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., ...Csupan folyokat cserélnek,
De egyiivé iramlanak,

Minden céljai a vérnek.

A Ver tudja ¢ utjait,
Céljait, titkait tudja:
Eljen az Ember, Ver, s a Hit.”
(Ady Endre: Vér: Os Aldozat)

1. BEVEZETES

Az €10 testben keringd folyadékok sine qua non-ja a mechanikai stresszre bekovetkezd
deformadcio, amely jellemzésével altalanosan az dramlastan, rheologia (a rheo gordg eredetii
sz0, jelentése folyni) foglalkozik. A folyadékokon beliil a vér aramléstandval foglalkozo
tudomanyag a haemorheologia. Az embereket évezredek ota foglalkoztatjdk a vér, mint
folyadék tulajdonsagai. Az okori gordgok is kiemelt figyelmet forditottak a test kiilonb6zd
folyadékainak viselkedésére és feltételezett szerepeire. Az orvostudomanyban korszakok ota
ismert €s hasznalt eljarasként a vérlebocsatas, az ,,érmetszés”, valamint a Hirudo medicinalis
alkalmazasa is ,,haemorheologiai” terapianak tekinthetd (hypovolaemias haemodilutio).

A XVIL-XIX. szazad fizikai felismerései és torvényei megalapoztak a rheologiai
tudomanyok fejlédését is. A haemorheologiai kutatdsok alapkoveinek Jean-Léonard Marie
Poiseuille (1799-1869), illetve Robin Fahraeus (1888-1968) munkdéssaga tekinthets.''> A
szervezett rheologiai kutatasok kezdete 1929-t8l szamithato, amikor megalakult az Amerikai
Rheologiai Téarsasag. Az els¢ nemzetkozi rheologiai kongresszust 1948-ban tartottak. Alfred
Levin Copley (1910-1992) 1951-ben az érfal, valamint a vér alakos és plazmatikus

komponensei aramlastananak Osszefoglalo leirasara javasolta a haemorheologia fogalmanak



bevezetését. A koérosan megvaltozott vér rheologiai tulajdonsagainak elsd vizsgalatai is
Copley nevéhez flizédnek.”® Hazankban Matrai Arpad munkassiga alapozta meg a
haemorheologiai kutatdsokat, melyben a magyar tudosok jelentdés eredményeket értek el. A
Magyar Haemorheologiai Tarsasag 1993-ban alakult meg Pécsett.

A haemorheologia multidiszciplinaris, atfogd jellege miatt rendkiviil heterogén
alkalmazasi ¢és kutatasi teriiletet jelent, beleértve az alapkutatdsokat, a cardiologiai,
neurologiai-cerebrovascularis, diabetologiai betegségeket, az arteriosclerosis, a haematologia,
az oncologia, a paediatria, a gynecologia és sziilészet, valamint a szemészet bizonyos
témakoreit is. Ezeken beliil is nagy jelentdséggel birnak a kiilonféle eredetii ischaemids,
illetve ischaemia-reperfusios karosodasok, beleértve a cardio-cerebrovascularis torténéseket, a
traumatologiai, sebészi jellegli érelzarodasokat, érelzardsokat, tovabba a szovet- ¢és
szervtranszplantaciot. E széles korti, multidiszciplinaris jelleg ellenére a haemorheologiai
kutatasok gondolatisaga és iranyzata egységes. A méréstechnikai standardizéaci6 igénye mind

157, 158 . . ,
7 Hazank viszonylatdban ez a

hazai, mind nemzetkdzi téren napjainkban is erds.
standardizacido megoldhatonak latszik, hiszen a rheologiai kutatasokat és klinikai méréseket
végzd laboratoriumokban a haemorheologiai miiszerek nagyjabdl megegyezOk. Ebben az
egységesitési munkaban a Magyar Haemorheologiai Tarsasagnak meghatarozé szerepe van.

A heveny végtagi ischaemiak a klinikumban napjainkban is komoly gondot jelentenek.
Bér az utdbbi évtizedekben az érsebészet nagymértékli fejlédésen ment keresztiil, az akut
végtagi ischaemias és ischaemia-reperfusios karosoddsok pathomechanizmusa még nem
teljesen feltart. Kiilondsen igaz ez a haemorheologiai faktorok tekintetében, hiszen a
megvaltozott tulajdonsagh keringd vér maga is okozhat ischaemids folyamatot, de a valtozas

ez utobbi kovetkezménye is lehet. Tovabba az ischaemia idejére ,kirekesztett” vér rheologiai

tulajdonsagai is szdmos kérdést vetnek még fel.



Az ischaemia ¢és az azt kovetd reperfusio a szervekben, szovetekben szamos
folyamatot indithat el, amelyek hatassal lehetnek a vér rheologiai faktoraira, a mikrokeringés
morphologiai és funkcionalis allapotara a lokalis szovetkarosodas mellett. A pH véltozasa, a
szabadgyok-reakciok, a felszabaduldé mediatorok, az adott régidban jelentkez6, vagy a teljes
testet érintd, a haemodynamicai egyensulyban fellépd eltérések, a folyadékterek
atrendez6dése, vagy koros elvaltozdsai mind befolydssal birhatnak a haemorheologiai
allapotra, annak szamos paraméterén keresztiil.

A haemorheologiai faktorok vizsgalata igy szamos folyamatban értékes informaciot
nyujt, de az experimentumban kiillonbozo allatmodelleken vald alkalmazhatésaga tobb
problémat vet fel, beleértve a vizsgalatokhoz sziikséges vér mennyiségét, az egyes fajok
kozotti eltérd jellegzetességeket, €s egyéb méréstechnikai kiilonbségeket.

Intézeti kutatdsaink soran tobb allatfajjal dolgozunk. A rheologiai paraméterek
vizsgalhatosdga ¢és kovethetdsége tekintetében fajonként kellett a haemorheologiai
méréseinket  adaptalni. A laboratoriumi  kisallatokon  (egér, patkany) valo
alkalmazhatésadganak igénye fOként végtagi ischaemia-reperfusiés modellek, tovabba 1ép
autotranszplantatumok funkcidjanak kovetéses vizsgalatai kapcsan mertilt fel.

Tovabbi vizsgalati témakoriink a szoveti mikrokeringés. A microcirculatio szintjén
bekovetkezd valtozasok vizsgalata fontos ¢s dinamikusan fejlodd kutatési teriiletet jelent, a
haemorheologiai faktorok vizsgalataval egylitt atfogd képet nyujthat a kiilonb6zo,
mikrokeringést is érintd fiziologids vagy pathologids folyamatok tanulmanyozasaban.

A mikrokeringés vizsgalatdra szamos invaziv és non-invaziv, direkt és indirekt eljaras
ismert, melyek egyik elterjedt modszere a laser Doppleres szdveti dramlasmérés. Ismert
standardizacidos ¢és Osszehasonlithatosdgi nehézségei miatt sziikségessé valt egy jol

reprodukélhatd, standardizalhatdo ¢és Osszehasonlithatd eredményeket nyujtdo szoveti



aramlasmérd vizsgalati teszt kialakitdsa az ischaemia, illetve az ischaemia-reperfusio

microcirculatiora gyakorolt hatasainak elemzésére.



Célkitiuzések

1. A rheologiai mérések adaptacioja kiillonbozo laboratoriumi allatfajokra (egér, patkany,
nyul, keverék kutya, sertés), elemezve az Osszehasonlitds kérdését, feltarni esetleges
fajspecifikus tulajdonsagot a haemorheologiai paraméterek tiikrében.

2. Olyan bedllitasi moddszer kidolgozasa a Carat FT-1 tipusu filtrométeren, amely
lehetévé teszi kis laboratoriumi allatokon (egér, patkany) torténd kovetéses
vizsgalatok kivitelezését.

3. Rovid idotartamt, 1 oras ischaemia és az azt kdvetd reperfusio a vordsvérsejtek
deformabilitasi tulajdonsdgéara gyakorolt hatdsanak elemzése patkdnymodellen 1 hetes
kovetéses vizsgalat soran, Osszehasonlitva azt egyes haematologiai paraméterekkel is.
A karosodas kimutatasan kiviil a modellben alkalmazott xantin-oxidaz inhibitor, az
allopurinol preventiv alkalmazasanak feltételezhetd elényének elemzése.

4. Az 1 O6ras ischaemia kozvetlen, a szdveti microcirculatiora gyakorolt hatidsanak
elemzése laser Doppler szoveti daramlasméréssel. Ismerve a mérdmodszer eldnyeit és
hatranyait, egy specidlis mérdtesztet ¢és kiértékelési modszer kidolgozasa, amely a
mikrokeringésben bekovetkezett akut valaszokat, valaszadd képességet tiikrozi.
Az ) modszer alkalmazhatosaganak vizsgalata patkany végtagi ischaemias modellen.

5. Egyik munkacsoportunk keverék kutydkon kialakitott végtagi ischaemia-reperfusios
modelljén az ischaemia-reperfusio lokalis és szisztémds haemorheologiai hatasainak

kovetése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

Altalanosan elfogadott, hogy a kiilonboz6 eredetli érelzarodasok, legyen az erek
pathologias, vagy traumas occlusidja, obturatidja, illetve sebészeti idéleges elzardsa, az
érintett szovetek/szervek elvaltozasat, ischaemia-reperfusidos karosodasat idézhetik eld.
Paradox modon az ischaemids szovet keringésének ujraindulasa, azaz reperfusidja tovabbi
karosodasokhoz vezethet, mint amelyek az ischaemia alatt jottek létre. Ez a jelenség
ischaemia-reperfusio (I/R) néven ismert. A vorosvérsejtek, fehérvérsejtek, thrombocytak, a
leukocyta-endothelium-, a thrombocyta-endothelium interakciok, az érpermeabilitas

- 82, 89, 111

valtozasai, a génexpresszio eltérései ' 47

¢s egyeéb folyamatok szerepe mellett,
illetve ezekhez kapcsolodva, a I1étrejovd elvaltozdsok nagy része a reaktiv oxigén
intermedierek (ROI), a szabadgyok-reakciok direkt vagy indirekt karositd hatasaira
vezethetéek vissza.” '

Bér nagyléptékii elérehaladés figyelhetd meg az érbetegségek kezelésében, az akut
ischaemia egyike marad a leggyakoribb és legkomolyabb eseteknek, mely fenyegeti a szervek
¢és végtagok funkcidjanak fenntartasat, mégis a karosodasok pontos pathomechanizmusa ma
sem teljesen tisztazott. ' *% " Az ischaemia-reperfusio kovetkezményei és a tavoli szoveti
destrukcidk nem ritkan letalis szovédményeket is magukban foglalnak. ¢+ '*

A kiilonféle eredetli végtagi ischaemidk restoratidja soran nem elhanyagolhatd a
karosodas mértéke — amely elsdsorban az ischaemia id6tartama altal determinalt —, valamint
az sem, hogy az ¢érintett régid keringési, mikrokeringési allapota milyen mértékben
kéarosodott, illetve milyen effektivitassal all helyre.

A microcirculatio funkciondlis és morhologiai allapota mellett a keringd vér rheologiai

tulajdonsagai fontos szerepet jatszanak a kiilonboz6 fiziologids és pathologias folyamatokban.

A rheologiailag megvaltozott tulajdonsagi vér hatassal lehet az egész szervezetre, annak



szoveteire, szerveire, akar a valtozasokat el6idéz0 karosodott régiotdl tavol is. A
haemorheologiai paraméterek €s a microcirculatio vizsgalata fontos és értékes informaciot
nyujthat mind a keringésrél, mind pedig az ischaemia-reperfusio soran létrejott valtozasokrol.
Reid és Dormandy munkacsoportjanak 1976-os uttdré jelentéségli kozleménye nyoman'™ a
vorosvérsejt deformabilitas ismert modszerré valt, és Osszefiiggései, kapcesolatai az ischaemia-

reperfusidés folyamatokkal szdmos tudomdnyos tapasztalatot hozott, kiegészitve tovabbi

.. , . I A 4,4 1, 126
haemorheologiai paraméterek vizsgalataval.>* *7-2% 7381

2.1. Haemorheologiai alapok

A folyadékok lamindris éaramldsidt egymdason parhuzamosan elcstiszo sikokkal
szemléltethetjiik. Az egyik sikra tangencidlisan hatdé F nyiroerd hatasara a folyadék egyes
rétegei kiilonbozd sebességgel mozdulnak el. Az F nyiréerd az A felszinen F/A nagysagi
nyiréfesziiltséget hoz 1étre, amely gyengitve terjed 4t a folyadékban 1évd viszkozus ellenéllas
miatt. A lamindris dramlds a folyadékrétegek nyirasi sebességével, sebesség-gradiensével
jellemezhetd. Ez a sebesség-gradiens (D) az aramlo folyadékrétegek sebességkiilonbsége (dv)
¢s a koztik 1évé tavolsdg (dx) hanyadosaként definidlhaté (D=dv/dx, [s']). Adott
hémérsékleten az aramlast fenntartd nyirdfesziiltség és a létrehozott sebesség-gradiens
hanyadosaként az illetd folyadék belsd surlodésat jellemz6 fizikai mennyiséget, a viszkozités
definialhatjuk (Ns/m* [Pas]). A folyadékok azonos nyirofesziiltség hatdsara masképpen
reagalhatnak. A folyadékok egy csoportjanal a nyirofesziiltség és a sebesség-gradiens
kapcsolata linearis, azaz barmilyen nagysagli nyirofesziiltség alkalmazasakor ugyanakkora
viszkozitas mérhetd. Ezeket a folyadékokat newtoni-nak nevezziik. Ide tartozik példaul a viz,
az olajok (altaldban), a vérplazma és a szérum is. A folyadékok egy masik csoportjaban a
viszkozitas nyirofesziiltség-fiiggd, és dontd tobbségiikre jellemzd, hogy az dramlas csak egy

bizonyos nyirdfesziiltség elérésekor indul meg, melyet kiiszobfesziiltségnek neveziink. Ezek a



folyadékok a nem-newtoni folyadékok, melyek Casson-tipusu folyasi gorbét mutatnak. Ide
sorolhatdak altalaban a szuszpenziok, igy a teljes vér is.

Az emberi érrendszerben annak kiilonb6z6 teriiletein eltérd nyomasviszonyokat, eltérd
nyirofesziiltség profilt és feliilet/térfogat aranyt talalunk. fgy nem meglepd, hogy a vér
rheologiailag eltéré6 moédon viselkedik a keringés kiilonb6z6é szakaszain. A rheologia egyik
alaptorvénye a Poiseuille-torvény, amely jo kozelitéssel alkalmazhatd az emberi érrendszerre
is. Kimondja, hogy valamely érszakasz aramlasat (Q) elsésorban az ér sugara (r), a perfuzios

nyomas (Ap), az érszakasz hossza (1), valamint a vér viszkozitasa (1) hatarozza meg:
il
Q=4 T

Az Osszefiiggésbdl az is latszik, hogy a vér aramlasat kisrészt a vér haemorheologiai
tulajdonsagai, nagyrészt haemodynamicai tényezok, mint a perfusidés nyomas, illetve az erek
vasodilatator és vasoconstrictor mechanizmusai hatdrozzak meg. Normal viszonyok kozott a
haemorheologiai paramétereknek valoban aldrendelt szerepe van haemodynamicai
jellemzdkkel szemben, azonban koros koriilmények kozott, amikor a haemodynamicai rezerv
kimertil, ezek a faktorok dontd tényezokké 1épnek eld, pozitiv vagy negativ befolyasoloként.

A teljes ver viszkozitds sebesség-gradiens fliggd, a laboratoriumi mérések soran
meghatarozott viszkozitas adott nyirofesziiltség és sebesség-gradiens értékeknél érvényes (pl.
90 s, amely a nemzetkdzi gyakorlatnak megfeleléen elfogadhaté és Gsszehasonlithato),
amely tényrdl soha nem szabad megfeledkezniink. Alacsony sebesség-gradiensnél az aramlo
vérben vordsvérsejt aggregatumok alakulnak ki, mig magas sebesség-gradiens esetén a
vorosvérsejtek egyenként, discoid alakjukban, megnytltan lathatéak a vérben.
A teljes vér viszkozitasat, mint a vér ,,imprint” rheologiai paraméterét szamos tényezo
hatdrozza meg: hdmérséklet, haematocrit, vorosvérsejt deformabilitas és aggregatio, plazma

viszkozitds, tovabba bizonyos mennyiségen feliil a fehérvérsejt- és thrombocytaszdm is, de



kulcsfontossagu jelentdséggel bir a fibrinogén és globulinszint mértéke is, melyek kdzvetlen

hatassal vannak a plazma viszkozitasra, emellett a fibrinogén a vorosvérsejtek aggregatios

hajlamara is, mint ahogy ez az 1. sz. abran is lathat6.*% '

) homérséklet haematocrit
A vordsvérsejtek: = 4
- felszin/térfogat aranya
- belsd viszkozitasa fibrinogén
és globulin szint

- membran viszkozitasa

- morphologidja
\ vorosvérsejt aggregatio
vorosvérsejt /

/ plazma viszkozitas

deformabilitas \
teljes vér viszkozitas

e / hpldek
feherversejtsza'm, (f8ként trigliceridek)
thrombocytaszam,
thrombocyta aggregatio

microcirculatio morphologiai és
nyirdfesziiltség funkcionalis allapota
a keringés adott szakaszan,
haemodynamica

1. abra

A haemorheologiai faktorok Osszefiiggései, a teljes vér viszkozitds meghatarozoi

[Bogar L.: Diagnosztika, In: Bernat S.I., Pongracz E. (szerk.): A klinikai haemorheologia alapjai.
Kornétas Kiado6, Budapest, 1999. pp. 33-50. alapjan]

A teljes vér viszkozitds nagymértékben filigg a haematocrittol, hiszen minden
szuszpenzié rheologiai tulajdonsidga alapvetéen determindlt a benne 1évé részecskék
koncentracioja altal. Mivel az alakos elemek kozott a vorosvérsejtek szama nagysagrendekkel
meghaladja a tobbiét, igy a viszkozitds egyik f6 meghatarozdjanak a vordsvérsejtszam
tekinthetd. A 20-60%-o0s haematocrit tartomanyban egyenes ardnyossag allapithatd meg a
haematocrit érték és a vér viszkozitdsanak logaritmusa kozott. Minél lassubb az aramlas,

annal jelentdsebb a haematocrit hatasa a vér viszkozitasara.



A plazma viszkozitas meghatarozoja egyrészt elsddleges komponense a viz, valamint a
benne oldott nagy molekulaji anyagok. Ezek koziil kiemelt jelentdségii a fibrinogén, amely
nagy, elongalt térszerkezeti molekula. Befolyasol6 szerepe lehet egyes globulin frakcioknak
¢s bizonyos koncentracio viszonyok esetén a lipidfrakcioknak, elsdsorban a triglicerideknek
is. A plazma viszkozitasat (igy a vérét is) a hdmérséklet is befolyasolja, 20 és 40 °C kozotti
tartomanyban névelve a hémérsékletet “C-onként 2,4%-al csdkken a plazma viszkozitas.””

A vorosvérsejt aggregatio a sejtek atmeneti, reverzibilis Osszetapadasat jelenti. Az
aggregatio elsO szakasza a ,,pénztekercs’-képz6dés, majd ezek a valtozo hossziusagu palcakka
kapcsolodott gomb alaku aggregatumokba tomoriilnek. Ez nyugalmi vérmintaban kozel 5 perc
alatt lezajlik. A masodik szakasz hosszu ideig, 60-180 percig tart, ekkor az egyenldé méretii
aggregatios gombok allando sebességgel siillyednek a plazmaban. A végsd, harmadik
szakaszban a siillyedési sebesség lelassul, majd megall. Az aggregatio haematocrit és
fibrinogén (és bizonyos globulin) fiiggd, hiszen a nagyméretli elagazd molekuldk alkalmasak
a sejtek kozotti hidak kialakitdsara. Ezzel 6sszefiiggésben emlithetd, hogy a vérsejt siillyedés,
azaz vOrOsvérsejtek aggregatiojanak megfigyeléses vizsgalata, a gyulladassal jaro betegségek
nagy szenzitivitasu, de kis specificitasu tesztje. Az 1920-as ¢és *30-as években allapitottak meg
el6szor az Osszefliggést az akut fazis reakcio €s a vérsejt siillyedés kozott.

A haemorheologiai faktorok kozott fontos szerepet jatszanak a voOrdsvérsejtek
alakvaltoztatd képességét leird paraméterek. Szerzett és drokletes tényezok a sejtosszetevokre
gyakorolt hatasai altal befolyasolhatjak a vordsveérsejtek deformabilitasat. Deformabilitadsnak
nevezziik a vOrOsvérsejtek azt a tulajdonsagat, hogy véraramlas kozben a kiilsé nyiroerd
hat4séra passziv alakvaltozason mennek at.

A nagy nyirderdk nagy sebesség-gradienst hoznak 1étre az arteridkban, koztiik elsésorban az
arterioldkban, a rezisztenciaerekben, ahol a vorosvérsejtek megnyult sejtalakkal dramlanak.

