Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

Micro-rheologiai méréstechnikai 6sszehasonlito
vizsgalatok kiilonos tekintettel a vorosversejt
membranstabilitasra

Somogy1 Viktoria

Témavezeto:
Dr. Németh Norbert

DEBRECENI EGYETEM
Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola
Debrecen, 2018



Micro-rheologiai méréstechnikai 6sszehasonlité vizsgalatok
kiilonos tekintettel a vorosvérsejt membranstabilitasra

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
klinikai orvostudmanyok tudomanyagban

frta: Somogyi Viktoria, Biotechnolégia MSc

Késziilt a Debreceni Egyetem Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola
(Klinikai vizsgalatok programja) keretében

Témavezetd: Dr. Németh Norbert, az MTA doktora

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Berta Andras, az MTA doktora
tagok: Dr. Juhasz Béla, PhD

Dr. Nadasy Gyorgy, kandidatus

A doktori szigorlat helyszine, id6pontja:
DE AOK Szemészeti Tanszék Konyvtar, 2018. julius 9. 11 6ra

Az értekezés biraloi: Prof. Dr. Bogar Lajos, az MTA doktora
Dr. Varga Gabriella, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Berta Andras, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Bogar Lajos, az MTA doktora
Dr. Juhasz Béla, PhD
Dr. Nadasy Gyorgy, kandidatus
Dr. Varga Gabriella, PhD

Az értekezés védeésének helyszine, idépontja:
DE AOK Belgyégyaszati Intézet, ,,A” épiilet tanterme, 2018. julius 9. 14 éra



1. BEVEZETES

A rheologia az anyagok aramlasi tulajdonsagaival foglalkozo
tudomany. A haemorheologia uttéréje Alfred L. Copley volt, aki
bevezette a biorheologia (1948) és haemorheologia (1951) fogalmat.
Copley az alabbiak szerint definidlta a haemorheologia fogalmat: ,, 4 ver
sejtes és plazmatikus komponensei makro- és mikroszkopikus dimenzioju
daramlastananak, valamint a vérrel kontaktusban lévo  érfal
aramlastananak, azon bellll is leginkdbb a microcirculatio teriiletén
lezajlo folyamatoknak a megismerése ¢és ezek kiilonbozé patoldgids
valtozasainak feltarasa.

Napjainkban a haemorheologiai vizsgalatok ¢s kutatasok széles
korben  elterjedtek  koszonhetéen a  korszerli mérdmodszerek
megjelenésének. Ezen tudomanyteriileten szamos kiilonb6zd elven
alapulé mérdmoddszer elérhetd (ektacytometrids €s filtracios modszerek,
aggregatio mérésére alkalmas technikak). A keringési rendszer ezen
teriiletének megismerése révén szamos folyamat komplexebb feltarasa
valik lehetdvé. A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Sebészeti  Mitéttani  Tanszék  Kutatdé ~ Laboratoriumaban  a
haemorheologiai és ezen beliill a micro-rheologiai paraméterek széles
korli vizsgalatara szamos mérémiuszer all rendelkezésre. Tansz€kiinkon a
korabbi években tobb méréstechnikai standardizacios tanulmany késziilt,
illetve végeztek vizsgalatokat a haemorheologiai nemi kiilonbségek
feltarasara laboratoriumi allatokon.

Az éllatkisérleti mérési eredmények human eredményekkel torténd
Osszevetéschez elengedhetetlen a megfeleld kisérleti modell kivalasztasa,
a fajspecifikus kiillonbségek feltardsa, illetve a metodika kivalasztasa.

Nagyon fontos a kisérletek pontos megtervezése, kivitelezése, hogy a



mérések standardizalt koriilmények kozott és a megfeleld laborallat-
tudoméanyi elvek szerint torténjenek. A kiilonbdzé mérdmodszerek
kivitelezéséhez eltérd mintaeldkészités, mintamennyiség sziikséges €s a
vizsgalni kivant paramétereket is tobb tényezd befolyasolhatja. A fent
emlitettek miatt nagy koriiltekintést igényel a megfeleld allatfa;
kivalasztdsa, ¢s allatkiméleti szempontbdl fontos definialni, hogy
mekkora a sziikséges és mekkora az elérheté mintamennyiség €és ennek
ismeretében meghatarozni, hogy a vérvétel termindlis vagy nem-
terminalis modon megy majd végbe. Ha az allat utankovetésére nincs
sziikség, €s csak egyszeri vérvételrdl van szo, alkalmazhat6 a terminalis
vérvetel. Kovetéses vizsgalatok esetében azonban nem-terminalis
vérvetel alkalmazando, amely soran nagyobb mintamennyiség levetelére
nincs lehetdség. A méréstechnikai standardizacidés munka 6sszehasonlitd
vizsgalatainak elvégzésehez az ujabb modszerek elengedhetetlenek, hogy
a kutatasi eredmények jol értelmezhetdek és extrapolalhatoak legyenek.
Osszehasonlitd vizsgalataink a nemi és korfiiggd kiilonbségek
feltarasdra, a méréstechnikai modszerek optimalizicidjara, az
eredmények kiértékelésére és a laboratériumi mérések biztonsaganak a

fokozasara iranyultak.



2. CELKITUZESEK

1. Fajspecifikus kiilonbségek tanulmanyozasa kisérleti allatok (patkany,
sertés, kutya) és human vérmintak voOrosveérsejt
membranstabilitdsanak vonatkozasdban, valamint az erythrocytaknak
a fokozott nyirofesziiltséggel szembeni ellendlld képességének
vizsgalata kiilonb6zdé nyirofesziiltség-expoziciés 1d6 kombinacidok

esetén.

2. A vorosvérsejt ozmotikus gradiens ektacytometria méréstechnikai
koriilményeinek optimalizalasa (az elongatids index - ozmolalitas
gorbék részletes elemzése). A mintdk elemzése 100 Pa, 300
idétartamtt  mechanikus stressz eldott és utdn 200-250-300-500
mOsm/kg szuszpenzios kozeg felhasznalasdval. Annak vizsgalata,
hogy mennyire befolyasolja az ozmolalitds a mechanikai stabilitasi

mérések eredményeit.

3. Nemi és korfliggd kiilonbségek Osszehasonlito haemorheologiali
vizsgalatdnak elemzése voOrosvérsejt deformabilitds, vordsvérsejt
aggregatio, membranstabilitds, ozmotikus gradiens ektacytometria
tekintetében. A kérdéskor elemzésére célul thztik ki 1 éves
kovetéses  vizsgalatok tervezését Crl:WI him ¢és ndstény

patkanyokban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Membranstabilitas és osmoscan vizsgalatok kiillonbozo
nyirofesziiltség és idotartam kombinaciok alkalmazasa mellett

3.1.1. Kiserleti dallatok és human mintavétel

Az allatkisérleti engedélyt a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaga hagyta jova az EU szabalyozasa, és a 1998. évi
XVII. Az A&llatok védelmérél ¢és kiméletérol" szold torvény
figyelembevételével (eng. szam: 19/2011/DE MAB). A humén mintékat
onkéntesektdl kaptuk, a megfeleld Klinikai Etikai Engedély birtokdban
(eng. szam: DE OEC RKEB/IKEB 3625-2012).

