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., Szerelem és ver.

Mindketté hatalmas erével bir.

A magusok és a tudosok hosszu ideje torik rajta a fejiiket,
de semmire se jutottak, azt az egyet kivéve...

Igaz szerelemnek lennie kell.”

(Andrzej Sapkowski: Vajak - Az utols6 kivansag)

BEVEZETES

A vér kiilonleges szerepet tolt be az evolucios értelemben vett magasabb rendii €161ények
szervezetében. Lehetdvé teszi a tapanyagok, hormonok, jelatviteli molekulak eljutasat a
célszervekhez, fontos szerepe van az immunrendszer, és az immunvalasz kialakitdsaban részt
vevl elemek funkcidjanak betoltésében. A fentebb emlitett okok miatt kiilonleges fizikai és
kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik (nem-Newtoni folyadék, pH puffer). Ertheté médon az
emberiséget mar a tudomany hajnala 6ta érdekelte ennek a kiilonds és kiilonleges ,,szovetnek™
a mikodése és a szervezetben betdltott szerepe.

A vér szamos alakos eleme koziil fontos kiemelni a vorosvérsejtek jelentdségét és kiilonleges
tulajdonsagait. FO feladatuk az oxigén ¢és szén-dioxid szallitasa a szovetek és a tiido kozott.
Ahhoz, hogy a legkisebb szovetek megfelel6 oxigén ellatasat biztositsak (és ezzel az idealis
szoveti perfuziot) az erythrocytak, ¢és megfeleléen tudjanak kozlekedni a szervezet
kapillarisaiban, képesnek kell lennilik a nagy mértékii alakvaltozasra, deformalhatésagra
(Mohandas ¢és Chasis 1993, McMahon 2019). Ezt a tulajdonsagukat a (1) cytosceletalis
fehérjéknek, (2) az intracellularis ion €s vizhaztartas kontrollalasanak, (3) és a sejtmembran

feliilet-térfogat aranyanak koszonhetik. Ezeket a tényezdket negativan befolyasolhatjdk az



oroklott haemoliticus anémiak (sarld sejtes vérszegénység, thalassaemia) (Huisjes és mitsai
2018) valamint fizikai és hatasok, az oxidacios és gyulladasos folyamatok.

Ismert tovabba, hogy a vér aramlastani tulajdonsagai nagy kiilonbségeket mutatnak a
kiilonb6z6 fajok kozott (Snyder és Sheafor 1999, Németh és mtsai 2009, 2010, 2016).

A fentebb emlitett okok miatt fontos mind a mddszertani, mind fajok és nemek kozotti

Osszehasonlitd haemorheologiai vizsgéalatok végzése.

. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Roviden a haemorheologiai paraméterekrol

A rheologia a fizika azon aga, amely az anyagok (gazok, folyadékok, fél-szilard vagy
foglalkozik olyan esetben, amikor az adott anyag plasztikus alakvaltozassal reagal erre. A
rheologia fogalmat Eugene Cook Bingham (1920) fogalmazta meg (Steffe 1996). Ez a
kritériumrendszer olyan anyagokra vonatkozik, amelyek komplex mikrostruktaraval
rendelkeznek.

A rheologia vagyis aramlastan a kiilonb6z6é anyagok erdhatisra bekovetkezo
deformalodasaval és folyasi/aramlasi tulajdonsagaival foglalkozo tudomanyagbol (Eugene C.
Binghan, 1929) alakult ki a haemorheologiai vagyis a vér aramlastana, ami a vér sejtes ¢és

crer

vérrel kontaktusban 1év6 érfal rheologidjanak Osszefoglald megjelolése (Alfred L. Copley,

1951).



2.1.1. Veér- és plazma viszkozitds

A vér egy Osszetett rendszer, amely alakos elemekbdl (vorosvérsejtek, fehérvérsejtek €s
vérlemezkék) és az ezeket szuszpendalo kozegként koriilvevo fehérjéket, szerves molekulakat
¢s sokat tartalmazo folyékony plazmabol all. Ezen tulajdonsagai miatt nem-Newtoni
folyadékként viselkedik rheologiai értelemben, vagyis viszkozitdsa nem alland6, nem csak a
hémérséklettdl, hanem a nyirofesziiltségtol és a sebességgradienstdl is fligg.

A vér viszkozitasat befolydsolo tényezok koziil nem csak a rdhato erdk, hanem a benne levd
alakos elemek szama ¢és fiziologias vagy patofiziologias allapota is befolyasolhatja (Bodnar és
mtsai 2011, Meiselman 1981, Baskurt és Mat 2000, Baskurt és mtsai 2004, Connes és mtsai
2009). A vorosvérsejtek szama, mérete, alakja, feliilet/térfogat aranya, belsé viszkozitasa,
membran viszkozitasa és deformalhatosaga mellett fontos faktor lehet a fehérvérsejtek és
thrombocytdk szama és aggregatioja is. JelentOs szerepet jatszhatnak a vérplazmaban levd
fehérjék (fibrinogén, globulin) és zsirok mennyisége, valamint a koleszterinszint (1. és 2. abra)

(Németh 2020, Cowan és mtsai 2012).

Hoémérséklet  Haematocrit

\ Fibrinigén és globulin
Vorosvérsejtek: /
-feliilet/térfogat aranya Viorosvérsejt aggregatio

-belsé viszkozitas /

-membrin viszkozitis

morlologts Teljes vér viszkozitas +—— Plazmaviszkozitis
1 /' *
Vorosvérsejt deformabilitas \\
\
\
Leukocyta és thrombocyta \

Lipidek

szam és aggregatio

Nyiréfesziiltség

haemodinamika Microcirculatio

1. abra
Teljes vér viszkozitast befolyasold haemorheologiai paraméterek
(A Sebészeti Miitéttani Tanszék abraanyagabol)
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A teljes vér viszkozitast szdmos faktor befolydsolhatja az alacsony vagy magas sebesség-

gradiens fiiggvényében. A keringési rendszer azon részein, ahol sebesség-gradiens magas a

teljes vér viszkozitast elsdsorban a haematocrit, a vorosvérsejtek deformabilitasa és a plazma

viszkozitas hatarozza meg. Ahol a sebesség-gradiens alacsony és a vér aramlasa lelassul ott a

molekuldk és a sejtek kolcsonhatasba 1épnek, igy a vordsvérsejt és a vérlemezke aggregatio johet

létre. Ezek a kolcsonhatasok novelhetik vagy csokkenthetik a sebesség-gradienst és ennek

megfeleléen befolyasolhatjak a teljes vér viszkozitast. Mivel a vér nem-newtoni folyadék,

fontos, hogy a kisérletek soran olyan sebesség-gradiens tartomanyban mérjiink, amely

reprezentalja az in vivo el6fordulo értékeket (2. dbra. Cowan és mtsai 2012, Ho 2004, Németh

¢s mtsai 2009).

Magas
viszkozitas

- Immunoglobulinok
Diastole

t Vvs aggregatio
‘? Thr aggregatio

Plasma proteinek
Gyulladasos faktorok
| Koleszterin
/ Trigliceridek
| / Haematocrit

Vs deformabilitas

Plasma viszkozitas

Alacsony
viszkozitas

| | | Systole |

Alacsony sebességgradiens l l l Magas sebességgradiens l

Sebességgradiens (S1)

2. abra
A teljes vér viszkozitashoz hozzajarul6 faktorok (Cowan €és mtsai 2012 alapjan)



2.1.2. Vorosversejt deformablitas és membranstabilitds

A vorosvérsejtek rendkiviil nagy alakvaltoztatd képességgel vagy deformabilitéssal
rendelkeznek. Erre azért van sziikség, mert az atlagos méretiik embereknél 6,2 — 8,2 um, de az
érrendszerben levo legkisebb kapillarisok k6zott azonban 5 pm atmérénél kisebbek is vannak.
Mivel az oxigén cserében betoltott szerepiik az egyik legjelentdsebb tulajdonsaguk, be kell
tudniuk férkézni ezekbe a kis kapillarisokba és betolteni feladatukat (Németh 2020, Téth és
mtsai 2014). Tovabbi tényezOk, amelyek befolyasoljak a deformabilitast, a vordsvérsejtek
alakja, feliilet-térfogat ardnya ¢€s a sejtek kora (minél idésebb egy sejt, annal gyengébb
deformabilitassal bir). A deformabilitas olyan szempontbol is fontos tulajdonsag, hogy az
érpalyaban valo folyamatos aramlés miatt, a vorosveérsejtek eltérd erdsségii nyiroerének vannak
kitéve. Ezek a nyirderék 0,1 — 15 Pa erdsségli nyirofesziiltség értékek kozott mozognak az
erekben, igy ennek is ellen kell allniuk. Ezekkel a nyiréerék okozta valtozasokkal a
vorosvérsejtek membranstabiltas értékeiben torténd valtozasok, mint jelzok szolgalnak (Németh
2020, Simmonds és mtsai 2014b).

A vorosvérsejtek deformabilitdsa, vagyis formalhatosaga, alaktartasi képessége fligg a sejt
térfogatatol, a térfogat-feliillet aranytol, az intracellularis viszkozitastol, a sejtmembran
viscoelasticus jellemz6itél és a mechanikai stabilitastol (Mohandas, Chasis 1993, de Oliveira,
Saldanha 2010, Picas, Rico és mtsai 2013). A kiils6 mechanikai er6hatasok (legyenek azok
fiziologias vagy annal nagyobb) jelentds mértékben befolyasolhatjdk a vordsvérsejtek
microrheologiai tulajdonsagait, igy a deformabilitast, membranstabilitast és aggregatiot is (Kim,
Lee és mtsai 2016). A vordsvérsejt membran (mechanikai) stabilitasi teszt egy hasznos modszer

arra, hogy egy elére meghatarozott nyirofesziiltség (mechanikai stressz) hatasara bekovetkezd



deformabilitas valtozasokat, és a sejtek stressztlird képességét megvizsgaljuk (Baskurt 2012,

Baskurt, Meiselman 2013c).

2.1.3. Vorosvérsejt aggregatio

A vorosvérsejtek aggregatioja, vagyis reverzibilis, egymashoz vald kapcsolodasanak
képessége egyik jellegzetes tulajdonsaguk, aminek fiziologias szerepe mellett diagnosztikai
jelentdse is van. Alacsony nyirofesziiltség mellett vagy stasisban a vorosvérsejtek reverzibilis
modon, egymashoz csatlakoznak, ugynevezett roleaux (pénztekercs) formakat alakitanak ki. A
vorosvérsejtek aggregatios hajlamat befolyasolja azok felszini toltése, alakja, a plazmaban levo
fehérjék mennyisége is milyensége (pl. tobb fibrinogén, magasabb aggregatids hajlam). Ezen
okok miatt a vorosvérsejtek aggregatidjanak vizsgalata jo diagnosztikai mutatd. Bizonyos
betegségeknél Osszefiiggés taldlhatd az aggregatio nodvekedése, a betegség megléte ¢és
elérehaladottsaga kozott, igy magasabb aggregatios értékek mutathatok ki gyulladasos
allapotokban, fertézések esetén, illetve diabetesben is (Baskurt és Mat 2000, Baskurt és mtsai

2004, Cihia és mtsai 2003).

2.2. Haemorheologiai paramétereket befolyasolé fobb hatasok

Szamos hatas befolyasolja a véraramlasi paramétereket: megvaltozott vorosvérse;jt
deformabilitas, aggregatio, vérviszkozitas. A 3.4bra §sszegzi a véraramlast befolyasolo fobb

tényezoket és faktorokat.
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3. abra

(Németh és mtsai 2018 alapjan)

2.2.1. Mechanikai stressz

A véraramlast befolyasolo faktorok és tényezok sematikus abraja.

A vorosvérsejtek az érpalyaban eltoltott életilk folyaman allanddéan valtozd iranya és

erdsségll nyirdfesziiltségeknek vannak kitéve. Az 5-20 Pa nyirdfesziiltségre a vordsvérsejtek

nitrogén-monoxid (NO) felszabadulasaval reagalnak, ami megndvekedett deformabilitasi

képességhen mutatkozik meg (Bor-Kucukatay és mtsai 2003; Ulker és mtsai 2009; Meram és

mtsai 2013). Az ennél magasabb nyirofesziiltségek maradando karosodast okoznak a sejteknek

(Kameneva ¢és mtsai 2007; Leverett és mtsai 1972). Ha stressz eléggé magas, a sejtek
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elongalodnak, fragmentalodhatnak, hemolizalhatnak, ami szabad haemoglobin ¢és
mikropartikuldk felszaporodasat eredményezni az érpalyaban. Az un. ,sublethatlis” trauma
esetén a sejtek még nem hemolizanak, de mikrorheoldgiai paramétereik tigy valtoznak, hogy
csokkent deformabilitassal, és megnovelt aggregatios hajlammal rendelkeznek (Kameneva és

mtsai 2007; Horobin és mtsai 2017; Simmonds és mtsai 2014; Simmonds és mtsai 2016).

2.2.2. Homérséklet

A testhdmérsekletet szamos belsd és kiilsé kornyezeti tényezo befolyasolja (Gomez 2014,
Cheshire 2016, Ogoina 2011). A normalisnak vett maghdmérséklet (a szivben levd vér
hémérséklete) viszonylag sziik hatarok kozott valtozik (Cheshire 2016, Hasday és Singh 2000).
A test perifériajan, példaul a végtagok vagy fiil borének kapillarisaiban, a vérsejtek szélesebb
homérsékleti tartomanyok kozott mitkddnek. A test ezen részein a vérsejtek jobban ki vannak
téve a folyamatosan valtozo, hol alacsonyabb, hol magasabb kornyezeti homérsékletnek
(Cheshire 2016, Lim, Byrne és mtsai 2008).