Az édramlds irdnyaba torténd megnyulds csokkenti a teljes vér viszkozitdsat, illetve az
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alakvaltozas lehet6vé teszi azt is, hogy a vorosvérsejtek a méretiiknél sziikebb capillarisokon
is atjussanak. Az él6 szervezetben vannak olyan capillarisok, melyek atméréje sokkal kisebb,
mint maguké, a vorosvérsejteké. A myocardium €s a vazizom capillarisai kozott 3-4 pm belsé
atméréjiick is el6fordulnak.® *® Ezért, ha egy vordsvérsejtnek rossz az alakvaltoztatd
képessége, akkor az adott kisméretii capillarisnak megfeleld vérellatasi teriiletre nehezen vagy
egyaltalan nem jut el. A jo deformabilitdsi tulajdonsdg nemcsak a megfeleld perfuzio
biztositdsdhoz elengedhetetlen, hanem a sejt élettartamat is befolyasolja, hiszen a nehezen,
vagy egyaltalan nem deformalhaté sejteket a 1ép sequestralja és eliminalja.®*

A vorosvérsejt az aramléas soran folyadékceseppként viselkedik. Ez azt jelenti, hogy a
vér még 90%-o0s haematocrit kozelében is folyékony marad. A vordsvérsejtek rendkiviil
képlékenyek, 0,5 Pa-ndl nagyobb nyirdfesziiltség hatdsara valtozatos formékat képesek
kialakitani.”> Membranfelilletik akkora gombalakot tud beburkolni, amely a normal
haemoglobin tartalom 2,5-szeresét képes lenne befogadni. Ilyen laza kitoltottség teszi
lehetdvé a nagyfoku alakvaltoztatd képességet.

A vorosvérsejtek deformabilitisat meghatérozo tényezék a kovetkezok 2 ¢

= Abszolut térfogat, feliilet/térfogat hanyados (indirekt médon az ATP-tartalom is)
= Dbelsé viszkozitas (dontden a haemoglobin-oldat tulajdonsagainak fiiggvénye)

= morphologiai tényezok

= asejtmembran elasztikus és viszkozus tulajdonsagai, cytoskeletalis kapcsolata

A vér rheologiailag eltérden viselkedik a keringés kiilonb6z6 szakaszain. Funkcionalis
szempontb6l az érrendszert altalaban 4 kiilonb6zd részre lehet osztani: (1) magas nyomasu
arteriak, (2) ellenalldas erek (kis arteridk ¢és arteriolak), (3) capillarisok és venulak

(kicserélodési erek), (4) alacsony nyomasu kapacitas erek.
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A magas nyomasu arteridkban az aramlas pulzatilis jellegt. Itt kiilondsen a systole alatt
magas a nyirofesziiltség és a sebesség-gradiens (150 s™).

Az ellendllas erek szintjén viszonylag magas nyirofesziiltség (0,5-2 Pa) és igen magas
sebesség-gradiens (900-8000 s™) figyelhetd meg. A kicserélédési erek haemodynamicai és
haemorheologiai szempontbdl nem egységesek.

A capillarisokban a nyirofesziiltség (1-10 Pa) és a sebesség-gradiens (1000 s™) igen
magas, mig a venulakban a nyiréfesziiltség a legalacsonyabb az érrendszerben (0,01-0,1 Pa).

Az alacsony nyomasu kapacitas erekben taldlhatd az Gsszes vér mennyiségének kozel
80%-a. Haemorheologiai jelentéségét az a tény adja, hogy benniik az aramlas lassibb, a
sebesség-gradiens igen alacsony (100-160 s), a nyirofesziiltség szintén alacsony (0,01-0,5
Pa). Ezen a szakaszon a vérsejtek és az érfal felszabadulé medidtorok tjan idédben hosszabb

hatast fejthetnek ki kolesonosen egymasra.”* '

A vér folyasi tulajdonsagai alapjan az érpalya 3 részre oszthato:

= tomeges folyas szakasza (az ératmérdé > 300 um)

= 3tmeneti zona (az ératmérd 300-8 pm)

= egyenkénti folyas szakasza (az ératméré < 8 um)

A tomeges folyas szakasza magaban foglalja a magas nyomdst rendszert, nagyobb
ellenallas ereket és a venakat. Ezen a szakaszon a vér rheologiai viselkedését elsdsorban a
vérsejtek kozotti interakciok hatarozzak meg.

Az dtmeneti zondat tovabbi két részre lehet osztani. (I) ahol az ératmérd 300-30 um, illetve
(IT) 30-8 pm kozott van. (ad I) A véraramlasra a parabolikus sebességprofil jellemzd, tovabba
az érfalhoz kozel viszonylag sejtszegény széli réteg alakul ki, melynek vastagsaga fiigg a
véraramlas sebességétdl. Igy egy lassabb dramlasi és alacsonyabb haematocritt széli zona és

egy gyorsabb aramlast, de magasabb haematocriti belsé zona alakul ki, amely a haematocrit
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dinamikus redukcidjahoz vezet (Fahraeus-effektus).”® '>° Mivel a vér viszkozitasa ersen fiigg
a haematocrittol, ennek kovetkezménye, hogy az aramld vér latszélagos viszkozitdsa a cso
atméréjével egyenes aranyban valtozik (Fihraeus-Lindqvist-effektus).’’ '*° (ad II) Az
atmeneti zona distalisabb részében, ahol az erek atmérdje 8-30 pum, a vérsejtek kozotti,
valamint a vérsejtek és az érfal kozotti interakcidk nagy szerepet kapnak. Jellemzd erre az
érszakaszra az is, hogy az erek fokozatos eloszlasa soran az egyes agak haematocritja
kiilonb6z6é lesz; amely ag a nagyobb vérmennyiséget kapja az egyben a magasabb
haematocrita is, és forditva. Ez a folyamat a fazisszepardcio, amely nagy szamu csokkent
haematocrita €s kisebb szamu magasabb haematocritl kiseret eredményez. A fazisszeparacio
folyamata és a Fahraeus-effektus a kiserek teriiletén (10-20 pm) a haematocrit mintegy
50%-os redukcidjahoz vezet a nagyerekhez viszonyitva. Am ennek ellenére a teljes vér
viszkozitas jelentdsen nem csdkken. Ez azzal magyardzhatd, hogy a fehérvérsejtek a
vorosvérsejtekhez viszonyitva az érkeresztmetszet 1ényegesen nagyobb részét foglaljak el,
kisebb sebességgel haladnak, ezért feltarthatjdk aramlasuk kozben a vordsvérsejteket, igy
azok kénytelenek ,,szerelvényként” torlodni a fehérvérsejtek mogott, aminek kovetkeztében
megnd a haematocrit. A fehérvérsejtek endotheliumhoz valé kotddése csokkenti az
érkeresztmetszetet, amely szintén az éaramlési ellenallas novekedéséhez vezet. Ezek a
folyamatok kozel kiegyenlitik egymadst, meghatdrozzdk a microcirculatio adott teriiletre
jellemz6 profiljat az erek funkcionalis és morphologiai allapota mellett.® '

Az egyenkenti folyds szakaszara jellemzd, hogy az erek atmérdje hasonld vagy kisebb a
rajtuk atdramlo vérsejtek atmérdjénél. Illy modon az aramlést leginkdbb az egyes sejtek
mechanikai tulajdonsagai, azaz deformabilitdsi képességei, valamint az érfallal valo

interakcidjuk befolyasolja.

13



2.2. Szabadgyok-reakciok

A szabadgyokok-reakciok jelentéségének felismerése az orvostudomanyban igen nagy
1épést jelentett. Mara modern, gyorsan fejlodo teriiletté nétte ki magat a kiilonféle
elvaltozasok, betegségek pathomechanizmusainak, a szervezet védekezd rendszerének
megismerése terén. Mar 1939-ben izolaltak szarvasmarha vordsvérsejtjeibdl egy proteint,
amelyet réztartalma és lokalizacidja miatt erythrocupreinnek neveztek el. Tovabbi 30 évet
varatott magara, amig McCord és Fridovich feltarta az erythrocuprein enzimtermészetét ¢€s az
altala katalizalt reakciot.'” Tulajdonképpen ekkortol szamithatjuk a szabadgydk pathologia
kezdetét.

A szabadgyokok olyan molekuldk, vagy molekula-fragmentek, amelyek kiilsé
orbitaljukon (lehet mas orbitdlokon is) egy vagy tobb (pl. kettds szabadgydk [molekularis
oxigén]) parositatlan elektront tartalmaznak. A parositatlan elektron parképzdédésre hajlamos,
ezért a szabadgyokok kémiailag igen reaktivak, igy élettartalmuk rovid.

A 70-es évek kozepe ota ismert csak, hogy szabadgyokok keletkeznek az é10, aerob
szervezetben fizioldgias folyamatok sordn is, illetve exogén vagy endogén pathologids

folyamatokban.*> * 1%

Biologiai szempontbol a legfontosabbak az oxigénbdl eredd
szabadgyokok (reaktiv oxigén intermedierek, ROI). A legfontosabb ROI-eknek tekinthetdek a
szuperoxid anion (O,"), a hidrogén-peroxid (H,O,) és a hidroxil-gyok (OH"). Ezek karositd
hatdsai miatt az aerob szervezetek csak ugy tudnak életben maradni, ha a keletkezd
szabadgyokokkel szemben hatékony védekezd mechanizmusokkal rendelkeznek.

A szabadgyok-reakciok altaldban lancreakciok. Ezekben a lancreakcidokban a gyokok
az initiatio-nak nevezett 1épcsd(k) soran keletkeznek, azutan reagalnak a propagatio-s tazis
sorozatain keresztiil, amikor szamos szabadgydk konzervalodik, és végiil valamilyen

terminatio-s folyamatban megsemmisiilnek. A gyokok képzddését egyes fémionok,

elsésorban a vas ¢és a réz katalizalni képesek (pl. Fenton-reakcid). A szabadgyokok
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karosithatjdk a bioldgiai rendszereket, oxidalhatjdk a hormonokat, inaktivalhatjak az
enzimeket, karosithatjdk a strukturalis proteineket és a sejtmembran szerkezetét, lipidek
peroxidaciojat okozzak, roncsoljdk a DNS-t. Sejtszinten a szabadgyokok — illetve ezek
tulsulyaval jellemezheté 4allapot, az oxidativ stressz — mutacidkhoz, kromoszoma

eltérésekhez, sejtoregedéshez, apoptosishoz, necrosishoz vezethetnek.”*

2.2.1. Fiziologias szabadgyok-reakciok és antioxiddans mechanizmusok

Az €16 szervezetben ellendrzotten lezajlo szabadgyok-reakcioknak fontos szerepe van
a kiilonbozd sejtek, subcellularis organellumok, enzimek miikodésében, a biomolekulak
szintézisében, illetve lebomlasaban. Igy meghatirozo szerepet jatszanak a phagocytosisban
(neutrophil és eosinophil granulocyta, mononuclearis phagocytdk), a thrombocytak
milkddésében, a mitochondridlis, microsomalis elektrontranszport-lancok és peroxisomak
illetve autooxidacidjdban (arachidonsav-metabolizmus, mellékvesekéreg hormonjainak
szintézise, melaninok miikddése, biomolekuldk autooxidacidja), tovabba szerepiik van a
reprodukcioban és a magzati fejlédésben. Osszességében tehat a szabadgyokdk cellularis
forrasai igen sokrétiiek lehetnek (I. tdblazat).

Normal koriilmények kozott ezek a reakcidok kontrolldltan zajlanak, az €16 szervezet
jelentés antioxidans és scavenger védelmi rendszerekkel rendelkezik. Altalanossagban a
gyokoket befogo, gatld vegyiileteket scavengereknek, mig a ROI-ek toxikus hatdsaival
szemben védo vegylileteket, molekuldkat antioxidansnak nevezziik. Ez a funkcio leginkabb a
lipidperoxidacié (LPO) initiatiés és propagatios fazisainak gatlasdban nyilvanul meg, ami

korai terminatidhoz vezet.

15



I. tablazat: A szabadgyokok sejtes forrasai

Plazmamembran lipoxigenaz
prosztaglandin-szintetaz
NADPH-oxidaz (phagocytak)
lipidperoxidacio

Solubilis enzimek €s proteinek haemoglobin
triptofan-dioxigenaz
xantin-oxidaz

Mitochondrialis elektrontranszport ubiquinon
NADH-dehidrogenaz
dihidro-orotsav-dehidrogendz

Peroxisomak oxidazok
flavoproteinek

Endoplasmaticus reticulum citokrom Pysq

¢és nuklearis membran-elektrontranszport citokrom bs

Kis molekulak redukalt flavinok
thiolok
divalens fémek
adrenalin
antibiotikumok

Koérnyezeti faktorok nagy energiaju irradiatio

légszennyezd anyagok
toxikus kemikalidk

[Fehér J., Vereczkei A.: Szabadgyok-reakciok jelentdsége az orvostudomanyban.
Biogal Gyogyszergyar, Debrecen, 1985. pp 32. alapjan]

Az antioxidansok a LPO kiilonbz6 fazisaiban hatnak:

= azinitiatio gatldsaval (pl. E-vitamin),

= a hidroperoxidok keletkezésének gatlasaval (pl. E-vitamin, C-vitamin),

= amar létrejott hidroperoxidok elbontasaval 0j gyoktermék keletkezése nélkiil

(pl. glutation-peroxidéz, thiolok),

= fémkelator tulajdonsagukkal (pl. D-penicillinamin),

= aszabadgyOkok megkotésével — scavenger hatés (pl. E-vitamin, A-vitamin).
A sejtes védekezés enzimei koziil a szuperoxid-dizmutdz (SOD) és a katalaz dizmutécio
révén, mig a glutation-peroxiddz, (GP) oxido-redukcios reakcio katalizise révén fejti ki

antioxidans hatasat. A SOD a szuperoxid-gyok, mig a katalaz és GP hidrogén-peroxid
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semlegesitését végzi. A sejteken beliil fontos szerepe van a mitochondriumok citokrom-
oxidaz rendszerének is, valamint a sejtmembran-struktura altali kontrollnak.
Az extracellularis tér kevésbé védett a szabadgyok hatasokkal szemben. A védelem
legfontosabb eleme itt a coeruloplasmin, mely a lipidperoxidaciot katalizalé ferro-vasat ferri-
vassa alakitja at. A glikéz és a bilirubin is rendelkezik bizonyos foki antioxidans
tulajdonsaggal.

Pathologias koriilmények kozott a fennalld egyensuly eltolodasaval a szabadgyokok

kifejthetik karosito hatasukat.™

2.2.2. A szabadgyokok szerepe az ischaemia-reperfusios karosoddasokban

A cellularis hypoxia kulcs-szignal, a kiilonb6z0 transzkripcidos regulatorok
aktivaciojahoz vezet, mint példaul a nuklearis faktor-«B (NF-kB), aktivator protein-1 (AP-1)
¢s néhany mitogén aktivalt protein-kindz (MAPK) tutvonalak. Az ischaemia soran az
enzimaktivitasokban, a mitochondrialis funkcidban, a cytoskeletalis struktirdban, az ion
transzportban valtozdsok jonnek Iétre, amelyeket a reperfusio soran felszabaduld
szabadgyokok exacerbalhatnak.?® > 138

Granger ¢s munkatarsai 1981-ben bizonyitottdk eldszor a szabadgyok-reakciok
szerepét macska intestinalis ischaemia modelliikon.® A hypoxids sejt energiatartalma gyorsan
csokken, ¢és mivel a kation-gradiens fenntartasa energiadependens folyamat, igy valdszind,
hogy a hypoxia kalcium influxhoz vezet, és ez aktivalhatja a kalmodulin altal regulalt
proteolitikus enzimeket. Ezeknek szerepe lehet a xantin-dehidrogenaz enzim oxiddz formava
valo irreverzibilis konverzidjaban. Hypoxia sordn az ATP defoszforilalédik, ami az AMP-
szintet nagymértékben noveli a sejtekben. Az AMP ezutin tovabb katabolizalodik

adenozinna, inozinnd ¢és végil hipoxantinna. Ez szubsztratja a xantin-oxidaznak. Még egy

szubsztratra szlikség van, mégpedig az oxigénre, amely nagyrészt a reperfusiokor keriil az
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ischaemias szdvetbe, és szuperoxid képzddést indukal (2. abra). Hypoxia hatasara a
légzdlancban is keletkezhet szuperoxid anion, mikdzben a mitochondrium membranjaban
elhelyezked6 elektrontranszport-lanc tagjai (NAD, FAD, koenzim Q, citokrém b)
redukaléodnak.>® *> *° A felszabadulo szabadgydkok tovabb aktivaljak a redox-szenzitiv
transzkripcios faktorokat (NF-kB), és triggerelhetik az interleukin-1f, a tumor necrosis factor-
o (TNF- a) és mas gyulladasos mediatorok folszabadulasat.

Az ischaemia-reperfusio soran keletkezett szuperoxid reagalhat az endotheliumhoz
kapcsolt nitrogén-oxiddal (NO) — amely macrophagok, endothel-sejtek, cytokinek ¢s
endotoxinok altal aktivalt indukalhaté nitrogén-oxid szintaz (iNOS) és constitutiv. NOS
(cNOS) altal termelddik az ischaemia-reperfusids folyamatokban is — peroxinitritet (OONO-)

képezve, amely rendkiviil toxikus, és a NO hatékonysagat is csokkenti.''®

2.2.2.1. A xantin-oxidaz enzim

A purin nukleotidok katabolizmusa szdmos enzimatikus 1épésben zajlik. A folyamat
utolso két 1épése a hipoxantin-xantin és a xantin-htigysav atalakulds, amely a xantin-oxidaz
(xantin-oxigén oxidoreduktaz, XO) altal katalizalt (2. abra).

A XO egyike a legjelentdsebb szuperoxid és hidrogén-peroxid forrdsoknak. A xantin-
dehidrogenaz/xantin-oxiddz transzformacio irreverzibilis, ha proteolitikus uton zajlik, és
reverzibilis, ha a szulthidril-csoportok oxidacidja soran torténik.

A természetes XO protein egy dimer, kb. 300 kDa-os molekulasulyu, és minden
alegysége egy FAD-bol, molibdénbdl, vasbol és szulfidbol allo belsd elektrontranszport-
lancot tartalmaz. A molibdén a hipoxantin és xantin, mig a FAD az elektron-donacio helye az
akceptor felé. Az akceptor leggyakrabban a NAD', amely NADH-v4 redukalédik. Az enzim
miikddése szuperoxid anion folszabadulasat vonja maga utan. A keletkezett szabadgyokok

relativ mennyisége szamos tényez6tdl fiigg, mint a pH, oxigén- és szubsztratkoncentracid. Az
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XD-XO transzformacié szamos tényezé altal bekovetkezhet, mint a proteolizis, a 37°C vald
melegités, hiités —20°C-ra, anaerobiosis, kezelés szerves oldoszerekkel. Ezen behatasok
mindegyike két kategdriara oszthaté, mint (I) proteolizis és (II) oxidacié (vagy a thiol
csoportok keresztkotése). Ezek a hatdsok nagy valdszinliséggel a flavin konformdacios

valtozasat idézik eld, amely kovetkeztében képtelenné valik természetes szubsztratjaval, a

NAD'-dal valé interakciora.'” 1%

Az allopurinol és metabolitja az oxipurinol, a XO enzim effektiv inhibitora, s igy

hatékony szer a szabadgyokok keletkezésével szemben ischaemia-reperfusio soran.''* A

137

allopurinol kozvetlen scavenger hatasa vitatott,” ugy tinik azonban, hogy ezzel a

tulajdonsaggal nem rendelkezik.*> '**
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2. abra

Az ischaemia-reperfusios karosodas szabadgyokos mechanizmusa

[Fehér J., Vereczkei A.: Szabadgyok-reakciok jelentésége az orvostudomanyban.
Biogal Gydgyszergyar, Debrecen, 1985. pp. 80-82. alapjan]
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2.2.3. A vorosvérsejtek érintettsége a szabadgyok-reakciokban

Az emberi vorosvérsejtek rendkiviill érzékenyek a szabadgyok karosodasokkal
szemben,'*” hiszen folyamatosan magas oxigénkoncentracionak vannak kitéve, membranjuk
sok, a peroxidaciora hajlamos tobbszorosen telitetlen zsirsavat tartalmaz, ezen kiviil gazdagok
vasban, ami a szabadgydk-reakciok egyik katalizatora.' '** °° A vorosvérsejt nem képes
reszintézissel potolni karosodott alkotéelemeit, membranfehérjéik szintén érzékenyek az
oxidativ hatdsra, a haemoglobin maga pedig mint oxidaz/peroxidaz szerepelhet. A
vorosvérsejteket mind extra-, mind intracellularis gyokhatasok érik. A sejten belill az
oxihaemoglobinnak allandd, kismértékli atalakuldsa methaemoglobinndl szuperoxid gydk
képz6déséhez vezet.”” Normalis koriilmények kozott egyensuly alakul ki, a spontan termelédé
szuperoxid gyok (10’/nap, haemoglobin, szabad porfirinek altal) és a vorosvérsejt antioxidans
védekezd rendszere kozott. Extracellularisan a macrophagok, granulocytak altal termelt
hidrogén-peroxid és szuperoxid gyok hat a vordsvérsejtre, valamint az ischaemia-reperfusios
karosodas soran aktivalodott xantin-oxidaz enzim miikddése soran felszabadulod reaktiv
gyokok. Ezért a vorosvérsejt metabolikus aktivitdsanak jelentds részét az oxidativ stressz
elleni védekezésre forditja. Ebben a védekezésben az ismert védekezd rendszereken kiviil
maga a haemoglobin is rendelkezésére all, amely kiegésziti a sejt citoszol védelmét a ROI-
ekkel szemben. A ROI-ek két mdédon fenyegetik a sejtet, részben a sejtmembran direkt
kérositasa révén, részben Heinz-testek képzésével. A Heinz-testek formdjaban precipitalt
globin a diszulfid-hidakkal a vordsvérsejt membranjaihoz kotddve a sejtet rigiddé teszik,
el6segitik a haemolysist.>*

A vordsvérsejtek oxidativ stressz hatasara 1étrejovo lipidperoxidacidja kimutathato
lipid fluorescens technikakkal és a vorosvérsejtek SOD aktivitasanak mérésével.”’