A vérvételek a reggeli orakban 6 egészséges him Sprague-Dawley
outbred patkanybol (kor: 4 honapos, testtomeg: 522 + 42,9 g) a lateralis
farokvéna punctidja révén (anesthesia: 60 mg/kg, 1.p. thiopenthal), 8
egészséges him beagle kutyabdl (kor: 9-11 honapos, testtomeg: 13,75 +
0,78 kg) a vena cephalica punctiojaval, 11 egészséges Hungahib ndstény
sertésbol (kor: 10-12 hetes, testtomeg: 19,05 + 2,89 kg) a vena
saphendbdl (anesthesia: 15 mg/kg, i.m. ketamine, 1 mg/kg, i.m. xylazine)
tortént.

A human mintavétel 7 onkéntes nébdl (kor: 31-48 éves) a vena
mediana cubiti punctidjaval tortént. A vérvételek zart rendszerben 3 ml-s
K3-EDTA-t tartalmazé (1,8 mg/ml) Vacutainer® csovek alkalmazasaval
21 G-s vérvételi tlvel. A laboratoriumi méréseket 2 o6rdn beliil
elvégeztiik.

Minden vérmintat mechanikai stabilitasi tesztnek vetettiink ala,
nyirofesziiltség nagysagat €s idejét a kdvetkezd képpen hasznalva: 30, 60
¢s 100 Pa, 100, 200 ¢és 300 masodpercig.

A fent emlitett fajokbol 5 egységnyi vérmintat vizsgaltunk tovabb.

Ezeken a mintakon a mechanikai stabilitas tesztet 100 Pa-on 300



masodpercig végeztik el, 200, 250, 300 és 500 mOsmol/kg-0s PVP

oldatban.
3.1.2. Haematologiai paraméterek meghatdarozdsa

A kvalitativ és kvantitativ haematologiai paramétereket Sysmex F-
800 haematologiai automata (TOA Medical Electronics Corp., Ltd.,
Japan) segitségével detektaltuk. A késziilék apertura-impedancia elven
hatdrozza meg a vorosvérsejt (Vvs), fehérvérsejt (Fvs) és thrombocyta
(Thr) szamot. A haemoglobin koncentracio (Hgb [g/dl]) meghatarozasa
fotometriasan torténik. A tobbi paramétert a fenti adatokbodl kalkulélja a
késziilék. A mérésekhez 70 pl antikoaguldlt vérmintara van sziikség. Az
eredmények koziil a vorosvérsejt szam (Vvs [10%/uL]), a haemoglobin
koncentraci6 (Hgb [g/dl]), a haematocrit (Hct [%]), az atlagos
vorosvérsejt térfogat (MCV [fl]), az atlagos vordsvérsejt haemoglobin
tartalom (MCH [pg]) és az atlagos voOrdsvérsejt haemoglobin
koncentracié (MCHC [g/dl]) értékek keriiltek bemutatasra.
3.1.3. Haemorheologiai paraméterek meghatdrozdsa
3.1.3.1. A vorosversejt deformabilitas és membranstabilitas

meghatarozdsa

A vorosvérsejtek deformabilitdsat és membranstabilitasat lézer
diffrakcios elven mikodé LoRRca MaxSis Osmoscan rotacios
ektacytometer (Mechatronics BV, Hollandia) segitségével hataroztuk
meg.

Mind a deformabilitds, mind a membrénstabilitas vizsgéalatahoz 10
ul vérmintat 2 ml PVP (polyvinyl-pyrrolidon: 360 kDa, Sigma-Aldrich
Co. USA; PVP-PBS oldat viszkozitasa = 30,83 mPas, ozmolalitasa = 298
mOsmol/kg, pH =7,2) oldatba szuszpendaltunk.

A késziilek Couette-rendszer felépitésii, egy statikus hengerbdl (bob)
¢és egy kiilsé hengerkopenybdl (cup) all. A kettd kozotti résbe (kb. 0,3
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mm) helyezziik a mintat Pasteur pipetta segitségével. A cup forgd
mozgast végez a henger koriil meghatarozott szogsebességgel, ekdzben a
mintat 1ézernyaldb vilagitja meg. A diffrakcios kép valtozasa attol fligg,
milyen a voOrdsvérsejtek elnytlasanak a mértéke. Ezt a diffrakcios
mintdzatot egy CCD kamera rogziti, amit a szamitogépen taldlhato
szoftver elemez. A szoftver analizélja a diffraktogramm atmérdit és a (L-
W) / (L+W) képlet alapjan megkapjuk az elongatids indexet (EI). A
képletben az L a diffrakciés minta hosszat, mig a W a diffrakciés minta
sz¢élességét jelenti. A deformabilitast az EI-SS fliggvényében abrazolva
kapott gorbe jellemzi. E gorbe parametrizalasaval tovabbi paramétereket
tudunk kalkulalni: Elna (maximalis EI értéke) és az SSip / Elmax (Elmax
feléhez tartozo nyirofesziiltség érték). A parametrizalas a Linewaver-
Burke analizis segitségével torténik: 1/El = SSy/o/ Elmax x 1/SS + 1/ Elax.
Elmax csokkenése €és az SSyp, értékek emelkedése deformabilitas romlasra
utal.

A membranstabilitds mérése soran meghatarozott mechanikai stressz
(adott, alland6 nyirofesziiltség ¢és adott iddtartam) eldtt €s utdn
hagyoméanyos ektacytometrids voOrdsvérsejt deformabilitdsi  teszt
elvégzése torténik, majd a rogzitett elongatiés index-nyirofesziiltség
gorbék 6sszehasonlitd analizise kovetkezik. A membranstabilitasi tesztet
Osszesen 9 kombinacioban végeztiik: 30, 60 és 100 Pa nyirofesziiltség

mellett 100, 200 és 300 secundum idétartamig.

3.1.3.2.4z ozmotikus gradiens ektacytometria meghatarozasa

Az ozmotikus gradiens ektacytometria (osmoscan) mérés soran az
ozmolaritas értéke folyamatosan né 0 és 500 mOsmol/kg kozott. Az
osmoscan mérésekhez kiilonb6z6 ozmolalitasa PVP-PBS oldatokat
hasznéltunk: 200, 250, 300, és 500 mOsmol/kg (pH ~7,2 viszkozitas =
29-31 mPas). A vizsgalathoz 250 pl antikoagulélt vérmintat 5 ml PVP