A testhdmérséklet kiilonbozé mechanizmusok alapjan emelkedhet a normalis folé.
El6fordulhat, hogy a hypothalamus nem képes a rendkiviil meleg kérnyezet, az erdltetett
izommunka vagy a rossz hdleadasi koriilmények miatt az izotermia biztositasara. Ilyenkor az
ugynevezett nem regulalt hyperthermia alakul ki, amelynek kovetkeztében héguta Iéphet fel.
Ezzel ellentétében a laz, az allati és emberi szervezet természetes hdszabalyozasi/védekezési
folyamata, melynek soran a testhémérséklet folyamatosan a test hdszabalyozo kézpontjanak az
ellendrzése all. Ezt nevezziik regulalt hyperthermianak. A 14z magasabb, de nem extrém magas
testh6t eredményez (Gomez 2014, Blatteis 2007, Romanovsky 2007), amelynek alakulasara, a

nem regulalt hyperthermiaval ellentétben, a kiils6 hdmérséklet nem gyakorol jelentds befolyast.
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A hyperthermia és a laz értékei fajok, fajtak kozotti, nem és korbeli eltéréseket is
mutathatnak. Az altalunk vizsgalt allatfajok, igy a patkany, a kutya és a sertés esetében az alap
testhdmérséklet magasabb, mint az embereknél, emiatt a ldz is magasabb hdémérséklet
tartomanyokra tolédik az emberhez képest (I. tablazat) (Hasday és Singh 2000). A fajok
tobbségénél 1,5°C-t6l akar 5°C-ig terjedé maghdmérséklet emelkedés figyelhetd meg 14z esetén
(Hasday és Singh 2000).

I. tablazat Testhémérséklet normal és lazas allapot esetén emberben, patkanyban, sertésben és
kutyaban (Hasday és Singh 2000 alapjan)

Faj Normal testhomérséklet (°C) | Testhomérséklet 1az esetén (°C)
Ember 36,0 —37,8 37,9-41
Patkany 37,9 38,2 38,6 — 39,4
Kutya 38,1 -39,2 39,3 -42,2
Sertés 39,3-39,9 405-41,1

Annak ellenére, hogy jelentés szamu szakirodalmi és tapasztalati adat all rendelkezésre a laz
¢s hyperthermia fiziologias és patofizioldgids hatésairdl, kevés irodalmi adat talalhato a
megnovekedett hdmérséklet haemorheologiai hatasaira in vivo. Tobb tanulmany szol arrol, hogy
a lazas allapottal jaro betegségek (pl. COVID-19) hatassal lehetnek az endotheliumra (Jung és
mtsai 2020) és a voOrosvérsejtek rheologiai tulajdonsagaira (Renoux és mtsai 2021). A
vorosvérsejtekben, hokezelés hatasara torténd valtozasok vizsgalataval kapcsolatban tobb
tanulmany is sziiletett (Ham és Shen 1948, Rakow és Hochmuth 1975, Baskurt és mtsai 2009a),
azonban a kiilonb6z6 fajok kozotti 6sszehasonlitdo elemzések szama kevés ebben a témaban

(Baskurt és mtsai 2013a, Németh és mtsai 2016).
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2.2.3. Metabolikus hatdasok

A vorosvérsejteket koriilvevo kornyezetben bekovetkezd osmoléris és metabolikus (pl: pH
csokkenés, laktat szintemelkedés) valtozasok megvaltoztatjak ezek mechanikai és morfologiai
tulajdonsagait (Németh és mtsai 2012). A pH csokkenés megvaltoztatja a vorosvérsejtek
klasszikus bikonkav discocyta alakjat, stomatocyta (a sejtek kézepén egy szajhoz hasonld és
egyenes vonalu rés talalhatd) vagy sphero-stomatocyta (gombdlyded stomatocyta) alakka. ATP
szint csokkenés és kalcium felhalmozodas esetén az echinocyta (a sejtmembranon, kdzel azonos
méretil tiiskeszeri kiemelkedések jelennek meg) és sphero-echinocyta (gombdlyded echinocyta)
alakok a dominansak (Reinhart és Chien 1980). Tovabba a deoxigenalt vorosvérsejtek csokkent
deformabilitassal, és megnovekedett aggregatios hajlammal rendelkeznek (Baskurt és mtsai

2009c; Meiselman 1981; Cicha és mtsai 2003; Connes és mtsai 2009).

2.2.4. Hypercholesterinaemia és atherosclerosis

Az atherosclerosis az artériak falat érint6, egész szervezetre kihatd betegség. Az
érelmeszesedés a vilag lakossaganak egyre ndvekvé hanyadat érinti, melynek okai az
egészségtelen taplalkozas (zsiros ételek fogyasztasa) ¢és az egészségtelen ¢letmdd
(mozgasszegény ¢letmdd, dohanyzas) ¢és az ezek kovetkeztében kialakuld metabolikus
szindréma (magas vérnyomds, emelkedett koleszterinszint, cukorbetegség). A betegség fo
jellemzobje az Ggy nevezett atheromatosus plakk képzodése a kdzepes és nagy artériakon. A
plakk képzddés oka részben a hyperlipidaemia (magas lipid vagy lipoprotein koncentraci6 a
vérben), részben a lipid oxidacié (low-density lipoprotein [LDL] oxidacio) lehet (Rafieian-
Kopaei és mtsai 2014). Az atherosclerosis kialakulasa soran az artériak legbelsé felszinét borito
rétegben (tunica intima) lipoproteinek és plazmaproteinek (elsésorban fibrinogén) rakodnak le.
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A szervezet valaszaként a monocytdk a vérbdl atjutnak az endothelen, majd az intimdban
bekebelezik az oxidalodott LDL-t és habos sejtekké alakulnak 4t. A habos sejtek, az érfalon
lipidcsikokat hoznak 1étre. A kés6bbiekben kotdszovet €s simaizom sejtek halmozodnak fel a
subintimalis térben, ehhez kapcsoldodnak cytokinek, novekedési faktorok, koleszterin és
prokoagulans anyagok, létrehozva az érfalbdl kiemelked6 plakkot. Erre a plakkra kalcium
lerakddas indulhat meg, melynek eredményeképp az erek megkeményednek és a lumenjiik

beszikiil. A 4. abra a plakk kialakulasat és a folyamatban résztvevo faktorokat ismerteti.

’ Endothelsériilés ‘
Antitrombotikus felszin / l{ \ Adhéziés molekulak
protrombotikus lesz Citokintermelés ‘ expresszalasa

Y

OXxLDL bekebelezése ‘(—’ Monocytak Vonzésa‘ < —> | Gyulladas | €

! —

I

Habos sejtek Simaizomsejt-
/ proliferacio / \

/

Szabad Prokoagulans ’ Citokinek H Nyirofesziiltség H VVS aggregatio ‘
koleszterin anyagok
vWif -
\ // ollagén _)’ Thr-aggregatio \

PLAKK

| TROMBOZIS |
—>

4. abra
Az atheroscleroticus plakkok kialakulasaért felelds tényezok, és azok egymasra hatasa
(CRP: C-reaktiv protein; SZF: szoveti faktor; vW{: von Willebrand faktor)
(Késmarky és mtsai 2004 alapjan)

Az elmult évtizedekben, az atherosclerosissal kapcsolatban szamos nemzetk6zi, hosszu tavu,

utankovetéses és nagy esetszamu vizsgalatot végeztek. Az Edinburgh Artery Study a teljesvér
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viszkozitas szintje és a carotis intima-media vastagsaga kozott, a Puerto Rico Study pedig a
magas haematocrit és myocardialis ischaemia kozotti kapcsolatot mutatta ki, A
Caerphilly/Speedwell Study esetén a magasabb fibrinogén és az emelkedett koleszterinszint
egymastol fiiggetleniil is jelentds rizikofaktornak bizonyult, mig a Northwick Park Heart Study
szerint az emelkedett fibrinogén szint, még az emelkedett koleszterinszintél is nagyobb
rizikofaktor lehet. Ezen tanulmanyok ravilagitottak a haemorheologiai és a haematologiai
faktorok jelentds szerepére az atherosclerosis kialakuldsaban (Baker és mtsai 2002, Monsanto
¢s mtsai 2014, Pizzi és mtsai 2009, Tzoulaki és mtsai 2007, Baskurt és mtsai 2003, Wang ¢és
Tall 2016).

Szamos olyan mechanizmus létezik, amelyek révén a haemorheologiai faktorok
elésegithetik az atherogenesist. Ide tartozik a thrombosisra hajlamosité hypercoagulabilitas, a
rheologiai elvaltozasok miatti csdkkent véraramlas, valamint a fibrinogén és metabolitjainak
megnovekedett koncentracioja (Baskurt és Meiselman 2003, Koscielny és mtsai 2004). Ernst és
Koenig (1993) leirtak, hogy az emelkedett plazma viszkozitas (4. abra) és a haematocrit értékek
a korképek megjelenése el6tt mar évekkel korabban jelentkezhetnek.

A legljabb kutatasok arra utalnak, hogy a laminaris véraramlas (azaz aramvonalas
véraramlas, ahol a viszkdzus erdk talsulyban vannak a tehetetlenségi erdkkel szemben) €s az
artéria egyenes szakaszaiban a tartds nagy nyirofesziiltség lecsokkenti az atherogenezishez
kapcsolodo gének expresszidjat, példaul a monocyta kemotaktikus fehérje-1 (MCP-1) és
feler6siti az antioxidans és novekedést gatld géneket az endothel sejtjeiben. Ezzel szemben az
egyenetlen, szabalytalan aramlas és recirkulacid és az ezzel jar6 alacsony, reciprok
nyirofesziiltség az artérias rendszer elagazasi pontjain az MCP-1 tartos indukcidjat okozza az

endothelben, és fokozza a monocytak infiltracidja az artériak falaba (Chiu és mtsai, 2009).
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A haematologiai faktorokat tekintve egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a magas
koleszterinszint nem csak kozvetleniil az érfalba torténd beépiiléssel vesz részt az
atherogenesisben, hanem kozvetetten is: a vérlemezkék és a fehérvérsejtek képzésének
serkentésével. A hypercholesterinaemia a vérlemezkék aktivacidjaval eldsegiti a
fehérvérsejtekkel  torténd  aggregatiojat, melyekkel egyiittesen vesznek részt az

atherotromboticus elvaltozasok kialakitasaban.

2.2.4.1. Koleszterindus diéta hatdsa

A nyul, a human anyagcsere betegségek kutatasaban mar régota széleskortien alkalmazott és
elfogadott kisérleti modellallat (Kolodgie és mtsai 1996). A nyulak lipid anyagcseréje kiilondsen
alkalmassa teszi ezeket az allatokat a lipoprotein-anyagcsere, az ¢érelmeszesedés és a
2010, Fan és mtsai 2014, Lozano és mtsai 2019). Ezen tilmenden a faj szivizom anatomidja ¢és
¢lettani paraméterei (aktin-miozin szerkezete, ioncsatorna jellemz6i) is Osszevethetéek az
emberével, igy a nyul idealis modell olyan szivbetegségek vizsgalatara, mint a szivritmuszavar,
az ischaemias szivkarosodas, a szivinfarktus, vagy a szivelégtelenség (Milani-Nejad és mtsai
2014, Conceigao ¢és mtsai 2016).

A szakirodalomban jelentés szamu cikket talalhatunk a nyulakon végzett atherosclerosissal
kapcsolatos kutatasokrol (Dornas és mtsai 2010, Fan és mtsai 2014), azonban egészséges
(Windberger és mtsai 2003, Németh és mtsai 2009), és atheroscleroticus nyulak (Abdelhalim és

mtsai 2016) haemorheologiai és haematologiai adatait k6z16 publik4ciok szdma kevés.
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3. CELKITUZES

A haemorheologiai faktorokra hat6é tényezok és az ezekhez kapcsolodd metodika

tekintetében tobb kisérleteket végeztiink:

1. Metodikai jellegi kisérletiinkben a vordsvérsejt membran (mechanikai) stabilitasi
vizsgalatok soran kapott eredmények ¢és azok kiértékelési modszereinek
Osszehasonlitdsa nativ és kémiailag csokkentett deformabilitdsu patkany vérmintak
esetén. Az irodalomban haszndlatos paraméterek kiértékelése €s Osszevetése Ujabb,

informativabb értékelési modszerrel.

2. Masodik kisérletiink célja volt az in vitro hdkezelés és lassii melegités hatasara
bekovetkez6 microrheologiai paraméterekben torténé valtozasok Osszehasonlitd
elemzése human, patkany, kutya ¢€s sertés vérmintakban, valamint a kezelések hatdsanak
elemzése a vérmintak rheologiai paramétereire, a fajok kozotti kiilonbségek feltarasa

céljabol.

3. Harmadik kisérletiinkben a tizenhat hét atherogen diéta okozta megnovekedett
koleszterinszint hatdsanak tanulményozasa a haematologiai, macrorheologiai (teljes vér
¢s plazma viszkozitds) és microrheologiai (vOrdsvérsejt aggregatio, deformabilitas és

membranstabilitas) paraméterekre nytl modellben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kutatasi engedélyek

Az allatokon végzett kisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag
jovahagyasaval és a Hajdi-Bihar Megyei Kormanyhivatal engedélyével, a magyar (1998-as
XXVIII. Torvény az allatok védelmérdl és kiméletérdl) és Eurdpai Unios (2010/63/EU Iranyelv)
jogszabalyok ¢és etikai elvek szerint végeztiik. A human vérmintdk esetében a Debreceni
Egyetem Regionalis Kutatas Etikai Bizottsag engedélyével rendelkeztiink.