Az oxidativ stressz a voOrdsvérsejtekben szamos ponton idézhet eld valtozasokat,

melyeket a II. sz. tiblazat foglalja dssze.'*’
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I1. tablazat: Az oxidativ stressz hatdsara 1étrejovo valtozasok a vordsvérsejtben

Erintett sejtalkotérész Karosodas
haemoglobin valtozasok az oxidacios-redukcids allapotban
methaemoglobin

reverzibilis és irreverzibilis hemichrom
Heinz-test formacio
membranlipidek lipidperoxidaciod
lipid lebomléas
lipid adduct forméacio
valtozasok a foszfolipidekben
proteinek cytoskeleton polimerizacio, degradaciod
ion pumpa inaktivacio
szulfhidril-csoport oxidacié/gatlas
haemoglobin lebomlasi termékek kotése

2.3. Az ischaemia-reperfusio hatasa a vazizomra és annak microcirculatiojara
Az ischaemia-reperfusios karosodds a microcirculatio teriiletén vasospasmussal, az
endothelium duzzadéasaval, fokozott capillaris permeabilitassal, interstitialis oedema
kialakulaséval, subsequentialis thrombus formécioval, »ho-reflow” jelenséggel
jellemezhets. > '
Intravitalis vizsgélati technikdkkal ischaemiat kovetden szamos jellegzetes valtozast
figyeltek meg a capillarisok teriiletén 2> #3184
= Jlassult, vagy megtorpant aramlds megemelkedett capillaris haematocrittal (60-80%)
kozvetleniil az ischaemia utan
= fehérvérsejtek megjelenése, rolling-ja, adherentiaja az endotheliumhoz, maguk mogott
feltartva a vorosvérsejteket
= magas haematocriti (~90%) és alacsony haematocritu (~10%) capillarisok valtakozasa

a ,,no-reflow” teriileteken ,,pénztekercs”-képzddéssel

= a funkcionalis capillaris denzitds csokkenése
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Ezekben a folyamatokban molekularis szinten a korabbiakban réviden vazolt mechanizmusok
- foként szabadgyok-reakciok, a sejtek kalcium tartalmanak novekedése, membrankarosodas -
jatszanak szerepet.

Az izomszovet/izomsejtek ischaemia és a reperfusio okozta morphologiai elvaltozésai
a mitochondriumok duzzadasatdl a lamina basalis, a sarcolemma és a mitochondrium-
membran fragmentatidjan at, a neuromuscularis junctio ultrastrukturalis elvaltozasait is
beleértve a necrosisig terjednek, amely széles skaldju megjelenési forma erésen fiigg az
ischaemia és a reperfusio idétartamatol.''® '
A vazizomzat viszonylag rezisztens az anoxiaval szemben, toleralva még 2 oOrés

ischaemiat is.'*

Egyes tanulmanyok irreverzibilis valtozasok létrejottét mutattak ki 4 és 6 ora
ischaemia soran.'> 7 A pontos idd, amikor az ischaemias karosodas irreverzibiliss¢ valik
azonban nem ismert, és sok tényezotdl fligghet, igy elsdsorban az ischaemia mértékétdl és
idejétdl, a collateralisok allapotatol, az esetleges prekondiciondlas mértékétdl, illetve a

e w1 s 55,67,116,129
hémérséklettdl is.>> 67 116

Mindezek ismeretében terveztik meg kisérleteinket, azok eredményeinek, illetve
modszereinek esetleges gyakorlati, klinikai hasznositasa céljabol.
Célunk
= avégtagi ischaemia-reperfusio
- haemorheologiai ¢s
- mikrokeringési vonatkozasainak részletesebb feltarasa,
= az allatkisérletes modellekhez nélkiilozhetetlen fajspecifikus haemorheologiai

kiilonbségek vizsgalataval kiegészitve.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A haemorheologiai paraméterek koziil jelen értekezésben ismertetett faktorokként a
vorosvérsejt deformabilitast, a teljes vér és plazma viszkozitast, egyes haematologiai
paramétereket és a fibrinogén szintet vizsgaltuk. Az értekezés elsd, nagy részét kitevod
metodikai anyagnak megfeleléen eldészor a méréstechnikai eljarasok, majd ezek ismeretében
¢s hasznalatdval megtervezett metodikai adaptaciés és ischaemia-reperfusidos kisérletek

keriilnek ismertetésre.

3.1. A vorosvérsejt deformabilitas meghatarozasa

Az 1960-as évektdl valt altalanossa a vorosvérsejt deformabilitas meghatarozéasara a
szlirdmembranok alkalmazasanak modszere. A kezdetben hasznalt papiranyagt filtereket
felvaltottak a polimerekbdl késziilt, 3, 5 és 8 um atmérdji €s 10 um hossztisagu, hengeres
csatornakat tartalmazo sziirdmembranok. A modszer fizikai alapja az, hogy ha ezeken a
filtereken vérsejt-szuszpenzidét aramoltatunk at, ugy a porusok eltomodése miatt a
szlirdmembran ateresztOképessége folyamatosan csokken, igy a sejtek szlirhetOségét a
filtracios nyomas €s aramlas folyamatos mérésével lehet jellemezni.

A filtracids elven mikodé deformabilitds méréshez vordsvérsejt-szuszpenzidt kell
késziteni, amely haematocritjanak (mérési Htc) ajanlott standardja 5 %. Ennek elkészitésé¢hez
kozel 600 pl vorosvérsejt-szuszpenziot hasznalunk, ami a mintaelokészitési folyamat alapjan
¢s az aktualis haematocrit érték ismeretében kozel 2-2,5 ml teljes vért jelenthet.

A laboratériumi kisallatoknal egyértelmii, hogy ennek a vérmennyiségnek a hasznalata
komoly akadalyokba iitkozik, ismerve ezen allatok vérmennyiségét, a vérveszteség
kovetkezményeit, a vérvételi technika nehézségeit, nem beszélve a kovetéses vizsgalatok

ebbdl a ténybdl eredd korlatairol.

23



3.1.1. Virosvérsejt deformabilitas mérése filtrométerrel

A klasszikusnak tekinthetd Reid-Dormandy-féle filtracios eljaras konstans (10%)
haematocriti vorosvérsejt-szuszpenzid sziirését jelenti 5 pm pérusatmérdjii filteren.'>> Az
elvet tovabbfejlesztve Dormandy Janos Matrai Arpaddal és munkatarsaival elkészitette a St.
George’s Filtrometert," aminek elvét alkalmazza a hazai fejlesztésti Carat FT-1 (3. abra)

illetve M200 tipusu filtrométer (Carat Diagnosztika Kft., Budapest).

A berendezés vizszintes aramlasi terét egy fiigg6legesen elhelyezett Nuclepore™ polycarbonat anyagu
szirOmembran két részre osztja: a szlird el6tti (4) és utani (B) térre (4. abra). Az F t6ltécsovon keresztiil
folyadékot (el6szor kalibracios oldat, majd sejtszuszpenzid) injektalunk a G jelli szlirdkamraba és a H
mérdcsébe, egészen az § jelll pontig. A sziirési folyamat és a mérés a C csap megnyitasaval indithatd, aminek
hatasara a Ap hidrosztatikai nyomaskiilonbség (altalaban 4 vizcm) hatdsara a folyadékaramlas megindul a
mérocsébdl a sziirdmembranon keresztiil az E tartaly felé. A folyadékoszlop meniscusa a J;-J, fotodetektorok
kapcsoldjaként mitkodik, mikdzben a folyadékoszlop a membran iranyaba elmozdul. A detektorrendszerrel
Osszekotott kristalyvezérlésii ora, illetve szoftver msec-os pontossaggal méri a harom id6intervallumot (J;-J,, J»-

13, J5-J4) a detektorok k6zott, mikozben a meniscus elhalad elbttiik.

A mérési folyamat elsd fazisaként kalibraciot végziink, leggyakrabban pufferezett
sooldattal (foszfat pufferelt sdoldat, phosphate buffered saline, PBS — méréseink soran ezt
alkalmaztuk), majd a mérendd sejtszuszpenziot toltjiik a késziilékbe és meginditjuk a mérést.
A sejtszuszpenzid kozege szintén PBS, igy a kalibracidos méréshez viszonyitott (relativ)
filtracios sebesség meghatarozhat6. Az FT-1 tipust filtrométerhez kapcsolt szamitogép és
szoftver a fenti adatokat rogziti, és a megadott paraméterek alapjan meghatarozza a kezdeti
relativ filtracids sebességet (initial relative filtration rate, IRFR) és a relativ sejt-tranzitid6t

(relative cell transit time, RCTT).
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3. abra

A Carat FT-1 filtrométer
[Carat Diagnosztika Kft., Budapest]

A-rész B-rész

4. abra

A filtrométer mikodési elve

[Bogar L.: Diagnosztika, In: Bernat S.I., Pongracz E. (szerk.): A klinikai haemorheologia alapjai.
Kornétas Kiad6, Budapest, 1999. pp. 46. alapjan]
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3.1.1.1. Kezdeti relativ filtracios sebesség (initial relative filtration rate, IRFR)

Technikailag nehezen érhetd el, hogy olyan vordsvérsejt szuszpenziot készitsiink,
amely szennyezddésektol mentes. Elsésorban a kis szamban jelenlévd fehérvérsejtek
okozhatnak porus-eltomddést, ami noveli a sziirdmembran filtracios ellenallasat. fgy a
filtracid jellemzését, azaz a filtracids sebességet a sziirési folyamat indulasi pillanatanal
célszerli szamitani. A sejtszuszpenzid atsziirddése alatt a relativ filtracids sebesség a szlird
porusainak fokozatos, progressziv eltomodése miatt linearisan csokken. Ennek kdvetkeztében

az egymast kovetd 20 ul térfogata folyadékszegmensek relativ filtracios sebességébdl linearis

extrapolacioval meghatarozhaté a kezdeti relativ filtracios sebesség (5. abra).

F a4
IRFR ...
R i
FZ
F3
Vo Vi Vs \E 74
Vd 1Vd Vd
5. abra
Az IRFR meghatarozasa

Vo: a mérés kezdetéig a sziir6n ataramlo minta térfogata (15 pl); V4: azon egymast kovetd térfogatszegmensek
(20 pl), amelyek tranzitidejét méri a késziilék (T, Ty, T3); Fy, F,, F: relativ filtracios sebességek
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A relativ filtracios sebességek meghatarozasa:

ahol: f,, = az elsd detektalt térfogatszegmens filtracios sebessége méréskor
fi. = az elso detektalt térfogatszegmens filtracios sebessége kalibralaskor

ahol: Ty, = mérési T, tranzitid6
T, = kalibralasi T; tranzitido

Mindezek ismeretében:

V4
F, = 1o - e S =T
P Vy T ’

Ty,

Az F, relativ filtracids sebesség egyenld a késziilék altal kiszamitott T, relativ tranzitidével.

Ezek alapjan F, =T,,, F; = Ty,, F1 =T}, értékekbdl az IRFR meghatarozhato.

3.1.1.2. Relativ sejt-tranzitido (relative cell transit time, RCTT)

A vorosvérsejtek  szlirhetdségét olyan dimenzid nélkiili  viszonyszdmmal
jellemezhetjiik, amely egyetlen vordsvérsejt sziirépéruson torténd athaladéasi idejét a vele
egyenld térfogatii szuszpenzids kozeg tranzitidejéhez viszonyitva adja meg. Az IRFR ¢és a
szuszpenzid sejtkoncentracioja (Htc) ismeretében a relativ sejt-tranzitid az aldbbiak szerint
adhaté meg:

IRFR ~

RCTT=T+1

27



3.1.2. Mintaelokészités

A vorosvérsejt deformabilitdsi vizsgalatokhoz sziikséges vért nagy laboratoriumi
allatoknal (keverék kutya, sertés) kozvetleniil, zart rendszerben Na-heparint tartalmazo
Vacutainer-csovekbe bocsatottuk le (143 IU, BD Vacutainer®, 288285, 7 ml, Belliver
Industrial Estate, UK). Laboratériumi kisallatoknal (egér, patkany, nyul) heparinozott
fecskenddbe (10-20 IU/ml) vettiik a vérmintat, majd a feldolgozas idejére Vacutainer-csébe
helyeztiikk. A vérmintat 10 percig 2500 g mellett centrifugaltuk, majd a plazmat és a ,,buffy
coat”’-ot eltavolitottuk. Ezt kdvetden a sejtszuszpenzidt kétszer mostuk foszfat pufferben
(PBS; pH=7,4, osmolaritds=295+5 mOsm/l). Az utols6 centrifugdlds utan a szuszpenziot 1:1
aranyban PBS oldattal higitottuk, majd meghataroztuk a haematocrit értékét Janetzky-
kapillaris centrifugaval (5 perc). A kapott haematocritnak megfeleléen a mintat PBS-sel

tovabb higitottuk a méréshez sziikséges sejtszuszpenzio-haematocritra (1-5%).

3.1.3. A deformabilitas mérés kivitelezése

A St. George’s Blood Filtrometer elvén miikddé*® Carat FT-1 tipust filtrométerrel
(Carat Diagnosztika Kft., Budapest) hataroztuk meg az erythrocytdk deformalédasi
képességét. A vorosvérsejt deformabilitds mérés standardizacios torekvését kovettiik az FT-1
tipusu filtrométeren, miszerint a méréseket a mintavételtdl szamitott 2 6ran beliil elvégeztiik,
a mérések kontrollalt 22+1 °C-os kdrnyezetben torténtek, a vordsvérsejt-szuszpenzidt 5 um
atlagos porusatméréjii polycarbonat filteren aramoltattuk 4t (Nuclepore®, Whatman Inc.)
allando6 (negativ) aramlasi nyomas mellett (4 vizem).

Az ismertetett metodika szerint a folyadékoszlop haladasi sebességét 4 par fényforras-
fotodetektor jelébdl szamitja ki a kapcsolt szoftver, és meghatdrozza az initial relative

filtration rate (IRFR) és a relative cell transit time (RCTT) paramétereket, melyek koziil az
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RCTT hasznalhaté a valtozdsok jobb leirdsara nagyobb tartoméanyban vald valtozasa ¢€s

haematocrit-fliggésége révén.

3.2. Teljes vér és plazma viszkozitas mérése

A vért zart rendszerben, Na-heparinnal gyarilag bevont fali Vacutainer-csébe (143 IU,
BD Vacutainer®, 288285, 7 ml, Belliver Industrial Estate, UK) bocsatottuk le. A vérvételek
soran tigyeltiink a tartés strangulatio elkeriilésére. A mintak eldkészitését 1égkondicionaldval
biztositott szobahdmérsékleten (22+1 °C) végeztiik, a mérések a vérvételtdl szamitott 2 dran
belil minden esetben megtorténtek. Hevimet-40 kapillaris viszkozimétert (6. 4abra)

hasznaltunk a mérésekhez (Hemorhex Kft., Budapest).

6. abra

Hevimet-40 kapillaris viszkoziméter
[Hemorhex Kft., Budapest]
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A készillék magyar technikai fejlesztés (Dr. Matrai Arpad, Dr. Fendler Kornél) és tovabbfejlesztés
(Dr. Kollar Lajos, Kenedi Istvan) terméke. A késziilék két, temperalt olajfiirdébe (37 °C) meriilé kapillaris
cs6bdl all (hossz: 500 mm, belsé atmérd: 0,6 mm), amelyek mentén 40-40 par fotodetektor talalhatd. A mérések
barmelyik oldalon elvégezhetéek. A nyomas-gradiens a mintafolyadék sajat hidrosztatikus nyomasabol ered. A
folyadék kapillarisba toltését kovetden (~0,6-0,7 ml) a késziilék opto-elektronikusan rdgziti a meniscus pontos
helyzet-id6 diagramjat, amit egy interface-n keresztiil a csatlakozd6 computerbe tovabbit. Az egyes
sebességértekekbol ki lehet szamitani a mérdcsd belsé fala és a minta kozott keletkezd sebesség-gradiens
értékeket, ezekhez hozza lehet rendelni az aktualis hidrosztatikai nyomasbol eredd nyirdfesziiltségeket. E két
szdrmaztatott paraméter (nyiréfesziiltség, sebesség-gradiens) hanyadosai adjak az aramlds sordn szamithatd
viszkozitas értékeket.”® A folyasi gorbébél a kapesolt szoftver szamolja a viszkozitasi értékeket a folyadék
folyastani alaptulajdonsagat figyelembe véve: newtoni, és nem-newtoni (Casson-tipust folyasi gorbe) folyadék
(7. ébra). Elébbiek kozé sorolhatd a plazma és a szérum, utdbbiakhoz a vér (viszkozitasa nyirofesziiltség-fiiggd).

A teljes vér viszkozitasanak jellemzésére a hazai és nemzetkdzi konvencidknak
megfeleld, 90 s sebesség-gradiensnél mért értékeket [mPas] hasznaltuk. Figyelembe kell
venni azonban azt a tényt, hogy a keringés kiillonb6zé szakaszain a sebesség-gradiens
nagymértékben valtozik. Alacsonyabb sebesség-gradiensnél meghatarozé jelentdsége van a
sejtek kozotti interakcionak, a vordsvérsejt aggregationak, amely haematocrit és fibrinogén
fliggd. E szempontbol, kiegészitdé informacidként a keverék kutydkon kivitelezett végtagi
ischaemia-reperfusio modellben feldolgoztuk a 10 s sebesség-gradiensnél (a késziilék éltal
dokumentalt legalacsonyabb sebesség-gradiens) mért teljes vér viszkozitas értékeket is.

A teljes vér viszkozitds nagymértékben haematocrit fiiggd. A vérviszkozitasi adatokat
feldolgoztuk Matrai és munkatarsai'® altal ajanlott matematikai formula segitségével 40%-os

haematocritra korrigalt forméban:

40%
TVV“O%, ( TVV Htc )Ht.C
PV PV
ahol TVVyy, = a 40%-0s haematocritra korrigalt teljes vér viszkozitds; TVVy, = az adott

haematocriti minta teljes vér viszkozitdsa; PV = a minta plazma viszkozitdsa; Htc = a minta

haematocritja, amely képletbdl a TV Va4, kifejezhetd.
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7. abra

A teljes vérre jellemzd (Casson-tipust) folyasi gorbe viszkoziméterben torténd mérés soran

3.3. A fibrinogén szint meghatarozasa

A vizsgélatokhoz a vért zart rendszerben Na-citratot tartalmazo csdvekbe bocsatottuk
le (0,129 M, BD Vacutainer®, 15063, 2 ml, Belliver Industrial Estate, UK).

Clauss modszerén (1957) alapuld eljards szerint a fibrinogén szint meghatarozasat
Sysmex CA-500 tipusu automata coagulométerrel végeztiik (TOA Medical Electronics Co.,
Ltd., Japan). Az eljaras egy modositott thrombinidé-meghatarozas. Az 1:9 aranyban imidazol-
pufferrel higitott plazméhoz thrombinoldat hozzaadasa utan a fibrinalvadék kialakulasanak
itemét turbidimetrias modon rogziti a miiszer. A készilék a felvett gorbe alapjan

meghatarozza a fibrinogén koncentraciot [g/1].

3.4. Haematologiai paraméterek meghatarozasa
Az altalanos haematologiai paramétereket Sysmex F-800 tipusi automataval

(microcell counter) hataroztuk meg (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Japan). A késziilék
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K;3-EDTA-val (7,5%, 0,040 ml, BD Vacutainer®, 388625, 2 ml, Belliver Industrial Estate,
UK) anticoagulalt vérbdl 20 pl-nyi minta aspiracidjaval fotometrids elven meghatarozza a
haemoglobin koncentraciot (Hgb [g/dl]), valamint impedancia-elven torténd sejtszeparalas
(leukocytak: ~ 30-300 fl [lizdlé oldat adasa utan: Sysmex Quicklyser, TOA Medical
Electronics Co., Ltd., Japan] erythrocytak: ~ 25-250 fl, thrombocytak: ~ 2-30 fl) alapjan a

quantitativ értékeket, tovabbi szarmaztatott paramétereket megadva (II1. tablazat).

I11. tablazat: A Sysmex F-800 haematologiai automataval meghatarozott paraméterek

Fé6bb paraméterek A Kkésziilék altal Mérték-
hasznalt rovidités egység
Fehérvérsejtszam WBC G/1
Vorosvérsejtszam RBC T/
Haemoglobin-szint Hgb g/dl
Haematocrit Hct %
Atlagos vvs térfogat MCV fl

(mean corpuscular volume)

Atlagos vvs haemoglobin tartalom MCH pg

(mean corpuscular hemoglobin)

Atlagos vvs haemoglobin koncentraci6 MCHC g/dl
(mean corpuscular hemoglobin concentration)

Thrombocytaszam Plt G/l
Lymphocyta % Lymph% %

Monocyta+granulocyta % Mo+Gr% %

Atlagos thrombocyta térfogat MPV fl

(mean platelet volume)

A mérések kivitelezésénél figyelembe vettilk a gyartdé kutatocsoportjanak ajanlasait allatvér
vizsgalatokra.''> A haematologiai paraméterek normal tartomanyat a Sysmex F-800-as
haematologiai automata kézikonyve altal megadott adatok alapjan fogadtuk el.

CD outbred patkanyok esetében figyelembe vettiik a Charles Rivers Laboratory online adatait

is [http://www.criver.com/techdocs/hematol/index.html].
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3.5. A kisérletes modellek leirasa

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIII., ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérol”
alkotott torvény eldirasait betartva végeztik, a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsag engedélyeivel.

Az értekezés szerzbje kisérleteinek engedélyszama: 6/2000. DE MAB.