oldatba szuszpendaltunk. A késziilék éltal az aldbbi paraméterek keriilnek
meghatarozasra: EI min (legalacsonyabb elongatios érték hypoozmotikus
kozegben), EI max (nem azonos a Lineweaver-Burke analizissel kapott
Elmax értékkel; maximalis elongatios index érték adott nyirdfesziiltségnél),
OEI min ¢és OEI max (ozmolalitds a minimalis és maximalis elongatios
index értéknél), EI hyper (magasabb ozmolalitast tartomanyban EI max
felét jelentd elongatios index érték), AUC (gorbe alatti teriilet). A
kovetkezd tulajdonsagokat a késziilék altal megadott paraméterek alapjan
szamitottuk ki: AEI (a maximalis €¢s a minimalis EI ertek kozotti
kiilonbség), AO (maximalis és minimalis EI mellett mért ozmolalitas
értékek kiillonbsége), Elmax / Elmin (2 maximalis és minimalis EI aranya)
¢s Elmax / Omin (maximalis és minimalis EI mellett mért ozmolalitas
értékek aranya).
3.1.4. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + szoras (S.D.) formajaban jelenitettiik meg. A
mechanikai stressz eldttt és utani EI értékek 0Osszehasonlitdsdhoz
egymintds t-tesztet vagy Wilcoxon tesztet haszndltunk, az adatok
eloszlasa €s a varianciak egyenlOsége alapjan. A kiilonb6zd mechanikai
stressz  kombindciok deformabilitds kéarosodast okozd hatasdnak
Osszehasonlitasahoz one-way ANOVA tesztet Bonferroni post hoc
teszttel vagy one way ANOVA tesztet Dunn teszttel hasznaltunk. A fajok
kozotti 6sszehasonlitasokhoz kétmintas t-tesztet vagy Mann-Whitney
tesztet hasznaltunk az adatok normalitasa alapjan. Szignikansnak

tekintettiik a kiillonbségeket p<0,05 esetén.



3.2. Micro-rheologiai paraméterek nemi és korfiiggo vizsgalatai

3.2.1. Kisérleti dallatok és mintavételi protokoll

Kisérleteinket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag (DE MAB) altal kiadott engedély alapjan (engedélyszam:
19/2011) az 1998. évi XXVIII. ,,Az éllatok védelmérdl és kiméletérdl”
sz0l6 torvény eldirdsainak megfelelden és az Eurdpai Unids direktivak
betartasa mellett végeztiik.

Osszehasonlitd vizsgalatainkba konvencionélis 4llathdzban tartott
azonos ¢letkortt Crl:WI (Toxi-Coop Ltd., Magyarorszag) him (n=10) és
ndstény (n=10) patkdnyokat vontunk be. A vizsgélatokat 3 honapos kort
allatokon kezdtiik. Ndstény patkanyokbol vérvetelek eldtt minden esetben
hiivelykenet mintavétel is tortént. A kisérlet sordn rovid anaesthesia
mellett (Thiopental [60mg/kg] 1.p.) vérvétel az allatok 3 honapos kordban
(alap, marcius), majd 4, 5, 9, 12, 15 ¢s 18 honapos korukban a lateralis
farok vena punctidja révén (alkalmanként ~ 0,5 ml) tortént. Az allatok a
kisérletek végére 18 honaposak voltak. Antikoagulansként K3-EDTA-t
(1,5 mg/ml) hasznaltunk.

Az éllatok a fajuknak megfeleld, kereskedelmi forgalomban kaphato
ragcsalotapot (Babolna ragesalo specifikus CRLT/N) és vizet kaptak ad
libitum. Az A4llatok igényeinek megfeleléen az allattartdo terek
szellOztetése, futése biztositott volt. Az allatok az eldirasoknak
megfeleléen standard ketrecekben kettesével voltak elhelyezve. A
hémérséklet a kdvetési periddus alatt 20-22 °C kozott volt.

Nostényeknél hiivelykenetbdl vizsgaltuk az oestrus -ciklus
szakaszait is. A mintavételek minden reggel 7 és 9 6ra kozott torténtek. A
targylemezre felvitt keneteket egy éjszakan at levegén szaritottuk. A
kenetek  festésére kismeértékben moddositott Giemsa  protokollt

alkalmaztunk. A festés el6tt a mintakat abszolut metanol segitségével 30



masodpercig fixaltuk. A Giemsa-oldatot (J.T Bakers’ szovettan/citologia
Giemsa 3856.1000) 1 percig hagytuk a mintakon, majd ezt kdvetden
desztillalt vizzel mosast végeztiink, egészen addig, amig az Osszes
festékmaradékot el nem tavolitottuk. Ezutan a festett mintdkat egy
¢jszakan a4t levegdén  szaritottuk, majd fénymikroszkop alatt
megvizsgaltuk.

A kovetkezd citologiai osztalyozast hasznaltuk: proestrus -
sejtmaggal rendelkezé hamsejtek, oestrus - elszarusodott pikkelyes
hamsejtek, metestrus - csoportos elszarusodott pikkelyes hamsejtek ¢€s

polimorfonuklearis (PMN) leukocyték €s dioestrus - kerek leukocytak.

3.2.2. Haematologiai paraméterek vizsgdlata

A haematologiai paramétereket a 3.1.2. fejezetben bemutatott
Sysmex F-800 automatidval hataroztuk meg. Az aldbbi paraméterek
keriiltek ~ meghatarozasra: vorosvérsejtszam  (Vvs [108/uL)),
fehérvérsejtszam (Fvs [x10%/ uL]), monocyta-granulocyta arany (Mo+Gr
[%]), haemoglobin koncentraci6 (Hgb [g/dl]), haematocrit (Hct [%]),
thrombocyta szam (Thr [x10% uL]), atlagos vordsvérsejt térfogat (MCV
[f1]), atlagos vordsvérsejt haemoglobin tartalom (MCH [pg]) €s az atlagos
voOrosvérsejt haemoglobin koncentracio (MCHC [g/dl]).

A vorosvérsejt deformabilitds, membranstabilitds €s osmoscan
mérések LoRRca MaxSis Osmoscan rotacids ektacytometerrel a 3.1.3.1.
és 3.1.3.2. fejezetben leirtak alapjan torténtek. A vizsgalatokhoz hasznalt
PVP-PBS oldat viszkozitasa = 23,7-35,9 mPas, ozmolalitasa = 296-319
mOsmol/kg, mig a pH = 7,0-7,2 volt. A méréseket a deformabilitasi
vizsgalatnal leirt feltételekkel (3.1.3.1. fejezet) végeztiik. Az ozmotikus
gradiens ektacytometria (osmoscan) teszt alatt az elongatids index
értékeket allandd nyirofesziiltség (30 Pa) alkalmazéasa mellett hataroztuk

meg (3.1.3.2.).



3.2.3. Haemorheologiai paraméterek vizsgalata
3.2.3.1. A vorosversejt aggregatio meghatarozadsa fénytranszmisszios
elven

A vorosveérsejt aggregatio mértékének vizsgalatat
fénytranszmisszidos elven mikodé Myrenne MA-1 aggregometerrel
(Myrenne GmbH, Németorszag) végeztiik.