Az egyes kisérletek engedélyszamai:

1) Vorosvérsejt membranstabilitasi teszt adatértelmezési modszereinek Osszehasonlito

vizsgalatai: 19/2011/DEMAB

2) A hémérséklet emelés hatasa a vorosvérsejtek stabilitasara, Osszehasonlitd elemzés:

25/2016/DEMAB, 7/2014/DEMAB, 13/2014/DEMAB

3) Koleszterindus diéta haemorheologiai hatasai: 25/2013 DEMAB

A human vérmintakra vonatkoz6 Klinikai Etikai Engedély szdm a homérséklet emelés hatasa

a vorosvérsejtek stabilitasara, 6sszehasonlitd elemzésénél: DE-RKEB 3189-2010.

4.2. Kisérleti protokollok

4.2.1. Vérosvérsejt membranstabilitdsi teszt adatértelmezési modszereinek dsszehasonlito

vigsgdlatai

Ebben a kutatasban 6t, egészséges him, CD outbred patkanyt vontunk be (testtomeg: 478 +
12,69). A vérvételek (0,5-0,7 mL) a lateralis farokvénabol torténtek, altatasban (60 mg/ttkg

thiopental i.p.), 1,8 mg/mL K3-EDTA-t tartalmaz6 BD Vacutainer© csévekbe (Becton,
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Dickinson and Company, USA) 26G vastagsagu tiivel. A laboratoriumi méréseket 2 o6ran beliil
elvégeztiik. Az allatokbol csak vérminta vétele tortén, az altatdson kiviil semmilyen mas
beavatkozason nem estek at.

A membranstabilitasi mérések Osszevetése céljabol, a vérmintdkbol harom kiillonbozo
vizsgalati mintat készitettiink (0,2 mL minta végtérfogat): nativ vér, csokkentett haematocrit
értékll minta (haemodilutum) és csokkentett deformabilitdsu minta (rigiddé tett sejtek):

— 1. mintatipus: nativ vérminta, ami semmilyen kémiai vagy fizikai kezelést nem kapott,

— 2. mintatipus: 20 % (V/V) foszfat-pufterelt fiziologias s6oldattal (PBS) higitott keverék
(200uL vérminta + 40 uL PBS),

— 3. mintatipus: paraformaldehid (PFA) — glutaraldehid (GFA) keverékkel rigiddé tett
vorosvérsejtek. Ebben az esetben készitettiink egy 2%-0s PFA-GFA torzsoldatot. Ebbdl
az oldatbol 1 pL-t adtunk 2 mL polyvinil-pyrroldion (PVP) oldathoz, hogy 1x10°
%(V/V) oldatot kapjunk, amiben szuszpendaltuk a vorosvérsejteket, kozvetlentil a mérés
elott.

Megmértiik az altalanos haematoldgiai paramétereket (vordsvérsejt szam (Vvs [T/L]),
haematocrit értéket (Htc [%]), haemoglobin koncentraciot (Hgb [g/dL]), atlagos vordsvérse;jt
térfogat (MCV [fL]), atlagos voOrosvérsejt haemoglobin tartalom (MCH [pg]), atlagos
vorosvérsejt haemoglobin koncentracio (MCHC [g/dL]) és thrombocyta szam (Thr [G/L]))
valamint a vorosvérsejt deformabilitas és membrénstabilitas értékeket, mivel ezek a mérések a

vorosvérsejtek érpalyaban vald viselkedésére szolgaltatnak adatokat.
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4.2.2. A homérséklet emelés hatasa a vorosvérsejtek membranstabilitasara

A Kisérletbe 7 egészséges — 25 és 35 év kozotti — férfit vontunk be. Mintavétel tortént
tovabba 7 him Sprague-Dawley patkanybol (testtomeg 312,7 £ 70 g), 6 him beagle kutyabol
(testtomeg: 18,05 + 2,05 kg) és 6 ndstény Hungahib-39 sertésbol (testtomeg: 15,1 £ 1,2 kg).

A mintavételek férfiak esetében a vena mediana cubitibdl torténtek 21 G tivel, 1,8 mg/mL
K3-EDTA-t tartalmazé6 BD Vacutainer© csovekbe. A Sprague-Dawley patkanybdl a vena
caudalisbdl (altatas: 60 mg/ttkg thiopental i.p.), hat him beagle kutyabol a vena cephalicabol
(altatas: 10 mg/ttkg ketamin + 1 mg/ttgk xylazin + 0,25 mg/ttkg diazepam i.m.) és 6 ndstény
Hungahib-39 sertésbdl a vena saphenabdl (altatas 15 mg/ttkg ketamin + 1 mg/ttkg xylazin, i.m.
A mintékat az 6sszehasonlithatdsag miatt ugyanolyan tipusu, 1,8 mg/mL K3-EDTA-t tartalmazo
BD Vacutainer© csovekbe vettiik le, mint a human mintakat.

Els6é 1épésben megmértiik a mintdk nativ haematocrit (Hct) értékét. Ezutan
szeparaltuk az alakos elemeket a vérplazmatdl egy 1000g erdsségli, 10 percig tartd
centrifugalassal. Kovetkezd 1épésben eltavolitottuk a plazma ¢és fehérvérsejtek tartalmazo
(,,buffy coat”) frakciot, majd 1:1 aranyban foszfat-pufferelt fiziologias sooldattal (PBS)
higitottuk a mintat. Majd egy Gjabb 1000g-s 10 perces centrifugalast kdvetden eltavolitottuk a
folyékony frakciot, és haematocrit mérést végeztiink. Az igy kapott Hcet értéket 100%-nak véve,
10%-os Hct szuszpenzidkat készitettiink PBS-es, majd ellen6rz6 méréseket végeztiink kétszer,
hogy megbizonyosodjuk arrdl, hogy a minta tényleges 10% Hct-ra van beallitva.

A kapott ,.torzsoldatokat” harom fele osztottuk, é¢s melegvizes fiirddbe (GFL Water Bath
1031, Scharlab Hungary Ltd., Hungary) meritettiik 6ket 10 percre: 37°C, 40°C és 43°C-on. A
mintakat egy 37°C-ra beallitott szaraz termosztatban taroltuk a mérések elvégzésig (Hardeman
¢s mtsai 2007) (5. abra).
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Centrifugalas Feliiliiszo és Higitas Centrifugalas Feliiliisz6 és
1000 g # _buffy coat” PBS-sel 1000 g # maradek ,,buffy
10 min leszivasa 1:1 aranyban 10 min coat” leszivasa

|

Hokezelés 10%-0s Htc

10 min Aliquotok Ellenérzé Htc szuszpenzié
37°C készitése mérés készI; tése - Htc mérés
40°C (3/minta) (parhuzamos)

439C PBS-sel

5. abra
Torzsoldatok készitésének menete

A LoRRca Maxsis Osmoscan ektacytometeren deformabilitasi és membranstabilitasi
méréseket 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 és 45°C-on is elvégeztik ezzel szimuldlva az
inkrementalis hOomérséklet emelkedés hatasat a vérmintakra. Minden hémérsékleten tortént

méréshez, ) (37°C-on inkubalt) mintat hasznaltunk.

4.2.3. Koleszterindus diéta haemorheologiai hatdsai

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és Farmakoterapiai
Intézettel, kollaboracidoban, a kisérletbe tizenkét, 20 hetes, him, Kalifomiai-Uj-zélandi fehér
hibrid nyulat (CAL/NZW) vontunk be (Juraské Kft. Debrecen, Magyarorszag). Az allatok
testtomege a kisérlet kezdetén a Kontroll csoportban 2898 + 111g (n=6), mig a
hypercholesterinaemias (HC) csoportban 2923 + 133g volt (n=6).

Az allatokat konvencionalis allathazi koriilmények kozott, 12-12 6éra vilagos-sotét ciklust
biztositottunk. A kéthetes akklimatizacids iddszak alatt az allatok normal nyul tapot €s vizet
kaptak, ad libitum. Az akklimatizacios id6szak utan két 6-6 f6s csoportra osztottuk az egyedeket.

Ezt kovetden egy tizenhat hetes periodus kovetkezett, amely soran a Kontroll csoport allatai

normal nyultapot kaptak, amig a HC csoport éallatai specialis 1% koleszterinnel és 1% telitett
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zsirsavval kiegészitett tapot kaptak. A specialis, ugynevezett ,,atherogen” tapot a Debreceni
Egyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyogyszertechnologiai Tanszéke készitett el.
A tizenhat hét utdn, vérmintdkat vettiink az allatokbol és elvégeztik a tervezett

haematologiai é¢s haemorheologiai méréseket (6. abra).

Két hét akklimatizacio 16 hetes kovetési periddus Mintavételek

6. abra
A kisérlet id6vonala

A vérmintakat a nyul fiilvénajabol (vena marginalis) vettiik, 3mL térfogata 1,8 mg/mL K3-
EDTA antikoagulanst tartalmazé BD Vacutainer® csévekbe, és 20°C-on tartottuk a mérések
elvégzésig. Minden laboratoriumi mérésre két oran beliil keriilt sor, elkeriilve ezzel a mintak
karosodasat.

Megmértiik az altalanos haematoldgiai paramétereket, a teljes vér és plazma viszkozitast,

valamint a vorosvérsejt deformabilitas és membranstabilitas értékeket.

4.3. Laboratoriumi mérések, mintaelokészités

4.3.1. Haematologiai paraméterek

A kvalitativ és kvantitativ haematologiai paramétercket Sysmex K-4500 automataval (TOA
Medical Electronics Co. LTd., Kobe, Japan) hataroztuk meg: a vorosvérsejt szamot (Vvs [T/L]),
a haematocrit értéket (Htc [%]), a haemoglobin koncentraciét (Hgb [g/dL]), az atlagos

vorosvérsejt térfogatot (MCV [fL]), az atlagos vordsvérsejt haemoglobin tartalmat (MCH [pg])
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az atlagos vorosvérsejt haemoglobin koncentraciot (MCHC [g/dL]) és a thrombocyta szamot

(Thr [GIL]).

4.3.2. Vorosvérsejt deformabilitas és membrdnstabilitis

A vorosvérsejt deformabilitasi és mechanikai stabilitdsi méréseket egy LoRRca MaxSis
Osmoscan ektacytométeren (Mechatronics BV, Hollandia) végeztiik (Hardeman és mtsai 2007).
Ehhez 10 pL vért hasznalunk fel, amit szuszpendalunk 2 mL polyvinyl-pyrrolidon (PVP)
/foszfat-pufferelt fiziologias sooldatban (PBS) oldatban.

A LoRRca ektacytometer, 1ézer diffrakcids elven méri a vordsvérsejtek nyirderd hatasara
bekovetkezd alakvaltozasat. A vorosvérsejt-PVP  szuszpenziot egy folyamatosan forgo
iiveghengerbe ugynevezett ,,cup” -ba injektaljuk, amiben elhelyezkedik a 1ézerdiodat tartalmazo
,,bob”. A ,)bob” és ,,cup” kozott levo 3 milliméteres résbe juttatot minta egyenletes forgasa hozza
l1étre azt a folyadékkopenyt, melyet megvilagit a ,,bob”-ban levo 1ézerdidda (630nm) (7. abra).
A 1ézer a nyiras alatt levo vordsvérsejtekrol visszaverddve (diffrakcio) egy diffrakcios képet hoz

1étre, amit a muszer elemez (8. ébra).
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7. abra
Ektacytometrias mérés sematikus abraja (Németh, 2020)
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8. abra
Az ektacytometrias mérések soran nyert diffraktogrammbdl 1étrehozott elongatios index gorbe a
nyirofesziiltség fiiggvényében (EI-SS), és ezen gorbe adatainak parametrizalasabol nyert f6bb értékek
(Elmax, SS1/2) (Németh, 2020) alapjan

A vorosvérsejt deformabilitas meghatarozasanal az elongatids index (EI) értékeket az
alkalmazott nyirofesziiltség (SS [Pa], 0,3-30 Pa intervallum) fiiggvényében elemeztiik (8. abra).
Az igy kapott elongatios index-nyirofesziiltség gorbék Gsszehasonlithatosaga végett, a 3 Pa
nyirofesziiltségnél mért elongatios index, a maximalis elongatios indeX (Elmax), az ehhez tartozo
nyirofesziiltség (SSi2) és ezeknek az aranyat (Elmax/SSi2) hasznaltuk fel. Az adatok

elemezhetdsége érdekében a Lineweaver-Burk illesztést alkalmaztuk (Baskurt és mtsai 2009b)

az alabbi képlet szerint:
1/El = 881 /3/Elpax * 1/5S + 1/Elpqy
A vOrdsvérsejt-membranstabilitas elemzéseknél a fent emlitett modon mért paramétereket

meértiik, annyi valtoztatassal, hogy az alap deformabilités (9. abra A)
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9. abra

Vorosvérsejt membranstabilitasi mérés képe a LoRRca miiszeren. (A) deformabilitas, (B) 100 Pa,
300s mechanikai stressz, (C) deformabilitas (Sogor és mtsai 2016)

meghatarozasa utan, egy 100 Pa-os, 300 masodpercig tart6 mechanikai stressznek tettiik ki a
mintat (8. abra B), majd végeztiink még egy deformabilitast mérés (9. abra C) és az igy kapott

adatokat hasonlitottuk 6ssze (Németh és mtsai 2016, Sogor és mtsai 2016).

