mPa.s
viszkozitasu polyvinyl-pyrrolidon (PVP, 360 kDa; Sigma Aldrich Co.) oldatokat készitettiink.
A tovabbiakban 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasi PVP-PBS oldatokként keriilnek emlitésre.
Az oldatok osmolaritasa 295-327 mOsmol/kg, a pH értékiik 7,34-7,37 volt.

A tovabbi mintaelOkészités €s a vordsvérsejt deformabilitas meghatdrozasa a 4.1.3.3.2.

fejezetben leirtak szerint tortént.
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4.3.2. Ektacytometrias mérések érzékenységének vizsgalata laboratoriumi dllatok hokezelt

vorosvérsejtjeivel
4.3.2.1. Kisérleti dllatok és mintavétel

A 37/2007. DEMAB szamon nyilvantartisba vett hatosdgi engedéllyel
vizsgalatainkhoz 8 ndstény, egészséges Sprague-Dawley patkanyt (testsuly: 334 + 55,8 g,
testhomérséklet: 38,4 + 0,34 °C) és 8 ndstény, egészséges beagle kutyat (testsuly: 11,05 +
1,41 kg, testhdmérséklet: 38,5 + 0,25 °C) vontuk be.

Patkanyok esetén a vérvétel altalanos anaesthesidban tortént (Na-thiopenthal 60
mg/kg, i.p., Thiopenthal®, Biocheme GmbH, Ausztria): median laparotomiat végeztiink, majd
26 G-s tli és a hozza csatlakoztatott anticoagulanst (Na-EDTA, 1,5 mg/ml) tartalmazo
fecskendd segitségével 1,5 ml vérmintat vettlink a vena cava caudalis punctidja révén. A
vérvételt kovetden az allatokat exsanguinaltuk.

Beagle kutyaktol a vena cephalica punctidjaval zart vérvételi rendszerrel vettiik a vért

(K3-EDTA, 7,5% 0,04 ml; BD Vacutainer”).

4.3.2.2. Mintaeldkészités és hokezelés

A nativ vérmintak ektacytometrids vizsgalata utan a mintakat 1000 g erével 10 percig
15 °C-on centrifugaltuk, majd a vorosvérsejteket normal PBS-sel kétszer mostuk
(700 g, 10 perc, 15 °C).

A mosott vorosversejtekbdl 10% haematocrit értékii vordsvérsejt-PBS szuszpenzidkat
készitettlink. Mindegyik szuszpenzioban ektacytometridas modszerrel meghataroztuk a
vorosvérsejt deformabilitast. Ezt kovetden a szuszpenziokat 48 °C-os vizflirdébe helyeztiik 9
percig, mikozben a mintikat enyhén mozgattuk.'

A hokezelést kovetden a mintakat azonnal szobahdmérsékletre (22 °C) huitéttiik, majd

ujra meghataroztuk a mintak vordsvérsejt deformabilitasat.
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4.3.2.3. Haematologiai és morphologiai vizsgalatok

A nativ és a vOrdsvérsejt-PBS szuszpenziok haematologiai paraméterei koziil a
haematocrit (Htc [%]) €s a vOrosvérsejt atlagos térfogat (MCV [fl]) értékeket elemeztiik.

A vorosvérsejt-PBS szuszpenzidkban a hdokezelés hatasara bekovetkezd vorosvérsejt
morphologiai valtozasok megfigyelésére a mintakat zsirtalanitott targylemezre cseppentettiik,
majd feddlappal boritottuk. A vizsgalathoz Nikon Eclipse E200 mikroszkdpot hasznaltunk

hozzécsatlakoztatott Nikon CoolPix 4500 fényképezdgéppel.

4.3.2.4. A vorosvérsejt deformabilitas meghatdrozdsa
A nativ mintak, a normal és hdkezelt vorosvérsejt-PBS szuszpenzidk vordsvérsejt
deformabilitds meghatarozasa a 4.1.3.3.2. fejezetben leirtak szerint tortént, parhuzamosan 15,

20 ¢és 30 mPa.s viszkozitasu PVP-PBS szuszpenzids oldatok alkalmazasaval.

4.3.2.5. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + szoras (S.D.) formajaban tiintettiik fel.

A 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasi PVP médiumok hasznalatdval meghatarozott
eredmények értékeinek -csoporton beliili- dsszehasonlitdsdhoz egyiranyt ANOVA tesztet
hasznaltunk (Dunn- és Bonferroni-modszer).

A him ¢és ndstény dallatok eredményei kozotti kiilonbséget az adateloszlas
normalitasanak fliggvényében Student t-probaval vagy Mann-Whitney rank sum teszttel
elemeztiilk. Mindkét faj him és ndstény allatainal megadtuk a varidcios koefficienst (CV%).

A nativ mintdk és a  vOrdsvérsejt-PBS  szuszpenziok  eredményeinek
Osszehasonlitdsdhoz Student t-probat vagy Mann-Whitney rank sum tesztet hasznaltunk. A
hokezelés elotti €s utani eredmények Osszehasonlitdsa a normalitds alapjan paros t-probaval
vagy Wilcoxon signed rank teszttel tortént.

A szignifikancia szintet p<0,05 értéknél allitottuk be.
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A hokezelés elott €s utdn mért adatok vonatkozdsdban kiszdmitasra keriilt a
standardizalt differencia értéke is. A normal sejtek és a hokezelt, rigidebb vordsvérsejtek
deformalhatdsaga kozotti kiilonbség jol kimutathato.

Minél nagyobb ez a kiillonbség adott miiszer esetén, annal érzékenyebb maga a
késziilék. Az erre szolgdld Osszehasonlito paraméter a Cohen-moédszer szerint kalkulalt

standardizalt differencia:'™"’

standardizalt differencia = atlagiontron - atlagkezerc / ,,pooled” S.D.

A ,pooled”, azaz Gsszegzett S.D.: a kontroll és a kezelt adatok négyzetre emelt

standard deviacio értékeinek atlagabol vont négyzetgyok."’
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5. EREDMENYEK

5.1. Nemi kiilonbségek haematologiai és haemorheologiai elemzése laboratériumi allatokon
5.1.1. Haematologiai paraméterek

A mennyiségi és mindségi haematologiai paraméterecket a 1. tablazat foglalja dssze.

A fehérvérsejt szam (Fvs [x10°/ul]) patkanyok esetén szignifikins nemi kiilonbséget
jelzett, a himeknél magasabb értékeket mutatva. Beagle kutyak tekintetében nem volt
nyilvanval6 nemi kiilonbség.

A thrombocyta szam (Thr [x10°/ul]) mindkét vizsgalt allatfajnal a néstény allatokban
mutatkozott magasabbnak, amely patkdnyok esetén bizonyult szignifikdnsnak.

A vordsvérsejt szam (Vvs [x10°%/ul]) mindkét fajnal a himeknél volt szignifiknsan
nagyobb, emelkedett haematocrit értékek (Htc [%]) mellett.

A haemoglobin koncentracié (Hgb [g/dl]) és az atlagos voOrdsvérsejt térfogat
értékekben (MCV [fl]) nem tapasztaltunk szignifikdns nemi kiilonbségeket.

Az atlagos corpuscularis haemoglobin tartalom (MCH [pg]) szignifikansan nagyobb
volt mindkét faj ndstény allataiban. Az atlagos corpuscularis haemoglobin koncentracid
(MCHC [g/dl]) azonban csak a beagle kutyaknal mutatott magasabb értékeket a ndstény

allatokban, szignifikans mértékii nemi kiilonbséget jelezve (I11. tablazat).

5.1.2. Haemorheologiai paraméterek
5.1.2.1. Teljes vér és plazma viszkozitds

A 90 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitds értékek (TVV [mPa.s])
patkanyoknal a ndstényeknél voltak magasabbak, de nem érték el a szignifikancia szintet.
Beagle kutyak esetén a himek mutattak kismértékben magasabb vér viszkozitas értékeket.

A plazma viszkozitds (PV [mPa.s]) a ndstény patkanyokban volt szignifikdnsan

magasabb a himekhez képest, a szignifikdnsan magasabb fibrinogén koncentracioé (Fbg [g/dl])

34



mellett. Beagle kutyak him és ndstény egyedeiben mind a plazma viszkozitds, mind a

fibrinogén koncentracié hasonlo volt (IV. tablazat).

I11. tablazat: Him ¢s ndstény CD patkanyok és beagle kutyak haematologiai paraméterei

Paraméter Faj Himek Néstények p érték
Fvs [x103/u1] CD patkany 6,52 +2,78 526+23 0,003
6,2 (4,4/8,45) 5,31(3,37/6,93)
Beagle kutya 10,59 + 2,39 11,05 +2,31 n.s
10,2 (8,9/11,92) 11,8 (9,05/12,9)
Thr [x10°/ul] | CD patkdny 739,6 + 268,7 850,6 + 314,1 n.s
755,5 (622/886) 810 (627/1087)
Beagle kutya 397,6 +£ 148.,9 443,8 £122,1 0,001
389 (299/491,5) 486,5 (375/521)
Vvs [x106/u1] CD patkany 7,79 £ 1,55 6,77 + 1,81 <0,001
7,89 (7,16/8,81) 7,2 (6,21/7,8)
Beagle kutya 6,75+ 0,94 6,53 + 0,63 0,015
6,76 (6,2/7,34) 6,56 (6,09/6,99)
Hgb [g/dl] CD patkany 12,22 £2,25 11,77 £ 1,53 n.s
12,3 (11,25/13,65) 11,77 (10,7/12,5)
Beagle kutya 14,27 + 1,81 14,19 +£ 1,22 n.s
14,35 (12,9/15,5) 14 (13,3/15)
Htc [%] CD patkany 43,55+ 6,67 41,44 £5,79 0,001
43,8 (40,57/47,8) | 41,7 (38,07/44,25)
Beagle kutya 48,48 + 6,01 46,28 £5.6 0,007
47,7 (43,97/53,07) | 46,4 (43,02/50,47)
MCV [fl] CD patkany 56,61 + 5,98 56,69 + 2,69 n.s
55,7 (53,55/57,95) | 56,3 (54,65/57,97)
Beagle kutya 71,01 +3,49 71,54 +£2,36 n.s
71,1 (68,3/73,35) 71,4 (69,6/73,7)
MCH [pg] CD patkany 15,74 +£ 0,96 16,14 £ 1,01 0,002
15,7 (15,2/16,3) 16,2 (15,62/16,7)
Beagle kutya 20,97 £ 1,57 21,76 £1,08 <0,001
21,1 (20,15/22,2) | 21,75 (20,85/22,6)
MCHC [g/dl] | CD patkany 27,94 + 1,98 28,51 +1,71 n.s
28,2 (27,2/29,2) 28,7 (27,7/29,8)
Beagle kutya 29,54+ 1,79 30,46 +£ 1,21 <0,001
29,7 (28,7/30,6) 30,65 (29,5/31,4)

atlag = S.D.

median (25% /75%)