A mérésekhez sziikséges 20 ul antikoagulalt vérmintat
buborékmentesen egy rotor altal forgatott 2°-0s szogben csiszolt {iveg
lencsére vissziik fel, amely alatt egy infravords detektor talalhato. A
fedelet lecsukva a vérmintat egy iiveg targylemez szétteriti a lencsén, ami
folott egy infravoros didda van. A készilék altal meghatarozott
aggregatids index paraméterek: M 5 s, M1 5s, M 10 s, M1 10s. El0szor a
mintdban 1évé vordsvérsejtek disaggregalodnak (600 s sebesség-
gradienssel), majd a sebesség-gradiens hirtelen nullara (stasis, M mod)
vagy a nyirofesziiltség alacsony értékre csokken (3 s, M1 mod) és ezt
kovetden a keésziilék az athaladd fény intenzitasat méri az aggregatios
folyamat 5. és 10. masodpercében. A sematikus dbran lathato, hogy a
kozépsé gorbe normal, a felsd gorbe emelkedett, mig az als6 gorbe
csokkent meértekii aggregatiot mutat. Emelkedett aggregatio esetén az
index paraméterek is novekednek. A berendezés nem temperalt, a

mérések hékontroll nélkiil zajlanak.

3.2.4. Statisztikai analizis
Az adatokat atlag + szoras (S.D.) formajaban abrazoltuk. Az adatok

normalitdsanak fiiggvényében a csoportok kozotti 6sszehasonlitashoz t-
tesztet vagy Mann-Whitney Rank-Sum tesztet alkalmaztunk, mig a
csoportokon beliili értékek Osszevetéséhez egyiranyit ANOVA tesztet

(Bonferroni vagy Dunn post hoc teszt) hasznaltunk. A szignifikancia
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szintet p<0,05 értéknél hataroztuk meg. A statisztikai elemzést SigmaStat

(Systat Software Inc., San Jose, California, USA) szoftverrel végeztiik.

4. EREDMENYEK

4.1. Osmoscan és membranstabilitas vizsgalatok kiilonb6z6
nyirofesziiltség és idotartam kombinaciok mellett
4.1.1. Haematologia és deformabilitasi paraméterek leirdsa

A vorosvérsejt szam a patkanyokban mutatkozott a legmagasabbnak,
majd ezt kovették a kutya, a sertés €s human mintdk, ahol a
legalacsonyabb értékeket kaptuk. Mig az atlagos vordsvérsejt térfogat
(MCV [fl]) értékek esetében a kovetkezd sorrend adhato meg:
human>kutya>sertés>patkdny. = A kutya  atlagos  corpuscularis
szignifikdnsan kiilonbozott a human értékektdl (patkdny hemoglobin
koncentracidja esetében: p=0,032; a tobbi paraméter esetén: p<0,001).

A vorosveérsejt deformabilitast leir6 EI-SS gorbék alapjan lathato,
hogy a fajok kozotti kiilonbségek, mind a gorbék alakjdban, mind az EI
értékekben lathatoak. Altalaban a legmagasabb EI értékeket patkany, mig
a legalacsonyabbakat human vérmintakban meértiik. A kutya mintak EI-
SS gorbék alakja hasonlitott leginkabb a human mintdkéra, de magasabb
értékekkel. A patkany ¢és sertés mintak elongatios index értéke
parhuzamosan futott alacsonyabb nyirofesziiltség szint mellett, majd 3 Pa
felett a sertés gorbék meredeksége egyenletesebbé valt. A kalkulalt
paraméterek jol tiikrozik az EI-SS gorbék fajok kozotti kiilonbségeit.
Minden értéket, kivéve a kutya mintak SSi/; és Elmax / SS1/2 eredményeit,

szignifikdnsan kiilonboztek a human értékektdl (p<0,001).

4.1.2. Vorosvérsejt membranstabilitas
A legkifejezettebb faji kiilonbségeket 100 Pa 300 s mechanikus

stressz alkalmazasa soran figyeltiik meg. Kisebb nyirofesziiltség ¢€s
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rovidebb iddtartam alkalmazasa alatt a kiilonbségek csokkentek a vizsgalt
fajokban, de nem azonos médon.

A 30 Pa mechanikai stressz soran a patkany vorosvérsejtek nem
mutattak szignifikdns EI romlést, mivel a mechanikai teszt utani ¢s elotti
El értékek aranya - mint reprezentativ paramétere az EI karosodas
nagysaganak - kozel 1 volt és az értéke nem valtozott, ahogy az
expozicids id6 emelkedett.

A kutyak esetén jobb deformabilitast tapasztaltunk - magasabb EI
értékekkel - 30 Pa mechanikai stressz alkalmazasa utan. 100 s
id6intervallumnal szignifikdnsabban magasabb elongatios index értékeket
mértiink altalaban 10-30 Pa nyirdfesziiltség kozotti tartomanyban, mig
200 ¢és 300 s idOintervallum esetében minden nyirofesziiltségnél. A
javulas nagysaga jelentés mértékben fiiggott az expozicids 1d6tdl (10 Pa
alatt).

Sertéseknél a 30 Pa nyirdfesziiltség mellett 100 masodpercig
végzett mechanikai stressz (legalacsonyabb kombinacio) mar szignifikans
mértékben csokkentette az EI értékeket a 10-30 Pa kozotti tartomanyban,
de a nagysaga - EI utdna/elétte - fliggetlen volt az expozicios 1d6tol.

A human vorosvérsejtek enyhe, de nem nyilvanvalo deformabilitas
javulast mutattak, amely 100 és 200 s iddtartamnal is megfigyelhetd.

60 Pa-nal alkalmazott mechanikai stressz jelentds romlast
eredményezett az EI értékekben minden nyiréfesziiltségnél, kivéve
kutyaknal, ahol a mintakban ez a nyirofesziiltség jelentds valtozasokat
okozott az EI értékekben. Az elongatiés index romlasanak a nagysaga
alapvetden fiiggetlen volt az expozicié idotartamatol. Enyhe kiilonbség
mutatkozott humdn mintakban, valamint patkanyokban alacsonyabb
nyirofesziiltségek esetében.

A legmagasabb mechanikai stressz 100 Pa 300 s volt. Az EI-SS

gorbek alakja 0,95 Pa alatt rendkiviil szabalytalan, ez féleg a human ¢és
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legkevésbé a patkany mintak esetén figyelhetd meg. A legnagyobb
mértékli deformabilitds csokkenést a humén vorosvérsejtek mutattak 300
s-ig alkalmazott 100 Pa-os nyirdofesziiltség hatasara, a 0,95-10 Pa kozotti
tartomanyban az elongatios index 17,6-42,4%-kal ¢és a 10-30 Pa kozotti
tartomanyban  5,5-12,6%-kal = csokkent (kivéve a 0,95 Pa
nyirofesziiltséget, p<0,001 minden vizsgalt nyirdfesziiltség érték pontnal:
1,69; 3; 5,33; 9,49; 16,87 és 30 Pa). Ugyanezek az értékek patkdnynal
8,6-21,5% ¢és 2-5,2% (p<0,001 minden vizsgalt nyirofesziiltség értéknél),
kutyanal 14,5-20,8% ¢s 9,2-12,3% (p<0,001 minden nyiréfesziiltsegnél,
kivéve 0,95 Pa: p=0,007), mig sertésnél 10,6-26,8% ¢és 3,3-7% (p<0,001
a legtobb nyirofesziiltségnel, kivéve 16,87 ¢s 30 Pa-nal p=0,002 ¢s
p=0,024).