4.3.3. Teljes vér- és plazma viszkozitds

A teljes vér és plazma viszkozitds méréseket Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel 90s™
(Németh és mtsai 2009) nyirofesziiltség mellett végeztiik. A mérések kivitelezéséhez 0,6-0,7
mL teljes vér vagy vérplazma sziikséges.

A késziilék kétféle beallitas mellett vizsgalja a vérmintakat. A Cassoni-mérés a teljes vérhez
hasznalatos, €s az eredmények kalkulalasanal figyelembe veszi, hogy nem-Newtoni folyadék
mérése torténik. A gravitacios elven mitkodo késziilek allando nyirdfesziiltség mellett figyeli a
(hdkontrollalt) kapillarisban levd folyadékoszlop lefutési idejét, igy kiszamitva a viszkozitast,
amit mPas (1 mPas = 1 centipoise [cP]) mértékegységben ad meg.

Mivel a vér viszkozitds haematocrit-fliggd, ezért a kapott eredmények Osszehasonlithatosdga

miatt alkalmaznunk kell a Matrai-formulat:
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VV, = PV (W")m
v PV

amelyben a VV1 a korrigalt haematocrit érték, PV a plazma viszkozitas, VVg a mért teljes vér
viszkozitas, Htk; az a haematocrit érték, amire korrigalni akarunk, ez esetiinkben 40% ¢és a Htko

a nativ haematocrit érték.

4.3.4. Vorosvérsejt aggregatios mérések

A Myrenne MA-1 erytrocyta aggregometer (Myrenne Gmbh, Németorszag) az aggregatiot,
fény-transzmisszios elvén méri (Schmid-Schonbein és mtsai 1990) (10. abra).
A késziilék a mintan athalad6 infravoros fény intenzitas valtozasabol hatarozza meg a
vorosvérsejtek aggregalddasanak mértékét (13. abra). A 20uL vérmintat az eszkoz disaggregalja
(600 s nyirofesziiltséggel), majd 5 és 10 masodperc utdn megkapjuk az aggregatios index
értékeket, M (stasis vagy 0 s) és M1 (alacsony nyiréfesziiltség 3s™) mellett (Baskurt és mtsai

2009, Hardeman ¢s mtsai 2007).

//_/J_’

Fémyiranszmicszio mériéke

"

i
! 5 10 1d6 [mésodperc]
Disaggregatio

10. abra
Myrenne MA-1 erythrocyta aggregométer mitkddési elvének sematikus rajza (Németh, 2020) alapjan
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A LoRRca Maxsis Osmoscan ektacytometer (Mechatronics BV, Hollandia), vorosvérsejt
aggregatiot syllectometrias elven vizsgalja. Az eszkoz Couette-rendszert hasznalva,
1ézerdiffrakcios elven méri a mintakat (syllectometrids aggregometria) (11. dbra). A vérmintarol
disaggregatio utan visszaverddo 1ézerfény intenzitas-valtozas fliggvényébdl egy intenzitas-ido
gorbét hoz létre az eszkoz, igy az ektacytometer a Myrenne késziilékkel ellentétben nem csak
statikus aggregatios index adatokat prezental, hanem az esemény dinamikajarol is eredményeket

szolgaltat (Baskurt és mtsai 2009, Hardeman és mtsai 2007).

I[au] , Al =

Idd [misodpexc]
Disageregatio Aggregatio

11. abra
A LoRRca altal készitett syllectometrias aggregometria mérés sematikus abraja (Németh, 2020) alapjan

4.3.5. Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzésekhez GraphPad Prism 8.0-4s szoftvert hasznéltunk (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Altalanossagban, az adatok eloszlasanak fiiggvényében a
csoportok kozotti és csoportokon beliili eltérések elemzésére egy-, illetve kétiranyt ANOVA
modszereket, a csoportok kozott adott idépontban egyszerii 6sszehasonlitasként t-tesztet vagy
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Mann-Whitney tesztet is hasznaltunk. A mechanikai stressz el6tti és utani EI értékek
Osszehasonlitasara paros t-tesztet vagy Wilcoxon-tesztet hasznaltunk, szintén az adatok
eloszlasatol fliggden.

Mindegyik tanulmanyban a p<0,05 értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

A mechanikai stabilitdsi tesztek vonatkozasaban azt vizsgalva, hogy a valtozasokat melyik
paraméter mutatja ki a legérzékenyebben, a standardizalt differencia értékeket szamitottuk ki

(Stuart és mtsai 1989) a kovetkezd képlet alapjan:

(atlag, — étlagy)/\[Z(S. D2;5.D2)

ahol: atlagy és atlagy a vizsgalat csoportok atlaga; S.D.x és S.D.y pedig a csoportok szoérésa.
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5. EREDMENYEK

5.1. Vorosvérsejt  membranstabilitasi  teszt  adatértelmezési  modszereinek

osszehasonlité vizsgalatai

A kutatas célja az volt, hogy megallapitsuk, hogy a haemodilutio, illetve a kevésbé
deformalhatéva valt vordsvérsejtek milyen jellegzetes valtozasokat mutatnak, illetve mely
paraméter mutatja legérzékenyebben az elvaltozasokat. A PBS-oldattal torténé haemodilutum
készitést (0,2 %(V/V)) ellen6érz6 merésekkel igazoltuk, a mért Htc [%] 19,75 + 6,58; a
vorosvérsejt szam [T/L] 18,45 + 3,03 és a haemoglobin koncentracié [g/dL] 19,2 + 3,07

értékekre csokkentek a nativ vérmintakhoz képest (1. tdblazat).

I1. tablazat Haematologiai értékek, a nativ €s higitott mintakban

Paraméter Htc Konstans Htc
Vorosvérsejt szam [T/L] 6,9 + 0,44 5,63 +£045*
Haemoglobin koncentracié [g/dL] 11,69 +0,42 9,45 £ 0,59 *
Haematocrit [%] 40,81 + 3,01 32,67 +2,7*
MCV [fL] 59,09 + 1,28 58,06 + 2,73
MCH [pg] 16,99 + 1,02 16,82 + 0,84
MCHC [g/dL] 28,76 £2,08 28,98 £ 1,1

(atlag £ S.D.; *: p <0,05 vs. nativ)

A membranstabilitasi teszt eldtti deformabilitas méréseket standard deformabilitds mérésnek
tekintettiik a vizsgalatok soran. A konstans Htc csoport EI értékei alacsonyabbak voltak a nativ
vérmintakhoz képest. A 3 Pa nyirofesziiltségnél mért elongatios index (p = 0,049 vs. nativ) és
Elmax csokkent ezekben a mintdkban, az SS1» nem mutatott szignifikans eltérést. A PFA-GA
kezelt csoport esetében, a szer okozta rigidség miatt, csokkent deformabilitds mutatkozott:
alacsonyabb EI értékek (EI 3Pa-nal: p = 0,008 vs. nativ; p = 0,004 vs. higitott), csokkentek az

Elmax értékek (p = 0,017 vs. nativ), novekedtek az SS1» értékek (p = 0,016 vs. nativ; p = 0,012
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vs. higitott) és csokkent az Elmax/SS1/2 arany is (p = 0,004 vs. Htc; p = 0,017 vs. Konstans Htc)

(12. abra).

0,6 -

—— Htc

—o— Konstans Htc
0,5 1

—=— PFA-GA kezelt minta

0,4 -

0,3 -

El

0,2 -

0,1 -

0,1 1 10 100
Nyirofesziiltség [Pa]

12. abra
EI-SS gorbék a Htc, Konstans Htc, és PFA-GA kezelt minta tett vér esetén
(atlag £ S.D.; *: p <0,05 vs. nativ)

A vOrdsvérsejt membranstabilitdsi mérésnél alkalmazott mechanikai stressz (100Pa 300s)
utani EI értékekben az el6zdekhez képest is szignifikans csokkenést észleltiink a mintak kezelési

formajatol fliggben (13. abra A ¢és C, 1l1. tablazat).
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EI-SS gorbék a 100 Pa 300s-es mechanikai stressz eldtt és utan. (A) Htc; (B) Konstans Htc; (C)
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13. abra

PFA-GA (0,00001%) kezelt minta; (D) az EI értékek relativ valtozasa a nyirofesziiltség
fliggvényében
(atlag £ S.D.; *: p <0,05 vs. elotte, #: p< 0,05 vs. nativ)
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I11. tablazat Az EI-SS gorbékbdl a mechanikai stressz el6tt és utan nyert komparativ paraméterek
nativ Htc, konstans Htc és PFA-GA kezelt minta esetén

Paraméter Teszt Nativ Htc Konstans Htc PFA_mGiﬁtla(ezelt
elétte (B) 0,329 £ 0,01 0,311 +0,013 0,254 + 0,027 *
El 3Pa-nal utana (A) | 0,281 +0,016 # | 0,270+ 0,017 # | 0,127 £0,32 *#
arany (A/B) 0,85+0,27 0,86 = 0,03 0,49 £ 0,09 *
elétte (B) 0,576 £0,016 0,557 £ 0,021 0,537 £ 0,024 *
Elmax utana (A) 0,554 £0,019 0,539 £ 0,021 0,414 + 0,04 *#
arany (A/B) 0,96 + 0,03 0,96 + 0,02 0,77 £ 0,08 *
elétte (B) 2,48 +£0,09 2,58 +0,17 3,49 £0,61 *
SSy, [Pa] utana (A) 3,94 £ 0,51 # 3,97 £0,61 # 9,08 + 1,42 *#
arany (A/B) 1,59 £ 0,22 1,53 +£0,13 2,62 +£0,32 *
elétte (B) 0,232 £ 0,01 0,216 £ 0,016 0,158 £ 0,039 *
Elmax/SSy. [Pa] utana (A) | 0,142+0,022 # | 0,138 £0,024 # | 0,047 £0,011 *#
arany (A/B) 0,61 +0,1 0,63 £ 0,06 0,29 £ 0,05 *

(atlag £ S.D.; *: p <0,05 vs. nativ; #: p <0,05 vs. elétte)

A nativ és konstans Htc mintak kozott jelentds kiillonbségeket nem talaltunk. A PFA-GA
kezelt mintak esetén a legnagyobb eltérések az SS1/2 és Elmax/SS12 mechanikai stressz utani és
elotti értékek Osszehasonlitaskor mutatkoztak. Ezek az eltérések szignifikansak voltak a nativ
vérmintaval Osszevetett abszolut (p <0,001) és relativ (p <0,001) értékekben is. A mechanikai
stressz utan ¢€s eldtt kapott EI értékek aranyait a 16. dbra D része szemlélteti. A gorbék lefutasa
kozott jelent6s kiilonbségeket regisztraltunk. Mivel az El utana/eldtte vs. nyirofesziiltség gorbék
nem minden esetben mutattak linearis karakterisztikat, igy tobbféle gorbe illesztési modszert is
alkalmaztunk. A IV. tablazat dsszefoglalja az R? értékeket linearis, exponencilis polinomidlis

(mésodfoku) és logaritmikus gorbe illesztések esetén.
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IV. tablazat A hasznalt gorbe illesztési modszerek R? értékeit dsszehasonlitd tablazat

Adatpontok Gorbe illesztési Htc Konstans Htc | PFA-GA kezelt
modszer minta
Utana/elotte EI linearis 0,622 0,7285 0,7946
értékek aranya a exponencialis 0,5792 0,695 0,728
nyirofesziiltség | masodfoku polinomialis 0,8338 0,8831 0,9654
fuggvenyeben logaritmikus 0,9342 0,9743 0,9895
EI értékek az id6 linearis 0,4562 0,7462 0,667
fliggvényében a exponencialis 0,4522 0,7425 0,6656
mechanikai masodfokt polinomialis 0,6754 0,7661 0,8609

stressz alatt logaritmikus 0,9018 0,7391 0,15

V. tablazat Standardizalt differencia érékek vs. nativ vérminta értékei a komparativ paraméterek

tekintetében

Paraméter Teszt Konstans Htc PFA-GA kezelt minta

elétte (B) 1,46 3,52

El 3Pa-nal utana (A) 0,65 6,02

arany (A/B) 0,45 5,27

elétte (B) 0,98 1,89

Elmax utana (A) 0,72 4,4

arany (A/B) 0,2 3,09

elétte (B) 0,7 2,32

SSy, [Pa] utana (A) 0,06 4,79

arany (A/B) 0,3 3,65

elotte (B) 1,15 2,53

Elmax/SSy. [Pa] uténa (A) 0,18 5,38

arany (A/B) 0,22 3,83

az EI utana/eldtte arany —
nyirofesziiltség gorbe meredeksége (m) 2,17 0,99
az El —1id6 a mechanikai stressz alatt 0,006 1,58

gorbe meredeksége (M)

A nativ és PFA-GA Kkezelt mintak esetében a vizsgalt paraméterek tobbsége 3,0 folotti

standardizalt differencia mutatott (V. tablazat). A stabilitis teszt el6tti érékek mellett, a

legnagyobb standardizalt differencia a kovetkez6 esetekben talaltuk: Elmax utana/elétte arany

(3,09) < SS1/2 utana/elétte arany (3,65) <Elmax/SS1/2 utana/elétte arany (3,83) < Elmax stressz utan

(4,4) < SSy/2 stressz utan (4,79) < elongatios index értéke 3 Pa nyirofesziiltségnél, utana/elétte
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arany (5,27) < Elmax/SS1/2 stressz utan (5,38) < elongatids index értéke 3 Pa nyirofesziiltségnél,
stressz utan (6,02).