CD patkany: him n=106, ndstény n=43; beagle kutya: him n=82, n6stény n=86
n.s. = nem szignifikans
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IV. tablazat: Him ¢s ndstény CD patkanyok és beagle kutyak teljes vér viszkozitas, plazma

viszkozitas, fibrinogén koncentracio értékei és filtracids paraméterei

Paraméter Faj Himek Nostények p érték
TVV [mPa.s] | CD patkany 6,03 +1,71 6,34 +0,77 n.s
(90 s™) 5,6 (4,61/6,98) 6,34 (5,47/6,94)
Beagle kutya 4,53 +£1,13 4,41 £ 1,07 n.s.
4,29 (3,66/5,06) 4,0 (3,64/4,87)
PV [mPa.s] CD patkany 1,22 +0,18 1,49 £ 0,17 0,011
1,22 (1,07/1,34) 1,44 (1,35/1,52)
Beagle kutya 1,19 +£0,19 1,20 £0,27 n.s.
1,11 (1,04/1,3) 1,08 (1,02/1,22)
Fbg [g/dl] CD patkany 1,52+ 0,43 1,87 0,08 n.s.
1,29 (1,25/1,53) 1,88 (1,76/1,94)
Beagle kutya 2,03 +£0,32 2,04 £0,54 n.s.
2,01 (1,77/2,29) 1,96 (1,68/2,24)
RCTT CD patkany 3,71 +0,73 3,63 +£0,54 n.s.
3,67 (2,78/4,02) 3,66 (2,91/3,99)
Beagle kutya 4,62 +1,15 422 +1,31 n.s.
4,54 (3,82/5,15) 3,97 (3,48/4,53)
IRFR CD patkany 0,883 £ 0,026 0,878 £ 0,024 n.s
0,882 (0,869/0,899) 0,874 (0,859/0,892)
Beagle kutya 0,841 + 0,065 0,846 + 0,033 n.s
0,843 (0,827/0,870) 0,861 (0,828/0,876)
atlag + S.D.

median (25% / 75%)

CD patkany: him n=20, néstény n=12; beagle kutya: him n=32, néstény n=27
TVV = teljes vér viszkozitas; PV = plazma viszkozitas; Fbg = fibrinogén koncentracio
RCTT = relative cell transit time (relativ sejt-tranzitidd)

IRFR = initial relative filration rate (kezdeti relativ filtracios rata)

n.s. = nem szignifikans

5.1.2.2. Virosvérsejt deformabilitas

A vorosvérsejt-PBS szuszpenzidk filtracids paraméterei nem mutattak szignifikans

kiilonbségeket a nemek kozott, bar mindkét faj esetén a néstényeknek enyhén alacsonyabb

volt a relativ sejt-tranzitidd (RCTT) értéke a him allatokkal Osszevetve, kismértékben jobb

vorosvérsejt deformabilitasra utalva. A nemenkénti atlagértékek kiilonbsége CD patkanyoknal

2,2%, mig beagle kutyaknal 8,7%-nak felelt meg (IV. tablazat).
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Az ektacytometer hasznalataval kifejezettebb nemi kiilonbségeket talaltunk.
CD patkanyoknal a néstények rendelkeztek jobb, vagyis magasabb elongatiés index (EI)

értékekkel, mig beagle kutyaknal a himekben talaltunk magasabb EI értékeket (6. abra).

7 cp patkany
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El
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0,2 —a— Him
—o— Néstény
0,1

0 5 10 15 20 25
Nyirofesziiltség [Pa]

06 7 Beagle kutya
0,5
0,4

0,3

EI

0,2 —a— Him
—o— Néstény
0,1 4

B o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25

Nyirofesziiltség [Pa]
6. abra
Az elongatios index (EI) értékek a nyirofesziiltség (SS [Pa]) fiiggvényében
him és néstény CD patkanyokban (A) és beagle kutyakban (B).
CD patkany: him n=15, néstény n=18; beagle kutya: him n=24, ndstény n=22
atlag + S.D.
Az EI-SS gorbék Osszehasonlitdsara alkalmas paramétereket az V. tablazat foglalja

Ossze. Patkanyokban a 3 Pa nyirdofesziiltségnél mért EI értékek szignifikdnsan magasabbak

voltak a ndstények esetén, mig az Ely.x értéke nem mutatott szignifikdns nemi eltérést Az
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SSi» [Pa] értékek alacsonyabbak voltak a néstényekben, bar a kiilonbség nem érte el a
szignifikans mértéket.

Beagle kutydk esetén az 0Osszehasonlitdé paraméterek is arra utaltak, hogy a
patkanyokkal ellentétben, a himek rendelkeztek jobb vordsvérsejt deformabilitdsi mutatokkal,

bar a kiilonbség nem érte el a szignifikans szintet.

V. tablazat: Him ¢és ndstény CD patkdny és beagle kutya elongatidos index (EI)-

nyiréfesziiltség (SS) gorbéinek 6sszehasonlitdé paraméterei

Paraméter | Faj Himek Nostények p érték
EI 3 Pa-ndl | CD patkany 0,343 + 0,025 0,357+ 0,017 0,015
0,343 (0,323/0,362) | 0,360 (0,342/0,371)
Beagle kutya 0,339+0,014 0,335+ 0,012 n.s.
0,336 (0,330/0,352) | 0,336 (0,326/0,345)
Elnax CD patkany 0,570 £ 0,026 0,566 +£ 0,018 n.s.
0,569 (0,550/0,580) | 0,567 (0,555/0,580)
Beagle kutya 0,565 +0,012 0,564 +0,013 n.s.
0,566 (0,557/0,573) | 0,566 (0,559/0,573)
SSy); [Pa] CD patkany 2,3+0,6 2,02+0,36 n.s.
2,06 (1,89/2,49) 1,9 (1,75/2,34)
Beagle kutya 2,18 £0,28 2,25+0,24 n.s.
2,2(2,01/2,37) 2,27 (2,06/2,43)
atlag = S.D.

median (25% /75%)

CD patkany: him n=15, ndstény n=18; beagle kutya: him n=24, néstény n=22

EI = elongatiés index; El,.x = maximalis EI; SS,,, = az El,.,x feléhez tartozd nyirdfesziiltség érték
n.s. = nem szignifikans

5.1.2.3. Viérosvérsejt aggregatio

Patkanyoknal a voOrdsvérsejt aggregatidés index értékek varhato kozép és 25/75
percentilis értékei 5 secundummal a disaggregatiot kovetéen (M érték, 0 s sebesség-gradiens
mellet) himeknél 0,9 (0,62/1,1), ndstényeknél 1,6 (1,04/2,45) értékeket mutatott (77,8%-0s
kiilonbség). Az M1 paraméter esetén (3 s' sebesség-gradiens mellett) a himeknél 3.8

(2,8/4,9), néstényeknél 4,75 (3,3/7,1) értékeket mértiink (25%-os kiilonbség). A 10 secundum
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iizemmodban mért M paraméter himeknél 2,7 (1,7/3,7), néstényeknél 5,05 (3,48/8,0) volt
(87%-o0s eltérés). Az M1 paraméter himeknél 9,5 (5,5/12,9), néstényeknél 12,95 (9,0/16,6)
értékeket jelzett (36,3%-0s kiilonbség) (7. A abra).

Beagle kutydkndl az 5 secundumos vorosvérsejt aggregatios index M paraméter
himekben 5,85 (3,7/7,25), ndstényekben 3,6 (2,6/5,4) értéket adott (39,5%-o0s eltérés), mig az
M1 paraméter értékei himekben 10,8 (7,5/13,2), ndstényekben 6,3 (4,75/7,3) volt (41,7%-0s
kiilonbség). A 10 secundumos M értékek himeknél 7,45-nek (5,85/16,3), ndstényeknél 7,75-
nek (4,95/9,1) bizonyultak (4%-os eltérés), mig az M1 paraméter himeknél 20,3 (19,05/23,7),
néstényeknél 16,95 (13,75/18,7) értékeket adott (16,5%-o0s kiilonbség) (7. B abra).

Osszességében CD patkanyoknal a néstények rendelkeztek magasabb aggregatios

index értékkel, mig beagle kutyak esetén a himeknél mértiink nagyobb értékeket.

CD patkany Beagle kutya
30 | mHim 30 | mHm #
25 | O Néstény 25 - O Néstény
20 20 | #
#
= 15 - = 15 -

10 - # # 10 - #

ARy N =

PR : : ‘ 0 | :

5s M 5s Ml 10s M 10s M1 S5sM 5s Ml 10s M 10s M1
7. abra

Him és n6éstény CD patkanyok (A) és beagle kutyak (B)
vorosvérsejt aggregatios index (Al) M és M1 értékek
5 és 10 masodperces (s) izemmodban mérve
CD patkany: him n=38, néstény n=18; beagle kutya: him n=18, ndstény n=42
atlag = S.D. # p<0,05 vs. néstény
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5.2. A tarolasi ido és homérséklet hatasa laboratoriumi allatok vérmintainak

haematologiai és haemorheologiai paramétereire
5.2.1. Haematologiai paraméterek

A haematologiai paraméterek koziil a vordsvérsejt atlagos térfogat (MCV [fl]) értékek
szobahdmérsékleten valo tdrolds esetén az elsd 6 oOran beliil egyik faj vérmintdjaban sem
mutattak jelentds valtozast. 24 6ra elteltével mindkét fajnal nétt az MCV értéke, patkdnyoknal
25%-kal (8. A abra). A beagle kutyak MCV értéke 24 ora elteltével is folyamatosan nétt a
vizsgalati id6tartam alatt (24 6ra: 9%, 48 6ra: 19%, 72 ora: 28%) (8. C abra).

Hiitéssel tortént taroldsnal az MCV értékének novekedése mindkét 4llatfajnal
kikiiszobolhetd volt a vizsgalt 72 ora alatt, bar kutydk esetén 72 ora elteltével 5%-os

emelkedést tapasztaltunk (8. B és D abrak).

CD patkdny
Tarolas szobahémérsékleten (22-23 °C) Tarolas hiitéssel (4-8 °C)
0 # g
80 1 * * * 80 -
70 1
60 7 60 T
g 50 1 =)
5 40 - Z 40 -
> 30 - %
20 20 -
10
0 - 0
A 0 2 4 6 24 48 72 0 24 48 7
Tarolasi idé (6ra) B Térolasi idé (6ra)
Beagle kutya
Tarolas szobahémérsékleten (22-23 °C) Tarolas hiitéssel (4-8 °C)
4 #
100 # * * 100 -
E
80 i 80 ) [ . x
g 60 E 60
¢ g
S 40 S 40 1
20 - 20
0 - 0
0 2 4 6 24 48 72 0 24 48 72
C Tarolasi id6 (6ra) D Térolasi id6 (6ra)
8. abra

CD patkanyok (A,B) és beagle kutyak (C,D) szobahémérsékleten és hiitve tarolt vérmintainak
atlagos vorosvérsej térfogat (MCV) valtozasai a tarolasi id6 fiiggvényében
atlag + S.D. * p<0,05 vs. alapérték (0. 6ra); # p<0,05 vs. hiités
CD patkany: n=5; beagle kutya: n=5
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5.2.2. Haemorheologiai paraméterek
5.2.2.1. Teljes veér és plazma viszkozitds

A viszkozitas méréseket a szlikséges vérminta mennyiség miatt csak a beagle kutyak
hiitéssel tarolt mintainal lehetett elvégezni.