Mind a négy faj esetében az Elmax / SSi12 értékek csokkentek az
expozicios id6 novelésével 100 Pa nyirofesziiltség mellett. 30 Pa-on valo
mérés esetében az értékek nem valtoztak az expozicids iddvel. A kutya
vérmintakban enyhe javulast tapasztaltunk. 60 Pa nyirofesziiltség
alkalmazéasa mellett az értékek patkdnyokban mérsékelten csokkentek,

kutydkban emelkedtek és csokkentek human és sertés vérben.

4.1.3. A vorosvérsejt membranstabilitasi adatok ozmolalitas fiiggd
valtozdasai

Az ozmolalitdas mind hypo-, mind hyperozmolaris iranyban
valtozik, ami nagymértékben befolyasolta a mechanikai stabilitasi teszt
eredményeit (100 Pa 300 s). Erdekes moédon, hypoozmolaris PVP-PBS
oldat (200 mOsmol/kg) alkalmazasaval végzett méréseknél mind a 4 faj
esetében javult a deformabilitas, leginkdbb patkdny és sertés mintakban.
500 mOsmol/kg-nal nem lathatok nyilvanvald valtozasok, a zsugorodott
sejtek altal okozott szabalytalan gorbék miatt.

A vizsgalt fajok ozmotikus gradiens ektacytometrids (osmoscan)

paramétereinek Osszehasonlitasdban jelentds kiilonbségek figyelhetdek
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meg. A legmagasabb értékeket alacsony ozmolalitdsndl figyeltiik meg,
bar a 250 és 300 mOsmol/kg adatok is hasonld eredményt mutattak, a
hyperozmolaris allapot az értékek csokkenését valtotta ki, sertésnél
viszont enyhe emelkedés lathat6. Patkany mintakban a kiilonbség a 250
¢s 500 mOsmol/kg értékek kozott volt a legkisebb, €s alig valtozott, mig
a kutya vérmintdk a 200-300 mOsmol/kg tartomanyban viszonylag
stabilak maradtak, és magasabb ozmolalitas esetén az értékek csokkentek.
A human értékek valtoztak a legkisebb tartomdnyban, de nyilvanvalo

iranyba: az ozmolalitas novekedésével az értékek csokkentek.

4.2. A haematologiai és haemorheologiai paraméterek nemi és
korfiigg6 vizsgalatai

4.2.1. Testtomeg valtozasok és az oestrus ciklus

Az allatok testtomege a vartnak megfelelden jelentdésen gyarapodott
a kovetéses idoszak soran. Jol lathato, hogy az allatok 5 honapos koratol
kezdve szignifikans kiilonbség jelentkezett a ndstény €s him Aallatok
testsulya kozott. A nOstények teststilya atlagosan 89,9 %-kal, a himeké
133,4 %-kal nétt a kovetéses idOszak végére, az allatok 18 honapos
koréra.

A ndstények oestrus ciklusanak valtozasat %-os ardnyban tiintettiik
fel.

4.2.2 Haematologiai paraméterek

A fehérvérsejtszam a ndstényekben folyamatosan csokkent, mig a
him patkdnyokban 5 hénapos koruk utan jelentdsen lecsokkent, majd ezt
kovetden kismértéekli novekedést tapasztaltunk. Himeknél mindvégig
magasabb fehérvérsejt szamot mértiink.

A monocyta-granulocyta arany (Mo+Gr [%]) mind a ndstény mind a

himek 12 honapos kordig folyamatos novekedést mutatott.
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A haemoglobin (Hgb [g/dl]), a vordsvérsejtszam (Vvs [10%/pul]) és a
haematocrit (Htc [%]) értékek a kovetéses idOszakban a himeknél
magasabbak voltak, a 18. honapra tovabb emelkedtek. A vOrdsvérsejt
szdm ¢értékekben szignifikans nemi kiilonbségeket tapasztaltunk (4.
honapban: p=0,007; 5. honapban: p<0,001; 9. honapban: p<0,001; 15.
hénapban: p<0,001; 18. honapban: p=0,013).

A thrombocyta szam (Thr [x10%/ul]) esetében a himeknél mértiink
szignifikdnsan magasabb értékeket az allatok 5. (p<<0,001), 15. (p=0,048)
¢s 18. (p=0,036) honapos koraban.

A haemoglobin koncentraci6 (Hgb [g/dl]) szignifikdnsan nagyobb
volt a himekben az allatok 3 (p=0,047), 4 (p=0,002), 5 (p=0,016), 9
(p<0,001) és 15 (p<0,001) honapos korara. Az értekek a 15. honapban
(marcius) voltak a legmagasabbak. Az eredmények a ndstényekhez és a
sajat alap értékekhez képest is szignifikdnsnak bizonyultak (him vs.
ndstény: p<0,001; him vs. alap (3 honapos kor): p=0,015).

A haematocrit (Hct [%]) esetében is a himekben mértiink magasabb
értékeket. Az augusztusi és decemberi honapokban mindkét csoportban
csOkkenést tapasztaltunk. Majd a 15. honapra emelkedtek a haematocrit
értékek, ami a 18. honapra még tovabb emelkedett.

Az atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV [fl]) értékekben Szignifikans
mértékii nemi kiilonbséget az éallatok 4, 9 és 18 honapos kordban mértiink
(p<0,001; p=0.035; p=0,002).

A 12. hénapban az atlagos corpuscularis haemoglobin tartalom
(MCH [pg]) a n0stényekben magasabb volt, szignifikdns nemi
kiilonbséget mutatva (p=0,05).

Az atlagos corpuscularis haemoglobin koncentraci6 (MCHC [g/dl])
értékek novekedtek a 9. és 12. honapban, mig a 15. és 18. honapban

mindkét csoportban csdkkenést tapasztaltunk.
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4.2.3. Haemorheologiai paraméterek
4.2.3.1. A vorosversejt aggregatio

A vordsvérsejt aggregatiés index értékek a himekben, kezdetben
alacsonyabbak voltak, mint néstényekben. Eleinte magasabb M1 5 s ¢és
M1 10 s aggregatids index értékeket talaltunk ndstényekben és magasabb
M 5 s és M 10 s értékeket himekben. Az allatok 4. és 5. honapos korara
(tavaszi honapok) azonban jelentdsen ndttek (aprilisban him vs. ndstény
M 5 s: p=0,011; M1 5 s: p=0,001; M 10 s: p<0,001; M1 10s: p<0,001;
majusban M 5 s: p<0,001; M1 5 s: p<0,001; M 10 s: p<0,001; M1 10 s:
p<0,001). A téli idészakban ndstényekben ujra aggregatiés index
emelkedés, himekben csokkenés volt megfigyelhetd. A megfigyelési
1doszak végén az M 10 s és M1 10 s értékek magasabbak voltak a
fiatalabb  kort  patkdnyokhoz  viszonyitva mindkét nemben.
Osszességében a négy paraméternél jellegzetes egyiranyl valtozast nem
latunk. Novekedés, csokkenés egyarant megfigyelhetd a kovetéses

1doszak alatt.