A mechanikai stressz alatt bekovetkez6 EI valtozast a 14. dbra szemlélteti.

— Htc —— Konstans Htc  —— PFA-GA kezelt minta

ol P LTI IIID L eIl

y=5E-05x + 0,5702

_ R2=0,7462
w
0,5 1
y = -9E-05x + 0,5601
R2=0,667
0,4

0 50 100 150 200 250 300

Mechanikai stressz idétartalma [S]

14. abra
Az El-mechanikai nyiras idétartama gorbék nativ Htc,
konstans Htc és PFA-GA kezelt mintakon. (atlag + S.D.; *: p <0,05 vs. nativ)

A konstans Htc vérmintak és a PFA-GA kezelt vérmintak mutattak alacsonyabb EI értékeket
alland6 nyirofesziiltség mellett a 300 masodperces mechanikai stressz periddus alatt. Minden
esetben a stressz periodus elsé 30 masodpercében egy enyhe emelkedés volt az EI értékekben,
ezt kovetden az értékek nem ndvekedtek jelentésen. A meredekség (m) érteke az EIl-id6
gorbéknek szignifikéans kiilonbséget mutatott (p = 0,037 vs. Htc). Tovabba az m standard eltérés

értéke 1,58 volt (V. tablazat).
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5.2. A hémérséklet emelés hatisa a vorosvérsejtek membranstabilitasara

5.2.1. Haematologiai paraméterek

Az kisérletbe vont fajok, igy human, patkany, kutya, sertés, altalunk mért haematologiai

paramétereinek alapértékeit. VI. tablazat mutatja be.

V1. tablazat Haematologiai paraméterek Osszehasonlito tablazata

Paraméter Human Patkany Kutya Sertés
Fehel‘v[gjil]t szam 8,38 + 4,69 4,03 + 1,164+ 122+£2,08%+ | 15,67 = 4,45%
Vorosv[eTr/Sgt szam 5,39 + 0,32 7,20 + 0,27*# 8,33 + 0,58*+ 6,78 + 1,8*

Haemoglobin 188.33 +

koncentracio 164+ 11,62 134,86 + 4,52%#+ ’ 119,17 + 27,98*

10,09%+
[g/dL]

Haer['gztloc”t 4711 +£2.85 40,63 £ 120%# | 56.83+3.75% | 38.95+09,78*
MCV [fL] 87.41 £ 3,66 55779 £ 1,47+ 68.23 = 1,29%+ | 57.63 +2,08*
MCH [pg] 30,40 = 1,2 18,54 + 0,84%#+ | 22.62+0,53%*+ | 17,69 « 0,74*

MCHC [g/dL] 348 + 6,89 331,93+ 7,71%+ | 331,75 +5.33%+ | 307,08 + 7,73*
Thrombocyta [G/L] 246,58 £ 4594 | 933,14+ 167,98%#+ | 358,67 + 142.81 | 507.33 + 201,33%

atlag = S.D.; *: p <0,05 vs. human, #: p<0,05 vs. kutya, +: p<0,05 vs. sertés

A patkény, kutya és sertés mintak szignifikansan tértek el a huméan mintdkhoz képest. A
fehérvérsejt szam alacsonyabb volt a patkanyoknal (p <0,05), mig a kutyak (p = 0,0095) ¢és
sertések (p = 0,001) esetén magasabb értékeket talaltunk. A vorosvérsejt szdm minden faj
esetében magasabb volt az emberénél (p <0,001 vs. patkany és kutya, p = 0,0144 vs. sertés).
Ezzel szemben az embernél mértitk a magasabb MCV értékeket (p <0,001 vs. patkany, kutya €s
sertés). A Htc értékek alacsonyabbak voltak a patkanyndl (p <0,001) és sertésnél (p = 0,0371),

a kutyak esetén viszont magasabbak (p <0,001) a human mintakhoz képest. A thrombocyta szam
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mindegyik allatfajnal magasabb értékeket mutatott az emberével 0sszevetve (mindegyik faj: p

<0,001 vs. human).

5.2.2. Vorosvérsejt deformabilitds vizsgalatok

VILI. tablazat Az “alap” EI-SS gorbékbdl szarmaztatott paraméterek

Paraméter Humain Patkany Kutya Sertés
El 3Pa-nal 0,318 £ 0,021 | 0,374 + 0,013*# | 0,343 £0,019*+ | 0,365+ 0,018*
Elmax 0,612+ 0,24 | 0,609 +0,018#+ | 0,588+ 0,02+ 0,549 +0,015*
SS12 [Pa] 2,94 £0,61 1,95+ 0,37* 2,25+0,41* 1,84 £ 0,42*#
Elmax/SSu2 [Pa'] 0,213 £0,035 | 0,321 £0,051* | 0,267 +0,039* 0,312 +0,071*

(atlag £ S.D.; *: p <0,05 vs. human, #: p<0,05 vs. kutya, +: p<0,05 vs. sertés)

A 3 Pa nyirdofesziiltségnél mért elongatids index értékek szignifikans eltérést mutattak
minden vizsgalt allatfaj esetében a human mintakkal 6sszevetve (mindegyik faj: p <0,001 vs.
human) (VII. tablazat). Az Elmax értékek a kutya (p=0,019 vs. patkany, p<0,001lvs. sertés) és
sertés (p <0,001 vs. human ¢€s patkany) esetén mutattak alacsonyabb mértéket. Az SSy értéke
minden allatfajnal alacsonyabb volt a human mintakhoz képest (patkany: p <0,001; kutya p =
0,007; sertés: p <0,001 vs. human). Az Elmax/SS12 arany mindegyik faj esetén magasabb
értékeket szamitottunk (patkany: p<0,0001; kutya; sertés: p = 0,004) a human mintakhoz képest.

A vorosvérsejt deformabilitds (Elmax, Elmax/SS12) csokkend tendenciat mutatott a teljes
vérmintakban, a vizsgalt hdmérséklet emelkedésével (37-45°C). 37-39°C kozott a csokkenés
mértéke minimalis volt, azonban 39°C-nal magasabb homérsékleteken kifejezetten latvanyossa

valt (15. abra).
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15. abra
A. El 3 Pa-nal mért fajok kozotti sszehasonlitasa, B. Elma/SS1/2 értékek fajok kozotti dsszehasonlitasa
a hdmérséklet fliggvényében (atlag £S.D.; *p <0,05 vs. human, #p <0,05 vs. kutya, +p <0,05 vs. sertés,
§p <0,05 vs. 37-C.)
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Az adatpontokra illesztett egyenesek meredeksége és regresszios értékei a VIII. tablazatban

talalhatok.

VIII. tablazat Vorosvérsejt deformabilitasi adatok értékei a fémérséklet fiiggvényében

Gorbe Viltoz6 | Human | Patkiny | Kutya Sertés

El 3P?i-ir;glve}é£1}(]')'£§rrlséklet m :g:ggg -_06,00018 -_0(;,00019 .-(?,’(?113
(37-45°C és 39-45°C) R? 8:3’% 8823 833? 8832
E rokek s - 0,013 0,004 0,006 | 0,028
homérseklet fliggvényében 8'8%" gggg 8’388 8322
(37-45°C és 39-45°C) R2 0.956 0739 0926 | 0.854
s ke abimérsllt | |71 093 055|060
(37-45°C és 39-45°C) R2 8:822 &ggé 8:323 8:;?2
iS00 oo o
(37-45°C ¢és 39-45°C) R’ 8:832 81823 8:8;; 8:333

(m=El-hémérséklet gorbe meredeksége; R2: El-hdmérséklet gorbe regresszios értéke?)

A 10% haematocrit értékre beallitott PBS-vvs szuszpenziok (human: 10,46 + 0,46%;
patkany 9,61 + 1,43%; kutya: 10,54 + 0,58; sertés: 9,9 + 0,68) szignifikans deformabilitas

romlast mutattak a hékezelés hatasara (1X. tablazat).
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IX. tablazat Vorosvérsejt deformabilitas valtozasok hokezelés hatasara PSB-vvs szuszpenziokban
(Htc = 10%)

Paraméter | Homérséklet Human Patkany Kutya Sertés
37°C 0,142+ 0,025 | 0,365 £ 0,02*# 0,289 £+ 0,028*+ 0,349 + 0,039*
El 3Pa-nal 40°C 0,053 +0,017§ | 0,158 +£0,033*#§ | 0,246 + 0,077*+ | 0,149 +0,036*§
43°C 0,048 +0,02§ | 0,117+0,034*§ | 0,1344+0,031*§ | 0,123 +0,025*§
37°C 0,221 £0,039 | 0,550 £0,041*#+ | 0,481 + 0,038* 0,484 + 0,056*
Elmax 40°C 0,088 +0,019§ | 0,220 +0,056*#§ | 0,504 + 0,153*+ | 0,218 + 0,068*§
43°C 0,057 £ 0,033§ | 0,128 £0,031*#§ | 0,266 + 0,024*+§ | 0,148 +0,025*§
37°C 1,7+ 0,59 1,63 £ 0,2# 2,15 +0,43+ 1,26 +£0,3
SS12 [Pa] 40°C 2,71 £ 0,97 1,2 +£0,4*#§ 2,72 £0,71+ 1,61 +£0,6*
43°C 5,22 £2,47§ 1,33 £0,34* 334+21 1,13 +£0,21*
El/SSi 37°C 0,143 £ 0,055 | 0,339 +£0,03*# 0,232 £ 0,05*+ 0,401 + 0,087*
[Pa!] 40°C 0,037 +0,017§ | 0,188 +£0,034*+§ | 0,182 +0,025* 0,144 + 0,043*§
43°C 0,013+0,009§ | 0,111 +0,06*§ 0,111 £0,063*§ | 0,134 £0,042*§

(atlag = S.D.; *: p <0,05 vs. human; #: p <0,05 vs. kutya; +: p <0,05 vs. sertés; §: p <0,05 vs. 37°C)

Az elongatids index 3 Pa nyirofesziiltségnél és az Elmax csokkent a hdmérséklet emelkedésével,

mig az SSi» novekedett. Az Elmax/SS12 arany eltéré mértékben csokkent a vizsgalat fajok

tekintetében. A hokezelés hatdsara a human PBS-vér szuszpenzidk voltak a legérzékenyebbek,

mig a kutyak mintaiban kovetkezett be a legkisebb mértékii valtozas.

5.2.3. Vorosvérsejt membranstabilitasi vizsgalatok

A 37°C-on inkubalt PBS-vvs szuszpenziok mechanikai stressz utani EI értékeiben a patkany,

kutya és sertés mintak értékei csokkentek, ezzel szemben a huméan mintaknal emelkedés volt

tapasztalhato. A 40 ¢és 43°C-os inkubaciot kovetden a patkany és kutya mintak értékei is

emelkedtek, mig a sertés mintak értékei alacsonyak maradtak (16. abra).
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16. abra
A mechanikai stressz utan €s eltt mért EI ardnya a nyirofesziiltség fiiggvényében esetében 37°C, 40°C
¢és 43°C-on a hokezelt mintak.
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5.3. Koleszterindus diéta haemorheologiai hatasai

5.3.1. Testtomeg viltozdasok

A testtomeg adatok a kisérlet tizenhatodik hetére szignifikans kiilonbségeket mutattak a
kisérleti csoportok kozott. A kontroll csoport testtomege 3087 + 56g (p = 0,004 vs. alap), a HC

csoport 4121 + 61g (p = 0,002 vs. alap, p <0,001 vs. kontroll) volt.

5.3.2. Haematologiai eredmények

A X. tablazat 6sszegzi a haematologiai adatokat. Jol lathato, hogy a fehérvérsejt szdm, a
vordsvérsejtek altagos térfogata és thrombocyta szam szignifikdnsan magasabb volt a HC
csoportban a tizenhatodik hét végére. A vorosvérsejtek altagos haemoglobin tartalmaban nem
tortént szdmottevd valtozas. A vordsvérsejt szam, a haemoglobin €s a vordsvérsejtek atlagos
haemoglobin koncentracioja szignifikansan alacsonyabb volt a HC csoportban a kontrollhoz

képest.