A teljes vér viszkozitdsaban a hiités biztositasaval torténd tarolas esetén mar 24 ora
elteltével emelkedést tapasztaltunk, amely a relativ értékek (alapértékhez viszonyitott
valtozas) esetében szignifikdns mértéki volt (9. abra).

A plazma viszkozitdsban ellentétes irdnyu tendenciat figyelhettink meg, amely a

relativ értékek tekintetében 48 oOra elteltével mutatott szignifikans csokkenést.

%k
87 1,2 1 * *
— 7 }
= 14
£ 64 z
E s 208
>
z 4 0,6 -
37 0,4 -
2
1 0,2 -
0 0
1,2
2,5 % %
1A
2 |
— 0,8 -
S1,5 1
> 1]
=1 0,4 -
0,5 - 0,2 1
0 - 0 -
0 24 48 ) 0 24 48 72
Tarolasi idé (6ra) Tarolasi id6 (6ra)
9. abra

Beagle kutyak hiitve tarolt vérmintainak
teljes vér viszkozitas (TVV) és plazma viszkozitas (PV) értékeinek
abszolut és relativ valtozasai a tarolasi id6 fiiggvényében
atlag + S.D. * p<0,05 vs. alapérték (0. 6ra); n=5
rTVV és PV =a TVV, illetve a PV értékek alaphoz viszonyitott valtozasai
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5.2.2.2. Virosvérsejt deformabilitis

A filtracios elven torténd vorosvérsejt deformabilitasi méréseket a sziikséges vérminta
mennyiség miatt csak a beagle kutyak hiitéssel tarolt mintaiban mértiik.

A kezdeti relativ filtracios rata (IRFR) értékeiben a tarolas soran folyamatos
csOkkenést figyelhettiink meg, mely a 72 o6ra elteltével szignifikdnsan rosszabb értékhez
vezetett a kiindulasi értékhez képest.

A relativ sejt-tranzitidé (RCTT) értékek a tarolas soran emelkedést mutattak, melynek
mértéke mar a tarolas 24. drajaban is szignifikans mértékiinek bizonyult.

E két paraméter valtozasai a hiités ellenére romlo vordsvérsejt deformabilitasra utaltak

a tarolasi id6 elorehaladtaval (10. abra).
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| 0’5 J
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24 48 0 24 48 72

Tarolasi id6 (6ra)

72

10. abra

Tarolasi id6 (6ra)

Beagle kutyak hiitve tarolt vérmintainak
kezdeti relativ filtracios rata (IRFR) és relativ sejt-tranzitidé (RCTT)
abszolut és relativ valtozasai a tarolasi id6 fliggvényében
atlag = S.D. * p<0,05 vs. alapérték (0. o6ra); n=5
rIRFR és rRCTT = az IRFR, illetve a RCTT értékek alaphoz viszonyitott valtozasai
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A 11. abran a két vizsgalt faj ektacytometerrel 0,5, 1, 2, 3, 5, 10 és 20 Pa
nyirofesziiltség értékeknél meghatarozott elongatios index (EI) adatai latszanak.

A szobahdmérsékleten tarolt patkany vérmintak esetén az elsé 6 o6raban valtozast nem
tapasztaltunk, de ezt kovetden jelentds és folyamatos EI csokkenés mutatkozott. 24 ora
elteltével a valtozasok még csak a vizsgalt legmagasabb nyirdfesziiltségeknél (10, 20 Pa)
meghatarozott EI értékekben mutatkoztak, de 48 ¢és 72 o6ra elteltével mindegyik
nyirofesziiltség tartomanyban szignifikans deformabilitds romlast tapasztaltunk (11. A abra).

Hitéssel val6 tarolasnal ez a romlas kivédhetd volt (11. B abra).

CD patkany
Tarolas szobahémérsékleten (22-23 °C) Térolas hiitéssel (4-8 °C) Nyirdfesziiltség
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’ & ———x — x [0Pa
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— = S * X 3Pa
= 031 =03 %4 ,p,
0,2 4 0,2 s —— %4 |p,
0.1 4 0,1 . e +——* (5Pa
0 /7 0
A 0 2 4 6 24 48 7 B 0 24 48 7
Tarolasi id6 (6ra) Tarolasi id6 (6ra)
Beagle kutya
Tarolas szobahémérsékleten (22-23 °C) Tarol4s hiitéssel (4-8 °C)
0,6 ,6 1 Nyirdfesziiltség
értékek
0,5 - 0.5 7 by by I
I_I_L_—L/‘\s\g — 20Pa
"1 T—T—”/i/Q\Q\Q My T/ﬁ—i\i 10Pa
# 5 o
— a
=203 @ c F'm# = 034 I — 1 5Pa
I " " T/I 3Pa
02 1 ] ,_i/ﬁ——th 02 4 + + 4 2Pa
0y r /41\1/!_!’\1 0,1 1 IR
re . . % **# Rl s * . ¢+ 05Pa
0 : ‘ 0 :
0 2 4 6 24 48 ] D 0 24 48 72
C Tarolasi id6 (6ra) Térolasi id6 (6ra)
11. abra

CD patkanyok (A,B) és beagle kutyak (C,D) szobahémérsékleten és hiitve tarolt vérmintainak

kiilonb6z6 nyirofesziiltség értékeknél (0,5, 1, 2, 3, 5, 10 és 20 Pa) meghatarozott
elongatios index (EI) értékei a tarolasi id6 fiiggvényében
atlag = S.D. * p<0,05 vs. alapérték (0. ora); # p<0,05 vs. hiités
CD patkany: n=5; beagle kutya: n=5
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A Dbeagle kutydk vérmintai esetén is az EI értékek stabilnak mutatkoztak az els6
6 oraban. A patkany mintadknal tapasztaltakkal ellentétesen, enyhe EI emelkedést észleltiink.
24 ¢s 48 ora elteltével ez az emelkedés az alacsonyabb nyirofesziiltség tartomanyokban volt
jellemz6, mig 72 o6ra elteltével szignifikansan csokkent EI értékek voltak mérhetdek
mindegyik vizsgalt nyirofesziiltség tartomanyban (11. C abra). Hitéssel megakadalyozhatd

volt az EI értékekben tapasztalt valtozas (11. D abra).

5.2.2.3. Viorosvérsejt aggregatio

A 12. és 13. abrdakon a voOrdsvérsejt aggregatiés index értékek 10 secundumos
tizemmodban mért M és M1 paraméterei lathatoak.

A szobahOmérsékleten tarolt patkany vérmintdk vOrdsvérsejt aggregatios index
értékeiben bifazisos jelegli valtozast tapasztaltunk mind az M, mind az M1 paraméterek
vonatkozasdban (12. A és 12. C abrak). Mar 2 o6ra elteltével az aggregatidés index értékek
szignifikans, 40-60%-o0s csokkenését észleltiik, amely csokkenés tovabb folytatddott 4, illetve
6 ora elteltével. Azonban 24 6ra tarolas utdn az aggregatios index értékek ndvekedni kezdtek,
megkozelitve, majd elérve, és az M1 index paraméter esetében 72 6ra multan meghaladva a
kiindulasi értékeket. A 4-8 °C-on torténd hiitve tarolassal az M és M1 értékek szignifikdnsan
alacsonyabbak maradtak a kiindulasi értékekhez képest (12. B és 12. D abrak).

Beagle kutydk vérmintadiban a tarolasi id6 fliggvényében fokozatos vordsvérsejt
aggregatios index csokkenést tapasztaltunk. 6 ora elteltéig sem az M, sem az M1 paraméternél
nem észleltliink szignifikdns valtozast, de 24 ora elteltével jelentds csokkenést tapasztaltunk
(13. A és 13. C abrak). 24 oran tuli tarolasnal a hiités lassitotta, de nem akadalyozta meg az

aggregatios index csokkenést (13. B és 13. D abrék).
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CD patkany

Tarolas szobahémérsékleten (22-23 °C) Tarolas hiitéssel (4-8 °C)
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0 : : ; .
0 24 48 72
C D
Tarolasi idé (6ra) Tarolasi idé6 (6ra)

12. abra

Szobahdmérsékleten és hiitve tarolt CD patkany vérmintak
vOrosvérsejt aggregatios index M (A,B) és M1 (C,D) értékeinek valtozasa az id6 fliggvényében
atlag + S.D. * p<0,05 vs. alapérték (0. 6ra); # p<0,05 vs. hiités; n=5

Beagle kutya
Tarolas szobahémérsékleten (22-23 °C) Tarolas hiitéssel (4-8 °C)
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0 ‘ ‘ | ) . mm , | | |
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0 - ‘ ‘ ‘ f : ; 0 ‘ ‘ ‘
C [\] 2 4 6 24 48 72 D 0 24 48 72
Tarolasi idé6 (6éra) Tarolasi id6 (6ra)
13. dbra

Szobahdmérsékleten és hiitve tarolt beagle kutya vérmintak
vOrdsvérsejt aggregatios index M (A,B) és M1 (C,D) értékeinek valtozasa az ido fiiggvényében
atlag = S.D. * p<0,05 vs. alapérték (0. ora); # p<0,05 vs. hiités; n=>5
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5.3. Kiilonbozé viszkozitasu szuszpendalé oldatok hatisa laboratériumi allatok

vorosvérsejt deformabilitas mérésének érzékenységére
5.3.1. Nemi kiilonbségek tovabbi ektacytometrids vizsgalatai

Az 14. és 15. 4brak adatai mutatjak, hogy mind a Sprague-Dawley (SD) patkanyok,
mind beagle kutydk elongatids index értékei a 15 mPa.s viszkozitdsi PVP oldat alkalmazasakor
bizonyultak a legalacsonyabbaknak, mig a legmagasabb értékeket a 30 mPa.s viszkozitasu
kozeg hasznalataval mérhettik. Altalanossagban elmondhatd, hogy a 15 és 20 mPa.s-os
oldatokban meghatarozott elongatids index értékek kozotti kiilonbség nagysagrendileg hasonld

volt a 20 és 30 mPa.s-os oldatok hasznalataval kapott eredmények kozotti kiilonbségével.
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0,1 1 10 100 0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
A Nyirofesziiltség [Pa] B Nyirofesziiltség [Pa] C Nyiréfesziiltség [Pa]
14. abra

Him és néstény SD patkanyok elongatios index (EI) értékei a nyirdfesziiltség fiiggvényében
15 (A), 20 (B) és 30 (C) mPa.s viszkozitasi PVP oldatok alkalmazasakor
atlag £ S.D.; n=10-10
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0,4 4 0,4 4 0,4 4
5 03 = 034 = 034
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0,1 1 10 100 0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
A Nyirofesziiltség [Pa] B Nyiréfesziiltség [Pa] C Nyiréfesziiltség [Pa]
15. abra