4.2.3.2. Vorosvérsejt deformabilitas, sejt membran stabilitas (normdl és
ozmotikus gradiens ektacytometria)

A LoRRca késziilékkel meghatarozott deformabilitas paraméterek
néstényekben a 3 Pa nyirofesziltségnél mért értékek szignifikdnsan
magasabbak voltak, mint a himekben. Az allatok 9 honapos kordban az
eredmények csokken6 tendenciat mutattak. A himek rendelkeztek
alacsonyabb FElmax értékekkel, szignifikdns nemi kiilonbségeket is
jelezve az 5., 9. és 12 honapban (p<0,001; p<0,001; p=0,029). Az SS1p
értékek [Pa] esetében emelkedést tapasztaltunk a kovetéses iddszak
végére. Elnax/SS12 a 3. és 9. honap kozotti idészakban a himekben
szignifikansan alacsonyabb értékeket mértiink (3. honap: p=0,004; 4.
honap: p=0,001; 5. hénap: p<0,001; 9. hénap: p<0,001). A 12 és 18.
hénap kozott jelentdsen lecsokkentek az értékek mindkét csoportban.
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A membranstabilitdsi adatok a kdvetési periddus végére mutattak
kiilonbségeket, az alkalmazott mechanikus stressz hatasdra nagyobb
mértékli deformabilitds romlas volt ekkor mérhetd.

Az osmoscan paraméterek koziil az EI max csokkend értékeket
mutatott az allatok 5-12 hoénapos kora kozott, himekben alacsonyabb
értékeket mértiink. Az O min [mOsmol/kg] és az O Elmax [MOsmol/kg] a
him csoportban mindvégig alacsonyabbak voltak, mint a ndstény
csoportban. O Elmax valtozadsok esetében szignifikans nemi
kiilonbségeket mutatva a 4., 5., 9. és 15. honapokban (p=0,009; p=0,002;
p=0,027; p=0,024). EI min értékek szignifikdnsan emelkedtek a
koveteéses 1dOszak vegeére mindkét nemben, foként himekben, mig a
kezdeti EI min értékek kissé alacsonyabbak voltak. Mivel az EI max
bizonyos iddszakban csokkent, az EI hyper értékek szintén tiikrozik,
mivel az El hyper kapcsolddik az EI max-hoz. Az O hyper értékek esetén
szabalytalan valtozasokat figyelhetiink meg, a kovetéses idészak végére
jelentésen csokkent az alap értékhez képest (3. honap). Himekben az
AUC a 9. és 12. honapban volt a legalacsonyabb. A AEI és AO ¢s ezek
aranya tovabbi informacidéval szolgdlhat az osmoscan gorbe
hypoozmolaris részérdl (EI min és EI max, O min és O EI max kozott).
Ennek kovetkeztében tovabbi paramétereket is szamitottunk. A himek 9
¢s 12 honapos, mig a ndstények 12 honapos kordban a AEI értékek esetén
szignifikans mértékii csokkenést tapasztaltunk. AO értékek ndstényekben
magasabbak voltak. A AEI és AO értékek ardnya azonban csaknem

valtozatlan maradt.
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5. MEGBESZELES

5.1. Membranstabilitas és osmoscan vizsgalatok kiilonbozo
nyirofesziiltség és idotartam kombinaciok mellett

Az irodalomban nagyon kevés adat all rendelkezésre a vordsvérse;jt
mechanikai stresszrél. A  vorosvérsejtek mechanikai  stabilitasa
elengedhetetlen a keringésben val6 taléléshez. Fizioldgiai koriilmények
kozott az erythrocytdkra haté nyirderd altalaban 5 Pa alatt van és nem
haladja meg a 10 Pa értéket. Azonban, patofiziologiai folyamatok vagy
nem fiziologias keringési allapotok okozhatjak a nyirofesziiltség
novekedését, ami az erythrocytdk membrankarosoddsdhoz vezethet. A
mechanikai karosodas mértéke — amely subletalis €s késobb haemolyticus
traumat okoz a voOrosvérsejteknek - attél fiigg, hogy mekkora a
nyirofesziiltség nagysdga ¢€s expozicidés ideje, valamint a sejtek
mechanikai stabilitasa. Az orokletes membran rendellenességek ¢és a
vorosvérsejtek emzimopatiai vagy barmely olyan patofiziologiai
folyamat, amely a vorosversejtek karosodasat okozza, karositja a
membrant. A mechanikai sériilés végpontja a sejtek lizise, ami a
membran felszakadasaval jar. A mechanikai trauma, amely még nem
okoz haemolysist, de a sejtek micro-rheologia paramétereinek a romlasat
eredményezi, mint példdul deformabilitds, aggregatio, azt sublethalis
trauméanak nevezziik. Brinsfield és munkatarsai emlitették ezt elészor
1962-ben, amikor azt tapasztaltak, hogy kisérleti allatokban csokkent a
vorosvérsejt szam 10-48 oOran at tartd extracorporalis keringés utdn. Ez
vorosveérsejt deformabilitds romlast €s fokozott aggregatiot okoz, amely
negativ hatdssal van a microcirculatiora és a szoveti perfuzidra. Szamos
kaszkadszeri mechanizmuson keresztiil és leukocyta és thrombocyta
funkciok hatdsara a supra-fiziologiai nyirofesziiltség megvaltoztatja a
haemodinamikai paramétereket, ami tovabb noveli a nyirdfesziiltséget és

a folyamat circulus vitiosus-sza valik. A patofiziologiai folyamatok
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vizsgalatara, amelyek megvaltoztathatjdk a nyirdéerdket a keringésben ¢€s
az intravaszkularis eszk6zok kifejlesztésének tesztelésére (példaul
stentek, graftok, vaszkuldris protézisek, mesterséges szelepek ¢€s szivek,
extracorpolaris keringés eszkozei, specialis intravaszkuléaris keringést
segitd eskdzok) in vivo vizsgalatok sziikségesek.

Széles korben megvizsgaltak, hogy mas fizioldgiai paraméterekhez
hasonloan a haemorheologiai jellegek is mutatjak a fajok kozotti
kiilonbségeket. A vorosvérsejt deformabilitast szamos cellularis faktor
hatarozza meg, ¢és a mechanikai stabilitds fenntartasdnak egyik
legfontosabb eleme a spektrin alapt membran skeleton. A vordsvérsejtek
mechanikai stabilitdsaban mutatkozé kolcsonhatasok kozotti kiilonbségek
részben a spektrin-halozat kvantitativ és kvalitativ kiillonbségeivel és a
fehérjefoszforilacid szintjével magyarazhatok, foként a 4.1R-es fehérje
eseteben, amely moduldlja a spektrin ¢és aktin affinitasdt ¢és a
vorosvérsejtek membranstabilitasat. Azonban figyelembe kell venni, hogy
a mechanikai stabilitds mérés nem végezhetd in vivo, és bar minden
meérés a protokoll szerint 2 6ran beliil befejezddott, a kiilonbozd fajok
vorosvérsejtjei eltéré modon érzékenyek az in vitro koriilményekre. A
vorosversejtek  metabolikus  allapotdban bekovetkezd valtozasok a
membran merevedését is okozhatjdk a csontrendszeri foszforilacid
csOkkenése miatt.