Az értekezés fO témajat nyujtdé végtagi ischaemia-reperfusios kisérletekbe vont
laboratoriumi  patkanyokat 22-24 °C-os helyiségben, standard méretii és kivitelezésii
ketrecekben a miitétig kettesével tartottuk. A helyiségekben a napi fényciklus 12 6ra volt
(6.00-18.00). Minden allatnak konvencionalis ételt és vizhez valdé szabad hozzaférést
biztositottunk. A posztoperativ periddusban a patkdnyokat egyéni ketrecekben helyeztiik el.

A patkanykisérletekben az anatémiai nevek hasznéalatindl Rudolf Hebel ¢és
Melvin W. Stromberg: ,,Anatomy and embryology of the laboratory rat” nomenclaturajat
vettiik figyelembe.”

A keverék kutydkat 2-4 hét megfigyelés utdn (amely magaba foglalja a sziikséges
allatorvosi kezelést, oltasokat és karantént is) vontuk be a kisérletekbe (engedélyszam:
50/2001. DE MAB). A kisérletbe vont allatokat egyedi ketrecekben tartottuk, normal vegyes
étrendet, vizhez vald szabad hozzaférést, és az allat igényei szerinti szabad mozgas
lehetdségét biztositva. A 18-22 °C-os helyiségekben a fényciklus napszaknak megfeleld volt.
A kisérletes miitéteket kovetden az allatok posztoperativ egyedi ketrecekbe kertiltek, a

sziikséges allatorvosi feliigyelet biztositasa mellett.

3.5.1. Haemorheologiai mérések fajspecifikus adaptacidja

Kiilonbozd allatfajokban Osszehasonlitottunk egyes haemorheologiai paramétereket

(3.5.1.1.). Eldvizsgalatot végeztiink a standard metodikai leirdsban hasznalt mennyiségli vér
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vétele esetében (3.5.1.2.), majd wjabb allatoktdl nagyobb mennyiségli vért vettiink, a

mintakbol higitasi sort készitettiink (5-4-3-2-1%) a filtrometrias vizsgalatokhoz (3.5.1.3.).

3.5.1.1. Kisérleti allatok az dsszegzo-osszehasonlito elemzéshez

Tobb kisérletsorozatban (engedélyszamok: 6/2000., 14/2000., 15/2000., 50/2001., 6/2002.
DE MAB, az egyes kisérletek nem keriilnek leirasra jelen munkaban) felhasznalt eltéré faju,
az ép, kontroll csoportokhoz tartozo, vegyes nemi, kozépes sulyu allatok kizarolag a
kiilonféle miitéti beavatkozasok eldtt vett vérmintainak erythrocyta deformabilitasi, valamint
vérviszkozitasi paramétereit 0sszegeztiik:

= A/Jinbred egér (23-28 g, 25,72+4,66 g; n=20)

= CD outbred [Crl:CD® BR] patkany (250-350 g, 292,6+23,4 g; n=36)
= nyul (3,2-3,8 kg, 3,61+0,19 kg; n=32)

= keverék kutya (20-25 kg, 23,8+4 kg; n=62)

» juvenilis Durok/Cornwall sertés (30-35 kg, 32+2,04 kg; n=13)

A vizsgalatokhoz sziikséges vér vétele:

» patkényban a vena femoralisbol, illetve a vena saphendbdl,
= egerekben intracardialis punctioval,

* nyulakban a lateralis fiilvénabol,

= kutydkban a vena cephalicabdl,

= sertésekben a vena femoralisbol

tortént az aktualis kisérleti protokollok szerint.

3.5.1.2. Egy hetes kovetéses vizsgadlat kivitelezhetéségének vizsgalata

Husz CD outbred kozépsilyt (250-350 g) him patkanyt (Crl:CD® BR, Charles Rivers
Laboratories) hasznaltunk 1 hetes 6sszehasonlito alapvizsgélatra.

Altatast kovetéen (Na-pentobarbital [35 mg/kg i.p., Nembutal®, 6 g/100ml, Phylaxia-
Sanofi Ltd.], atropinum-sulfuricum [0,01 mg/kg s.c., Atropinum sulphuricum inj., 2 mg/ml,

Paines&Byrne Ltd.]) bal oldalon a combhajlat leborotvalasa és Betadin®-os fertdtlenitése utan
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a ligamentum inguinale-val parhuzamos metszést ejtettiink. Mikrosebészeti modszerrel, Leica
Wild M3B operacios mikroszkopot hasznalva (Leica Co., Japan, N: 16x, 40x), feltartuk a
femoralis ereket (8. abra), majd a vena epigastrica superficialis beszajadzasa és a ligamentum
inguinale vetiilete kozotti szakaszon a vena femoralis 25 G-s tlivel torténd punctiojaval 2-2,5
ml vért vettiink. A vérvételt kovetden 3 ml testhomérsékletli fiziologids sdoldatot juttattunk az
allatba intraperitonealisan. Az érfalon ejtett szurt sériilést mikrosebészeti modszerekkel 2-3
Sltéssel (10-0 Prolene®) ellattuk, a fascia lata-t és a bért kiilon rétegekben 4-0-s Dexon®-nal
zartuk, a sebet Betadin®™-nal kezeltik. Az allatnak a posztoperativ szakaszban vizhez és
taplalékhoz val6 szabad hozzaférést biztositottunk, a sebet naponként kontrollaltuk. Egy hét
elteltével a hasonlé modon feltart jobb oldali vena femoralison megismételtiik a vérvételt, és
pentobarbitalos tulaltatassal exterminaltuk az allatokat.

Az alap és az 1 hét mulva vett vérmintdkbol meghataroztuk a haematologiai
paramétereket és 5%-o0s haematocritra higitott vorosvérsejt-szuszpenziot hasznalva elvégeztiik

a deformabilitasi méréseket.

8. abra

A femoralis erek mikrosebészeti feltarasa
[Leica Wild M3B operacios mikroszkop, N: 40x]
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3.5.1.3. Deformabilitas méréshez higitdsi sor készitése

Tiz CD outbred patkanyt (250-320 g) Na-pentobarbitallal (35 mg/kg, i.p.) altattunk,
majd jobb oldalon a comb borotvalasa és Betadin®-os fertStlenitése utan feltartuk az arteria és
a vena femoralist. A vena femoralist 22 G-s tlivel pungaltuk és 3-4 ml vért vettiink,
majd a bdrseb egy-egy Otléssel vald zdrasa utdn pentobarbitallal torténd talaltatassal
exterminaltuk az allatokat.

A vérmintakat egyenként 6t részre osztottuk €s a vorosvérsejt deformabilitas méréshez
elokészitettiik a mar ismertetett modon; 5, 4, 3, 2, illetve 1%-o0s haematocritu vorosvérsejt-

szuszpenzioként, majd elvégeztiik a filtracids méréseket.

3.5.2. Végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai vizsgdlata patkanyban
3.5.2.1. Miitéti protokoll

A fentebb leirt és kidolgozott metodikai adaptacid birtokdban 1 Oras végtagi
ischaemia-reperfusio haemorheologiai, vordsvérsejt deformabilitdsi kovetéses vizsgalatat
végezhettiik el, amelyben 26 kdzépstulyu (250-350 g) him CD outbred patkdnyt hasznaltunk.

Az anaesthesia sordn Na-pentobarbitalt (35 mg/kg, i.p.) és atropint (0,01 mg/kg, s.c.)
hasznaltunk. A miitéti terlileten az allatok teste ala fiitheté padot helyeztiink konstans,
37 °C-os testhdmérséklet fenntartasa érdekében, melyet a rectumba helyezett szondaval
kontrollaltunk a kisérlet operativ ideje alatt (Haemosys-konfiguracio, Experimetria Kft.).

Jobb oldalon a lateralis nyaki és bal oldalon a combhajlati teriilet borotvalasa és
Betadin®-os fert6tlenitése utdn a jobboldali vena jugularis externat Steffens nyoman,'>
modositott modszerrel kaniilaltuk minden allatban. Ezt kovetden az éallatokat random négy

csoportba soroltuk.
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a. femoralis

v. femoralis s

’ .
m. sartorius

9. abra

A femoralis erek klipekkel torténd leszoritasa
[Leica Wild M3B operacios mikroszkop, N:16x]

A kontroll dllatoknal mas miitéti beavatkozas nem tortént (Kontroll csoport, n=6).

Az dloperalt csoportban bal oldalon a ligamentum inguinale-val parhuzamosan ejtett
metszeésbol feltartuk a femoralis ereket és collateralis dgaikat. A miitétek sordn mikrosebészeti
technikat alkalmaztunk a strukturdk sériiléseinek elkeriilésére, Leica Wild M3B operacios
mikroszkopot hasznalva (Leica Co., Japan). A mitéti teriiletet 1 o6ra iddtartamra nedves,
testhémérsékletii steril gézzel fedve nyitottan hagytuk (Aloperalt csoport, n=6).

Az ischaemia-reperfusios csoportban az arteria és a vena epigastrica superficialis
ligaturajat kovetden microvascularis klipekkel 1 6ra id6tartamra leszoritottuk az arteria és a
vena femoralist (Ischaemia-Reperfusio csoport, I/R, n=6) (9. éabra). A distalis régiok
keringésének eltlinését laser Doppler szoveti dramlasméréssel monitoroztuk (LD-01 Laser
Doppler Flowmeter, Experimetria Kft.). Az 1 6ras ischaemias periddust kdvetden a klipeket

eltavolitottuk.
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Az allopurinollal eldkezelt ischaemia-reperfusios csoport allatainal az elébbi
csoportéval azonos beavatkozast végeztiik el, azonban a protokollt 30 perccel az ischaemia
indukcioja el6tt intraperitonealisan alkalmazott 50 mg/kg allopurinol eldkezeléssel (125 mg
allopurinol [Egis Rt., constr. Nr.: 4546404960] 20 ml 0,9 %-os NaCl oldatban) egészitettiik ki
(Allopurinol+Ischaemia-Reperfusio, AP+I/R, n=8).

Minden csoportban alapmintaként 0,6-0,7 ml vért vettiink a kantiilalt vena jugularisbol,
mely ép kontrollként szolgalt. A vérvétel utan kdzvetleniil 2 ml fiziologids s6oldatot juttattunk
intraperitonealisan az allatokba (az AP+IR csoportban az oldat tartalmazta az allopurinolt). A
mitéteket kovetden a vénds kaniilt eltavolitottuk, a combhajlatban a fascia lata-t és a bort

egyszerii csomos dltésekkel (4-0 Dexon™) zartuk, majd a sebet Betadine® oldattal kezeltiik.

3.5.2.2. Laboratoériumi vizsgalati protokoll

A mitétet kdvetd 1 héten at naponta 0,6-0,7 ml vért vettiink a contralateralis vena
saphenabol,”' és meghataroztuk a haematologiai paramétereket, valamint 1%-o0s vorosvérsejt-
szuszpenziot készitve megmértiik a vorosvérsejt deformabilitdsi paramétereket is. Az allatok
anticoagulans szert nem kaptak. Az 1 hetes posztoperativ peridodus végén az allatokat

pentobarbitalos tilaltatassal exterminaltuk.

3.5.3. Végtagi ischaemia-reperfusio microcirculatios vizsgalata patkanyban
Az el6z6 modellhez hasonld, 1 6ras ischaemia microcirculatiora kifejtett hatdsat
kivantuk vizsgélni laser Doppleres aramlasméréssel egy, a mérési metodika standardizaciods

nehézségei kikiiszobolése céljabol altalunk kifejlesztett specialis teszttel.
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3.5.3.1. Miitéti protokoll

Tizenkét him CD outbred patkanyt (250-350 g) hasznaltunk fel az 1 6ras ischaemiéat
kovetd korai microcirculatios valtozasok laser Doppleres vizsgalatara.

Az anasthesia kivitelezése Na-pentobarbitallal (35 mg/kg, i.p.) tortént atropinnal
kiegészitve (0,01 mg/kg, s.c.). A miitéi hdmérsékletet a kisérleti protokoll teljes ideje alatt
kontrollaltan 23-25 °C-on tartottuk. Az allatok teste ala fiithetd padot helyeztiink a konstans
37 °C-os testhdmérséklet fenntartasa érdekében, melyet a rectumba helyezett szondaval
kontrollaltunk a kisérlet teljes ideje alatt (Haemosys-konfiguracid, Experimetria Kft.).

Mindkét oldalon a combhajlati régié borotvalasa és Betadin®-os fert6tlenitése utan
mikrosebészeti modszerekkel feltartuk az arteria és a vena femoralist, valamint a Scarpa-
haromszogben talalhatod collateralis dgaikat. Lathatova tettiik a musculus quadriceps femoris
medialis vastusat ¢s a musculus sartoriust. Két lekotés kozott atvagtuk az arteria és vena
epigastrica superficialist, a femoralis erekbdl vald kilépéshez kozel. Oltéssel lekétottik a
hasfalban az arteria és vena epigastrica caudalist (inferiort). Ezutan kétoldali alsé harant
laparotomiat végeztiink, ¢és feltartuk az arteria és vena iliaca externat.

A laser Doppler késziilék standard pencil mérdfejét a m. vastus medialisra helyeztiik a
vena saphena kozelében, majd a jel stabilizdloddsa utan elvégeztiik a lentebb ismertetésre
keriil ,,occlusios’-tesztet. Ezt kovetben a bal oldali arteria és vena femoralis Ovatos,
mikrosebészeti modszerrel torténd szétvalasztidsa utan azokat microvascularis klipekkel 1 ora
idStartamra leszoritottuk, a miitéti teriiletet steril, nedves gézlappal fedtik. Az 4allat
folyamatos megfigyelése és az 1 oOra letelte utan a klipeket eltavolitottuk. A laser Doppleres
méréseket ismét elvégeztiik mindkét oldalon, a jobb oldalt hasznélva kontrollként. Az allatok
anticoagulans szert nem kaptak. A metszéseket néhany 6ltéssel (4-0-s Dexon”) zartuk, majd

az allatokat pentobarbitélos tulaltatassal exterminaltuk.
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3.5.3.2. A laser Doppler szoveti aramlasmérés elve és az ,,occlusios”-teszt
A szoveti aramlasmeérés elve

A szoveti microcirculatio objektiv, non-invaziv és jol reprodukalhatdé mérési
eljarasainak kutatasa soran fejlesztették ki a laser Doppleres szdveti aramlasmérést.

4

Technikajat 1975-ben Stern kozolte,”™* majd Holloway és Watkins 1977-es kozleménye

nyoman’* széles korben kezdték alkalmazni a klinikai- és a kutatomunkaban is.

Computer

10. abra

A laser Doppler szoveti aramlasmérd mitkodési elve

A mddszer elénye az egyszerlisége, objektivitdsa, és a non-invasiv karaktere. Az eljaras az ultrahang
diagnosztikdban jol ismert Doppler-elven alapszik (10. abra). A szaloptikan keresztiil (transmitter) kibocsatott
laserfény-nyaldb a vizsgalt szovetekben donten szorodik, kisebb részben elnyelddik. A vizsgalt teriileten beliil
mozgd vordsvérsejtekrdl visszaver6dd nyalabban hulldmhossz-valtozas kovetkezik be (Doppler-shift). A
hullamhosszban bekdvetkezett amplitido- és frekvenciavaltozas Osszefliggésben van a vordsvérsejtek szamaval
és sebességével, de nem fiigg a mozgasuk iranyatol. A fogadd szalon (receiver) visszaérkezé fénynyalab ezen
valtozasait a késziilék elektromos jellé konvertalja és analizalja. Ezek az informaciok aztan grafikus és analizalo
szoftverek segitségével értékelhetéek. A hasznalt laserfény frekvenciaja meghatarozza a penetracio mértékét. A
laser Doppler késziilékek leggyakrabban 633-810 nm frekvencidji lasersugarat allitanak eld. Ez megkozelitden
egy 1-1,5 mm’-nyi szovetdarabot képes a hatosugaraba vonni, ezen beliil méri a mikrokeringést. Egyik laser
Doppler késziilek sem képes azonban abszolut értékben kifejezni az adott szovet véraramlasat (pl. ml/min/100g
szovet), hiszen azok anatdémiai felépitése eltérd, igy mindig az adott szovethez kellene kalibralni. Ezért egy
relativ paramétert, a perfuzios egységet fejezi ki (Blood Perfusion Unit, BPU vagy Blood Flow Unit, BFU),
amelynek abszolut, valdés dimenzidja nincs. A késziilék gyarilag kalibralt egy belsé standardhoz (Motility

Szamos tényezd befolyasolhatja a méréseket: (I) a vizsgalt szovet alapjan: anatomiai felépités,
microvascularis architectura, a vizsgalt feliilet szaradasa, hiilése, testhelyzet, nem, kor, hormonalis és idegi
hatasok, vasoaktiv anyagok; (II) a késziilék oldalarol: a mérések nem megfeleld standardizacioja, a vizsgalo fej
elmozdulasa, szennyezOdése, a szaloptika megnyulasa, megtoretése; (III) Kkiilsé témyezék: hémérséklet,
1égmozgas, vibracio, stb.> 124
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Az 6sszehasonlité vizsgalatok, mint példaul beavatkozas eldtt és utan torténd mérések
Osszevetése ezekbdl eredden nehezen valdsithatd meg. A laser Doppler modszer rendkiviil
érzékenyen jelzi a mikrokeringésben bekovetkezett akut valtozasokat. A klinikumban
alkalmazott postocclusiv, reaktiv hyperaemia teszt, a vasoconstrictor-reflex teszt, lokalis,
vagy szisztémas hoéhatas vizsgalata, a reflexes vasodilatatio vizsgalatai, vagy a 1égzési teszt jo
példak erre”® A szisztémasan, vagy lokalisan, akar iontophoresissel bejuttatott vasoaktiv
szerek hatasa szintén jol vizsgalhat6. Akut keringési valtozasnak tekinthetd az erek kozvetlen
leszoritasa és felengedése is. Human, klinikai vizsgalatokban mar igen nagyszamu mérés
tortént, jol bevalt &és bedllitott vizsgalati protokollokkal, amelyek biztosithatjdk a
standardizaciot és az 6sszehasonlithat(')ségot.4’ 36

Allatkisérletekben az adott mérések standardizacidja rendkiviil nehéz a kiilonbozd
allatfajok ¢és kisérleti protokollok miatt. Az Osszehasonlito, illetve kovetéses vizsgalatok

pontossaganak igénye felveti egy jol reprodukalhatd, konnyen elvégezheté modszer

kidolgozasat.

Az ,,occlusios "-teszt

Kifejlesztettiink egy specidlis tesztet, az ugynevezett ,o0cclusios”-tesztet a
standardizacios és Osszehasonlithatosagi nehézségek kikiiszobolése érdekében kisérletes
végtagi ischaemias modellen.
Egy-csatornas laser Doppler késziiléket (LD-01 Laser Doppler Flowmeter, Experimetria Kft.,
laser-sugar standard hulldmhossza = 780 nm =+ 10 nm, energiaja a méréfej végénél = 0,5-1,0
mW, laser Doppler signal = 10 Hz — 19 kHz) hasznaltunk a kisérleteinkben. Az allvanyon
rogzitett laser Doppler méréfejet (NP-100 Standard Pencil Probe, Oxford Optronix-

Experimetria Kft.) (11. dbra) a m. vastus medialisra helyeztiik érkdzelben.
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11. abra

A laser Doppler késziilék standard pencil méréfeje

A laser Doppler jel stabilizalodasa utan 2-3 masodperc idétartamra atraumatikus
eszkozzel leszoritottuk, majd felengedtiik az arteria és a vena iliaca externat, mig a laser
Doppler szignalt folyamatosan rogzitettik (Haemosys software-hardware konfiguracio,
Experimetria Kft.) (12. ébra).

A 3.5.3.1. fejezetben leirt beavatkozasok el6tt és utdn, mindkét oldalon 3-3 tesztet
végeztiink. Az egymast kovetd ,,occlusios”-tesztek kozotti idtartam 10 masodperc volt. Az
ischaemias oldalon igy a mérések a reperfusio elsé 5-10 percében torténtek, beleszamitva a

mérofej rogzitését €s a jel stabilizalodasat is.
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4. 68 V.
iliaca externa

—» leszoritds Jelengedes

12. abra

Az ,,occlusios”-teszt kivitelezése

3.5.3.3. A rogzitett laser Doppler jel analizise
Az ,,occlusios”-tesztek elvégzése utan az alabbi moédon végeztiik el az analizist:
=  Megmértiik a leszalldo (descendédlo, Desc, D) és a felszallo (ascendald, Asc, A)
gorbeszakaszok idébeni hosszat, amelyek leirjak a keringés eltiinését és ujraindulasat.
= Szoftveres atlagvonal illesztése utdn meghataroztuk a le- és felszallo szakaszok
kezdete és 50%-os amplitid6 értékei kozott mért iddintervallumokat (Tsg) az
ischaemias €és a kontroll oldalon, beavatkozasok el6tt és utan.
= Ezt kovetden kiszdmoltuk a leszallo/felszalldo gorbeszakaszok Tsy értékeinek aranyat
(D/A index [D/Ai] = Tsopese/ Ts0asc)-
Ezek alapjan a perfusios egységek relativitasatol fiiggetleniil elemezhetjiik a laser Doppleres
adatokat. Az adatgytijté és feldolgozo szoftver analizalo funkcidjdban a felvett gorbék adatai

leolvashatoak (id6, amplitadd) és konvertalhatoak.
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3.5.4. Prolongalt végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai vizsgalata keverék kutyan

Intézetiinkben dolgozd egyik munkacsoport kidolgozott egy modellt nagy
laboratériumi allatokon (keverék kutya) a hosszabb idejii (3h) végtagi ischaemia-reperfusio
hatasainak tanulmélnyozésélra.163 A Kkisérleti modell kialakitasa, leirasa, klinikai vonatkozasai
mellett kiilon témakorokként fogalmazodnak meg a haematologiai, haemostaseologiai,
haemorheologiai, rutin chemiai és morphologiai paraméterek vizsgalatai. E munkacsoport
eredményeibdl csak az ischaemia-reperfusio lokalis és szisztémas haemorheologiai
vonatkozasai tartoznak értekezésem témajahoz, a miitéti modell roviden keriil ismertetésre.