Him és néstény beagle kutyak elongatids index (EI) értékei a nyirofesziiltség fliggvényében
15 (A), 20 (B) és 30 (C) mPa.s viszkozitasi PVP oldatok alkalmazasakor
atlag + S.D.; n=10-10
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A legnagyobb variabilitast mindkét allatfajnal a 30 mPa.s viszkozitasu kdzegben tortént
méréseknél tapasztaltunk. A CV% mindkét allatfajnal a 2-3 Pa alatti, jellemzdéen a 0,5-1 Pa
nyiréfesziiltség tartomanyokban volt a legnagyobb. A nyirderé novekedésével a CV% értékek
5% alad csokkentek, leghamarabb a 30 mPa.s-os oldat hasznalatdval (SD patkany: 4 Pa;
kutya: 3 Pa), mig a 15, illetve 20 mPa.s-os oldatok esetén csak a nagyobb nyirofesziiltség
értékek elérésével (SD patkany: 6-7 Pa; kutya: 5-6 Pa). A CV% értékekben kismértéki faji- és

nemi kiilonbségeket is megfigyelhettiink (16. és 17. abra).
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16. abra
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Him és néstény SD patkanyok elongatios index (EI) értékeink varidcios koefficiense (CV%)
a nyirofesziiltség fliggvényében 15 (A), 20 (B) és 30 (C) mPa.s viszkozitasti PVP oldatoknal
atlag = S.D.; n=10-10; a szaggatott vonal az 5%-os értékhatart jelzi
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17. abra

Him és néstény beagle kutyak elongatios index (EI) értékeink variacios koefficiense (CV%)
a nyirofesziiltség fiiggvényében 15 (A), 20 (B) és 30 (C) mPa.s viszkozitasi PVP oldatoknal
atlag + S.D.; n=10-10; a szaggatott vonal az 5%-os értékhatart jelzi
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Az EI-SS gorbék részletes elemzése szerint SD patkanyoknal a ndstények, mig beagle

kutyaknal a himek rendelkeztek magasabb elongatids index értékekkel (14. és 15. abra).

A goOrbék Osszehasonlitd adatai szignifikdns kiilonbséget mutatnak az egyes

szuszpenziés oldatok alkalmazasaval végzett mérési eredmények kozott, nemi kiilonbségeket

is jelezve (VI. tablazat).

VI. tabliazat: Him ¢és néstény SD patkdnyok (n=10-10) és beagle kutydk (n=10-10)

vorosveérsejt deformabilitdsat bemutaté Osszehasonlitd paraméterek eltérd viszkozitdsu PVP

oldatok alkalmazésaval, az eredeti elongatids index (EI)-nyirofesziiltség (SS) gorbék alapjan

A PVP oldat viszkozitasa

Paraméter Faj Nem 15 mPa.s 20 mPa.s 30 mPa.s
EI 3 Pa-nal | SD patkany | him 0,271 £0,02 * 0,299 £ 0,02 * 0,322 + 0,02
néstény | 0,277 £0,02 * 0,308 £ 0,02 *# | 0,334+ 0,02 #
Beagle kutya | him 0,246 £ 0,01 * 0,271 £0,02 * 0,299 + 0,01
néstény | 0,240 £ 0,02 * 0,264 + 0,02 * 0,297 £ 0,01
Elmax SD patkany | him 0,539 +£0,01 * 0,570 £ 0,01 * 0,592 + 0,02
ndstény | 0,538 £0,01 * 0,562 £ 0,01 *# 0,585+ 0,02
Beagle kutya | him 0,611 +£0,05 0,631 +£0,03 * 0,604 + 0,02
néstény | 0,598 + 0,03 0,618 £0,02 0,602 + 0,02
SSi, [Pa] | SD patkany | him 3,22+0,62 * 3,06 £ 0,65 * 2,76 £0,47
néstény | 3,01 £0,46 * 2,72 £0,42 *# 2,48+ 0,42 #
Beagle kutya | him 489+12* 4,54 +0,93 * 3,37 +0,49
ndstény | 4,86 +£0,81 * 4,44 +£ 0,52 * 3,46 £ 0,42
atlag + S.D.

* p<0,05 vs. 30 mPa.s, # vs. him

EI = elongatios index; El.x = maximalis EI; SS,,, = az El,,,x feléhez tartozd nyirdfesziiltség érték
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Mindkét faj és mindkét nem esetén a 15 és 20 mPa.s viszkozitasu kdzeg alkalmazésa
esetén a 3 Pa-nal meghatarozott EI értékek szignifikansan alacsonyabbak (p<0,001) voltak a
30 mPa.s viszkozitasi kdzeg hasznalatakor mért EI értékekhez képest, 7,7-23,8%-0s eltérést
is mutatva ugyanazon vérminta eredményei kozott.

Szignifikdns mértékli nemi kiilonbségeket patkdnyok esetében talaltunk, azt is csak a
20, illetve a 30 mPa.s viszkozitasti PVP oldatok alkalmazasakor (p=0,027 és p=0,01).

A kalkuldlt Eln,. értékek folyamatos emelkedését lehetett megfigyelni a patkany
vorosvérsejtek vizsgalatakor, ahogy az egyre nagyobb viszkozitasti kozegben végeztiik el a
méréseket. A 15 és 20 mPa.s-os kdzegek esetén szignifikansan alacsonyabb El. értékeket
kaptunk a 30 mPa.s-os oldatnal mért eredményekhez képest. Ezzel ellentétesen, kutydk esetén
ezt a fokozatos valtozast nem tapasztaltuk, a legmagasabb Eln.x értékeket a 20 mPa.s-os
kozegnél észleltiik, ami him allatoknal szignifikdnsan magasabb volt a 30 mPa.s-os oldatnal
mért adatokhoz képest (p=0,007).

SSy, értékek [Pa] mindkét allatfajnal csokkentek a szuszpenzios kozeg viszkozitdsanak
emelésével. A 15 és a 20 mPa.s-os oldatok esetén az SS, értéke szignifikdnsan magasabb volt
a 30 mPa.s-os oldatndl mértekkel Osszevetve (SD patkany himeknél: p=0,001 és p=0,04,
néstényeknél: p<0,001 ¢és p=0,037; beagle kutya himeknél: p<0,001 ¢és p<0,001,
néstényeknél: p<0,001 és p=0,004).

Szignifikans nemi kiilonbséget csak patkanyoknal taldltunk a 20, illetve a 30 mPa.s

viszkozitasu oldatok hasznélataval (p=0,017 és p=0,005).
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5.3.2. Ektacytometrids mérések érzékenységének vizsgdalata laboratoriumi dllatok hokezelt

vorosvérsejtjeivel
4.3.2.1. Haematologiai és morphologiai viltozdsok

Az SD patkanyok nativ vérmintdinak haematocrit (Htc) értéke 44,56 + 2,67%, a
vorosvérsejtek atlagos térfogata (MCV) 56,96 + 1,96 fl volt. A mintaeldkészitést kovetden a
vorosveérsejt-PBS szuszpenziok: Htc értéke 9,93 £ 0,29 %, MCV értéke 54,9 + 1,59 {1 volt.

A szuszpenziok vorosvérsejtiei legnagyobb részben megtartott morphologidval
rendelkeztek, csak néhany echinocytoid alak volt mikroszkdppal megfigyelhetd.

A hokezelés hatasdra az echinocyta ¢és fragmentalodott sejtalakok szdmanak

novekedését észleltiik a normal discoid alakok csokkenésével parhuzamosan (18. abra).

A B C
18. abra
SD patkany vordsvérsejtek mikroszkopos képe
nativ (A), mintael6készités utan PBS szuszpenzidban (B) és hokezelést kdvetden (C)
Eredeti nagyitas: 200x

Beagle kutyak nativ vérmintainak Htc-ja 54,58 + 2,83%, MCV-a 71,95 + 1,07 fl volt.
A mintael6készitést kovetden a vordsvérsejt-PBS szuszpenziok Hte értéke 9,98 + 0,26%-nak,
MCYV értéke pedig 71,22 + 1,23 fl-nek bizonyult.

Mikroszkoppal szamos echinocytoid alakot figyelhettiink meg, mar a mintaeldkészités
utan a szuszpenzidokban. A hdkezelés révén, hasonldan a patkany vérmintdkhoz, az

abnormalis morphologidju sejtek nagyszamu jelenléte volt jellemz6 (19. abra).
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A B C
19. dbra
Beagle kutya vorosvérsejtek mikroszkopos képe
nativ (A), mintaelokészités utdn PBS szuszpenzidban (B) és hokezelést kovetden (C)
Eredeti nagyitas: 200x

5.3.2.2. A vorosvérsejt deformabilitas valtozasai

Mindkét faj vérmintdiban az elongatios index értékek szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak a voOrosvérsejt-PBS szuszpenzidk esetén a nativ, normdl vérmintdk mérési
eredményeihez képest (20. és 21. dbra).

A kiilonbségek a kalkulalt paraméterek tekintetében is jol megfigyelhetéek voltak,
szignifikansan alacsonyabb Eln.c €és szignifikansan magasabb SS,, értékek jellemezték a
szuszpenziokat (VII. és VIII. tablazat).

A szignifikans kiilonbségeket mindhdrom PVP oldat hasznélataval észlelhettiik, a
mérési eredményekben szembetling kiilonbségeket mutatva a 15, 20, illetve 30 mPa.s
viszkozitasu oldatok alkalmazasa kozott.

A hokezelést kovetden az EI értékek jelentdsen alacsonyabbnak mutatkoztak
mindegyik PVP oldat hasznalata sordn, a korabban tapasztaltaknak megfeleléen a
legalacsonyabb értékeket a 15 mPa.s, a legmagasabbakat a 30 mPa.s viszkozitdsu oldat

alkalmazasakor kaptuk.
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20. abra

SD patkanyok nativ vérmintainak (A) és vorosvérsejt-PBS szuszpenzidinak hokezelés elétti (B),
illetve hokezelés utani (C) elongatids index (EI) értékei a nyirofesziiltség fiiggvényében
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21. abra

Beagle kutyak nativ vérmintainak (A) és vorosvérsejt-PBS szuszpenzidinak hokezelés elotti (B),
illetve hokezelés utani (C) elongatids index (EI) értékei a nyirofesziiltség fliggvényében

15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasti PVP oldatok alkalmazasakor

atlag = S.D.; n=8
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VII. tablazat. SD patkanyok (n=8) nativ vérmintdinak és vordsvérsejt-PBS szuszpenzidinak
(vvs-PBS) hokezelés el6tti, illetve hokezelés utani deformabilitast leird elongatids index (EI)-
nyiréfesziiltség (SS) gorbék dsszehasonlitdé paraméterei, 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasti PVP

oldatok alkalmazasakor

A PVP oldat viszkozitasa
Paraméter Minta 15 mPa.s 20 mPa.s 30 mPa.s
EI 3 Pa-nél | nativ minta 0,304 + 0,01 * 0,323 +0,01 * 0,339 + 0,01
vvs-PBS elétte 0,246 +0,01 ™* | 0262+0,01 7* | 0,278+0,01 "
vvs-PBS utdna 0,112+0,01 "*# | 0,117+0,02 "*# | 0,141 +0,01 '#
Elnax nativ minta 0,558 + 0,02 * 0,578 + 0,02 * 0,604 + 0,03
vvs-PBS elétte 0,515+0,04 " 0,513 +0,03 " 0,523 + 0,04 *
vvs-PBS utina 0,336+ 0,06 "*# | 0,498 £0,05" 0,512+ 0,06 "
SSi [Pa] | nativ minta 2,69 + 0,54 2,61+ 0,37 2,57+0,55
vvs-PBS elétte 3,44+ 0,69 ¥ 3,02+0,53 " 2,84+ 0,62
vvs-PBS utana 592+ 1,53 "*# | 16,38+ 12,68 '# | 27,48 +22,15 '#
atlag £ S.D.