A kutya erythrocyta-deformabilitaisanak javuldsara vonatkozo
megallapitasaink szerint, a kozelmultban Meram ¢és munkatarsai
beszamoltak arrol, hogy nagyon rovid (néhany masodperces) 5-20 Pa-0s
nyiréfesziiltség akar 8%-kal is javithatja vorosvérsejtek deformalodasat,
ezen adatok vonatkoztathatbak emberi vorosvérsejtekre is. Simmonds és
mtsai  szintén megfigyelték az emberi vOrosvérsejtek  jobb
deformalhatdsagat fiziologiai nyirofesziiltség mellett, és azt talaltdk, hogy

a human erythrocytdk sub-haemolyticus kiiszobérteke 30-40 Pa 300
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maésodperces expozicid mellett.®

Azonban Arwatz és Smits, egy altaluk
készitett Taylor-Couette késziilek alkalmazasaval 50 masodpercig tartd
50 Pa nyirofesziiltség terhelés mellett 1-2% haemolysist, 50 Pa-nal 300
masodperc esetében 5%-o0s haemolysist, és 200 Pa-on 300 masodperc
hasznélataval 10-12%-o0s haemolysist talaltak. Kisérletiink adatai alapjan
az expozicidés 1d6 €és mechanikai stressz erdsségének novelésével az
elongacids 1dé-nyirdfesziiltség gorbek egyre szabalytalanabb mintizatot
vettek fel a 0,95 Pa nyirdfesziiltség alatti tartomanyban. Ezen véltozas
oka wvalosziniileg a novekvd mértékii erythrocyta fragmentacido ¢s
haemolysis.

Az irodalomban nem taldltunk magyardzatot a mechanikai
stabilitds ozmolaritas fliggése soran késziilt megfigyelésekre, valamint a
fajok kozott észlelt kiilonbségekre. Hypotonids kornyezetben a sejtek
megduzzadnak, alakjuk gombszerlive valik, a felszin-térfogat aranyuk
ennek megfeleléen megvaltozik, aminek eredményeképpen csokkent a
deformabilitasuk €s megnd a membranok nytUjtasa, terhelése. Ha
nyirofesziiltség éri ebben az allapotban a sejteket, a discoid alakhoz
képest megvaltozik a rajuk hatd nyirderd eloszlasa. Ebben a allapotban
pozitiv szelekcid is megfigyelhet6 mivel a rigidebb sejtek eldbb
haemolizalnak, mig a fiatalabb sejtek ellendllobbak ezen valtozasokkal
szemben. A sejtek elasztikus tulajdonsdgai (membran) és mechanikai
nyiré hatds sokkal kifejezettebb ilyen koriilmények kozott (alacsony
ozmolalitas melletti mechanikai nyird hatés).

A patkany ¢és a sertés erythrocytdk kisebb MCV értékkel
rendelkeznek, kifejezettebb valtozast mutattak a 200 mOsmol/kg-on
végzett mechanikai stabilitas teszten human és kutya erythrocytakhoz
képest. Korabban szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg az elongécids
index-ozmolalitas (osmoscan) gorbék kozott, jobbra tolodtak a patkany,

kutya €s human gorbékhez képest. Az osmoscan mérés soran az
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elongatidés index értékeket az alkalmazott ozmolalitds fliggvényében
abrazoljuk. Az osmoscan gorbe maximumpontja azt az ozmolalitdst
reprezentdlja, amely értéknél a vorosvérsejtek a lehetdé legnagyobb
mértékben tudnak elongalodni az adott nyirofesziiltség hatasara. A fajok
kozti micro-rheologiai diverzitas miatt (sejtek mérete, szama, alakja,
deformabilitasa, aggregatidja) a vorOsvérsejtjeik mashogy reagalnak a
kiilonbozd kiilsé hatasokra, beleértve az Oket koriilvevd kornyezet
ozmolalitasat is. Feltételezhetd, hogy ennek a diverzitasnak koszonhetd a
gorbék jobbra tolodasa is, amennyiben egyes fajok vordsversejtjei
kevésbeé érzékenyek a magasabb ozmolalitasti kornyezettel szemben, igy
az elongatio maximuma is a magasabb ozmolalitdsi tartomdnyba esik,
mint egér és sertés vérmintak esetén. A haemorheologiai faktorok fajok
kozotti  kiilonbozdsége sokrétiibbnek tiinik, ahogy ujabb ¢és ujabb
technikakkal vizsgaljuk.
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5.2. Nemi és korfiiggé haemorheologiai paraméterek

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink szerint a voOrdsvérsejt
deformabilitasi és aggregacios értékek a kiilonb6zd fajok kozott eltérést
mutatnak. Azonban a nemi és életkorral kapcsolatos kiilonbségekrol
kevés adat all rendelkezésiinkre. Korabban patkdnyokon és kutydkon
tanulmanyoztuk a vorosvérsejt deformabilitast és aggregatiot. Patkanyok
esettben a ndstény dallatokban mértiink magasabb vOrdsvérsejt
deformabilitas index értékeket, mig kutyaknal a him 4llatok rendelkeztek
magasabb elongatiés index értékekkel. A vorOsvérsejt aggregatio
tekintetében human eredmények esetén mas tendenciat figyelhetiink meg.
Szamos tanulmany szerint férfiakban az erythrocytdk nagyfoku
aggregatios  képesseggel ¢s  kisebb foka  deformalhatosaggal
jellemezhetdek.

A vorosvérsejt deformabilitdst meghatdrozza az intracellularis
viszkozitas, a sejtmembran sajat viszkozitdsa, a feliilet-térfogat arany ¢€s a
morfologia. A vordsvérsejt aggregatio mértekét szamos cellularis (a sejt
alakja, deformabilitdsa, a glycocalyx Osszetétele) és plazmatikus faktor
(fibrinogén és mas makromolekuldk) hatdrozza meg a nyirderd mellett.
Ezen feliil hormonalis és anyagcsere tényezok is befolydsolhatjdk ezeket
a parametereket.