A modell elénye, hogy a rendelkezésre 4ll6 nagyobb vérmennyiség miatt kiterjedtebb
laboratoriumi vizsgalatokat lehet végezni, valamint elemezhetdek a kirekesztett végtagban, az
ischaemia idejére stasis alatt 1év vér tulajdonsagai is, melyrdl az irodalomban kevés adat van.

Huszonnégy, 3-4 éves him és ndstény keverék kutydban (18-26 kg; 23,79+4,05 kg)

anaesthesiat (ketamin 10 mg/kg + xilazin 1 mg/kg, i.m., a mitéti periddusban o6ranként
felezett dozisban) kovetden kipreparaldsra és kaniildlasra kertilt a bal oldali vena jugularis
externa. Az allatok random 4 csoportot alkottak:

I.  nem-hiitott dloperalt csoport (NH AL; n=6): jobb oldalon feltarasra keriilt az arteria
¢s a vena femoralis. A seb nedves steril gézlapos fedését kdvetden, 7 6éra mulva
sebzaras tortént.

II.  hiitott aloperalt csoport (H AL; n=5): a preparalas a nem-hiitott aloperalt csoporthoz
hasonldan tortént. A femoralis erek mutéti feltardsat és a seb lefedését kovetden 3
ora iddtartamra a comb koré jégtomlok lettek helyezve. A comb és a labszar
borfelszinén mért hdmérséklet 4-5 °C volt. A jégtomlok eltavolitasat kovetden 4 ora

mulva tortént a sebzaras.
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III. nem-hiitott ischaemia-reperfusio csoport (NH I/R; n=5): a miitétileg feltart arteria és
vena femoralis atraumatikus érleszorit6é eszkozzel torténd lezarasa 3 6ra idGtartamu
volt. Ezzel egyiddben a lagyrészek kirekesztése — a kipreparalt femoralis erek alatt —
a comb koriil megfeszitett acélhurokkal tortént. Az érleszoritod eszkozok eltavolitasa
3 ora ischaemia letelte utan, az acélhurok eltavolitdsa csak ijabb 4 ora elteltével,
azaz a reperfusio negyedik oraja végén tortént.

IV. hitott ischaemia-reperfusio csoport (H I/R; n=8): az ischaemia-reperfusio €s a hiités

kivitelezése az el6z6ekben ismertetett moédon tortént.

Vérmintak vételének idejét, helyét és rendjét a IV. szamu tablazat tartalmazza.

IV. tablazat: A vérvételek ideje és helye az Aloperalt és az I/R csoportban

A vérvételek ideje A vérvétel helye
Aloperilt csoport I/R csoport
mutét elott mutét elott v. cephalica
B kozvetlenill a leszoritott erek | a kirekesztett végtag
felengedése elott v. femoralisa
az érpreparalast kovetd A 3 oras ischaemia v. jugularis externa
3. Ora letelte utan (3h) letelte utan a
reperfusio kezdetekor (3h)
ezt koveto 30. percben a reperfusio 30. perce v. jugularis externa
(3h+30") (3h+30")
tovabbi 30 perc eltelte utan a reperfusio 60. perce v. jugularis externa
(3h+60°) (3h+60”)
1.,2.,3.,4. és 5. posztoperativ napon v. cephalica

Jelen értekezésben kizardlag a nem-hiittt csoportokban — Aloperalt- és I/R csoport
megnevezéssel — a szisztémas keringésbdl ¢és a kirekesztett végtagbol nyert vérmintakbol
haemorheologiai faktorokként a haematocrit, az 5%-o0s sejtszuszpenzidban mért vorosvérsejt
deformabilitas, a teljes vér és plazma viszkozitas, valamint a fibrinogén szint valtozéasai

keriilnek 6sszegzésre.
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3.6. Adatok rogzitése, archivalasa

A mutéti dokumentéaciokon (altatasi lap, miitéti jegyzOkonyv, utdkezelési lap) kiviil az
adatokat Pentium II, illetve Ill-as PC-n rogzitettiik a laboratériumi mérési jegyzOkonyvek
folyamatos vezetése mellett. A fotddokumentaci6 RICOH RDC-7 digitalis fényképezo-

géppel tortént.

3.7. Statisztikai analizisek

Eredményeinket atlag + standard hiba (S.E.M.) formajaban tiintettiik fel a végtagi
ischaemia-reperfusiés modellekben, mig atlag + szords (S.D.) adatokat hasznaltunk a
fajspecifikus Osszehasonlitasnal és az adaptacios kisérleteinknél, valamint az 1 hetes
kovetéses végtagi ischaemia-reperfusio modell haematologiai paramétereinél.

A statisztikai elemzéshez SigmaStat for Windows szoftvert (SigmaStat 1.0, 1992-
1994., Jandel Scientific Co., Németorszag) ¢s nem-parametrikus teszteket hasznaltunk.

A fajspecifikus haemorheologiai adaptaciondl az 1 hetes, két mintavételes vizsgalatnal
a haematologiai és RCTT értékeket paros t-teszttel, illetve Wilcoxon signed rank teszttel
hasonlitottuk Ossze.

A higitasi sor elemeinek Htc-tal vald Osszefliggését linedris regresszid analizissel
végeztiik, az egyes elemeket Student’s t-teszttel hasonlitottuk dssze.

A patkany végtagi 1/R kisérleteknél egyirdnyu variancia analizissel (ANOVA) a
csoportokon beliil Wilcoxon tesztet, a csoportok kozott Mann-Whitney rank sum tesztet
hasznaltunk.

A keverék kutydikon végzett végtagi /R modellkisérletekben a csoportokon beliili
Osszehasonlitist ANOVA ¢és Dunnett’s teszttel végeztiik, a csoportok kdzott Mann-Whitney
¢s Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk.

A statisztikailag szignifikans eltérést p<0,05 szintnél fogadtuk el.

46



4. EREDMENYEK

4.1. Haemorheologiai mérések fajspecifikus adaptacidja

4.1.1. Haemorheologiai paraméterek osszegzo-osszehasonlito elemzése

Vorosversejt deformabilitas

A kontroll csoportokat képezd kiilonbozd fajii allatok RCTT értékeit 6sszehasonlitva
(3.5.1.1. fejezet) figyelemre mélto kiilonbségeket tapasztaltunk.

Az egértdl a sertésig csaknem linearisan emelkedd6 RCTT értékeket taldltunk, ha a
fajokat méretiik alapjan csoportositottuk (A/J inbred egér: 2,73 + 1,14; CD outbred patkany:
3,83 + 1,63; keverék kutya: 4,64 + 1,58; juvenilis sertés: 5,9 £ 2,57). Ez aldl a nyul volt
kivétel (3,24 + 1,28), ahol a mért értékek a patkanyénal kisebbek voltak (13. abra).

Osszehasonlitva ezt az RCTT eloszlast a Sysmex F-800 tipusii haematologiai
automataval mért atlagos vorosvérsejt térfogattal (mean corpuscular volume, MCV [fl]), az
egértdl (49,49 £+ 0,99 fl) a kutyaig hasonlo tendencia mutatkozott azzal a kivétellel, hogy a
nyulnal mért MCV értékek (70,54 + 2,8 fl) nagyobbak a patkanyénal (57,53 + 2,81 fl), és
majdnem azonosak a kutya értékeivel (70,95 + 6,89 fl), mig a juvenilis sertés MCV értéke
meglepden alacsonynak bizonyult (58,81 & 1,89 f1).

Osszevetve eredményeinket az idevonatkozo irodalmi, vordsvérsejt atmérokre
(d [um]) vonatkozd — faji dsszehasonlitd — adatokkal'™ azt talaltuk, hogy az altalunk mért
RCTT értékek eloszlasa vonatkozasaban szoros hasonlosdg mutatkozik (14. éabra), mely

szerint a vOrosvérsejt deformabilitas 6sszefiiggésben allhat a sejtmérettel.
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A vorosvérsejt atmérok (d [um]) normal tartomanya kiilonboz6 allatfajokban™®

Osszehasonlitva az altalunk mért RCTT értékekkel
[¥Sos J., Sosné Lodi L.: A kisérleti allatok biologiai és fiziologiai standard értékei. In: Kovach Arisztid (szerk.):
A kisérleti orvostudomany vizsgaldé modszerei. 1. kotet. Akadémiai Kiado, Budapest, 1954. pp. 109. alapjan]

48



Teljes veér és plazma viszkozitas

Patkany, nyul, keverék kutya és sertés vérébol meghatarozott teljes vér- és plazma
viszkozitas értékek Osszegzését az V. sz. tablazat tartalmazza kizardlagosan tajékozodas
jelleggel. Az egyes fajok kozott a plazma viszkozitas tekintetében 1ényeges eltérést nem
talaltunk. A teljes vér viszkozitds kiugréan magas volt patkanyok esetében, ami a 40%-0s

haematocritra vald korrekci6 utan is megmaradt.

V. tablazat: A kiilonbozo allatfajok altalunk mért viszkozitasi paraméterei

Teljes vér Plazma Korrigalt teljes vér
Faj viszkozitas* viszkozitas viszkozitas**
[mPas] [mPas] [mPas]
patkany 7,259 £ 1,540 1,443 £ 0,190 6,839 £ 1,785
nyul 4,591 £ 1,362 - -
keverék kutya 5,558 £ 0,830 1,426 + 0,188 4,075 £ 0,743
sertés 5,351 £0,672 1,561 £0,133 5,080 £ 0,667

dtlag= S.D. *90 s sebesség-gradiensnél  ** 40%-os haematocritra korrigalt értékek

4.1.2. Egy hetes kovetéses vizsgdlat kivitelezhetoségének vizsgalata

A vordsvérsejt deformabilitas standard metodikai leirdsnak megfelelé méréséhez CD
patkanytol (3.5.1.2. fejezet, n=20) 1 hetes id6-kiilonbséggel vett vérmintakbdl (2-2,5 ml),
5%-0s mérési haematocrit értékeknél meghatarozott RCTT deformabilitdsi paraméter
szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott (p=0,0098), mig a haematologiai paraméterek
nem jeleztek szignifikdns kiilonbséget, azaz a haematologiai restitutiohoz a 7 nap
elegenddnek tlint kisérletiinkben, de az RCTT értékek kiilonboztek a kiindulési allapottol
(15. é&bra). Retrospektiven ez tamasztotta ald az alacsonyabb mérési haematocriti (1-2%)

vizsgalatok helyénvalosagat kevesebb vér vételével.
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RCTT (4tlag +/-S.D.)

Operacio 1 hét milva

15. abra

CD outbred patkanyok (n=20) relative cell transit time (RCTT) értékei
miitéti vérvételkor és 1 hét elteltével (2-2,5 ml)

4.1.3. Deformabilitas méréshez higitasi sor készitése

A patkanyvérbol (n=10) készitett 1, 2, 3, 4 illetve 5%-0s vorosvérsejt-szuszpenziokbol
allo higitasi sor elemzésénél (3.5.1.3. fejezet) az altalunk vizsgalt tartomanyban kdzel linearis
Osszefiiggést talaltunk (linedris regresszi6o=0,216) a mért RCTT értékek és a haematocrit

kozott (16. abra).

- R’ =0,8452
S }

RCTT (atlag +/- S.E.M.)

1% 2% 3% 4% 5%
haematocrit

16. abra

A relative cell transit time (RCTT) és a vOrosvérsejt-szuszpenzid haematocrit értékeinek
Osszefiiggése patkany vérmintabol készitett 1-5%-ra higitott mintdkban (n=10)
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A szomszédos elemek kdzott ugyan szignifikans kiilonbséget nem talaltunk, azonban a
sz€ls6 elemek kozott mar szignifikans kiilonbség jelentkezett (1% vs. 4% p=0,0186,
vs. 5% p=0,0116; 2% vs. 4% p=0,018, vs. 5% p= 0,0115). Igy példaul az 5%-os szuszpenzi6

mért adatait nem lehet egyiitt kezelni, a 2, vagy 1%-ndl mért eredményekkel, de azonos

s

A mérések 5%-o0s haematocritt sejtszuszpenziokkal stabilnak bizonyultak az altalunk
vizsgalt allatfajokon, azaz a mintanként végzett mérések (3-3) eredményei tekintetében a
szOras mértéke nem haladta meg a 10%-ot. Azokndl a specieseknél, ahol kovetéses
vizsgalatok, vagy testméret-evidencia alapjdn kevesebb vér vételére kell szoritkoznunk, az
5%-on kiviil stabil volt nyulnal a 2%-os, illetve patkanynal az 1%-os sejtszuszpenzion végzett
mérés. Egereknél az optimalis szintén az 1%-os mérési haematocrit, bar a szoras ¢és a

sikertelen mérések szama elég nagy volt.

4.2. Végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai vizsgalata patkanyban

A kisérletbe vont 24 allatbodl 3 elhullas volt a miitétet kovetden: ebbdl 1 allat a kontroll
csoportbdl a 4. posztoperativ-, 1 allat az dloperalt csoportbdl az 1. posztoperativ-, és 1 allat az
allopurinollal eldkezelt ischaemia-reperfusids csoportbdl a 2. posztoperativ napon. Egy
esetben seb-infectio volt megfigyelhetd autophagiara utald jelekkel a femoralis régid

varratvonala koril. Ezeket az allatokat kizartuk az értékelésbol.

4.2.1. Vorosversejt deformabilitas
Az relativ sejt-tranzitidd (relative cell transit time, RCTT) az Ischaemia-Reperfusio
csoportban (I/R) figyelemre méltoan emelkedett szintet mutatott az 1. posztoperativ-

(8,552 + 1,116; vs. I/R alap: p= 0,006; vs. Kontroll: p=0,0002) és a 2. posztoperativ napon
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(14,616 = 3,766; vs. I/R posztoperativ 1. nap: p=0,0006; vs. I/R posztoperativ 3. nap:
p=0,0184; vs. Kontroll: p<0,0001; vs. Aloperalt: p=0,008; vs. AP+I/R: p=0,0025), mig a
Kontroll és az Aloperalt csoport nem mutatott szignifikans eltérést. Az allopurinollal elékezelt
csoport (AP+I/R) RCTT értékei enyhe emelkedést mutattak a 2. és 5. posztoperativ napokon,
amely eltérés azonban nem bizonyult szignifikansnak. A Kontroll és az Aloperalt csoport
alap- és 1. posztoperativ napi értékei kozott szignifikans eltérést talaltunk (p=0,0018,
p=0,0495, egyenként), amely kiilonbség a 2. posztoperativ naptol eltiint. Ennek magyarazata

a random valogatott allatok esetleges eltérd életkora, sulya, egyéni sajatsaga lehet (17. abra).

20 +1%

15 #" 0 Koniroll -
—_ @ Aloperalt _|
= 1e m IR
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¥ *

o}

E 8

~ 6 il s

E 4 - : . E T £

3l 7uil 7ml ‘m

0 | T 4 T | A -

Alap 1. 2. 3. 4. <7 T
poszioperativ napok
17. abra

Az RCTT értékek idObeni valtozasa 1 oras végtagi ischaemiat kdvetden patkanyban,

1%-0s vorosvérsejt szuszpenzidbol mérve
I/R: Ischaemia-Reperfusio csoport, AP+I/R: Allopurinol+Ischaemia-Reperfusio csoport
I/R csoportban: * p<0,001; + p<0,0001 vs. Kontroll; # p<0,001 vs. 1. posztoperativ nap;
1+ p<0,01 vs. Aloperalt; i p<0,01 vs. AP+I/R

4.2.2. Haematologiai paraméterek
A vorosversejtszam (vvs, [T/1]), a haemoglobin szint (Hgb, [g/dl]) és a haematocrit

(Hte, [%]) tekintetében az egyes csoportok kozott szignifikans eltérés nem volt. Ezek a
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paraméterek fokozatosan csokkentek, a normal tartomany als6 hatarat a 4. posztoperativ
napon lépve tul. (A normal tartomanyt a Charles Rivers Laboratory online adatai
[http://www.criver.com/techdocs/hematol/index.html] és a Sysmex F-800-as haematologiai
automata gyartojanak munkacsoportja altal megadott adatok''® alapjan fogadtuk el.)

Az atlagos vordsversejt terfogat (MCV, [fl]) és az dtlagos vorésveérsejt haemoglobin
tartalom (MCH, [pg]) értékek a normal tartomanyban maradtak, bar mindkettd enyhe
emelkedést mutatott a posztoperativ periddusban. Szignifikans kiilonbségeket nem talaltunk
az egyes csoportok kozott a 7. posztoperativ nap kivételével, ahol az MCV ¢és MCH
kifejezetten megndvekedett az I/R, és mérsékelten, de szignifikansan emelkedett az AP+I/R
csoportban a Kontroll csoporthoz viszonyitva (MCVyr: p=0,0151; MCHyg: p=0,0003;

MCHap:1r: p=0,0042) (18. abra).

80 MCHIE; 20
MCV [f] - MCHAPHIR g s [T
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0 : : v 0
Alap 2. 4. T
posgoperaly aagpok
—e—Hite ——MCV --o - MCVIR - -+ - MCV-AP{HIR —— Vs
—e—Hgb —%—MCH - -= - MCHIR —+—MCH-AP+IR
18. abra

A vorosvérsejtszam (Vvs [T/1]), a haematocrit (Htc [%]), a haemoglobin szint (Hgb [g/dl]),
atlagos sejttérfogat (MCV [fl]), atlagos haemoglobin tartalom (MCH [pg]) valtozasa
1 oréas végtagi ischaemiat kdvetden patkanyban
I/R: Ischaemia-Reperfusio csoport, AP+I/R: Allopurinol+Ischaemia-Reperfusio csoport
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A fehérveérsejtszam (Fvs, [G/1]) nem mutatott karakterisztikus és szignifikans
valtozasokat. Az I/R és a Kontroll csoportban a 2. posztoperativ naptdl a fehérvérsejtszam
csokkent, mig az Aloperalt és AP+I/R csoportokban hatrozott, de mérsékelt emelkedés

mutatkozott (19. abra).
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19. abra

A fehérvérsejtszam (Fvs [G/1]) véltozasa az id6 fliggvényében
1 oras végtagi ischaemiat kovetden patkanyban
I/R: Ischaemia-Reperfusio csoport, AP+I/R: Allopurinol+Ischaemia-Reperfusio csoport

A thrombocytaszam (Thr, [G/1]) folyamatos emelkedés mutatott minden csoportban,
szignifikdnsan magas értékeket eredményezve az I/R és az AP+I/R csoportokban a 7.
posztoperativ napon (Kontroll vs. I/R: p=0,0026; Kontroll vs. AP+I/R: p=0,0369) (20. 4bra).

Az atlagos thrombocyta térfogat (MPV, [fl]) a 2. posztoperativ napon az I/R
csoportban volt szignifikansan megemelkedett a Kontroll csoporthoz viszonyitva (p=0,0011),
majd késébb a kiindulasi értékek iranyaba tért vissza, ezt kovetden a Kontroll és az Aloperalt
csoportokkal egylitt a 4-7. napon tovabbi csokkenést mutatott. Az AP-+I/R csoportban a

4-7. nap kozott egy kismértékii emelkedés mutatkozott, amely nem volt szignifikans, és egy

mérsékelt, késleltetett valaszhoz hasonlit az I/R csoporttal 6sszehasonlitva (21. dbra).
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20. abra

A thrombocytaszam valtozasai (Thr, [G/1]) az 1d6 fiiggvényében
1 orés végtagi ischaemiat kovetden patkanyban

I/R: Ischaemia-Reperfusio csoport, AP+I/R: Allopurinol+Ischaemia-Reperfusio csoport

*p<0,003 ; 1 p<0,05 vs. Kontroll
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MPYV [fl] (atlag +/- 5.D.)
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21. abra
Az atlagos thrombocyta térfogat (mean platelet volume, MPV, [fl])

valtozasai az 1d6 fliggvényében 1 oras végtagi ischaemiat kovetéen patkanyban
I/R: Ischaemia-Reperfusio csoport, AP+I/R: Allopurinol+Ischaemia-Reperfusio csoport

*p=0,0011 vs. Kontroll
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4.3. Végtagi ischaemia-reperfusio microcirculatios vizsgalata patkanyban

Minden allat tulélte a kozel 90 perces kisérleti periodust. A laser Doppler méréfe;
fixalasa és stabil illesztése a mérési teriiletre atlagosan 3-5 percet vett igénybe. Maga az
,»occlusios’-teszt rovid id6 alatt kivitelezhetd, a mérdfej beéllitasaval egyiitt sem 1épi tul az 5-
10 perces idOtartamot, azaz a vizsgalatokat a reperfusio elsé 10 percében el tudtuk végezni. A
vizsgélatok soran eredményesen torekedtiink kikiiszobolni a 1€gzési és mas izommozgasok
altal okozott artefactumokat néhany eset kivételével, melyek adatait az értékelésbdl toroltiik.

Karakterisztikus és figyelemre mélto kiilonbségek figyelhetéek meg az 1 Orés
ischaemias periddust kdvetden az ,,occlusios”-teszt soran rogzitett laser Doppler gorbe le- és
felszalld szakaszain (leszallo: Desc, D; felszallo: Asc, A) 0sszehasonlitva a Kontroll oldallal,
illetve a beavatkozas el6tti allapottal. A leginkdbb figyelemreméltd kiilonbség a felszalld
gorbeszakaszokon latszik, jelentds megnyuldst mutatva az Ischaemiés oldalon (22/A,B ébra).