* p<0,05 vs. 30 mPa.s, + vs. nativ, # vs. hdkezelés elott

VIII. tablazat. Beagle kutyak (n=8) nativ vérmintdinak és vorosvérsejt-PBS szuszpenzidinak
(vvs-PBS) hokezelés eldtti, illetve hokezelés utani deformabilitast leird elongatios index (EI)-
nyiréfesziiltség (SS) gorbék dsszehasonlitd paraméterei, 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitastt PVP

oldatok alkalmazasakor

A PVP oldat viszkozitasa
Paraméter Minta 15 mPa.s 20 mPa.s 30 mPa.s
EI 3 Pa-nal | nativ minta 0,276 £0,01 * 0,293 £0,01 * 0,321 £ 0,01
vvs-PBS eldtte 0,240 £0,01 * | 0,270+0,01 "* | 0,299+0,01
vvs-PBS utdna 0,212+ 0,01 *# | 0,243 +£0,01 *# | 0,272+0,01 '#
Elnax nativ minta 0,587 +£0,02 * 0,546 +£ 0,02 * 0,561 +£0,01
vvs-PBS eldtte 0,532+ 0,05 " 0,496 + 0,03 * 0,507 + 0,02 *
vvs-PBS utana 0,600 + 0,07 *# | 0,529+0,05# | 0,546 +0,03 #
SSi [Pa] | nativ minta 3,73 £0,52 * 2,76 0,4 * 2,34 +0,23
vvs-PBS elétte 3,99+ 1,14 * 2,57+0,37 * 2,18+ 0,32
vvs-PBS utdna 7,2+£3,25 ¥4 3,83+1,1 # 3,31£0,59 '#
atlag £ S.D.

* p<0,05 vs. 30 mPa.s, + vs. nativ, # vs. hdkezelés elott
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Patkanyok esetén (20. abra, VII. tablazat) a hoékezelés hatasara az EI-SS gorbék
lefutasa az 1 és 2 Pa kozotti nyirofesziiltség tartomanyban jelentdsen eltért a normalistol a 15
¢s 20 mPa.s-os kozegek hasznalatakor, mig a 30 mPa.s viszkozitast oldattal az alacsony
nyirofesziiltség tartomanyban is a megszokott gorbealakot lathattuk.

A 3 Pa nyirofesziiltségnél meghatarozott EI értékek szignifikansan alacsonyabbak
(p<0,001) voltak a hokezelést kovetden. Az Ely.x értékek mindharom kodzegben tortént
méréseknél alacsonyabba valtak a hokezelés hatasara, de a csokkenés csak a 15 mPa.s-os
kozeg hasznalatakor mutatott szignifikdns kiilonbséget. Az SSy, értékek hokezelés hatdsara
torténé emelkedése mindhdrom PVP oldat esetében szignifikans (p<0,001) volt.

A hokezelés eldtti és utani allapot meghatarozott mérési eredményei a legnagyobb
kiilonbséget a 30 mPa.s viszkozitasu kozeg haszndlatakor mutattak (VII. tablazat).

Bar a legalacsonyabb EI értékeket a 15 mPa.s-os oldatnal figyelhettiik meg, a
standardizalt differencia itt mutatta a legnagyobb variabilitast (22. A 4bra). Az 1 Pa alatti
nyiréfesziiltség tartomanyban a legalacsonyabb értékeket a 15 és 20 mPa.s viszkozitasu
kozegeknél kaptuk. 3 Pa nyirdfesziiltségig a standardizalt differencia értékek emelkedtek,
majd ezt kovetden csokkend tendenciat mutattak. A 30 mPa.s viszkozitast kozeg alkalmazasa
mellett mért értékek viszonylagosan stabilak voltak, nem mozogtak olyan széles
tartomdnyban, mint a masik két oldat alkalmazasandl. Az 5 Pa feletti nyirofesziiltség
tartomdnyban a 20 és 30 mPa.s kdzegekkel mért értékek nagyban hasonlitottak egymasra (22.
A abra).

Beagle kutydk vérmintdinal is megfigyelhettiik, hogy a 3 Pa nyiréfesziiltségnél
meghatdrozott EI értékek szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyultak a vordsvérsejt-PBS

szuszpenziok esetén, a nativ vérmintak értékeihez képest (p<0,001) (21. abra, VIIIL. tablazat).

54



A kalkulalt El.x értékek szintén szignifikdnsan alacsonyabbak voltak mindharom
PVP oldat hasznalatakor (p=0,007, p<0,001 és p<0,001), mig az SS,, értékeiben tapasztalt
emelkedés mar nem mutatott szignifikans kiilonbséget a nativ vérmintakkal 6sszehasonlitva.

A hdkezelés mindegyik paraméterben szignifikans csokkenéshez vezetett, bar a
valtozas mértéke nem volt olyan kifejezett, mint a patkdny vordsvérsejtek esetén. Az EI
értékekben a legnagyobb kiilonbséget (p<0,001) 3 Pa nyirofesziiltségnél figyelhettiik meg. Az
El..x emelkedését, feltehetdleg az elongatiés index gorbék megvaltozott Ilefutdsa
eredményezhette. Az SS,, értékek emelkedése mindharom PVP kozeg esetén bar kisebb foku
volt, mint amit patkany vordsvérsejteknél tapasztaltunk, de szignifikans kiilonbségként
mutatkozott a hokezelés eldtti allapothoz viszonyitva (p<0,001).

A standardizalt differencia értékek jelentdsen alacsonyabbak voltak, mint a
patkdnyoknal. A 2 Pa alatti nyir6fesziiltség tartomanyban a legmagasabb értékeket a 30 mPa.s
viszkozitasu kozegnél lattuk, majd a magasabb nyirofesziiltség értékeknél mar mindhdrom
kozeg esetén egymashoz kozeli eredményeket kaptunk (22. B dbra).

A standardizalt differencia adatok arra utalnak, hogy a patkany vordsvérsejtek joval

érzékenyebben reagéltak a hokezelésre, mint a beagle kutydk vorosvérsejtjei.
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s 8] s 8
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0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
Nyirofesziiltség [Pa] Nyirofesziiltség [Pa]
22. abra

SD patkanyok (A) és beagle kutyak (B) vorosvérsejt-PBS szuszpenzidinak
hokezelés elott és utan 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitast PVP oldatok alkalmazasakor mért
elongatids index értékeibdl kalkulalt standardizalt differencia a nyirofesziiltség fliggvényében
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6. MEGBESZELES

6.1. Nemi kiilonbségek haemorheologiai jellemzo6i

A nemi kiilonbségek haemorheologiai vonatkozésairdél egyre tobb, a klinikumbol
szarmazo irodalmi adat érhet6 el. A férfiakban a teljes vér és plazma viszkozitas, a haematocrit
¢s a fibrinogén koncentracié magasabb, a vorosvérsejtek nagyobb fokl aggregatios készséggel
és kisebb fokt deformalhatosaggal jellemezhetéek, mint azonos kora nékben. 24237380

Az életkor eldrehaladtaval és a nemi hormonok szintjében bekdvetkezd valtozasokkal
a haemorheologiai statusz tovabbi kiilonbségeket mutathat.®’’®” Physiologiai valtozasok,
mint a menstruaciés ciklus, a terhesség vagy a menopausa, valamint a nemi hormonok

crer

gonadectomia utdni allapot) is kiilonb6zé mértékben lehet hatassal a haemorheologiai
paraméterekre. >0 1119

Allatkisérletes vonatkozisban a fajok kozotti haemorheologiai kiilonbségekrdl az
ujabb és Ujabb méromddszerek kifejlesztésével és elterjedésével egyre tobb ismeret all

1 103,114,146,1 : s e r / I . ’
681735103 14146.156 5 nemi kiilonbségekrdl azonban kevés adat ismert, és

rendelkezésre,
rendszerezett 6sszehasonlité tanulmanyt sem talaltunk.

Feltételeztiik, hogy kiilonb6zd laboratoriumi allatfajokban a haemorheologiai nemi
kiilonbségek akar szignifikans szintet is elérhetnek, aminek komoly jelent6sége lehet a
kisérleti modellek csoportjainak megtervezésénél, Dbefolydsolva az eredmények
értékelhetdségét és 6sszehasonlithatosagat.

A haemorheologiai laboratoriumokban a technikdk ¢és a rendelkezésre 4allo

2 Lo JOy / .
7297 mely mérémiiszerek érzékenysége is

méromoddszerek széles tarhaza ismert és elfogadott,
eltérd, ezért egységes referenciaértékeket nehéz meghatarozni.

Ezért célkitiizéseink kozott a ,Jlaboratorium-specifikus” adatbazisunk adatainak

részleges 0sszegzése szerepelt a nemi kiilonbségek haemorheologiai elemzésére, a Debreceni
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Egyetem Orvos- ¢és Egészségtudomanyi Centrum, Sebészeti Mitéttani Tanszék
haemorheologiai kutat6-laboratériumaban vizsgalt egészséges allatok alapadataibol.

Ebbdl az adatbazisbol a disszertacidban a CD outbred patkanyok és inbred beagle
kutyak adatai keriiltek bemutatasra. A fobb eredményeink szerint: (I) a vorosvérsejt szam ¢€s a
haematocrit értékek a him allatokban mutatkoztak magasabbnak mindkét allatfajnal, (II) a
vorosvérsejt aggregatio mértéke patkdnyoknal a ndstényekben, mig beagle kutyaknal a
himekben bizonyult nagyobbnak, ezzel szemben (III) jobb vordsvérsejt deformalhatosaggal
patkanyoknal a ndstények, a kutydknal a himek rendelkeztek.