Szamos tanulméany kimutatta, hogy a haemorheologiai tényezdket
jelentdsen befolydsolja az oOregedés. Az irodalmi adatok tobbsége
emelkedett plazma ¢és teljes vér viszkozitasrol, fokozott vorosvérsejt
aggregatiordl és karosodott deformabilitasrdl szamol be idds korban.
Azonban a korfliggd haemorheologiai eredményekrdl ellentmondésos
adatok allnak rendelkezésre. Néhany szerzd nem talalt 6sszefiiggést, vagy
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy nem a kor, hanem bizonyos rizikod
faktorok felelések a valtozasokért, beleértve az elhizast, a magas

vérnyomdst, a dohdnyzast vagy bizonyos gyogyszereket. Az eltérés
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nemcsak az egészségi allapottol fiigg, hanem a kiilonbozo
méromodszerektdl, a nemtdl és a kortdl is. Kameneva és munkatarsai
statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket mutattak ki a férfi és ndi
haemorheologiai paraméterek kozott. Férfiakban magasabb haematocrit
¢s vérviszkozitas, nagyobb voOrosvérsejt aggregabilitdst, valamint
alacsony deformabilitast értékeket mértek. Kisérleti és klinikai adatok
alapjan Simmonds és munkatérsai egy cikkben Osszegezték az oregedés
¢s ehhez kapcsolodd mechanizmusok altal megvaltozd vér rheologidjat,
beleértve a feler6sodd oxidativ stresszt ¢€s pro-inflammatorikus
koriilményeket 1dés egyénekben. A nemi és korfliggd haemorheologiai
szempontok még nem voltak teljesen ismertek patkanyokban.

Az eredmények értékelése soran szamos befolyasold és limitaciods
tényezdt figyelembe kell venni a fajspecifikus tulajdonsadgokat, az oestrus
ciklust €s a szezonalis hatasokat.

A patkdnyok oestrus ciklusdnak meghatarozasara egy egyszerd,
régdta hasznalatos modszert alkalmaztunk, a hiively keneteket
fénymikroszkop alatt vizsgaltuk. Az allatokat konvencionalis allathazban
tartottuk, igy a Lee-Boot hatas kizdrhatd (amikor is a ndstény kozodsen
vannak tartva him patkanyok nélkiil, és ennek kovetkeztében az oestrus
ciklusuk lelassul vagy leall), de a Whitten hatds nem (him patkany
feromonjai indukéljdk az oestrus ciklus 0Osszehangolodéasat felndtt
ndstényekben). A menstruicids ciklus féemldsokben megvaltoztathatja a
haematologiai paramétereket, a vordsvérsejt és a fehérvérsejt szamot.
Ezen feliil az oestrus ciklus kiilonb6zd fazisai (dioestrus vs. tobbi fazis)
megvaltoztathatjak beagle kutydkban a haematologiai értékeket
(haemoglobin, vordsvérsejt, eozinofilok). Cetin és munkatérsai vizsgaltak
a vér paramétereket nem, vemhesség €s szezonalis hatasok tekintetében
Angora nyulakban, szignifikans kiilonbségeket taldltak a nem, a

fizioldgiai allapot és az évszakok hatasa kozott. A ndstény patkanyok
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oestrus ciklusa kortlbeliill 3-5 napig tart (polyoestrusos allatok). Az
oregedés meghosszabbithatja vagy leroviditheti a patkanyok ivari
ciklusat. Emiatt nem lehet kozvetleniil 0Osszekapcsolni ezeket a
haemorheologiai eredményeket az oestrus ciklussal. Ez a vizsgalatunk
egyik lehetséges limitacidja. A szezonalis hatds nem zarhat6 ki, azonban
ezt a feltevést nem tudtuk aldtdmasztani. A kisérletek elején, marciusban
az allatok 3 honaposak voltak.

Him allatokban az aggregatids indexek legnagyobb ndvekedését a
4., 5. honap kornyékén (tavaszi id0szakban) észleltiik, melyet csokkenés
kovetett. A téli idészakban a tendencia megfordult és a himek értékei
magasabbak lettek a ndOstényekénél. Ezzel parhuzamosan valtozott a
leukocyta szdm 1is. A vizsgalataink tovabbi korlatja az alacsony
mintavételi szam. Nem terveztiik a vérvételek gyakorisaganak emelését a
vérvesztés hatdsai valamint a regeneralddasi id6 miatt.!®® A kisérleti
id6szak soran az allatok jolétét tartottuk a legfontosabbnak. Mindezek
mellett a kutatasokban altaldnosan 3-4, maximum 6 honapos patkanyokat
vizsgalnak. A vérvételeket rovid ideig tarto altatas soran végeztiik el. A
limitalt vérmennyiség miatt nem volt lehetdségiink tovabbi paraméterek
analizisére, mint pl. a fibrinogén koncentracio, rutin kémiai analizis,
enzim ¢és haemosztdzis vizsgalatara.

A legtobb kutato a humdn és patkany korat azok élettartamdanak
kutatashoz, a patkanyok egy meghatarozott fejlodési szakaszat vizsgaljak.
Ezért figyelembe kell venni a patkanyok életének megfelelo fazisait is az
3,5 évig ¢€lnek. A teljes ¢€lettartamukat tekintve kb. 26,7 emberi nap felel
meg a patkanyok egy napjanak, tehat kb 13,8 patkany nap felel meg egy
emberi évnek. Azonban a ,pubertds", felnétt kor, reproduktiv kor, az

oregedés, az dregkor korrelacidja kiillonbozhet.

24



A kisérleti allatainkat 18 hoénapig kovettiik, ami egy 45 éves
embernek feleltethetd meg. Ez azt jelenti, hogy az elvégzett
vizsgalatainkban észlelt haemorheologiai valtozasok egy koézépkort
ember eredményeivel korreldlnak. Tovabbi vizsgalatot terveziink a
kovetési 1d6 megnovelésével, rendszeres vérnyomas monitorozassal

egybekotve.
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6. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
OSSZEFOGLALASA

1. A vizsgalt fajok (patkany, sertés, kutya és ember) vonatkozasaban jol
azonosithato kiilonbségeket talaltunk a vordsvérsejt membranstabilitas
adatokban. Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 nyirdfesziiltség-
expoziciés 1d6 kombinaciok alkalmazasdval végzett mechanikali
stabilitdsi  tesztek sordn a sertés voOrOsvérsejtek voltak a
legérzékenyebbek. A mérések soran azt talaltuk, hogy amig a
mechanikai stressz nagysaga €s idOtartama emelkedett az elongatios
index-nyirofesziiltség gorbék alakja 0,95 Pa alatt egyre inkabb
szabalytalanna valt, és nagysaga kiilonbozott a fajok kozott.

2. Az ozmolalitas valtozasok mind hypo- mind hyperozmolaris iranyban
erdsen befolydsoljadk a mechanikai stabilitasi eredményeket minden
vizsgalt fajban. El0szor irtuk le, hogy hypoozmolaris tartomanyban a
mechanikai stressz utan az EI értékek javulnak legnagyobb mértékben
patkany ¢és sertés vérmintdk esetén. Ez a jelenség nem volt
megfigyelhetd 250, 300 vagy 500 mOsmol/kg-nal.

3. Az irodalomban el0szor hosszitava kovetéses vizsgéalat soran
elemeztik Crl:WI patkanyokban a micro-rheologiai paraméterek
(vorosvérsejt aggregatio, deformabilitas) életkorral Gsszefiiggd
valtozasait a nemi kiilonbségek tekintetében. A vorosvérsejt aggregatio
szabalytalan valtozdsokat mutatott a kovetési i1ddszak alatt, mig a
vorosvérsejt deformabilitas és a vOrdsvérsejt membranstabilitasi
értékek az életkorral romldst mutattak legnagyobb mértékben him

allatokban.
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