A feldolgozott és szamszerisitett adatokbol kimutathatd volt, hogy nincs szignifikans
kiilonbség a fel- és leszalld szakaszok 50%-os amplitudojanal mért id6 értékekben (Tso) a
beavatkozasok elott.

Az 1 6ras ischaemia utdn a felszallo gorbeszakasz Tsy értéke (Tspasc) (430,3 + 43,73
msec) szignifikansan hosszabb volt, dsszehasonlitva az ischaemids inzultus el6tti allapottal
(171,5 + 23,22 msec, p=0,0007), vagy a Kontroll oldallal (190,33 + 32,02 msec, p=0,0017).

A leszallo szakaszok szintén karakterisztikus valtozdsokat mutattak az ischaemisan
érintett oldalon. A Tso érték (Tsopese) (127,4 £14,82 msec) itt szignifikdnsan rovidebb volt,
mint a Kontroll oldal (Kontroll, beavatkozas el6tt = 236,00 + 26,33, p=0,0016; beavatkozas
utan = 255,83 £ 43,03, p=0,0049), vagy az azonos oldal beavatkozas el6tti allapotanak

értékeihez képest (233,83 + 26,91 msec, p=0,0029) (23. abra).

56



Grid Montage HoteBook! PrintScreen! (Quit!?
Signal Analysis - ADMIN1. RAW

i 1d Boodnsec/soreen

[Zxle Welilel

T
=
E
-
.
=
=
o
o

Time
fram
ADMIHL
[zec]

4,50

I||

Time
between
Cursors
Craz1

0, 0000 500

X
&

Area

214,91

Slope

=0, 26

—E00 0

- <]

bfu

A

brid Hontage MHoteBook! PrintScreen! Quit!?
Signal Analysis - ADMINI1. RAW

b 1d SO00msec/screen

T, Q)

SES
+
E:
=3
Sl
o
o
=
o

Time
fram
ADHIHL
[sec]

57,50

Time
m between
s CUFSOrs
Cr=1
O G

2500

Area

47,92

Slope

1
=
.
i)

—En

|
-~
II

b

B

22. abra

Az ,,occlusios”-tesztek soran rogzitett laser Doppler jel analizisekor (Haemosys szoftver)

kinyomtatott két karakterisztikus gorbe 1 6ras végtagi ischaemia el6tt és utan patkanyban
A: a normal allapotnak megfeleld ,,occlusios’-teszt gorbe a Kontroll oldalon, illetve a beavatkozas el6tt,
B: az 1 oras ischaemiat kdvetd allapotra jellemz6 gorbe. A nyilak a felszallo gorbeszakaszra mutatnak:
az ép allapothoz képest jelentés megnyulas figyelheté meg az ischaemiasan karosodott oldalon.
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23. abra

A leszallo és felszallo szakaszok Tso [msec] értékeinek valtozasa
a Kontroll és az Ischaemias oldalon a beavatkozasok elott és utan

1 orés végtagi ischaemias modellben, patkanyon
*p<0,05 vs. leszalld, vs. Kontroll

*
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‘ O Kontroll M Ischaemias ‘

24. abra

A D/A index (D/Ai=Tsopesc/ Ts0asc) €rtékeinek valtozasa

1 oras végtagi ischaemias modellben, patkdnyon
*p<0,05 vs. elétt, vs. Kontroll
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A D/A index (D/Ai=Tsopese/ Ts0asc) tekintetében ez azt jelenti, hogy az index 1,00
feletti értékekrél 1,00 alatti értékekre valtott (D/Ai Kontroll oldal, eldtt = 1,329 + 0,08,
p<0,0001; D/Ai Kontroll oldal, utan = 1,332 + 0,06, p=0,0014; D/Ai Ischaemias oldal,
beavatkozas eldtt = 1,386 = 0,05, p=0,0012 vs. D/Ai az 1 o6ras ischaemia utan = 0,316 +

0,048) (24. 4bra).

4.4. Prolongalt végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai vizsgalata keverék kutyan

4.4.1. Viorosvérsejt deformabilitas
Az Aloperdlt csoport RCTT értékei a miitéti periodus alatt, valamint az 5.
posztoperativ napig jelentds valtozasokat nem mutattak, bar a 3-4. napon mérsékelt, de nem

jelentds csokkenés latszott.
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25. abra

A relative cell transit time (RCTT) értékek valtozasa
az Aloperalt és az Ischaemia-Reperfusios (I/R) csoportban

3 oras végtagi ischaemiat kovetden keverék kutyan
* p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. Aloperalt, + p<0,05 vs. 3. nap
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Az Ischaemia-Reperfusids csoport (I/R) deformabilitasi paraméterei a miitéti periddus
soran lényeges valtozast nem mutattak. A posztoperativ iddszakban kiugréan magas RCTT
értékeket talaltunk a 2. és 3. posztoperativ napon (8,698+1,803; 9,861+1,741), amely
emelkedés az alapértékhez (4,656+0,286) képest szignifikans volt (p<0,0001). A 3.
posztoperativ napon az Aloperalt csoport értékeihez (3,38+0,53) képest is szignifikans
kiilonbséget talaltunk (p=0,0023). Ez a 2. ¢és 3. napon jelentkez6 RCTT kiugras a 4-5. napra
mérséklddni latszott, a 4. posztoperativ napon mért értékek (4,67+0,505) szignifikansan

alacsonyabbnak bizonyultak a 3. napon mért értékekhez képest (p=0,0086) (25. abra).

4.4.2. Teljes vér viszkozitds
A 90 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitds értékeket vizsgalva, az
Aloperalt csoportban a miitéti periodus alatt mérsékelt viszkozitias emelkedést talaltunk,

amely egészen az 1. posztoperativ napig tartott, majd a 2. posztoperativ napra lecsokkent.
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26. abra

A90s! sebesség-gradiensnel mert teljes vér viszkozitas (TVV) értékek valtozasa
az Aloperalt és az Ischaemia-Reperfusios (I/R) csoportban

3 oras végtagi ischaemiat kovetden keverék kutyan
* p<0,05 vs. alap
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Az I/R csoport teljes vér viszkozitasa a 3 6rds ischaemias periddust kovetd 30. percben
vett mintdban volt magasabb, majd csucspontjat az 1. posztoperativ napon elérve
(6,558+0,891 mPas; p=0,0377 vs. alap) a 2-5. posztoperativ napig mérsékelt iitemii
csokkenést mutatott (26. abra).

A 10 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitds az 1. posztoperativ napon
emelkedett értékeket mutatott mindkét csoportban, szignifikans valtozas csak az Aloperalt
csoportban volt megfigyelhetd (alap vs. 1. nap: p=0,0232). Ebben a csoportban a viszkozitas
értékek a 2. posztoperativ napra lecsokkentek az alapértékekhez kozeli tartomanyba, majd a
3-5. napon hullamzo lefutast gorbét kdvetve tovabbi, mérsékelt csokkenést mutattak. Az I/R
csoportban a 2-3. posztoperativ napon szignifikdnsan magasabb értékeket talaltunk az

Aloperalt csoportokhoz viszonyitva (p<0,05, p<0,02, egyenként) (27. 4bra).
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27. abra

A 10 s™" sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitas (TVV) értékek valtozasa

3 oras végtagi ischaemiat kovetden keverék kutyan
* p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. Aloperalt
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A 40%-0s haematocritra korrigalt teljes ver viszkozitas értékek valtozasa jol kovette a
plazma viszkozitds és a fibrinogén szint valtozasokat (lasd késobb). A posztoperativ
periddusban csokkenést mutatdé haematocrit (lasd késébb) teljes vér viszkozitast befolyasolo
hatasanak korrekcioja utan a teljes vér viszkozitas értékek a posztoperativ periddusban az I/R
csoportban emelkedett értékeket mutattak. A legmagasabb értékek az 5. posztoperativ napon

mutatkoztak a (5,55+0,257 mPas, vs. Aloperalt: p=0,0409; vs. alap: p=0,0148) (28. abra).
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28. abra

A 40%-0s haematocritra korrigalt teljes vér viszkozitas (TVV) értékek valtozasa

3 oras végtagi ischaemiat kovetden keverék kutyan
* p<0,05 vs. alap, vs. Aloperalt

4.4.3. Plazma viszkozitds

A csoportok plazma viszkozitas (PV) értékeinek kezdeti homogenitdsa mar a 3 oras
miitéti periddus végére megvaltozott.

Az Aloperalt csoportokban plazma viszkozitas emelkedést talaltunk a 3 oras periodus
végén, a legmagasabb értékek az 1. posztoperativ napon mutatkoztak (1,597+0,068 mPas, vs.

alap: p=0,0459), majd a PV a 2-5. posztoperativ napon a kiindulasi értékek ala csokkent.
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29. abra

A plazma viszkozitas (PV) értékek valtozasa az id6 fiiggvényében
3 oras végtagi ischaemiat kovetden keverék kutyan
* p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. Aloperalt

Az I/R csoport PV értékei az 1. posztoperativ napra megemelkedtek (1,572+0,171
mPas) a kiindulasi értékekhez képest (1,29+0,041 mPas), majd a 2-3. posztoperativ napra
tapasztalt mérsékelt csokkenés utan a 4-5. posztoperativ napon szembetiind emelkedést

mutattak (5. nap: vs. Aloperalt: p= 0,0007, vs. alap: p=0,0014) (29. &bra).

4.4.4. Fibrinogén szint

A mitéti periddus alatt jelentds fibrinogén szint valtozas nem volt megfigyelhetd. Az
1. posztoperativ naptol kezdédéen minden csoportban folyamatos emelkedést talaltunk, amely
a 3-5. posztoperativ napra stabilizalodni latszodott. A legnagyobb mértékii fibrinogén szint
emelkedés az I/R csoportban mutatkozott, ahol az 1. és 2. posztoperativ nap értékei kozott
kozel kétszeres valtozast talaltunk (2,806+0,271 — 5,034+0,12 g/1; p<0,0001).

Az I/R csoportban mért fibrinogén szintek a 2-5. napon szignifikdnsan magasabbak

voltak a kiindulasi értékekhez képest (p<0,0001, p=0,001, p=0,0003, p=0,001 1, egyenként),

63



mig az Aloperalt csoport esetében ez a jelents eltérés csak a 3. naptol volt megfigyelhetd, de
az 5. napig szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az alapértékekhez képest (p=0,0154,

p=0,0373, p=0,0315, egyenként) (30. abra).
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30. abra

A fibrinogén szint (Fbg) valtozasa

3 oras végtagi ischaemiat kovetden keverék kutyan
* p=/<0,001 vs. I/R alap, #p<0,05 vs. Aloperalt alap
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31. abra

A haematocrit (Htc) valtozasa az 1d6 fliggvényében

3 oras végtagi ischaemiat kovetden keverék kutyan
*p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. 1. nap, + p<0,05 vs. 3. nap
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4.4.5. Haematocrit

A haematocrit értékek mérsékelt emelkedést mutattak a mitéti idészakban
mindkét csoportban, amely ardnyaiban a 3 6ras periddust koveté 30. percben (3h+30’)
volt a legnagyobb.

Az 1. posztoperativ napra a kiindulasi allapothoz képest mindkét csoportban
emelkedett haematocritot mértiink, amely az Aloperélt csoportban volt a legnagyobb mértékii
(»=0,0428). A 2-5. posztoperativ napon a haematocrit értékek lecsokkentek, amely
tendenciézus csokkenés az I/R csoportban lassabban manifesztalédott. A legnagyobb
mértékll, szignifikdns haematocrit érték csokkenés az 1. és a 2. posztoperativ nap kozott az
Aloperalt csoportban volt megfigyelhetd (p=0,0335).

A 2- 3. posztoperativ nap kozott jelentds valtozast nem talaltunk, mig a 3-4. nap kozott

az I/R csoportban szignifikdns haematocrit csokkenés mutatkozott (p=0,0277) (31. ébra).

4.4.6. A kirekesztett véndas vér tulajdonsdgai az ischaemia-reperfusios csoportban

Az /R csoport mitét eldtt és a kirekesztett végtagbol vett (vénas) vérmintdinak
haemorheologiai paramétereit a VI. sz. tdblazat foglalja dssze.

Az RCTT, a 90 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitas, valamint a
haematocrit értékek a kirekesztett régiobol vett mintdkban mérve szignifikdnsan magasabbnak
bizonyultak az alapértékekhez képest (p=0,0011, p=0,036, p=0,0001, egyenként). A 40%-0s
haematocritra korrigalt teljes vér viszkozitds, valamint az alacsonyabb sebesség-gradiensnél
(10 s mért vérmintak teljes vér viszkozitasa szignifikdnsan nem kiilonbozott egymastol
(adat nincs feltiintetve).

A plazma viszkozitas és a fibrinogén szint emelkedett értékeket mutattak a kirekesztett

végtagbol vett mintakban az alapértékekhez képest, de a kiilonbség nem volt szignifikans.
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VI. tablazat: A kirekesztett végtagbol vett vérmintak rheologiai paramétereinek
valtozasa 3 oOras végtagi ischaemidt kovetden keverék kutyan

alap kirekesztett vér p

(atlag = SD.) ériék
relative cell transit time (RCTT) 4,656 +0,949 9,018 + 3,515 0,0011
teljes vér viszkozitds (TVV) 90 s —nal [mPas] 5,278 + 0,837 6,766 = 1,189 0,036
40% Htc-ra korrigalt TVV [mPas] 3,753 £ 1,061 4,237+ 0,640 n.s.
plazma viszkozitas [mPas] 1,29 + 0,092 1,65+ 0,331 n.s.
haematocrit [%] 52,84 + 7,042 67,98 +44 0,0001
fibrinogén [g/1] 2,255+ 0,387 2,825 +0,789 n.s.
n=5 szignifikancia szint p<0,05 Wilcoxon signed rank teszt

Osszehasonlitva ezeket az eredményeket a kozvetleniil felengedés utdn vett szisztémas
vérmintak paramétereivel (32. abra), tovabbi eltérések figyelhetoek meg:

Az RCTT értekek a kirekesztett végtagokbol vett mintdkban szignifikansabban
magasabbak voltak a felengedés utani (3h) szisztémas érté¢kekhez viszonyitva is (p=0,034).

A 90 s'-ndl mért teljes vér viszkozitds értékek vonatkozasaban ez a kiilonbség nem
volt megfigyelhetd, bar a szisztémas vérmintak értékei alacsonyabbak voltak a kirekesztett
mintak értékeinél. A korrigalt viszkozitas értékek nem mutattak jelentds eltérést.

A plazma viszkozitas véltozésa tendencidzus jellegli volt, szignifikdns kiilonbséget
nem talaltunk. A valtozasok jol kovették a teljes vér viszkozitasnal ismertetett eltéréseket.

A fibrinogén szint jelent0s valtozast nem mutatott, bar mérsékelt emelkedés volt
megfigyelhetd a kirekesztett mintakban.

A haematocrit is a kirekesztett mintakban mutatott mérsékelt emelkedést.
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32. abra

A haemorheologiai paraméterek valtozasa 3 Oras végtagi ischaemiat kovetden

a kirekesztett végtagbol és a szisztémas keringésbdl nyert vérmintakban keverék kutyan
RCTT = relative cell transit time, TVV =teljes vér viszkozitds, PV = plazma viszkozitas,
Fbg = fibrinogén szint, Htc = haematocrit
atlag + S.EM., *p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. kirekesztett
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5. MEGBESZELES

5.1. Haemorheologiai mérések fajspecifikus adaptdacidja
Szamos tanulmany foglalkozik a kiilonb6zo speciesek haemorheologiai faktorainak
Osszehasonlitdsaval human adatok és allatfajok (emldsok, madarak, halak, kétéltiiek)

. 10, 13, 29, 32, 60, 83, 117, 176, 177,
vonatkozasaban.

' A kiilonbdzé allatfajokon végzett
haemorheologiai mérések eredményei alatamasztjak azt a megallapitast, hogy 0sszehasonlitd
vizsgalatokat csak a fajspecifikus tulajdonsagok, adott fajra adaptalt, standardizalt
méréstechnikai modszerek hasznalataval lehet végezni.

A Kkisérletes orvostudomanyban leggyakrabban hasznalt allatfajokon (egér, patkany)
végzett tobb napos, vagy tobb hetes kovetéses vizsgdlatok egy része is az értékes
informéciokat nyajtd haemorheologiai faktorok vizsgalatanak fontos szerepét tamasztja ala.

A haemorheologiai paraméterek kozlil a vérdsvérsejt deformabilitas specifikus
informaciot ad a vordsvérsejtek mechanikai allapotardl, melyeket orokletes vagy szerzett
tényezOk alakithatnak ki. A vordsvérsejt deformabilitasi vizsgalatokhoz sziikséges és a kis
laboratériumi  allatok esetén rendelkezésre 4allo, lebocsathaté vérmennyiség kozotti
incongruentia sziikségessé tette az altalunk hasznalt filtracidos metodika revidealasat, illetve a
sziikséges valtoztatasok elvégzését.

A deformabilitas mérésre alkalmas filtrométerek koziil Magyarorszagon a leginkabb
hasznalatosak a Carat FT-1 és M-200 tipusu filtrométerek, melyek alkalmazéasa centrumokhoz
kotott  (Pécs, Budapest, Szeged, Debrecen). A vordsvérsejt szamos alkotdelemén
bekovetkezett elvaltozas hatassal lehet az egész sejt deformabilitasi képességére.'*'7°

A kiilonféle pathologids folyamatokban szamos kisérletes adat bizonyitja a

vorosvérsejt deformabilitas véltozasanak jelzd értékét. Igy adatok vannak a deformabilitas
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132

megvaltozasardl sepsisben,®” ischaemia-reperfusio okozta karosodasokban, oxidativ

34, 73,74, 120 14, 58, 161 18, 37,79

stresszben, splenectomia kovetkezményeként, tumoros allapotokban,

9, 141, 143 39, 162, 171

valamint diabetesben, cardio- és cerebrovascularis korképekben. Ezeken
kiviil jelentdsége van gerontologiai kutatasokban is.”’

Osszehasonlitva szdmos, intézetiink kisérleteinél hasznalt kiilonbozé allatfaj (egér,
patkany, nyul, keverék kutya, sertés) deformabilitas értékeit szembetiind kiilonbségeket
talaltunk, amelyek Osszefiiggésbe hozhatdak a vordsvérsejtek méreteivel. Ez az Gsszefliggés a
legszembe6tlSbb a sejtek atmérdjében volt.'

Az altalunk, haematologiai automatdval (amely impedancia elven torténd

sejtszeparalas alapjan valogatja szét a sejteket adott mérettartoméany szerint) mért atlagos
vorosvérsejt térfogatok (MCV) jo megkozelitéssel kovették az RCTT értékeket. Ez azt
sugallja, hogy a nagyobb sejtméret a deformabilitas csokkenését vonhatja maga utan.
Hasonl6 kovetkeztetésre jutott Katyukhin és munkacsoportja 1998-ban, akik tobb emldsfaj
vérsejtjeinek méreteit, deformabilitasat, Ca®’- és Na'/K'-ATP-4z aktivitasat hasonlitottak
ossze.”> Chen és munkatarsai 1994-ben egér, patkany és ember viszonylatiban az MCV
értekek kozott szignifikdns kiilonbséget talaltak (egér<patkdny<ember), ami korrelacioba
vonhat6 a haemodynamicai jellemzékkel is, mint a vorosvérsejt aramlasi sebességgel.”’

Méréseink soran sertésben alacsonyabb MVC értékeket talaltunk, mint amit az RCTT
értekek alapjan vérhattunk volna. Erre magyarazatot nem talaltunk. Az allatok
vorosvérsejtszama nem volt alacsony, altalanos allapotuk jo volt, anaemidra utald jelek nem
voltak, igy okként feltételezhetjiik a Durok/Cornwall fajta juvenilis adottsagait.

A vorosvérsejtek deformabilitdsanak meghatarozé tényez6i kozé tartoznak a
feliilet/térfogat arany ¢s morphologiai jellemzok is, igy valdsziniisithetd, hogy ezeken a

faktorok beliil is tobb tényezd egyiittesen hatarozza meg a fajspecifikus deformabilitési

adottsagokat.
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A Carat FT-1 filtrométeriinkben 5 um atmérdjii pérusokat tartalmazo sztiromembrant
hasznaltunk. Baskurt hasonld elvii eljaras szerint végzett vizsgalatai is azt tdmasztjak ala,
hogy a vorosvérsejtek deformabilitasi tulajdonsagai dontéen a sejtek méretével korrelalnak.'
Vizsgalatait Cell Transit Analyzer-en (CTA) végezte, amely szintén filtracids technikat
alkalmaz 5 pm atmérdjii porusokat tartalmazo filteren keresztiil. Jelen munkéaban alkalmazott
filtrométer és mas, filtracios elven mikodo eszkdz szamara nemcsak 5 pm-es, hanem 3,
illetve 8 um atméréjii porusokat tartalmazo filterek is forgalomban vannak, utobbiak altal
kiszélesitve a palettat a fehérvérsejtek deformalhatosaganak vizsgalatira is.''® A 3 pm-os
filterek lehet6vé teszik a kisallatok vérének mas standardokhoz viszonyitott deformabilitasi
vizsgalatait, bar a mérOmodszer szenzitivitdsa erdteljesen valtozhat a sejt-/porusméret arany
kovetkeztében.'' Eziranyu vizsgalataink folyamatban vannak.

A teljes vér és plazma viszkozitas eredményeket Osszehasonlitva szintén
kiilonbségeket talaltunk a vizsgalt fajok kozott.