X. tablazat Haematologiai eredmények

Haematologiai paraméter Kontroll (n=6) HC (n=6) p - érték
Fehérvérsejt szam [x10%/L] 8,38 + 0,27 23,59 £4,76 0,0042
Vorosvérsejt szam [x10%2/L] 6,86 +£0,13 3,76 = 0,25 <0,0001
Haemoglobin [g/dL] 15,25+ 0,27 8,39 + 0,56 <0,0001

Haematocrit [L/L] 46,37 £ 0,93 29,38 £1,73 <0,0001
MCV [fL] 67,58 £ 0,47 78,88 +£2,43 0,0001

MCH [pg] 22,22 £ 0,258 22,50 £ 0,76 0,7267
MCHC [g/L] 32,9 +£0,27 28,82 + 1,27 0,0047
Thrombocyta [x10%/L] 254,8+27,54 | 481,5+ 38,73 <0,0001

(itlag + SEM)
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5.3.3. Haemorheologiai eredmények

5.3.3.1. Teljes vér és plazma viszkozitds

A teljes vér viszkozitas értékeket 40% haematocrit értékre korrigaltuk. A HC csoport értékei
szignifikansan magasabbak voltak a kontroll csoporthoz viszonyitva. A plazma viszkozitasban

nem mutatkozott szdmottevo kiilonbség (17. abra).
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F 2,0 1
C o0
Kontroll HC
17. abra

A. Teljes vér viszkozitds. B. plazma viszkozitas.
C. 40% Htc értékre korrigalt teljes vér viszkozitas
(atlag £ SEM; *: p= 10,0051 vs. kontroll)
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5.3.3.2.  Vordsvérsejt aggregatio

A Myrenne aggregometer alapjan a HC aggregatios index értékei minden mérési modban
emelkedtek a kontroll csoporthoz képest. Ez az emelkedés szignifikans volt mind stasis (M 5s:

p <0,001, M 10s: p <0.001) mind alacsony nyiréfesziiltség (3 s, M1 10s p = 0,0251) mellett

(18. abra).
3 * 3 5
I
2 1 =2 -
=) S,
5, o
o &
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n —
s1 T =1 4
A o . B o .
Kontroll HC Kontroll
8 - 81
*
6 o
6 1 = *
=) )
S, o
34 24
S . 1
= | 5 |
[ | Do .
Co Kontroll

Kontroll HC

18. abra
Fénytranszmisszids index értékek. A. M 5 sec, B. M 10 sec,
C. M1 5 sec, D. M1 10 sec [au].
(atlag £ SEM; *: p <0,05 vs. kontroll)
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A LoRRca altal mért aggregatios indexek alapjan elmondhatjuk, hogy az aggregatios index
(Al [%]) a HC csoportban a kontrollhoz képest szignifikansan magasabb (p = 0,0003), mig az
amplitidé (Amp [au]) szignifikansan alacsonyabb (p <0,0001). A t% [s] érték — amely a

vorosvérsejt aggregatio kinetikdjat irja le — nem mutatott jelentds eltérést a két csoport kozott

(19. abra).
25 - * 15 -
20 -
10 - I
— 15 1 '5‘
o ©
S . = *
< e
< 10 A <
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5 -
A o . B o .
Kontroll Kontroll HC
40 -
30 -
T
= 20 A
10 -
Co .
Kontroll
19. abra

Syllectometrias eredmények. A. aggregatios index (Al [%]). B. amplitado (Amp [au]).
C. a maximalis amplitad6 félidejéhez tartozo érték t'% [s].
(atlag £ SEM; *: p <0,05 vs kontroll)
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5.3.3.3.  Vordsvérsejt deformabilitds

Az elongatios index — nyirofesziiltség (EI-SS) gorbék alapjan a HC csoport szignifikansan

alacsonyabb deformalhatosagot mutatott a kontrollhoz képest (20. abra).

0,6

—o—Kontroll
——HC

El [au]

03 3 30
SS [Pa]

20. abra
Vorosvérsejt deformabilitas gorbék. (atlag + SEM; p <0,05 vs. kontroll)

Az egyedi EI-SS gorbékbdl szamitott paraméterek hasonld kiilonbségeket mutatnak (XI.
tablazat). Az Elmax értékek szignifikansan magasabbak voltak a kontroll csoportban a HC-hoz
képest. A 3 Pa nyirofesziiltségnél mért EI adatok alacsonyabbak voltak a HC csoportban. Az SSy/2

értékek magasabbak, mig az Elmax/SS1 arany szignifikansan alacsonyabb volt a HC csoportban a

kontrollal osszevetve.
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XI. tablazat A vorosvérsejt deformabilitas gorbékbdl szarmaztatott értékek.

Paraméter Kontroll HC p-érték vs. Kontroll
El 3Pa-nal 0,591+0,009 0,448+0,051 <0,0001
Elmax 0,397+ 0,011 0,298+0,043 <0,0001
SSu [Pa] 1,544+0,172 2,125+0,633 0,0272
Elmax/SS12 [Pa] 0,387+0,044 0,228+0,069 0,0007
(atlag = SEM)

5.3.3.4. Vordsvérsejt membrdnstabilitas (mechanikai stabilitds)

A vorosvérsejt membranstabilitds méréseknél alkalmazott 300 méasodpercen keresztiil tarto,
100 Pa-os mechanikai stressz el6tt €s utan végzett deformabilitas mérések gorbéi és eredményei

jelentds kiilonbségeket mutatnak a két csoport kozott (21. bra).

0,6

-o-Elétte
-o-Utana

30

-o-Elétte
-o-Utana

SS [Pa]

21. abra
Vorosvérsejt membranstabilitasi gorbék. A: kontroll csoport, B: HC csoport.
(atlag + SEM; *: p <0,05 vs. mechanikai stressz el6tt; #: p <0,05 vs. kontroll)
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A HC csoport, mar az alkalmazott mechanikai stressz el6tt is jelentésen alacsonyabb
deformabilitas gorbét mutatott a kontroll csoporthoz képest és ez a tendencia a mechanikai
stressz utan is megmaradt a HC csoportnal. Az el6tte-utana gorbék kozotti kiilonbségek is sokkal
nagyobbak voltak a HC csoportban, ami az erytrocytak rosszabb stressztiiré képességét jelezte.

A 21. abran lathatd gorbékbdl szamolt mérési adatok (XII. tablazat) azt mutattak, hogy a
hypercholesterinaemias csoport mar az alkalmazott stressz el6tt szignifikansan alacsonyabb EI
értékek mellett, alacsonyabb Elmax értékeket, de magasabb SSi, eredményeket mutat a
kontrollhoz képest. Ezek az értékbeli kiilonbségek a stressz utan is megmaradtak, a HC csoport

SSi1/2 adatai esetében még jelentdsebbé valtak.

XII. tablazat Vorosvérsejt membranstabilitas mérések 6sszehasonlitd adatai.

p-érték vs. Kontroll,
Paraméter Teszt Kontroll HC vagy vs. elétte
(* Kontroll, # elétte)
eldtte (B) 0,392 + 0,002 0,318 £0,015%* 0,002
El 3Pa-nal utana (A) 0,360 =+ 0,008+ 0,235 £ 0,019 *# +0,002; *0,0015; #0,006
arany (A/B) 0,919+ 0,019 0,734 + 0,038 * <0,0001
eldtte (B) 0,592 + 0,003 0,461 £ 0,017 * <0,0001
Elmax utana (A) 0,595 + 0,004 0,458 £0,011 * <0,0001
arany (A/B) 1,005 + 0,007 0,999 + 0,033 ns
eldtte (B) 1,690 + 0,081 1,977 £ 0,227 ns
SSi12 [Pa] utana (A) 1,960 + 0,149 4,540 + 0,875 *# *0,009; #0,018
arany (A/B) 1,169 £ 0,089 2,228 £0,280%* 0,001
elétte (B) 0,355 £ 0,021 0,249 + 0,028* 0,012
Elmax/SS12 [Pa?] | utdna (A) 0,311 £0,019 0,124 +£ 0,025 *# *0,0318; #0,002
arany (A/B) 0,883 £ 0,062 0,484 + 0,062 * <0,0001

(itlag + SEM)

48




6. MEGBESZELES

6.1. Vorosvérsejt =~ membranstabilitasi  teszt  adatértelmezési  moédszereinek

osszehasonlité vizsgalatai

A vordsvérsejt deformabilitasra ¢és aggregatiora hatd tényezOk kozé soroljuk a
vorosvérsejteket érd mechanikai traumdat, a sav-bazis érteékek valtozasat, a szabadgyokos
reakciokat, a patofiziologias folyamatok soran létrejové metabolikus valtozasokat, az
ischaemia-reperfusio és a sepsis hatasara (Baskurt 2007, Kameneva és Antaki 2007, Németh és
mtsai 2012, Németh és mtsai 2014). A vorosvérsejteket érd mechanikai trauma mértéke
nagymértékben fiigg a stressz erdsségétdl és iddtartalmatol (Kameneva és Antaki 2007). A
vOrdsvérsejt mechanikai stabilitds mérése hasznos vizsgalati modszer a kutatisban ¢és a
diagnosztikaban, ennek ellenére az adatok elemzésével €s interpretalasaval kapcsolatban kevés
cikk talalhat6 az irodalomban.

Szluha ¢és munkatarsai (2014) kutatdsukban, egér modellen vizsgaltak az alacsony dézisu
egyszeri, teljes testet ér0 proton-besugarzas microrheologiai hatasait. Tanulmanyukban a
szerzok a teljes EI-SS gorbéket mutattak be, és adott nyirdfesziiltség melletti EI értékeket,
valamint az Elmax és SS1/2 adatokat hasonlitottak Gssze.

Toth és munkatarsai (2014) allatmodellen végzett kisérleteik alapjan tanulmanyukban
ramutattak arra, hogy a kisebb méretii graftok elégtelensége a vordsvérsejtek deformabilitas és
membranstabilitds értékeinek valtozasdban is lathatdak voltak. Leirtdk, hogy a mechanikai
stressz eldtti és utani EI-SS gorbék kozott kisebb volt a kiilonbség a graft csoportban. A
vorosvérsejtek mechanikai stabilitasbeli valtozasok mellett, ezeket kisérd haematologiai és

haemostaseologiai valtozasokat is talaltak. A szerz6k a mechanikai stressz el6tti és utani EI-SS
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gorbéket hasonlitottak Ossze, kétféle mechanikai stressz-nyirasi iddtartalom kombinaciot
alkalmazva (60 Pa 300s és 100 Pa 300s) (T6th és mtsai 2014).

A haemorheologiai paraméterek, mint a teljes vér és a plazma viszkozitas, vOorosvérsejt
aggregatio, deformabilitas és ozmotikus gradiens deformabilitas (osmoscan) a kiilonboz6 fajok
¢s nemek kozott is mutatnak kiilonbségeket (Németh és mtsai 2009, 2010, 2016, Windberger és
Baskurt 2007). Megallapitottak tovabba azt, hogy a vorosvérsejt membranstabilitas az ember és
egyéb fajok kozott eltérd, amely eltérés valdszintileg nyirdfesziilt és ozmolaritas fliggd (Németh
¢s mtsai 2016). Ezekben a kutatdsokban a szerzok, mélyebbre mend adatelemzési €s
Osszehasonlitasi modszereket alkalmaztak: az EI értékek mechanikai stressz eldtti és utani
aranyait is kiszamoltak, illetve az Elmax/SS1/2 értékek relativ valtozasait is 6sszehasonlitottak a
teljes EI-SS gorbék vonatkozasaban (Németh és mtsai 2016).

A szakirodalomban kevés adat talalhaté a mechanikai nyirasi fazisrol, annak ellenére, hogy
ennek elemzése értékes adatokat nyujthat a sejteket éré mechanikai és dinamikai valtozasokrol.
Baskurt és Meiselman (2013c¢) kutatasaban azt talalta, hogy a nyirasi fazis elején, az EI értékek
emelkedést mutatnak. Ennek oka valoszinlileg a nyiréfesziiltség hatasara a sejtekbdl torténd
nitrogén-monoxid (Meram ¢és mtsai 2013) vagy ATP felszabadulads (Wan és mtsai 2008) lehet.

A Tanszékiinkon foly6 kutatasi €s laboratoriumi diagnosztikai mérések alatt szamos
,viselkedésformat” tapasztaltunk a mechanikai stressz fazis alatt: (1) alacsony, majdnem
linearisan csokkend értékek a nyirasi fazisban; (2) kezdeti emelkedés, majd csokkenés az EI
értékekben; (3) egy stabil fazis utan bekdvetkezo hirtelen csokkenés; (4) bizonyos esetekben
semmilyen tendencidzus valtozast nem talaltunk az értékekben. Ezen tapasztalatok alapjan tigy

gondoljuk, hogy célszerii nem csak a mechanikai stressz el6tti és utani gérbéket 6sszehasonlitani
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(13. &bra, I11. és IV. tablazat), hanem érdemes figyelni és értékelni a vorosvérsejtek mechanikai

stressz alatti viselkedését is (14. abra).

6.2. A homérséklet emelés hatasa a vorosvérsejtek membranstabilitasara

A hyperthermias vagy lazas allapot sokféle valtozast képes okozni in vivo. Ezek a
patofiziologiads elvaltozasok fiiggenek a megemelkedett testhOmérséklettdl, igy mas és mas
eltérések jelentkezhetnek példaul hdguta, termoregulacios betegségek vagy laz soran (Gomez és
mtsai 2014, Cheshire és mtsai 2016, Hasday ¢és Singh 2000). Hyperthermias allapot esetén az
érrendszerben bekdvetkezé valtozasok viszonylag gyorsan jelentkezhetnek. Szélsdséges esetben
a sziv, a tiido, a maj és a vese, akar visszafordithatatlan morfoldgiai valtozasokat szenvedhetnek
el, ami az adott szerv leallasahoz vezethet (Larcan és mtsai 1978, Karnaukh és mtsai 2004). Az
eddigi adatok alapjan ilyen esetekben, gy tiinik, legkevésbé érintett szerv a 1ép lehet. A
myocardium sejtjeiben a simafelszini endoplasmaticus reticulum kitagul, az interfascicularis
térben 6déma jon 1étre (Vlad és mtsai 2013), ami a kontraktilitas romlasahoz vezet (Lapsha és
Gurin 2006).

A vordsvérsejtek microrheologiai paraméterei jelentds valtozadsokon esnek at a homérséklet
novekedésével (Ham és Shen 1948, Rakow és Hochmuth 1975, Singh és Stoltz 2002). Normal
koriilmények kozott a vorosvérsejteket nagymértékii deformalhatosag jellemzi, ami laz vagy
lazas allapot esetén nagymértékii romlast mutat (Evans és Hochmuth 1978, Chasis és Shohet
1987).