A taldlt fajspecifikus killsnbségek megerdsitették korabbi eredményeinket,'”
miszerint beagle kutydkban magasabb fehérvérsejt szam, haemoglobin, haematocrit, MCV,
MCH ¢s MCHC, valamint nagyobb aggregatios index értékek mérhetdek, mig a vordsvérse;jt
szam, a thrombocyta szdm, a teljes vér viszkozitas tekintetében a CD patkanyok rendelkeztek
magasabb értékekkel, ugyanakkor jobb vorosvérsejt deformalhatdsagi paraméterekkel. Ezek
az eredmények jol korrelalnak az irodalomban fellelhetd adatokkal,*®'0%-114136-157

A haemorheologiai nemi kiilonbségekben mutatkoz6 eltérések mértéke a két faj
Osszehasonlitdsdban azonban nem korreldlt egymaéssal. A human adatokkal ellentétesen a
magasabb  vOrosvérsejt aggregatios készség nem  tarsult csOkkent vOrdsvérsejt
deformabilitdssal himekben. Egységes magyardzatot az eltérésekre nem talaltunk,
valdsziniileg e két micro-rheologiai paramétert meghatarozo szamos plazmatikus és cellularis
faktorok Gsszetett kiilonbségei, s egymadsra gyakorolt hatdsa allhat a hattérben.

A vorosvérsejt deformabilitast foként cellularis faktorok hatdrozzdk meg, mint a
felszin-térfogat arany, a belsd viszkozitas, a sejtmembran sajat viszkozitasa, valamint a sejt
alakja 273931330 A faiok kozotti kiilonbségekre magyarazatul szolgalhat e faktorok
valtozatossaga, eltérések a vordsvérsejtek szamaban és méretében, a sejtek haemoglobin

tartalmaban, illetve a sejt morphologiai-geometriai sajatossagaiban.”®'**'>7
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Nemi kiilonbségek a vorosvérsejtek szamaban ¢és a haematocrit értékében is
megfigyelhetéek voltak: mindkét allatfajnal a himek rendelkeztek magasabb értékkel, mig a
vorosvérsejtek atlagos térfogata 1ényegében azonos volt a két nemben.

A vorosvérsejt aggregatiot a cellularis faktorokon til (sejtalak, deformalhatésag és
sejtfelszini glycocalyx molekularis struktiraja), plazmatikus faktorok is befolyasoljak, melyek
koziil a fibrinogén jatszik fontos szerepet.'**!''*1%3

Patkdnyoknal a ndstényekben mértiink szignifikdnsan magasabb fibrinogén
koncentraciot a himekhez képest, amit nagyobb plazma viszkozitas értékek kisértek. Részben
ezzel magyardzhatd a ndstényeknél tapasztalt emelkedett vorosvérsejt aggregatids index.
Azonban beagle kutyaknal a fibrinogén koncentracié nem mutatott jelentds nemi kiilonbséget,
a vorosvérsejtek aggregatids index értékében mégis szignifikdns nemi kiilonbséget talaltunk.
Feltételezhetd, hogy a fibrinogén molekuldk kotddésében mutatkozé kiilonbségek, ' a
sejtfelszini glycocalyx Osszetétele, igy a depletiés zona és az electrostaticus repulsio eltérd

69,70

mértéke, illetve tovabbi, még feltaratlan cellularis és plazmatikus tényezOk Osszessége

egyiittesen alakithatta a kiilsnbségeket.'>'*®

Ezek tisztdzdsara 1jabb, kifinomultabb
érzékenységli muszerek sziikségesek.

Ezeken feliil a jovében tervezett Osszehasonlitd vizsgalataink soran szamos egyéb
tényez6t is figyelembe kivanunk venni, melyek szintén szignifikans kiilonbségeket
eredményezhetnek, még akar egy azonos kisérleti csoporton beliil is egy hosszabb iddtartamu
utankovetéses vizsgalat soran. Ilyen tényezok lehetnek példaul a ndstény allatok oestrus

. , . o i : . oo han 84,158
ciklusa, az allatok oOregedésével jard élettani hatasok valtozasa.™

Ezen befolyasold
faktorok minimalisra t6rtén6 csokkentésének érdekében, a kisérletes modellek tervezésénél

javasolt torekedni az egynemti és azonos koru egyedekbdl 4ll6 csoportok kialakitasara.
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6.2. A mintatarolasi id6 és homérséklet hatasa a haemorheologiai paraméterekre

Eléfordul, hogy a klinikai laboratoriumi mérések soran a vérmintabol meghatarozott
paraméterek nem tekinthetdek reprezentativnak, ha a kelleténél hosszabb id6 telik el a
vérvétel és a paraméterek meghatarozasa kozott (a mintdk ,,in vitro oregedése”), vagy ha a
minta tarolasa, annak hémérséklete helytelen.”>>%%147

A kérdéskornek a kutatomunkaban is nagy jelent6sége van, hiszen a helytelen
mintakezelés és mintatarolds hatdsa elfedheti a kisérleti modellben indukalt kiilonbségeket,
vagy éppen nem valos szignifikans eredményeket produkalhat a kisérleti csoportok kozott.

A human gyakorlatban ennek elkeriilésére kiillonb6z6 méréstechnikai utmutatok allnak
rendelkezésiinkre.”*"%  Allatkisérletes vonatkozasban a mintatirolds haemorheologiai
hatésairé] kevés adat talalhato, azok alkalmazhatésaga is metodikafiiggs.’®'®*

Ezért vizsgalni kivantuk a mintatdrolds idejének és hdmérsékletének lehetséges
befolydsold hatasait a teljes vér és plazma viszkozitasra, a vorosvérsejtek atlagos térfogatara,
deformalhatdsagara és aggregatiojara CD patkany és beagle kutya vérmintakban.

A szobahdmérsékleten végzett mintatarolds egyértelmli valasztdsnak tiint a
mindennapok soran végzett laboratériumi munka koriilményeit szimulalva, ahol kiilonosebb
specialis feltételek nem sziikségesek a 20-25 °C-os szobahOmérséklet fenntartasahoz. A
hémérsékleti kdrnyezet mdasik csoportjanal a hiitve tarolast valasztottuk, ahol egy zart
dobozban nedves jégre helyeztiik a vérmintakat (4-8 °C). Ezzel a laboratoriumok kozotti
mintatranszport lehetséges koriilményeit kivantuk részlegesen szimulalni.

Eredményeink szerint, a mintatarolas ideje és homérséklete jelentdsen befolyasolja a
micro-rheologiai paramétereket, patkdnyok vérmintaiban rovidebb idén beliil és jelentdsebb
mértékben, mint beagle kutya vérmintak esetén.

Szobahdmérsékleten a vordsvérsejtek atlagos térfogata (MCV) 6 oran belill egyik

allatfajnal sem valtozott jelent6sen, azonban 24 ¢6ra mulva mar jelentésen emelkedett
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értékeket tapasztaltunk. A hiitéssel biztositott alacsonyabb hémérsékleten torténd tarolassal a
vizsgalati idOtartam végéig, azaz 72 oraig kikiiszobolhetd volt az MCV értékének valtozasa.

Az eredmények jol korreldlnak az irodalmi adatokkal: Medaille és mtsai kutya
vorosvérsejtek MCV értékének emelkedését irtak le 24-48 ordig tartd szobahdmérsékleten
végzett tarolas esetén,” Furlanello és mtsai a hiitéssel kikiiszobolték az MCV ndvekedését
kutya vérmintakban.’® Az MCV érték hasonl6 valtozasat figyelték meg Olsen és mtsai torpe-
sertés vérmintak vizsgalataval. Az altalunk tapasztalt MCV valtozasok a homérséklet és az
id6 figgvényében megfelelnek az irodalomban leirt korabbi eredményeknek.''”

Szobahdmérsékleten a vorosvérsejtek deformalhatosidga (EI) szintén nem mutatott 6
ordig valtozast, de ezt kdvetden a patkany sejteknél progressziv csokkenés jelentkezett, mig
kutydk esetén enyhe EI emelkedést figyelhettiink meg a 24. ¢és a 48. 6rdkban. Hiitéssel az
MCYV ¢értékekhez hasonloan, itt is mindkét allatfaj vérmintaindl biztosithattuk az elongatids
index értékek stabilitasat a 72 oras vizsgalati idotartam egészére.

A vOrdsvérsejt aggregatios valtozokban tapasztalt eltérések viszont ennél sokkal
Osszetettebbnek bizonyultak. Patkdnyoknal a szobahdmérsékleten tarolt mintadkban 2 és 6 ora
kozott jelentds, 40-60%-os csokkenés jelentkezett, melyet 24 dra utdn a kontroll értékeket
megkozelité emelkedés kovetett. Beagle kutyaknal ez a jelenség nem volt megfigyelhetd, a
tarolasi idOvel az aggregatids index értékek folyamatosan csokkentek, amit az alacsonyabb
hémérsékleten torténd tarolds sem védett ki.

Az észlelt micro-rheologiai véltozasok egy részének magyardzataul szolgalhatnak a
vorosvérsejt deformabilitast meghatdrozo faktorok, mint a sejtmembran feliiletének a sejt
térfogatihoz viszonyitott arinya, valamint a sejt alakja.!”'*® A felszin-térfogat aranyanak
barmilyen iranyu valtozésa, a sejt morphologidjaban bekovetkezd kisebb eltérések is
befolyasolhatjdk a vordsvérsejt deformabilitast.*® Feltételezhetd, hogy a szobahOmérsékleten

tarolt vérmintdk MCV érték novekedése szerepet jatszhatott a  vordsvérsejtek
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22,88,122 c e . . , ..,
88122 Toz7i-Ciancarelli és mtsai huméan vérmintak

deformalhatésaganak csokkenésében is.
vizsgalata soran, szintén a vorosvérsejtek deformalhatosaganak csokkenését tapasztaltak.'*

A vorosvérsejtek aggregatios index valtozasaiban megfigyelt jelenségekre -foleg
patkany esetén- nehéz magyarazatot talalni.

Feltételezhet6, hogy a hattérben részben a plazma proteinek degradatioja, a
megvaltozott sejtfelszini toltés és a glycocalyx valtozasai allhatnak, azonban a morphologiai
valtozasoknak is kulcsfontossagi szerepe lehet. A patkany vorosvérsejtek rendkiviil
érzékenyek a fizikai és kémiai valtozasokra.””’*!**!* Az echinocyta formak jelenléte a

S S sz 1,122
deformabilitas értékek romlasaval jar,*"

tovabba ezek a sejtalakok aggregatiora nem, vagy
csak nehezen képesek.81 A patkany vordsvérsejtek kornyezeti hatdsokra vald érzékenysége
jelentds mértékii echinocyta-atalakuldshoz vezet, igy érthetd az aggregatids index csokkenése.
A téroléas elérehaladtaval, amikor a sejtek a hypoxia és az energia depletio miatt mar nem
képesek fenntartani volumenjliket, duzzadni kezdenek, s igy az echinocyta alakok szama is
csokken - ez paradox mddon az aggregatids index novekedéséhez vezethet.

Ezek az adatok a kisérletek kivitelezésében nyujthatnak segitséget, a biztonsaggal

értékelhetd laboratoriumi mérési adatok szempontjabol.