A legszembetlindbb eltérést a patkdnyban mért teljes vér viszkozitas jelentette, amely
rendkiviil magasnak bizonyult, és a 40%-o0s haematocritra val6 korrekci6 utan is megmaradt.
A plazma viszkozitdsuk nem tért el jelentdsen a tobbi fajétél, a mérések soran a
kiiszobfesziiltség nem esett hibatartomanyba (15-20 mPa {61¢), igy valdszinlisithetd, hogy
egyéb faktorok alakithattak igy a képet, pl. aggregatumok, illetve a fibrinogén molekulak és a
vorosvérsejtek egymas kozotti kdlesonhatasanak faji jellegzetessége.

Baskurt és munkacsoportja a fajok kozotti vorosvérsejt aggregatids kiillonbségeket vizsgalva
szignifikans eltéréseket talalt (nytl~tengerimalac<patkdny<ember<l6)."" Ez azonban nem
feltétleniil vonja maga utan a teljes vér viszkozitds novekedését, hiszen az aggregatios
folyamatok meghatarozott koriilmények kozott kovetkeznek be (sebesség-gradiens,

fibrinogén, haematocrit fiiggd).
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Vizsgalataink t4jékozodo jellegét erdsiti az egyes fajok esetén kiillonbozdé helyrol
tortént vérvétel modja, mely az adott kisérleti protokoll fiiggvénye volt.

A faji kiilonbségek Osszehasonlitdsa utdn adott fajon belill kivantuk a megfeleld
modszertani adaptaciot elvégezni. Az eredetileg hasznalt metodikai leirds szerint
meghatdrozott vérmennyiség biztositasa kis laboratoriumi allatoknal (egér, patkany) komoly
nehézségekbe iitkozik, patkanyok esetén is ekkora mennyiségli (2-2,5 ml) vér vétele csak
egyszeri alkalommal Ilehetséges allatkiméleti szempontbol. A patkanyok vérmennyisége
5,5-6,5 ml/100g-ra tehetd,*® az egy alkalommal maximalisan lebocsathatd, az allat életét
kozvetleniil még nem fenyegetd mennyiségti vér kozépsulya (250-350 g-os) allatok esetén
2,5-3 ml.” Igy a vizsgalatokhoz egy alkalommal sziikséges, az eredeti metodika szerint
meghatdrozott mennyiség is komoly vérveszteségnek tekinthetd patkany esetében.

A tobb napos kovetéses vizsgalatok sziikségessége magaban foglalja a gyakoribb, akar
naponkénti vérvételek igényét is. Eldkisérletiink soran 1 hetes iddkiilonbséggel 2-2,5 ml vért
vettiink patkanyoktdl és a mintdkbol készitett 5%-os szuszpenziobol meghataroztuk a
deformabilitasi paramétereket. A vizsgalat soran a haematologiai paraméterek jelentds eltérést
nem mutattak, az RCTT értékek azonban szignifikdnsan alacsonyabban voltak, azaz a
vorosvérsejtek deformabilitdsa 1ényegesen jobb volt. Az 1 hetes periddust talélték az allatok,
a haematologai restitutiohoz a 7 nap elegendének tlinik. A 2-2,5 ml vér vétele egy
haemopoieticus indukcidt jelenthetett, mely kdvetkeztében a keringésben nagyobb szdmu,
fiatal, jo mechanikai tulajdonsagokkal rendelkezd voOrosvérsejt jelenhetett meg. Ez
magyarazhatja a javulo deformabilitasi paramétereket a 7. napi mintdkban.

Ezek a megfigyelések tobb kovetkeztetés vonnak maguk utan. Kovetéses vizsgalatot a
standard metodikai leirds szerint meghatarozott vérmennyiséggel patkanyban nem lehet
végezni, még akkor sem, ha az adott kisérlet soran a vérvételek 1 hetes iddintervallumban

kovetik egymast. A javuld RCTT értékek a tervezett kisérletekben dlnegativ eredményeket
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adhatnak. Ehhez a megallapitashoz figyelembe kell venni azt is, hogy allatkiméleti
szempontbol tobb héten keresztiil huzoédd vizsgéalatokat nem végeztiink. Kovetéses
vizsgalatok, és kifejezetten az ischaemia-reperfusioval Osszefiiggd kisérletek soran igény
lenne a naponkénti vizsgalatokra is, ezért a laboratoriumi tesztek céljabol lebocsatott
vérmennyiség csOkkentése elengedhetetlen. A voOrdsvérsejt deformabilitds metodikéja
teoretikusan lehetévé teszi a sziikséges vérmennyiség csokkentését abban az esetben, ha a
szuszpenziot 5%-nal kevesebb haematocritira, akar 1%-osra higitjuk. Ez azonban
nehézségeket idézhet eld a mérésekben. Megvaltozott fizikai viselkedést feltételezhetiink a
filtrométerben mozgd sejtszuszpenzio és a filter viszonylatdban, hiszen kortilbeliil 80%-kal
megfelelden. 10%-o0s haematocrit alatt a vordsvérsejt-szuszpenzid newtoni tulajdonsagot
mutat.?! A fehérvérsejtek porusblokkold részecskeként viselkednek, egy vordsvérsejthez
képest 200-1000-szeres aramlaslassuldst okoznak,’' valamint nem elhanyagolhaté a
vorosvérsejtek  porusokon beliili interakcidja sem. Ismert, hogy 10-30% kozotti
sejtszuszpenzié haematocrit novekedés az RCTT értékek emelkedését vonja maga utén.’
Feltételezhetd, hogy az 5%-ndl alacsonyabb haematocriti szuszpenzidknal kevesebb
porusokon beliili interakciora és porusblokkold részecskére (pl. fehérvérsejt) lehet szamitani.
Kisérleteink egyik szakaszaban vordsvérsejt-szuszpenziobol higitasi sort készitettiink,
hogy megvizsgaljuk a szuszpenzidoban mért RCTT értékeket a haematocrit fliggvényében 1-
5%-ig. Az altalunk vizsgalt tartomanyban csokkend tendenciat talaltunk az RCTT értékekben
az 1%-0s szuszpenzid iranyaba. Az Osszefiiggés kozel linearis volt. A kapott szignifikans
kiilonbségek azt sugalljak, hogy a kiilonb6z6 haematocriti szuszpenzional mért értékeket nem

crer

eredményeknél erre lehetéség van.
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Munkank eredményeként tehat lehetoségiink nyilt 1%-os vorosvérsejt-szuszpenzio
haszndlataval meghatarozni a vorosversejt deformabilitasi paramétereket, amelyhez 0,5-0,6
ml vér vétele elegendd lehet. Igy patkdnyban alkalmassd vdlik a médszer a filtrométerrel
torténd vorosvérsejt deformabilitasi kovetéses vizsgalatok elvégzésére, amelyre az
irodalomban nem taldltunk példat. Megjegyeznénk, hogy ezzel a beallitassal egerekben is
tudjuk vizsgalni a voOrdsvérsejt deformabilitast, azonban a kicsiny testtomegiik miatt
kovetéses, tobb vérvételt igényld vizsgalatot végezni nem tudunk.

E moédszertani résznél kell megemliteni a vorosvérsejt deformabilitasi mérések
koriilményeit. A filtracios mérések pontossagat nagyban befolydsolja a mérési kornyezet
hémérséklete. A hdmérséklet emelésével 5-45 °C kozott a vordsvérsejtek sziirhetdsége javul,
45 °C felett viszont nehezen filtralhatova valik.* A médszertani ajanlasok szerint elegendd az
allando szobah8mérséklet biztositasa (22 + 1°C)."*

A vordsvérsejtek kornyezetének pH-ja €s ozmotikus nyomasa is befolyasolja
szlirhetdségiiket. A 7,4-es pH-tol illetve a 295 mOsm/l-es optimumtdl barmilyen irdnyba vald
eltérés csokkentheti a vorosvérsejtek deformabilitasat.'™ Az intracellularis ATP tartalom
csokkenése a sejtvolumen dinamikus szabalyozasi folyamatainak hanyatldsa miatt vezethet a
csokkent deformabilitishoz.'®® A vérvétel utan a vordsvérsejtek energiatartalékai iitemes
fogyatkozast mutatnak, kivaltképpen, ha eredeti kornyezetiiktél megfosztva, példaul PBS-sel
készitett szuszpenzioként taroljuk Sket. Igy ajanlott a vérlebocsatas utan a vizsgalatokat 120
percen beliil elvégezni.™® Elterjedt a gliikozt is tartalmazé PBS oldat alkalmazasa, amely
megnoveli a mintavétel és a mérés kozotti megengedhetd iddintervallumot.

Az ,,Anyagok ¢és modszerek™ fejezetben leirtak alapjan minden mérésnél biztositottuk
a standard metodikai eldiras szerinti mérési kornyezetet és feltételeket, a vérvételtdl a mintak

tarolasan és elOkészitésén keresztiil a filtrométeren valdo mérésig.
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Osszefoglalva, (I) a haemorheologiai paraméterek fajspecifikus kiilonbségeket
mutatnak. A filtrométerrel torténd vordsvérsejt deformabilitds mérés alkalmas az
erythrocytakat ért hatasok tanulmanyozasara. (1) Az dltalunk eszk6zolt meérési beallitasokkal

lehetoség nyilt ezen késziilékkel a valtozasok kovetéses vizsgalatara patkanyban.

5.2. Végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai vizsgalata patkanyban

Az 1%-o0s deformabilitds mérési beallitast hasznaltuk 1 hetes kovetéses vizsgalatban
patkany hatsé végtagi ischaemia-reperfusio vonatkozasdban. A metodikai eljaras
kivitelezhetd volt, bar a naponkénti vérvételek hatdsara a haematologiai paraméterek mérsékelt
tendenciat mutattak az anaemia felé.

A rovid id6tartamt, I oras ischaemia és az azt kovetd reperfusio jol kimutathato
valtozasokat — eredményezett a vorosversejtek  deformabilitasaban —valdszinlileg a
szabadgyokok karositd hatasdnak tudhatd be— amely allopurinol elékezeléssel kivédheto volt.
Ahogy az attekintd fejezetben emlitésre keriilt, a szabadgyokok, foként a reaktiv oxigén
intermedierek (ROI) kiilonb6z0 mechanizmusokkal kérosithatjdk a vordsvérsejteket, azok
rigiditasat, pusztulasat okozva.

McCord szerint a toxikus oxigén metabolitok legnagyobb részben a kordbban
ischaemias szovetek reperfusiojakor keletkeznek. Feltételezte, hogy ezek a metabolitok
xantin-oxidaz(XO)-dependens folyamatok soran szabadulnak fel. A teodria szerint az
ischaemia a sejtek ATP tartalmdnak csokkenését okozza, amely a hipoxantin-xantin, xantin-
hagysav atalakuldson megy keresztiil, amelyet a XO katalizal. Normalis koriilmények kozott a
szovetekben az enzim kozel 90%-a xantin-dehidrogenadz (XD) forméjaban van jelen. Az
ischaemia alatt a XD XO-za konvertalodik, amely a reperfusio soran megjelend oxigént
hasznalja elektron-akceptorként, és szuperoxid aniont general (2. dbra). A XD/XO konverzio

105

kalcium és protedz-dependens folyamat.” ™~ Az ischaemia-reperfusio soran a XO miikddése
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1 14 . g e iy e 12 mr s ’ . .
07147 szuperoxid gyokok keletkeznek a megzavart mitkdésii nitrogén-oxid-szintaz,

mellett
aktivalt neutrophilek,'®' valamint a mitochondrialis elektrontranszport-linc, és az
arachidonsav metabolizmus 4ltal is.°' Tovibba Vega és munkatarsai kimutattdk, hogy az
ischaemias (5h) izomszovetbdl felszabadult és vérkeringésbe keriilt XO-t a maj felveszi, ahol
hatassal van a Kupffer-sejtek és polymorphonuclearis neutrophilek aktivacidjara, igy
kozvetetten részt vehet a végtagi reperfusiot esetenként kovetd multiple organ failure
kialakitasaban.'”

Az allopurinol (tautomerikus keveréke az 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-olnak és az
1,5-dihidro-4 H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-onnak) inhibitora a  xantin-oxiddz enzimnek,
amely blokkolasan keresztlil csokkenti a szuperoxid gyokok keletkezésének mértékét. A
szabadgyok képzddés csokkentésének képessége alapjan az allopurinol alkotoeleme a
oldatnak."”" '* Az allopurinol fehér por, amely vizben gyengén, kalium-, vagy natrium-
hidroxidot tartalmaz6 oldatokban azonban jol oldodik. Kisérletiinkben az allopurinolt
folyamatos keverés ¢és enyhe melegités mellett fizioldgias sooldattal elegyitettiik, vallalva a
lehetséges nem oldott allopurinol jelenlétét is. Ezt az elegyet intraperitonealisan alkalmaztuk
50 mg/kg dozisban, amely ebben a beadasi mddban €s mennyiségben szamos irodalmi adattal
alatamaszthat6. > ** ' Az intraperitonealisan alkalmazott allopurinol hatassal lehet a
neutrophilek mobilizacidjara, amely a XO inhibiciobdl kovetkezd csokkent szabadgyok
képzédésre vezethetd vissza.™

A fiziologids sooldatban valo alkalmazas mellett szol, hogy el akartuk keriilni a
folosleges, sav-bazis egyenstlyt érintdé hatast, amelyet a ligos allopurinol oldat jelentett
volna, és ami tovabb befolyasolhatna a vorosvérsejt deformabilitdst, hiszen a pH fiziologias
94, 144, 180

értéktdl vald barmilyen iranya valtozasa hatassal van a vorosvérsejtek flexibilitasara.

Az elkészitett allopurinolt tartalmaz6 folyadék optimalis turbiditadsnal mért pH-ja 6,9 volt. Az

75



allopurinol elékezelést fél oraval az ischaemids inzultus eldtt alkalmaztuk. Az allopurinol
plazma felezési ideje 1-2 6ra, mig f6 metabolitja, az oxipurinol (alloxantin) — amely szintén
XO gatlo tulajdonsagu — plazma felezési ideje 15 orara tehetd. Kovetkezésképpen a XO
inhibici6 hatékony lehetett az ischaemids inzultust kovetd reperfusio alatt, kdzel egy napig.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az ischaemia-reperfusio altal okozott
vorosvérsejt deformabilitast allopurinollal mérsékelni tudtuk. A szabadgyokok vorosvérsejten
belili (pl. XO), illetve kiviili (fehérvérsejtek) forrasatol fiiggden a ROI-ek eltérden
modosithatjak az erythrocytak rheologiajat, a deformabilitas valtozason, illetve az aggregatio
befolyasolasan keresztiil,'* de nem elhanyagolhato a nitrogén-oxid, illetve annak toxikus ROI-
ekkel képzett szarmazékainak hatasa sem.”

A posztoperativ periodusban a fehérvérsejtszam valtozasa nem volt karakterisztikus,
sem szignifikdns. A fehérvérsejtek szerepe az ischaemia-reperfusio pathogenesisében jol

ismert.” 1°

A méréseink sordn felmertilhetett egy probléma, ami a ragcsalok vérének
apertura-impedancia elven miikodé haematologiai automataval (mint az altalunk hasznalt
Sysmex F-800 is) torténd vizsgalatanal jelentkezhet, amely a fehérvérsejtek quantitativ és
qualitativ  paramétereinek  szorasiban  és  variabilitisaban  nyilvanul  meg.'"
A 2. posztoperativ napot kdvetden az ischaemia-reperfusios és a kontroll csoport egymashoz
hasonl6 valtozasokat mutatott, a fehérvérsejtszam csokkent, mig az aloperalt csoportban
novekedést talaltunk, amit az allopurinollal eldkezelt ischaemia-reperfusids csoport hasonld
tendenciaval kovetett a 4. napig. Ezt kdvetden ez utdbbi csoportban is fehérvérsejtszam
csokkenést talaltunk. Ezek az eredmények sugallhatjdk a fehérvérsejtek eltérd distributiojat az
ischaemias szovetben.

A sebészeti beavatkozasok utani reakciok hasonlatosak lehetnek az akut fazis

torténésekhez, amelyben fehérvérsejtszam emelkedés figyelheté meg.”' A kontroll allatok

esetén a sebészi trauma minimalis volt, amit az eredményeink is tiikroznek. Az ischaemids
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csoportban meghataroz6é volt a beavatkozasok altal okozott traumatizacio, tovabba az
ischaemia altal érintett szovet reperfusiojakor a leukocytak adherentidja, migratioja figyelhetd
meg,''® mely mértékétél fiiggden befolyasolhatja fehérvérsejtek keringésben vald
megoszlasat. Az aloperalt csoportban bérmetszés, az erek preparalasa és a miitéti teriilet
1 6ranyi idétartamra nyitottan hagyott allapotat kovetd sebzaras tortént, mig az allopurinollal
elékezelt csoportban hasonld beavatkozast végeztiink, mint az ischaemia-reperfusios
csoportban. Racz és munkatarsai szintén rovid idOtartamti végtagi vazizom ischaemiat
vizsgaltak. Azt talaltak, hogy az 1 és 2 6ras ischaemiat kovetd korai reperfusids idészakban a
granulocyték endotheliumhoz t6rténd nagy szdmban vald kitapadasa zajlik.'> Dammers és
munkatarsai patkdnyban 1, illetve 2 oras végtag ischaemiat kovetd reperfusio alatt a bdr
venuldiban szignifikdns mértékii leukocyta rolling és adhering jelenséget figyeltek meg
intravitalis video-mikroszkopidval, mig az izomban ez a szignifikdns valtozas nem volt
kimutathatd. A hisztologiai vizsgalat a myocytdk duzzadasat és a szarazanyag tartalom
megvéltozasat mutatta ki.*’

A thrombocytaszam minden csoportban emelkedett, de az ischaemia-reperfusios
csoportok (I/R, AP+I/R) szignifikdnsan magasabb értékeket mutattak a 7. posztoperativ
napon, a kontroll értékekkel 6sszehasonlitva. A thrombocytaszam emelkedés részét képezheti
a sebészi-traumat kovetd akut fazis torténéseknek, mint a megemelkedett fehérvérsejtszam,
fibrinogén és globulin szint, a csokkend vordsvérsejtszam, vagy éppen haemoconcentratio.”’
Nem zéarhatd ki a naponkénti, periférids vérvételek befolydsolé hatdsa sem. Ismert, hogy
ischaemiat kovetden szignifikans interakci6 figyelheté meg a thrombocyték és az endothelium
kozott, amely ischaemia indukalta expressziobol szarmazo P-selectinek altal regulalt.'"”

Kisérleteinkben tovabbi érdekes megfigyelés volt az dtlagos thrombocyta térfogat
(MPV) novekedése (szignifikdns a 2. posztoperativ napon volt), majd csokkenése az

ischaemia-reperfusios csoportban, mig a tobbi csoportban a thrombocytaszdm emelkedésével
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egy idében MPV csokkenés volt megfigyelhetd. 1974-ben irtak le elészor a thrombocytaszam
és térfogat inverz viszonyat,'”' azt sugallva, hogy szorzatuk, az Un. ,platelet mass”
(thrombocytaszam x MPV) kozel allando.'® Adataink Osszességében a ,platelet mass”
novekedését mutattdk minden csoportban, de legkifejezettebben az ischaemia-reperfusios
csoportban. A thrombocytdk atlagos ¢letideje 8 napra tehetd. Kisérletiinkben az MPV
emelkedés az ischaemias hatast kdvetd elsé 48 oraban jelentkezett, reprezentalva az inzultus
el6tt mar keringésben 1évo, és az esetleg ujonnan keringésbe keriil (de novo szintézisbol,
vagy storage pool-okbol) thrombocytékat. Altalanosan elfogadott, hogy a thrombocyta méret
¢s denzitds a thrombopoiesis altal determindlt, és a mar keringésben 1év6 thrombocytak
méretben jelentésen nem valtoznak.'”” ' A megnévekedett megakaryocyta méret és ploiditas

egyiitt jar az MPV ndvekedésével.'” Az MPV novekedését irtak le akut myocardialis

27,172 44,122,168

infarctusban, akut cerebralis ischaemiaban és TIA-ban is.
A nagyobb thrombocytak aktivabbak, tobb prothromboticus faktort termelnek és kdnnyebben
aggregalodnak.”” "' Kiemelhetd tovabba, hogy az aktivalt thrombocytakbol felszabaduld

agensek csokkenthetik a vorosvérsejtek deformabilitasat.'”

5.3. Végtagi ischaemia-reperfusio microcirculatios vizsgdlata patkanyban

A szdveti microcirculatio szamos modszerrel vizsgalhato, melyek egy része koltséges
¢és bonyolult eljaras, illetve bizonyos foku invazivitast igényel.'”* A laser Doppleres
vizsgélatok igen elterjedtek az experimentumban és a klinikumban is, azonban a moédszer
alkalmazésa standardizacios és Osszehasonlithatosdgi problémai miatt a kiértékelések sordn
eltér6 nézeteket szililhet. Kordbbi, mdas kisérleti méréseink sordn (adatok nincsenek
feltiintetve) az eltéré mitéti koriilmények, valamint a mas-mas éllatfajokon valé munka

ezeket a nehézségeket alatamasztja.
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A vizsgalatok soran rogzitett laser Doppler jel analizise tobb informéciot adhat, mint
az aramlasi relativ egységek (pl. blood flow unit, BFU; blood perfusion unit, BFU) szamszerti

J4 r . . ’ r ’ s+ 149, 152, 1
értékelése. A frekvencia, a jelatlag és a hullamforma-analizis'* 1> '

segithet kiillonbséget
tenni példaul az arterids és vends congestio kozott, informaciot adhat a vasomotiorol, '’
indirekt moédon a capillarisok allapotarol, vagy segithet akar a ,slow-reflow”, illetve
,ho-reflow” teriiletek feltérképezésében jg, > 110 111 131

A laser Doppleres vizsgalatok soran elengedhetetlen a megfeleld stabil mérési
koriilmények, az optimalis mérési geometria megteremtése, hogy minimalizalni lehessen a
1€gz6-, vagy izommozgas altal okozott artefactumok lehetdségét.