Jelen kutatas alapfelvetése az volt, hogy a hékezelés vagy kiilonboz6é homérsékleteken
torténd mérések hatdsara a vorosvérsejtek deformabilitdsaban valtozasok johetnek létre. Ezek a

valtozasok kiilonboz6é fajok kozotti (VII. tablazat) eltéréseket mutathatnak. A kapott
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eredmények €s azok elemzése a kovetkezoket tamasztottak ala: (1) a PBS-vvs szuszpenzidkban
(10%Htc) a rovid ideig tartd hokezelés (37°C, 40°C és 43°C) tendencidzusan romld vorosvérsejt
deformabilitast okozott (16. abra); (2) ezek a valtozasok a fajok kozott eltéréd mértékiiek voltak;
(3) a vorosvérsejtek sokkal érzékenyebben reagaltak a homérséklet valtozasra a
szuszpenziokban, a teljes vér-PVP Kkeverékekhez képest; (4) a folyamatosan emelkedd
hémérsékleteken tortént mérések forditott aranyban befolyasoltak a deformabilitast és ezek a
vizsgalt fajok kozott kiillonbozé mértékii valtozasokat okoztak; (5) a membranstabilitas teszt
nem egyonteti eredményt hozott, egyes a hémérséklet ndvekedésével kapcsolatos méréseknél.

A fajok kozott levd vorosveérsejt deformabilitas eltérés egy komplex és még nem teljesen
tisztazott témakor, mivel a sejtmorfologia, membrandsszetétel, viszkoelaszticitas, sejttérfogat és
a sejt feliilet-térfogat arany szélsdséges hatarok kozott mozog a kiilonbozé fajokban
(Windberger és Baskurt 2007, Németh és mtsai 2016, 2018).

A tarolas €s a mérések homérséklete szignifikansan befolyasolja a vordsvérsejt aggregatiot
¢s deformabilitas értékeket (Singh és Stoltz 2002, Baskurt és Mat 2000, Lecklin és mtsai 1996,
Uyuklu és mtsai 2009). Baskurt és Mat, patkdny sepsis modellen elvégzett ektacytometrids
mérések soran azt tapasztaltak, hogy a 37°C-on elvégzett tesztek szignifikans kiilonbségeket
mutattak a kontrollhoz képest, mely kiilonbségek alacsonyabb hémérsékleteken nem voltak
kimutathatok (Baskurt és Mat 2000). Singh és Stoltz human vérmintakban kimutattak, hogy az
5°C és a 37°C elvégzett vOrdsvérsejt aggregatio ¢és deformabilitds mérések eredményei
szignifikansan eltérnek (Singh és Stoltz 2002). Ennél magasabb hémérsékleteken még nem
torténetek hasonlo vizsgalatok.

A homérséklet hatassal van a vorosvérsejtek fehérjéire és a sejtmembranjara is (Artmann és

mtsai 1998, Gershfeld és Murayama 1988). Gershfeld és munkatarsai leirtak, hogy egy 30 6ran
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keresztiil tartd, kiilonbozé hémérsékletli inkubalasi peridodus alatt, a human vordsvérsejtek
haemolysise homérséklet fiiggd és ez a folyamat kovetkezménye a sejtmembran ugynevezett
,unilamellar-multibilayer” transzformacidjanak. Ez azt jelenti, hogy a sejtmembran stabil
unilamellar allapotban van 37°C-on, viszont a hdmérséklet emelkedésével egy un. multibilayer
szerkezett¢ transzformalddik, amivel olyan sejtfelszini régidk valnak elérhetévé a kiilsd
kornyezet szamara, amelyek lipidszegények ¢és ezért a sejt elvesziti cytosolt és haemolysis jon
létre.

Ismeretes, hogy a nitrogén-monoxid képes javitani a vordsvérsejt deformabilitést,
(Simmonds és mtsai 2014). A vorosvérsejtek képesek a nitrogén-monoxid termelésére, aminek
egyik f6 oka az érpalyaban dket érd nyirdfesziiltség (Yalcin és mtsai 2008). Kutatdsunk soran
azt talaltuk, hogy a PBS-vvs szuszpenziokban, a mechanikai stressz utani mérésekben 37°C-on
javultak az EI értékek a human mintak esetében, mig hasonl6 tendencia csak 40°C és 43°C-on
volt megfigyelhetd a patkanybdl és kutyabol szarmazd mintdkban (16. abra).

Fiziologias koriilmények kozott a vorosvérsejtek nitrogén-monoxid termelése és az ezzel
jar6 deformabilitas javulds az altalunk vizsgaltnal (100 Pa) alacsonyabb nyiréfesziiltség
értékeknél is észlelhetd volt (Simmonds és mtsai 2014, Yalcin és mtsai 2008) tekintve, hogy az
érpalyaban ritka a 10 Pa feletti nyirofesziiltség értéke (Németh és mtsai 2016, Lipowsky 2005,
Simmonds és mtsai 2014). Feltételezhetd, hogy a vvs-PBS szuszpenziokban levé alacsony
(10%) haematoctrit érték mellett, a nyiroerdk eloszlasa €s atvitele az erythrocytak kozott eltér a
normalis vér hasonl6 tulajdonsagaitol. Tovabba ismeretes, hogy a nitrogén-monoxid termelése
novekszik a hémérséklet novekedésével az él6 szervezet szerveiben és szoveteiben (Bouchard
¢s Yamasaki 2008, Yarullina és mtsai 2010, Bernard és mtsai 1994, Gerstberger 1999, Hakim

¢s mtsai 2014).
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Kutatasunk legfébb limitacios tényezdje lehet, hogy a kezeléseket és a méréseket in vitro
végeztiik, igy nem tudjuk kozvetleniil ravetiteni in vivo kutatasra az eredményeket. A hdstressz
a hokezelt PBS-vvs szuszpenzidk esetén rovid ideig tartott, a teljes vérmintdk esetén pedig a
melegitést csak a mérések idotartama alatt alkalmaztuk. Ezzel szemben, a maghdmérséklet
megemelkedése, példaul laz esetén, akar napokig is eltarthat, ami a moddon Osszetett
valaszreakciokat valt ki. A melegitett teljes vérmintakat egy PVP-PBS oldatba kevertiik el, hogy
a meérések kivitelezhetok legyenek, ez esetiinkben tovabbi eltérést jelent a fizioldgids

kortilményektol.

6.3. Koleszterindus diéta haemorheologiai hatasai

A hypercholesterinaemias nyl modell a human atherosclerosis és lipidmetabolizmussal
kapcsolatos koros allapotok, betegségek kutatasanak széleskorben elfogadott modellje (Lee és
mtsai 2017, Priksz és mtsai 2018). A metabolikus betegségekkel foglalkozo szakirodalomban
ismeretes, hogy a nyul érzékenyen reagal a taplalékbol felvett tobblet koleszterinre, ami gyorsan
kialakulo és sulyos hypercholesterinaemiahoz, majd atherosclerosishoz vezet. A maj altal felvett
koleszterin mennyiségétdl fiiggéen a maj LDL receptorainak szama emberben €s a nyulban is
lecsokkenhet. A nagyon alacsony slriiségi lipoprotein (VLDL) receptorok, amelyek
nagymértékben részt vesznek a habos sejtek kialakulasaban, nyalban és emberben is
nagymértékben expresszalddnak a macrophagokban (Fan és mtsai 2014). A nyulak anatomiai
jellegzetességei, igy a ragesalokhoz mérten nagyobb méretii artéridk, alkalmasabbd teszik oket,
klinikai modszerekkel torténd vizsgalatokra, példaul magneses rezonancias képalkotasra (MRI)

¢és echocardiographias mérésekre, morfologiai (plakkok Osszetétele és szerkezete), illetve a
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funkcionalis (szisztolés és diasztolés zavarok) valtozasok kimutatasara (Lee és mtsai 2017,
Priksz és mtsai 2018).

Annak ellenére, hogy a nyul modell kivaléan alkalmas metabolikus kutatdsokra, mint
minden kisérletes allatmodellnek megvannak a maga limitacioi. Egyik ilyen korlatozo tényezo,
hogy a laboratdriumi koriilmények k6zott standard tapon tartott nyulaknal nem alakul ki spontan
atherosclerosis, a tapok alacsony koleszterin tartalma miatt. A komolyabb patoldgias
elvaltozasokat, mint a szivfunkciok romlésa, atherosclerotikus plakkok létrejotte, infarktus €s
magasabb mortalitas, csak a hossza ideig és megndvelt koleszterin tartalmt diétan tartott
nyulaknal fordul el (Kertész és mtsai 2013). Ha a nyulakat magas koleszterin tartalmu tappal
etetjikk, akkor aorta karosodas is kialakulhat, elészor az aorta iven, majd a mellkasi aorta
szakaszon; az emberre jellemzé a hasi aorta érintettség, csak stlyos esetekben fordul el6.
Bizonyos esetekben a koszortereket érintd érelmeszesedés is megfigyelheté nyulaknal.

A nyal modell tovabbi jellegzetessége, hogy az human atherosclerosisban elforduld
karosodasok, mint a plakk ruptura, fekélyesedés vagy aorta aneurysma nem, vagy csak ritkan
mutathatdo ki. A nyulaknal kialakul6 plakkok féleg habos sejtekbdl allnak, amelyekben
zsirlerakddasok vannak és magas a macrophag tartalma (Fan és mtsai 2014, Lee és mtsai 2017).
Az elOrehaladott allapotban levo karosodasok hosszabb ideig tartd koleszterin etetés utan
alakulhatnak ki, a m4aj alacsony lipaz aktivitasanak kovetkeztében kialakul6 majkarosodas miatt
(Lee és mtsai 2017).

A kutatdsunk sordn hasznalt nyul modell jelentds morfologiai, funkciondlis és szeroldgiai
elvaltozasokat mutatott. A bal pitvar megvastagodott, a bal kamra tomege ¢és relativ vastagsaga
megndvekedett. A szovettani elemzés soran az aortaban habos atherosclerotikus plakkok

kialakuldsat, a myocardialis szovetben interstitialis fibrosist allapitottunk meg. Diasztolés
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diszfunkcio jelei is mutatkoztak az allatokban. A szérum lipid paraméterek, az atherogen index
¢s az ApoB/ApoA aranya szignifikdnsan magasabb volt az atherogen csoportban (Priksz és
mtsai 2018).

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az atherogen diéta szamos haematologiai
paramétert befolyasolt kutatasunk 16 hetes id6tartama alatt (X. tablazat). Mind a vorosvérsejt
szam, mind a haemoglobin szint csdkkent a kezelt kisérleti csoportban. Hasonlo valtozasokat
irtak le nyulaknal magas koleszterin- és LDL szint esetén (Abdelhalim és Moussa 2010).
Szakirodalmi adatok szerint, mar 6 hetes atherogen kezelés hatasara is jelentkezhet alacsony
voOrosvérsejt szam, valamint jelentds valtozasok tapasztalhatok az MCV, MCH és MCHC
értekekben (Kroliczewska és mtsai 2011, Karbiner és mtsai 2013).

Kisérletiink soran, a HC csoportban megjelend szignifikansan megemelkedett MCV,
valtozatlan MCH ¢és a szignifikdnsan csokkent MCHC értékek hypochrom macrocyter
regenerativ anaemia kialakulasara utalhat (X. tablazat). Az anaemia létrejotte okozhat hypoxias
allapotot a szervezetben a csOkkent haemoglobin szint miatt, ami kihat tébb hemodinamikai
paraméterre is. Az akut anaemia okozta klinikai és haemodinamikai paraméterekben tortént
valtozasok visszafordithatok, ellenben a kronikus anaemids allapot progressziv
szivmegnagyobbodashoz és bal kamrai hypertrophiahoz vezethet (Mozos 2015, Metivier és
mtsai 2000, Felker és mtsai 2004). Hasonlé patofiziologias elvaltozasokat a mi kisérletiinkben
is észleltiink (Priksz és mtsai 2018). A megnovekedett MCV utalhat az atheroscleroticus allapot
stlyossdgara és a vitaminhianyhoz kotott atherosclerosis jelenlétére is (Mueller és mtsai 2002).

A hypercholesterinaemias allapot stimuldlja a thrombocyta szam ndvekedését
megacaryopoesisen ¢és myelopoesisen keresztiil, valamint noveli a thrombocyta aktivaciot

(Wang, Tall 2016, Tomaiuolo 2014, Huo, Ley 2004, Barale és mtsai 2020). Tovabba a
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megndvekedett koleszterinszint fokozza a thrombocyta hyperaggregabilitdas mértékét is. Az
aktivalt thrombocytak képesek aggregatumokat 1étrehozni a neutrophil granulocytakkal és
monocytakkal is. Az igy 1étrejovo interakcid a vérlemezkék és a leukocytak kozott fontos
szerepet jatszik a gyulladasos cytokinek termelésében, a leukotriének és reaktiv oxigén gyokok
(ROS) Iétrejottében (Wang, Tall 2016). A reaktiv oxigén gyokok eldsegithetik gyulladasos
mediatorok termelését, mint a C-reaktiv protein (CRP), ami ezt kdvetden aktivalhatja a pro-
thrombotikus faktorokat és a thrombocytakat (Barale és mtsai 2020, Zhang és mtsai 2012). Az
altalunk mért megnovekedett fehérvérsejt és thrombocyta szam, valamint CRP szint az
atherosclerosis gyulladasos jellegét mutatja.