6.3. Az ektacytometrias mérések érzékenysége

Kisérleteink el6z6 két fazisaban a laboratoriumi allatok faji- és nemi haemorheologiai
kiilonbségeit, illetve a mintakezelés befolydsold hatdsait vizsgaltuk. Munkénk harmadik
részében a vordsvérsejt deformabilitds korszerli meghatarozasara alkalmas haemorheologiai
laboratoriumi miszer, a Rheoscan-D200 slit-flow ektacytometer érzékenységét vizsgaltuk a
faji- ¢és nemi kiilonbségek tovabbi elemzésére, feltételezésiink szerint eltérd mérési

eredményeket ado, kiilonboz6 viszkozitdsu szuszpenzids oldatok hasznélataval.

61



A haemorheologiai paraméterek meghatdrozdsdra szamos metodika ismert ¢&s
hasznalatos, ezért a mérési protokollok standardizalasa nagy jelentéséggel bir.”*"%
A vorosvérsejt deformabilitds ektacytometrian alapuld meghatarozasara tobb mérémiszer
ismert, melyek koziil a kereskedelmi forgalomban a Rheodyn-SSD, a LoRRca és a Rheoscan-
D200 késziilékek érhetdek el.' "%

Az ektacytometerekben a vorosvérsejteket nyirderének kell kitenni ahhoz, hogy
elongaldédni tudjanak. Ez viszkozus makromolekula (PVP vagy dextran-70) oldatban,
szuszpendalé kozegben valosul meg, ez adja at a nyirderét a vorosvérsejt membrannak.”> Ha a
viszkozitas alacsony, akkor erd hatdsara a sejtek elnyulds nélkiil, porgd mozgast végeznek a
mintaban (,,tank tread” mozgas), befolyasolva a mérés szenzitivitasat is.'**>!"?

A cone-plate rheoscope technika alkalmazasdval az individudlisan megfigyelt
vorosvérsejtek elongatidja vizualisan elemezhetd, mely révén kimutattdk, hogy az alkalmazott
nyirderd €s a szuszpendald médium viszkozitdsa alapvetden befolyédsolja a vordsvérsejtek
orientalodasat és elnyulasanak mértékét a mérések soran %!

A Rheodyn-SSD ¢és a LoRRca késziilékek meghatarozott geometridval (parallel
korongok, illetve Couette-rendszer) €s kontrollalt nyiroerd-generalo rendszerrel rendelkeznek,
ezért a szuszpendald kozeg pontos viszkozitasanak ismerete nélkiilozhetetlen a pillanatnyi
nyirofesziiltség-profil megadasahoz.'® A Rheoscan-D200 késziilékben a vordsvérseit
szuszpenzié egyszer haszndlatos mérdkamrdk mikro-csatorndjan aramlik keresztiil
folyamatosan csokkend nyomas mellett, melyet a vakuum-generator és a pillanatnyi légkori
nyomds hatdroz meg. A nyirofesziiltség kalkuldlasahoz 4tlagos aramldsi ratat hasznal a
szoftver, parabolikus sebesség-profil feltételezésével.'* Ebbél adodoan, a Rheoscan-D200

rendszerében a nyirdfesziiltség kiszamitdsa fliggetlen a szuszpendald kozeg viszkozitési

adatatol. Ezért kritikus fontossaghi az alkalmazott szuszpendald kozeg viszkozitasanak
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standardizalasa, hiszen a sejtek iranyultsagat és elongatidjat biztositd nyirderd-attevodés ettol
figg 452
Annak ellenére, hogy a PVP oldatokban ritkan vérosvérsejt morphologiai valtozadsok

létrejhetnek (,teniszlabda” formék kialakulasa),”*'""

a standard PVP oldatok (osmolaritas:
280-330 mOsm/kg; pH ~7,4) hasznalata a legelterjedtebb a mérések kivitelezésében. Bar a
sziikséges PVP oldatok konnyen eldallithatoak, eldre meghatarozott viszkozitast
szuszpenzids oldatokat az ektacytometereket gyarté cégek is kereskedelmi forgalomba
bocsatanak. A nem megfeleld viszkozitasi PVP oldat megvasarlasa és hasznalata torz
eredményekhez vezethet. Ezért tartottuk fontosnak, a kereskedelmi forgalomban is elérhetd
vagy a laboratériumokban elkészithetd 20, illetve 30 mPa.s viszkozitasi PVP oldatok
alkalmazéasaval mért vorosvérsejt deformabilitdsi adatok Osszehasonlitasat, kiegészitve a
kevésbé viszkozus 15 mPa.s-os oldat vizsgélataval.

Feltételeztilk, hogy az egyes szuszpendaldé médiumok alkalmazéasaval nyert
eredmények kozott a human adatokhoz hasonloan®® jelent6s kiilonbség lehet, s amely eltérd
mértékben mutatkozhat him és ndstény Sprague-Dawley patkdnyok és beagle kutydk
vérmintaiban az ismert faji kiilsnbségek tekintetében.'®15¢1%7

A mérésekkel szignifikans kiilonbségeket taldltunk ugyanazon vérmintak -eltérd
viszkozitasi médium alkalmazasaval meghatarozott vorosvérsejt deformabilitasi értékeiben.
A legalacsonyabb elongatios index értékeket a 15 mPa.s viszkozitasti oldat hasznalataval
kaptuk, a legmagasabb értékeket és jol kimutathatd, a korabbi vizsgalatainkhoz képest
részletesebb nemi kiilonbségeket a 30 mPa.s viszkozitasu PVP oldat alkalmazasaval nyertiik.

A 15 mPa.s viszkozitasu kozeg esetén kalkuldlt viszonylag alacsony CV% értékek
valdsziniisithetd oka lehet, hogy a mért elongatiés index értékek alacsony és szilk

értéktartomdnyban mozogtak. A méréseket 5%-os CV érték alatt tekintettiik stabilnak.

A 30 mPa.s viszkozitasu oldat hasznalata soran ez a feltétel patkdnyoknal 4 Pa, kutydknal mar
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3 Pa nyirofesziiltség feletti tartomanyban teljesiilt, mig a kevésbé viszkozus kozegek esetén ez
a hatarérték magasabb nyirofesziiltség értékek iranyaba tolodott el.

Az ektacytometridss mérések érzékenységének Osszehasonlitd vizsgalatait a
vorosvérsejtek  hokezelésére  bekdvetkezO ~ deformabilitdas  romlds — mértékének
kimutathatdsagaval folytattuk.

A hékezelés egyszerl, konnyen kivitelezhetd modszer a vordsvérsejtek rigiddé tételére
in vitro vizsgalatok céljabol.'% 113 A vorosvérsejt szuszpenziok hékezelése révén
meghatarozhattuk és elemezhettilk a Rheoscan-D200 ektacytometer érzékenységét, a harom
kiilonboz6 viszkozitasu oldat alkalmazasaval. A standardizalt differencia értékek kiszamitasa
a hokezelés hatisara létrejott valtozasok kimutathatdosdganak és mértékének objektiv
dsszehasonlithatosagat tette lehet6ve. '

Laboratériumi allatok vonatkozdsdban hasonld, a faji-, nemi kiilonbségeket és a
miszerérzékenységet is Osszetett moédon vizsgald komparativ tanulméanyrél nem tudunk.

Mindkét allatfaj vorosvérsejt deformabilitdsi értékei szignifikans kiilonbséget mutattak
a nativ vérmintak ¢és a voOrdsvérsejt-PBS szuszpenziok Osszehasonlitasakor is. Ennek
hatterében feltehetdleg a vordsvérsejt-PBS szuszpenzidk jelentdsen alacsonyabb haematocrit
érteke allhat. A nativ vérmintdk legalabb négyszer-6tszor magasabb altagos haematocrit
értékkel rendelkeztek (patkany: 44,56%, kutya: 54,58%), mint a vorosvérsejt-PBS
szuszpenziok, amiket 10%-os haematocrit értékre készitettiink els.'

A vartaknak megfeleléen mind a patkdny, mind a kutya vordsvérsejtek elongatios
index értékeiben szignifikans csokkenést eredményezett a sejtek hokezelése, de a patkany
vorosvérsejtek deformabilitds romlasa kifejezettebbnek bizonyult.

Patkanyok esetén a 15, illetve a 20 mPa.s viszkozitdsu PVP oldatok hasznalatakor az
elongatios index—nyiréfesziiltség gorbék lefutasa torzulast mutatott a 2 Pa alatti tartomanyban.

A standardizalt differencia legnagyobb variabilitdsat a 15 mPa.s-os szuszpenddld kozeg
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alkalmazasakor tapasztaltuk. Annak ellenére, hogy a 1,5 Pa nyirofesziiltség feletti
tartomanyban a legmagasabb standardizalt differencia értékeket a 15 mPa.s-os oldat esetén
mérhettiik, a 2 Pa nyirofesziiltség alatti, azaz a physiologias értelemben is nagyobb
jelentdségli tartomanyban, a 30 mPa.s viszkozitasi PVP hasznalatakor kaptuk a magasabb,
jobb értékeket. Osszességében, a 15 mPa.s viszkozitastt PVP oldat nem ajanlott, és még a 20
mPa.s-os oldat hasznalatakor is torzulhat az elongatiés index—nyirofesziiltség gorbék lefutasa
alacsony nyirofesziiltség tartomanyban, rigid vordsvérsejtek vizsgalatakor.

Kutyék esetén nem tapasztaltunk olyan mértékii kiilonbséget a hokezelés elotti €s utani
allapotok mérési eredményei kozott, mint a patkany vérmintdkban. Az elongatios index —
nyiréfesziiltség gorbék lefutdsa szabalyos maradt, és a standardizalt differencia értékek is
jelentdsen alacsonyabbak voltak a patkany eredményekhez képest. A patkdny mintdkhoz
hasonloan a 30 mPa.s viszkozitdsi PVP oldattal voltak biztosithatdoak a legmagasabb
standardizalt differencia értékek az alacsony nyirdfesziiltség tartomanyban.

A vorosvérsejt deformabilitasi modszerek tovabbi dsszehasonlitd vizsgéalataira rotatids

ektacytometer (LoRRca MaxSis Osmoscan) beszerzésével nyilik lehetdség.

6.4. Az eredmények hasznosithatosaga a kisérletes sebészeti kutatasokban

A human laboratériumi alkalmazésra kidolgozott haemorheologiai méréstechnikai
utmutatokhoz”*" hasonlé, allatkisérletekre és haemorheologiai témaja kisérletes sebészeti
kutatasokra vonatkozo ajanlas nem ismert.

A laboratériumi allatfajok haemorheologiai, és kiemelten a micro-rheologiai
paramétereinek (vOrosvérsejt deformabilitas, vOrosvérsejt aggregatio) 0Osszehasonlito
vizsgalatai adatokat szolgaltathatnak a faji- és nemi kiilonbségek, valamint a mintavételi,
mintakezelési, mintataroldsi, mintael6készitési standardok kialakitasahoz, figyelembe véve

adott méromiiszerek érzékenységét is.
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A CD patkdnyok ¢és beagle kutydk vérmintdiban talalt szignifikdns mértéki
haemorheologiai faji- és nemi kiillonbségek megismerése segitheti a kisérleti csoportok
megtervezését. Ajanlott az egynemi csoportok kialakitdsa, vagy az adott pathophysiologiai
valtozas eleve nemi bontasban torténd vizsgalata, hiszen a kiillonbdz6 egyedszamu, kevert nemi
csoportok eredményei elfedhetik, torzithatjak a kisérleti csoportok kdzotti valos kiillonbségeket.

A vérmintak kezelésére, tarolasara vonatkozd Osszehasonlitd adatok a laboratoriumi
mérések biztonsagat ndvelhetik. A nem megfeleléen kezelt, vagy a vérvétel idépontjahoz
képest tul késon mért minta eredményei nagymértékben eltérhetnek a valds adatoktol.
Kiilonosen igaz ez a patkanyok vordsvérsejt aggregatios értékeire. Az dsszehasonlito adataink
felhasznalhatéak lehetnek a laboratoriumok kozotti mintaszallitds hatdsanak megitélésére,
amely az eredmények kiértékelésé¢hez nyujthat timpontot.

Az ektacytometrias méréseknél a valtozadsok kimutathatésaga szempontjabdl a 30
mPa.s viszkozitasi PVP oldat hasznalata a leginkabb ajanlott. Ettdl eltérd oldat alkalmazasa
esetén figyelembe kell venni azt a tényt, hogy mas-mas viszkozitasi szuszpendald kozeg
hasznalataval nyert eredmények egymassal nem vethetéek Gssze.

Ezeket a jelentds kiilonbségeket 6sszehasonlitva az irodalmi attekintés 2.3. fejezetében
egy-egy kiragadott példaként ismertetett kutatasi eredményekkel, kijelenthetd, hogy a faji- és
nemi kiilonbségek, valamint a mintakezelési, mintaelokészitési ¢és méréstechnikai
standardizacidos szempontok figyelembe vétele nagy fontossaggal bir mar a kisérletek
tervezésekor is, a megbizhat6 és jol értékelhetd eredmények biztositasa céljabol.

A jol értékelhetd, megbizhatdo allatkisérletes haemorheologiai eredmények
hozzajarulhatnak szdmos pathophysiologiai allapot és folyamat (sepsis, ischaemia-reperfusio,
cardio- ¢és cerebrovascularis korképek, keringésdinamikai valtozasok, miivi arterio-venosus
shunt-6k, extracorporalis keringés) soran kialakulhaté microcirculatiés zavarok jobb

megértéséhez, prognosztizalasahoz ¢s a therapias lehetdségeinek vizsgalatahoz.
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7. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEFOGLALASA

1.

Kimutattuk, hogy CD patkanyokban a ndstények rendelkeznek jobb vordsvérsejt
deformabilitas értékekkel, mig beagle kutydknal a himek. Ezzel szemben a
vorosvérsejt aggregatio CD patkanyoknal a néstényekben, beagle kutyaknal pedig a
himekben fokozottabb mértékii. Mindez ellentmond a human adatoknak, hiszen az
irodalomban ismert, hogy a férfiaknal mutatkoz6 fokozottabb vordsvérsejt aggregatio
,»rosszabb” vordsvérsejt deformabilitasi értékekkel kisért.

El6észor irtuk le, hogy CD patkany és beagle kutya vérmintdk tarolasaval a micro-
rheologiai paraméterek (vorOsvérsejt deformabilitas €és vOrosvérsejt aggregatio)
valtozasanak mértéke kiilonbséget mutat a két laboratériumi allatfaj kozott. A
vorosvérsejt deformabilitds mérések szobahdémérsékleten valo tarolas mellett 4-6 6ran
beliil stabilak, de patkany vérmintak vorosvérsejt aggregatio méréseit lehetdleg mar 1

oran beliil el kell végezni.

. El6szor irtuk le patkdny vérmintdban a mintatarolds sordn a kezdeti, 2 6ran beliil

jelentkezd, 40-60%-o0s aggregatiés index csokkenést és 24 oOra utdni paradox
emelkedését. A jelenség beagle kutydk vérmintdiban nem volt kimutathatdé és az
irodalomban fellelhetd human 6sszehasonlité vizsgalatokban sem ismert.

Kimutattuk, hogy a slit-flow ektacytometrids méréseknél a 15, 20 és 30 mPa.s
viszkozitasi polyvinyl-pyrrolidon (PVP) oldatok alkalmazéasaval Sprague-Dawley
patkdnyok ¢és beagle kutydk vérmintainak vordsvérsejt deformabilitds értékeinek
kiilonbozdsége eltérd mértékben mutathatd ki. A legnagyobb mértékben kimutathato
faji- és nemi kiilonbségeket a 30 mPa.s viszkozitast oldat hasznélataval kaptunk.
Elészor mutattuk ki, hogy Sprague-Dawley patkanyok és beagle kutyak vorosvérsejtei
eltér6 mértékben érzékenyek a hokezelésre (48 °C, 9 perc). A kiilonbségeket

a 30 mPa.s viszkozitasu PVP oldat hasznalatdval mutattuk ki a legérzékenyebben.

Reményeink szerint ezek az eredmények hozzajarulhatnak a faji- és nemi haemorheologiai

kiilonbségek jobb megértéséhez, valamint a mintakezelési, mintatarolasi és mintaeldkészitési

standardok kialakitdsdhoz, s egy allatkisérletes haemorheologiai méréstechnikai utmutato

kidolgozaséhoz.
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8. OSSZEFOGLALAS

A kisérletes sebészeti kutatdsokban a haemorheologiai paraméterek (teljes vér és plazma
viszkozitds, vorosvérsejt deformabilitds, vOrOsvérsejt aggregatio) szamos pathophysiologiai
folyamatban mutatnak szignifikans, gyakran jelz6 értékii valtozasokat, amelyek a kovetkezményes
szoveti microcirculatids zavarok kialakuldsa miatt nagy fontossaggal birnak.

A kisérletes modellekben a mérési eredményeket, azok értékelhetOségét ¢és
Osszehasonlithatosagat nagymértékben befolyasoljak a laboratoriumi allatfajok még nem minden
részletében tisztazott faji- és az alig ismert nemi haemorheologiai kiilonbségei. Jelentds befolyasolo
tényez6 lehet még valamint a mintavétel, mintatarolas és mintakezelés hatdsa a micro-rheologiai
paraméterekre, melyek kimutathatdsaga a specialis méromiiszerek érzékenységétdl is fligg.

Az objektiven értékelhetd laboratoriumi eredmények biztositdsa érdekében célul tiztik ki
két laboratoriumi allatfaj -outbred patkany, és beagle kutya- haemorheologiai paramétereinek faji-
és nemi kiilonbségeinek elemzését. Célunk volt tovabba a mintatarolasi idé és hdmérséklet
befolyasold hatasanak és az ektacytometrias elven meghatarozott vordsvérsejt deformabilitasnal
hasznalt kdzeg jelentoségének, és maganak a méréstechnikai modszer érzékenységének a vizsgalata.

Jelentds nemi haemorheologiai kiilonbséget tapasztaltunk a két allatfaj kozott vorosvérsejt
aggregatio €s deformabilitas tekintetében. Patkanyok esetén a ndstények, beagle kutyaknal a himek
rendelkeztek jobb vordsvérsejt deformabilitasi paraméterekkel, mig a voOrOsvérsejt aggregatio
patkdnyokndl a ndstényekben, beagle kutyaknal a himekben volt fokozottabb.

CD patkdny és beagle kutya vérmintdk tarolasdval a micro-rheologiai paraméterek
valtozasanak mértéke kiilonbséget mutatott a két laboratoriumi allatfaj kozott. A vordsvérsejt
deformabilitds mérések szobahdmérsékleten vald tarolas mellett 4-6 oran beliil stabilak, de
patkany vérmintak vordsvérsejt aggregatiojat lehetéleg mar 1 oran beliil el kell végezni.

Slit-flow ektacytometrias modszerrel kimutattuk, hogy a vordsvérsejt deformabilitas
méréseknél a 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasu polyvinyl-pyrrolidon (PVP) oldatok alkalmazasaval
Sprague-Dawley patkanyok és beagle kutydk vérmintdinak vorosvérsejt deformabilitasi értékei
jelentdsen kiilonboznek egymastél. Erzékenyebben és legmegbizhatobban kimutathato faji- és
nemi kiilonbségeket a 30 mPa.s viszkozitasu oldat hasznalataval kaptunk. A hdokezeléssel rigiddé
tett vorosvérsejtek deformabilitdsanak legnagyobb mértékii valtozéasait patkdnyoknal sikeriilt
kimutatni.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a megfeleléen extrapolalhatd adatok biztositasahoz
nélkiilozhetetlen a kisérleti modell megfeleld tervezése, a mérési metodika standardizalasa az adott
laboratoriumi allatfajra. A tapasztalt faji- és nemi haemorheologiai kiilonbségek, valamint a hibas
mintakezelésbél és a nem megfelelden standardizalt metodikabol fakadd mérési eltérések

megkdzelithetik, vagy elfedhetik a kisérleti csoportok kozotti valos kiilonbségek mértékét.
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SUMMARY

In experimental surgical research the hemorheological parameters (blood and plasma
viscosity, red blood cell deformability, red blood cell aggregation) show significant, often signaling
changes in several pathophysiological processes, which changes have big importance due to the
evolving tissue microcirculatory disorders.

In the experimental models the measurement results and their estimability and comparability
are highly influenced by the not totally known race and barely known gender hemorheological
differences of laboratory animal races as well as the effect of sampling, sample storage and handling
on the micro-rheological parameters, which demonstrability depend also on the sensitivity of the
special measurement device.

For securing proper estimable laboratory results we aimed to analyze the race and gender
differences of the hemorheological parameters in two laboratory animal races -outbred rat and beagle
dog-, furthermore to investigate the importance of the influencing effect of sample storage time and
temperature and of the medium used for ektacytometric red blood cell deformability measurement and
the sensitivity of the measurement-technical method.

We experienced significant hemorheological gender differences between the two races in red
blood cell aggregation and deformability. In case of rats the females, in beagle dogs males had better
red blood cell deformability while the red blood cell aggregation was increased in female rats and in
male beagle dogs.

By the storage of CD rat and beagle dog blood samples the magnitude of micro-rheological
parameter changes showed difference between the laboratory animal races. The red blood cell
deformability measurements by room-temperature storage are stable within 4-6 hours, in case of rats
the red blood cell aggregation measurements have to be possibly completed already within 1 hour.

We showed using slit-flow ektacytometric method that the red blood cell deformability values
of Sprague-Dawley rat and beagle dog blood samples significantly differ from each other, using 15, 20
and 30 mPa.s viscosity polyvinyl-pyrrolidone (PVP) solutions for red blood cell deformability
measurements. We got more sensitively and the most securely detectable race and gender differences
by using 30 mPa.s viscosity solution. We could show the largest magnitude of changes in the
deformability of the heat-treated, rigid red blood cells in the rat.

As conclusion we can say, that for securing properly extrapolable data it is necessary to plan
properly the experimental model, standardize the measurement method for the actual laboratory
animal race. The experienced race and gender differences, so the measurement alterations deriving
from fault sample handling and not properly standardized methods can reach or mask the magnitude of

the real differences between the experimental groups.
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