A magas koleszterinszint kozvetlen hatassal van a véraramlasra; ugy, mint az
atheroscleroticus plakkok 1étrejotte és novekedése az artéridkban, a koszoruerek lumenjének
csokkenése, az endothelium gyulladasos allapota, és csokkent mértékli endothelium-fiiggd
vasorelaxatio (Kriiger-Genge és mtsai 2019). Ezek egyiittesen rontjak a szivizom keringését és
a szoveti perfuziét (Buchwalow és mtsai 2008). A hypercholesterinaemia indirekt modon is
képes befolyasolni a rheologiai faktorokat: a magas koleszterinszint noveli a teljes vér
viszkozitast (17. abra) a fehérvérsejt- és thrombocyta szam megemelkedésével (Tomaiuolo
2014, Ho 2004).

A vorosvérsejt aggregatio esetében jelentds kiilonbségeket mutattunk Ki a kisérleti csoportok
kozott, mind a fénytranszmissziés (18. abra), mind a syllectometrids mérési modszer
segitségével (19. abra). A Myrenne aggregometerrel (fénytranszmisszids mérési eszkoz)
kimutattuk, hogy a HC csoport aggregatios indexei szignifikansan emelkedtek a kontrollhoz
képest minden mérési moédban (M, M1) (18. abra). A LoRRca (syllectometrias merési modszer)

a HC csoport megndvekedett aggregatids index értékei mellett, csokkent aggregatios amplitadot
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tapasztaltunk, mig az aggregatio idédinamikajaban nem volt szamottevé valtozas (19. abra). A
human klinikai tanulmanyok soran végzett mérések hasonld aggregatios index és amplitado
értékeket mutattak ki, azonos mérési modszerekkel, talsulyos, diabeteses és
hypercholesterinaemias betegeknél (Wiewiora és mtsai 2007, Kriiger-Genge és mtsai 2019).
Tovabba megallapitottak, a teljes koleszterinszint és a vorosvérsejt aggregatios indexek (Al)
kozott pozitiv, mig az aggregatio-félideje (t,;) negativ korrelacio all fenn.

Az alacsony sebesség-gradiensnél megndvekedett vérviszkozitas f6 oka a voOrdsvérsejt
aggregatio (Rampling 2003, Baskurt és mtsai 2004, Baskurt és mtsai 2009, Baskurt és mtsai
2012). A plakkok altal besziikitett lumen okozta véraramlas valtozas ndvelheti a sejtek
adhéziojat és az aramlasi ellenallast (Geddes és mtsai 2010, Lipowsky 2005, Baskurt 2007). Az
alacsony szoveti haematocrit szint, alacsony lokalis viszkozitdst okozhat az erek marginalis
zondjaban, ami csokkenti a surlodasi ellenallast az endotheliummal (Muravyov és mtsai 2011,
Munn, Dupin 2008, Nash és mtsai 2008, Fedosov, Gompper 2014). Az axialis migracio (a
deformalhaté vorosvérsejtek az érfal kozelében 1évé nyirder6k miatt a kozéparamba
vandorolnak) el6segiti a fehérvérsejteknél és thrombocytaknal leirt marginalizacio jelenségét.
Munn és Dupin (2008) megallapitotta, hogy a vorosvérsejtek aggregatioja soran 1étrejovo
roleaux formalddas jelensége hatékonyabb formaja a fehérvérsejtek érfalhoz valo sodrodasanak,
mintha ezt a jelenséget lazdn Osszerendezddott sejtek okoznak. A fehérvérsejtek
marginalizacidja fligg az aramlési tulajdonsadgoktdl, az erythrocytdk és aggregatumaik axialis
migraciojatol, a lokalis haematocrit értéktdl, és a vorosvérsejt deformabilitastol (Nash és mtsai
2008, Fedosov, Gompper 2014).

Szamos fizioldgias és patofiziologids tényezd hat az erythrocytdk deformalhatosagara

(Baskurt 2007, Pretini és mtsai 2019, Németh és mtsai 2016). A vordsvérsejtek
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membranstabilitasat az LDL-koleszterin szint direkt modon is befolyasolja (Holm és mtsai
2002). Az erythrocytak membranjaban felhalmozodo tulzott mennyiségili koleszterin noveli a
sejtek rigiditasat és csokkenti a deformalhatosagukat, ez a rigiditas Osszefiigg a relativ
koleszterin/foszfolipid arany novekedésével is (Meurs és mtsai 2005). A koleszterin/foszfolipid
arany valtozasa in vitro befolyasolhatja a vorosvérsejtek foszfatidil-szerin mennyiségét a sejtek
felszinén hypercholesterinaemias és acanthocytosisos anaemiaban szenvedd betegek vérében
(Zwieten és mtsai 2012). A magas zsir tartalmu étrenden tartott egerek esetében a membran
koleszterinszint és a foszfatidil-szerin externalizacio novekedett, ami eldsegitette a vorosvérsejt-
macrophag gyulladasos interakciokat, és novelte a macrophagok fagocitozisanak mértékét is, in
vitro koriilmények k6zott (Unruh és mtsai 2015). A vordsvérsejt deformabilitas romlasat human
klinikai vizsgalatokban is kimutattak (Koter és mtsai 2004). A foszfatidil-szerin fontos triggere
a macrophagoknak, és ez altal az eloregedd vorosvérsejtek felismerésében is szerepet jatszik,
tovabba az erythrocytak membranstabilitasanak is fontos tényezdje (Zwieten és mtsai 2012,
Manno ¢és mtsai 2002).

A rigidebb membrannal rendelkez6 vorosvérsejtek jobban ki vannak téve az érrendszerben
1étrej6vé mechanikai stressznek, igy konnyebben karosodnak (els6sorban a kapillarisokban,
Iépben) (Zwieten és mtsai 2012, Manno ¢és mtsai 2002). A rigidebb erythrocytdk kevésbé
deformaldodnak a nyiréerdk hatisara, igy a magasabb viszkozitds okozta tobblet eréhatas is
hozzajarulhat a vorosvérsejt membranstabilitds értékek csokkenéséhez (Vaya és mtsai 2015).
Kutatasi eredményeink azt mutattak, hogy csokkent deformabilitds (20. abra), rontott a
membranstabilitason (21. abra) is a hypercholesterinaemias csoportban. A vizsgalt paraméterek
jol kifejezték a deformabilitasbeli kiilonbségeket (EI, Elmax, SSi2, és ezek aranya) és a

mechanikai stabilitds (mechanikai stressz el6tt és utan) csokkenését (XII. tablazat). A
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vorosvérsejt deformabilitas csokkenését a hypercholesterinaemids csoportban jol mutatja az EI-
SS gorbék parametrizacidja utana kapott Elmax csokkenés, SSi12 novekedés és az Elmax/SSi2
arany csokkenése is (XI. tablazat). A romlé membranstabilitas az EI-SS gorbék kozotti
kiilonbségekben is megmutatkozott. A hypercholesterinacmids csoport esetében mar a
mechanikai stressz elott is alacsonyabb értékeket regisztraltunk, ami a stressz hatasara még

kifejezettébe valt. Ezt a tendenciat mutatja az itt szamitott SS1/2/Elmax arany is (XII. tablazat).
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FOBB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEGZESE

1. A vordsvérsejt —membranstabilitasaban  bekovetkez6  valtozasok  vizsgalatainak
Osszehasonlithatosaga szempontjabol az alabbi paramétereket talaltuk a legmegfelelébbnek:
elongatids index-idé gorbék meredeksége a mechanikai stressz periddus alatt, az elongatids
index eldtte/utana arany a nyird fesziiltség (SS) vonatkozasaban, a 3 Pa-nal mért elongatids
index utdna/el6tte ardnya, a maximalis elongatids index (Elmax), €és ennek feléhez tartozo
nyirofesziiltség érték (SS12) és ezek aranya (Elmax/SS1/2) mind egészséges, mind patologias
vérmintak esetén.

2. Kimutattuk, hogy mar a rovid ideig tartd hdkezelés is szignifikdnsan csokkenti a
vorosvérsejtek deformabilitasat. Leirtuk, hogy a kiilonb6z6 fajok vordsvérsejtjei eltéréen
reagalnak a kiilonb6z0 mértékli hodhatasokra, igy a huméan vérmintak voltak a
legérzékenyebbek, mig a kutydkbol szarmazé mintak a legellenallobbak a vizsgalt
hohatasokra. Kimutattuk, hogy a hémérséklet emelkedésének modja és a mintak Gsszetétele
is befolyasolja a vorosvérsejt deformabilitds romlasat.

3. A koleszterindas diéta haemorheologiai hatasainak vizsgalata soran kimutattuk, hogy az
atherogen diéta szignifikans valtozasokat okoz: emelkedett a fehérvérsejt szam, a
vorosvérsejtek altagos térfogata és thrombocyta szam; csokkent a vOrosvérsejt szam,
haemoglobin és a vorosvérsejtek atlagos haemoglobin koncentracidja. A szakirodalomban
eloszor, kétféle aggregatios mérési modszerrel is bebizonyitottuk, hogy a
hypercholesterinaemia jelentdsen rontja az aggregatio mértékét. Megallapitottuk, hogy az
atherogen tap szignifikansan csokkenti a vorosvérsejtek deformélhatosagat. Leirtuk, hogy a
voOrosvérsejt membranstabilitds mar az alkalmazott mechanikai stressz el6tt is jelentdsen
alacsonyabb deformabilitas gorbét mutatott a HC csoportban a kontroll csoporthoz képest és

ez a tendencia a mechanikai stressz utan is megmaradt.
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7. OSSZEFOGLALAS

Mind a macro-, mind a microrheologiai paraméterek fontos szerepet jatszanak a szdveti
perfizid mértékében és mechanikai stresszhez kotott endothelidlis funkciok miikddésében.
Ezeket sokféle faktor befolyasolja, tobbek kozott a metabolikus valtozasok is. A mechanikai
stabilitdsi teszt adatainak értelmezésére ¢és kiértékelésére tobbféle megkozelitést is
hasznalhatunk: (1) elére meghatarozott nyiréfesziiltség értékekhez (pl. 3Pa, 5Pa stb.) tartozo
relativ, vagy abszolut elongatios index értékek (elétte/utdna) Osszehasonlitasa, vagy az EI-SS
gorbék parametrizalasabol kapott adatok (Elmax, SSu2, Elmax/SS1/2 ardnya) nyiras el6tti és utani
értékeinek Osszehasonlitasa; (2) az EI eldtte/utdna — nyirofesziiltség gorbékre illesztett gorbek
milyenségét €s meredekségét; (3) a nyirasi periodus alatt kapott EI adatok részletes elemzése.

A vorosvérsejt deformabilitas szignifikansan csokkent a rovid ideig tartd (10 perc) hokezelés
hatasara. Az altalunk alkalmazott médszer jol lathatéan kimutatta, hogy a vizsgalt fajok mas-
mas mértékben reagalnak az ilyen hatdsokra. Az eredmények alapjan a human minték voltak a
legérzékenyebbek a kétféle hod stresszre, amig a kutyabol szarmazd mintdk mutattdk a
legnagyobb mértékii romlast a mért értékekben. A hé stressz jellegének (direkt melegitéssel
torténd hokezelés vagy lassu, a mérések alatti melegités) és a mintak osszetételének (PBS-vér
szuszpenzi6 vagy PVP-PBS keverékben szuszpendalt teljes vér) fiiggvényében, eltéré mértéki
¢és erdsségli deformabilitas csokkenés mutatkozott a hémérséklet emelkedésével. A melegités
hatdssal van a vorOsvérsejt membranstabilitasra is, ami a fajok kozotti eredményekben is
megmutatkozott.

Kutatasunk ravilagitott, hogy a hypercholesterinaemias allapot nagymértéki valtozasokat
képes el6idézni a haematologiai, a micro- és a macrorheologiai paraméterekben. A tizenhat hetes
atherogen diéta tobbek kozott nem csak a vorosvérsejtek szamat, a haemoglobin tartalmat, de az
erytrocytak deformabilitasat és membranstabilitasat is csokkentette a HC csoportban. Tovabba
kétféle aggregatios mérési modszerrel is bebizonyitottuk, hogy a kezelt csoportban az aggregatio

mértéke jelentésen romlott a kontroll csoporthoz képest.
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8. SUMMARY

Both the macro- and microrheological parameters play important roles in case of tissue
perfusion and to the endothelial functions during mechanical stress. They are affected by a
variety of factors, including metabolic changes. Several approaches can be used to interpret and
evaluate the mechanical stability test data: (1) comparison of relative or absolute elongation
index values (before / after) for predetermined shear stress values (e.g., 3Pa, 5Pa, etc.), or EI-SS
curves comparison of the values of the data obtained from the parameterization (EImax, SS/,
Elmax /SS1/, ratio) before and after shearing; (2) the nature and slope of the curves fitted to the
El before / after shear stress curves; (3) a detailed analysis of El data obtained during the shear
period.

The deformability of the erythrocytes was significantly decreased by the 10 minutes of high-
temperature treatment. The method we used has clearly shown that different species respond
differently to such effects. Based on the results, the human samples were the most sensitive to
the two types of heat stress, while the samples from the dog showed the greatest deterioration in
the measured values. Depending on the nature of the heat stress (direct heating or slow heating
during the measurements) and the content of the samples (PBS-blood suspension or whole blood
suspended in PVP-PBS), the degree of deformability decreased with varying magnitude and
strength. Heating also affects red blood cell membrane stability, which was also reflected in the
cross-species results.

Our research has revealed that hypercholesterolemia can cause changes in hematological,
micro-, and macrorheological parameters. The sixteen-week atherogenic diet reduced not only
red blood cell counts, hemoglobin content, but also erythrocyte deformability and membrane
stability in the HC group, among others. Furthermore, we demonstrated by two different
aggregation measurement methods that the degree of aggregation in the treated group

deteriorated significantly compared to the Control group.
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