A laser Doppler mérdfej rogzitésének nehézségét szdmos mdodon probaltdk megoldani,
beleértve a sebészi varratok,”” szovetragasztok,”® sztereotaktikus pozicionald,” specialis
méréfej tartd,” ellenstilyos kar,'” latex rogzitd,'™ valamint speciélis, hékontrollalt optikus
rogzité egység hasznalatat.'”® Kisérleteinkben a miitéasztal oldalahoz stabilan illeszkedé
rogzitd allvanyt hasznaltunk, ami a vizsgalando teriiletnek megfelelden keriilt beallitasra.

A laser Doppleres aramlasmérés effektivitasa erdsen fiigg a vizsgalt szovet anatdmiai
sajatsagaitol, microvascularis architecturdjatol. Az ,,occlusios”-tesztjeink sordn méréseinket
érkozelben végeztiik a m. quadriceps femoris medialis vastusan.

Az altalunk kifejlesztett ,occlusios”-teszt elonye az egyszerliség, a gyors
kivitelezhetdség, illetve az ismételhetdség, melyet adataink kismértékii szorasa is bizonyit. E
modszer szerint a kapott adatok fliggetlenithetdek a kiindulasi és végponti relativ aramlasi
egységektdl (BFU, BPU), amelyeket a modszer ismertetésekor emlitett nagyszamu tényezo
befolyasolhat.

Modszerlinknek néhany hdtranya van. A mérések soran az arteria és a vena saphena

kozelsége zavarhatja a microcirculatio korrekt elemzését. Tovabba, maga a pentobarbitallal

végzett anaesthesia is hatdssal lehet a microcirculatiora arteriovenosus shunt-6k megnyitasa
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altal, ami a funkciondlis capillaris denzitds és a szdveti oxigenizacid csokkenését
eredményezheti.”” Raadasul a preparalas soran fellépé lagyszovet-trauma hatisa sem zarhato
ki."™ A standard, azonos koriilmények kozott végzett mérések soran nyert adatok
Osszehasonlito elemzése azonban véleménylink szerint elvégezheto.

Kisérletiinkben 1 ora id6étartami ischaemia okozta mikrokeringési valtozasokat
sikeriilt kimutatnunk. Az ,,occlusids’-teszt soran rogzitett aramlasi gorbe leszallo szakasza
szignifikansabban révidebbnek, a felszalld szakasza szignifikansabban hosszabbnak bizonyult
a normal viszonyokhoz hasonlitva, a D/A index értékei 1,00 ala estek (D/Ai — shift ). Ez azt
sugallja, hogy ischaemias behatast kovetéen a reperfusio elsé perceiben a keringés
konnyebben all le, illetve nehezebben indul wjra ,,occlusids”-tesztjeink soran. Ennek
magyarazata lehet a capillarisok funckionalis allapotanak valtozasa mellett a microvascularis
haematocrit eloszlasi kiilonbségei, illetve a csokkent vordsvérsejt deformabilitas.'”

Adataink azt mutatjdk, hogy az 1 Oras ischaemia koros irdnyban befolyasolta a
microcirculatiot a vizsgalt izomszovetben, habar ez a viszonylag rovid idétartamtl ischaemia
nem feltétleniil okoz olyan sok karakterisztikus valtozast, mint amelyek a hosszabb
idétartamti ischaemia kovetkezményei lehetnek.''® Ugyanakkor szamos tanulmany a révid

40, 133

iddtartamu, 1 o6ras ischaemia karosito effektusat is bizonyitja, sOt, adatok vannak sokkal

rovidebb idejl, 10, 15, 30 perces id6tartamu ischaemiés folyamatok karositd hatésara js. 23 8
Figyelembe kell venni azonban azt a tényt, hogy az idéfaktorral vald kortiltekintd bandsmod
biztositéka lehet a sikeres sebészi beavatkozasoknak.

A reperfusio ideje alatt torténd laser Doppleres mérések (pl. az ,,occlusids’-teszt
alkalmazésaval) idobeni kiterjesztése, a microcirculatios valtozasok hosszabb tava kovetéses

vizsgélata indokolt lehet a jovOben. Azonban a feltart szoveti felszin szaradasa,

hémérsékletének csokkenése iddben gatat szabhat ennek, tovabbd nem elhanyagolhato
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maganak a laser-sugarnak az energiatartalma sem (0,5 mW), amely hosszabb ideji,
folyamatos alkalmazaskor befolyasolhatja a capillarisok allapotat.

A microcirculatids vizsgalatok fejlédése, a kutatasban valéd kiemelt szerepe és kiterjedt
alkalmazéasa megkivanja az egyes modszerek kozotti 6sszehasonlitod vizsgalatokat, illetve tobb
eljaras egylittes alkalmazasat.

Tobb kutatd egyszerre tobb microcirculatios mérési modszert hasznal az dsszehasonlitobb

. , , y ’ 1 1
kovetkeztetések levonasa érdekében’” & 108 173

Elterjedtek tovabba a két-, vagy
tobbcsatornas laser Doppler késziilékek, melyek effektivitdsa jobbnak tiinik az egy-csatornas
véltozatnal, f8ként, ha azok hékontrollalt mérések kivitelezésére alkalmasak.'*®

A bemutatott modszeriink alkalmas lehet a jovoben a kiilonbozo sebészeti
beavatkozasok microcirculatios hatasanak gyors, intraoperativ elemzésére, amelynek nagy
jelentdsége lehet a szovetatiiltetéseknél — példaul a szabadlebenyek alkalmazédsanal —,
kiegészitd informaciot nyujtva, és ezaltal is ndvelve a sebészi biztonsagot.

Eredményeink még eldzetesek, kezdeti sikereink, tovabbd a mérés biztonsaganak

megteremtése ¢és tovabbi matematikai analizise (pl. az adatok Fourier-transzformacioja)

indokolja ezirdnyl vizsgélataink folytatasat.

5.4. Prolongalt végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai vizsgdlata keverék kutydan

A végtagi ischaemia kovetkeztében az érintet régid szovetein kiviil, tavoli szervek,
szovetek is karosodast szenvedhetnek, mely karosodasok reperfusiokor, illetve azt kdvetden
johetnek 1étre.'

Az els6 kozlemény, amely azt sugallta, hogy az akut veseelégtelenség megjelenése
Osszefiiggésben lehet az ischaemiasan karosodott végtag sikeres revascularisatiojaval, 1960-

ban Haimovici altal keriilt lejegyzésre.® Felismerésre keriilt azonban, hogy ez a reperfusios
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karosodas hasonl6 (egyazon) jelenség, mint a Bywaters ¢s Beall altal 1941-ben leirt ,,crush”-
szindroma.

Az akut ischaemidnak kitett végtag reperfusidja strukturalis és funkcionalis valtozasokat
idézhet el6 a gastrointestinalis traktusban is, megvaltoztatva a vékonybélfal permeabilitasat.'*®

Ezekben a folyamatokban a haemorheologiai faktoroknak is szerepiik lehet,”® egész
testet érintd hatasuk miatt, foként, ha a kirekesztett régiobol felszabaduld vér tulajdonsagaira
gondolunk,’® ® °7 tovabba donté szerepe van az ischaemids elvaltozast megelézden a vér
haemorheologiai llapotanak is.'”

Kisérletiinkben a 3 6ras végtagi ischaemia haemorheologiai faktorokra kifejtett hatasat
vizsgaltuk. Elemeztikk a vérdsveérsejt deformabilitasi paramétereket, a teljes vér és plazma
viszkozitast, a fibrinogén szint- €s a haematocrit valtozasat mind a szisztémdas vérmintak,
mind a lokalisan vett vérmintak vizsgalataval.

Szignifikans vordsvérsejt deformabilitds romlést taldltunk az ischaemiat kovetd korai
posztoperativ periodusban (2-3. nap). A 90 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitas
az 1. posztoperativ napra emelkedett meg, az alacsonyabb sebesség-gradiensnél (10 s™) mért
teljes vér viszkozitas emelkedés a 2-3. posztoperativ napon is mutatkozott. A haematocrit az
1. posztoperativ napon mutatott emelkedése utan lecsokkent, a fibrinogén szint az 1-2. napon
nagymértékii emelkedést mutatott, mely magasabb értékek az 5. posztoperativ napig
megfigyelhetdek voltak. Ez utdbbi valtozasokat jol kdvette a plazma viszkozitas emelkedése.

A vorosversejt deformabilitas romlasa a korai posztoperativ idészakban a kordbban
bemutatott patkany végtagi ischaemia-reperfusiéos modelliink eredményeihez hasonloan
alakult, ahol az RCTT értékek nagymértékii emelkedését az 1-2. napon mutattuk ki.
Feltételezhetéen a szabadgyokok karositd hatdsa kovetkeztében vélhattak rigidebbé a

vorosvérsejtek (5.3. fejezet).
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A teljes veér viszkozitdas 1. posztoperativ napon megfigyelt emelkedése 0sszefiiggésbe
hozhat6 a haematocrit novekedésével — amelyet az altalanos miitéti megterhelés is okozhatott,
hiszen mind az aloperalt, mind az ischaemia-reperfusids csoportban megfigyelhetd volt —, az
1. nap utan talalt viszkozitas csokkenés az egy idében mért alacsonyabb haematocrittal. Ezért
van nagy jelentésége a haematocritra valo korrekcionak,'®* hiszen a Htc-on kiviil szamos mas
paraméter is meghatarozza a teljes vér viszkozitast (1. abra). A 40%-os Htc-ra valo korrekcio
utan a teljes vér viszkozitds a posztoperativ periddusban kozel allandonak bizonyult, enyhe
emelkedést mutatva, amely szignifikansan magasabb értékeket eredményezett az ischaemia-
reperfusids csoportban az 5. posztoperativ napra.

Tovabbi figyelemre méltd adat az alacsonyabb sebesség-gradiensnél mért viszkozitas értékek
valtozasa. A 2-3. napon az ischaemia-reperfusidos csoportban talaltunk szignifikansan
magasabb értékeket. Ismert, hogy alacsony sebesség-gradiensnél a vordsvérsejtek
aggregatidja a teljes vér viszkozitds meghatarozé elemmé valik.

Az 4ltalunk hasznalt viszkoziméter a mérések soran a 10 s™' sebesség-gradienst hatarozza
meg, illetve dokumentalja legalacsonyabb értékként, de a keringési rendszer paramétereit
figyelembe véve ez nem tekinthetd elég alacsonynak az aggregatiora vald kovetkeztetéshez.
Ezek alapjan a 10 s'-nél mért adatok kizarolag kiegészitd informacioként értékelhetdek.

A haemoconcentratio, a teljes vér és plazma viszkozitds, valamint a fibrinogén szint
novekedeése a fehérvérsejt- és thrombocytaszam valtozasaival egyiitt a sebészi beavatkozas
kovetkezménye lehet.”' Ezek a valtozasok Osszességében a nagyobb megterhelést jelentd,
Osszetett pathomechanizmusu ischaemia-reperfusidos kéarosodas soran, illetve azt kdvetden
voltak nagyobbak.

A 3 ora idOtartamra kirekesztett vegtagbol vett lokalis vérmintdk rtheologiai
paraméterei a kiindulasi értékhez képest a vordsvérsejt deformabilités, a teljes vér viszkozitas

¢s a haematocrit tekintetében voltak szignifikansabban magasabbak.
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A kozvetlenilil a leszoritott erek felengedése utan vett szisztemas vérmintikban ezek a
valtozasok mérséklodtek.

Az ischaemia ideje alatt az érpalyaban 1évo vér Osszetétele valtozhat. A stasis soran

megnovekedhet a haematocrit, a folyadékterek atrendezdédése — a megnovekedett
plazmafehérje koncentracié emelheti a plazmaviszkozitast —, a vorosvérsejtek térfogat- és
deformabilitas valtozasa, aggregatioja kovetkeztében emelkedhet a vérviszkozitds. Kayar és
munkatarsai patkanykisérletiikben kimutattak, hogy kozvetleniil 10 perces végtagi ischaemia
utan az érintett végtag vena femoralisabol vett vérmintak vorosvérsejt deformabilitasi értékei
szignifikansan romlottak,** majd 15 perc reperfusiét kdvetden ez mar nem volt megfigyelhetd.
A kirekesztett végtagban lezajlo anaerob folyamatok a vér Osszetételét, pH-jat
megvaltoztathatjak, ami befolyasolja a vorosvérsejtek deformabilitasat.”> '™ Az ATP
cellularis deplécioja erésen dsszefiigg az ischaemias folyamat irreverzibilitasaval,** a kisérleti
modelliinkben is alkalmazott 3 6ra idGtartamti ischaemia hatdssal lehet a mitochondriumok
mitkodésére, az ATP- és a foszfokreatin-szint csokkenését eredményezheti.®® '
A vorosvérsejtekben az ischaemia soran nagymértékben csokken az ATP tartalom, igy
energiadeplécids allapotba keriilnek. A kation-gradiens, és kovetkezésképpen a sejtvolumen
fenntartdsa energiaigényes folyamat, a csokkent energiatartalmii sejtek nehezen, vagy
egyaltalan nem képesek fenntartani volumeniiket, a sejt feliilet/térfogat ardnya megvaltozik,
igy deformabilitasuk csokken.” "

A prolongalt ischaemids modellben vizsgalt szamos paraméterek koziil itt csak két
kiemelt csoport (nem-hiitott aloperalt és I/R) haemorheologiai paraméterei keriiltek
elemzésre, kizardlag a végtagi normothermias ischaemia hatdsainak tanulmanyozasara.

Meg kell emliteni, hogy a tobbi vizsgalt paraméter koziil az atlagos vordsvérsejt

térfogat ¢és haemoglobin tartalom, a thrombocytaszam és az atlagos thrombocyta térfogat nem

mutatott szignifikans eltéréseket, szemben a kordbban bemutatott patkany végtagi ischaemia-
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reperfusidés modellel. Ennek magyarazatai lehetnek a faji eltérések, a genetikai inhomogenitas
(inbred patkany versus keverék kutya), valamint a vérvételi technika kiilonbozdsége. Ezen
utobbi viszonylataban a patkanyoknal a naponkénti vérvétel nagyobb megterhelést jelentett a
beavatkozassal jar6 altalanos stresszhatast is beleértve, mint a testtomegiikben ¢&s
testaranyaikban, tovabba viselkedésiikben is mas paraméterekkel bird kutyak esetében.

Mind patkdny, mind keverék kutya esetében a bemutatott kisérleteinkben az
ischaemiat érleszoritdassal 1déztiik el6. Fontos szempont kisérleteink vonatkozasaban, hogy a
barmilyen okbo6l megvaltozott rheologidju vér érfalndl mutatott nyirdfesziiltsége eltérden
befolydsolhatja az endothel-sejtek miikodését. A mechanoszenzor molekuldkat aktivalva
jelatviteli folyamatokat indit el, mely tobb gén ¢és fehérje expresszidjahoz vezet.
Membranfehérjék, mint a vascular endothelial growth factor (VEGF), az integrinek,
G-proteinek ¢és ion-csatornak mechanoszenzitivek, a jelatviteli molekuldk foszforilacios
kaszkadjait indithatjak el.’”*** Ezek egyrészt vasoaktiv anyagok, mint a nitrogén-oxid (NO)
felszabadulasahoz is vezethetnek, mely anyagok értonusra gyakorolt hatasukkal tovabb
modosithatjak a vér dramlastani tulajdonsagait az adott keringési szakaszon.” A 1étrejové
endothelialis dysfunctio tovabbi folyamatokat indukalhat az érfalban és nagymértékben

befolyasolhatja az adott régi6 keringését, mikrokeringését.''> 1>

Lathato, hogy egy rendkiviil dsszetett, sokiranyt folyamategyiittes befolydsolhatja a
mikrokeringést és a haemorheologiai paramétereket akut végtagi ischaemia-reperfusio soran a
vizsgalatainkba vont kiilonb6z6 allatfajokon.

A pathophysiologiai folyamatok tovabbi vizsgalata az ujabban és ujabban felmeriild
kérdések tisztazdsdra mindenképpen a kisérleti munka folytatasat indokolja majd azzal a
céllal, hogy a kisérletekbdl levont eredmények kelld interpretdlasa utan a klinikum szamara

akar bevezethetd diagnosztikai és terapias lehetdségeket tudjunk ajanlani, vagy biztositani.

85



ELERT FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEGZESE

1. Haemorheologiai vizsgalatainkat Osszehasonlitd jelleggel tobb allatfajra — egér,
patkany, nyul, kutya, sertés — kiterjesztettiik.

2. Az egyes faktorok tekintetében lényeges faji kiillonbségek mutatkoznak. Szembetlind
az eltérés a vorosvérsejt deformabilitds filtracidos technikdval mért jellemzoi
tekintetében, ami dsszefiiggésben allhat a vorosvérsejtek méretével.

3. Meéréstechnikai adapticios munkank soran sikeriilt az FT-1 filtrométerrel torténd
vorosvérsejt deformabilitds mérést 1 hetes kovetéses vizsgdlatban patkanyokon
alkalmazni kismennyiségii vér naponkénti vétele mellett.

4. Patkanyban 1 o6rds végtagi ischaemidt kovetden a voOrdsvérsejt deformabilitas
szignifikans romlasat mutattuk ki a korai posztoperativ idészakban (1-2. nap) 1 hetes
vizsgalati periodus soran. A mutatkozo valtozas allopurinol eldkezeléssel kivédhetd
volt. Igy feltételezhetd, hogy a vordsvérsejt deformabilitas romlasat az ischaemia-
reperfusio soran keletkezd szabadgyokok okozzak.

5. Patkdnyban 1 oOrds végtagi ischaemia és az azt kovetd reperfusio utdn az atlagos
vorosvérsejt térfogat, a thrombocytaszam és az 4tlagos thrombocyta térfogat
jelentdsen emelkedett a posztoperativ periddusban.

6. Keverék kutyaban 3 ords végtagi ischaemia és az azt kovetd reperfusio utan, a 2-3.
napon a vordsvérsejt deformabilitds jelentésen romlott. A teljes vér- és plazma
viszkozitas, valamint a fibrinogén szint a posztoperativ napokon valtozé mértéki, de
folyamatos emelkedést mutatott. Az eltérések egy része Osszefiiggésbe hozhatd a
beavatkozasok altal okozott sebészi traumaval, mas része a szabadgyokok okozta

karosodasokkal.
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7. A kirekesztett régiobol a keringés tjrainduldsakor a lokalis anyagcsere folyamatok és
fizikai viszonyok hatdsara megvaltozott, rheologiailag lényegesebben rosszabb
mindségli vér dramlik a test tobbi részébe, amely koros érrendszer esetén tavolabbi
szervekben, szovetekben idézhet el6 karosodasokat.

8. Kidolgoztunk egy jol reprodukalhatod, egyszerii tesztet (,,occlusidos’-teszt) laser
Doppleres szoveti aramlasmérés technikat alkalmazva. Ertékelésével kovetkeztetni
lehet a szoveti mikrokeringés akut valtozéasaira, ¢€s ezekre vonatkozd valaszado
képességére ischaemias karosoddst kdvetden. A teszt alkalmazasaval patkdnyban 1
oras végtagi ischaemiat kovetéen a harantcsikolt izomszovet mikrokeringésének
szignifikans romlasat mutattuk ki a reperfusio els6 perceiben.

9. A haemorheologiai faktorok ¢és a szdveti microcirculatio vizsgalata a végtagi
ischaemia-reperfusiés karosodasok pathophysiologiai torténéseivel kapcsolatban

értékes informacidkat nyujthat.
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6. OSSZEFOGLALAS

A végtagi ischaemia-reperfusio (I/R) a haemorheologiai faktorokra és a mikrokeringésre
kifejtett hatasa, az akut-, a mitét alatti- és a korai posztoperativ idészakban fellépd valtozasai még
nem teljesen tisztazottak. Az allatkisérletes modellek alkalmazéasanal a fajspecifikus eltérések és a
probléma meriil fel. Ezért célul tliztiik ki a fajspecifikus 6sszehasonlité és modszertani adaptaciok
elvégzése utan az akut, sebészi jellegl végtagi I/R haemorheologiai és microcirculatios paraméterekre
kifejtett hatasanak vizsgalatat kiilonb6zo allatfajokon.

Egér, patkdny, nyul, keverék kutya és sertés vonatkozasdban vizsgaltuk a vorosvérsejt
deformabilitas, valamint a teljes vér- és plazma viszkozitas eltéréseit. A vorosvérsejt deformabilitas
tekintetében jelentos faji diverzitast talaltunk, mely 0sszefiiggést mutat a vorosvérsejtek méretével.

A vorosvérsejt deformabilitas méréséhez sziikséges relativ nagy vérmennyiség laboratoriumi
kisallatok esetében komoly akadalyt allit a kdvetéses vizsgalatok kivitelezésének. A filtracios technika
adaptéciodja soran sikeresen alkalmaztuk az 1%-os vorosvérsejt-szuszpenziot a standard 5%-os helyett,
mely segitségével jol kovethet valtozasokat tudtunk kimutatni 1 oras végtagi ischaemiat kdvetden
patkanyban az 1. és 2. posztoperativ napon, 1 hetes kdvetéses vizsgalat soran.

A szoveti mikrokeringés vizsgalatanal, a laser Doppleres aramlasmérés soran kidolgoztuk az
»occlusios”-tesztet, mely segitségével patkanyban az 1 6ras végtagi ischaemiat kdvetd reperfusio elsd
perceiben jelentds eltéréseket talaltunk, az ép allapothoz képest a vazizom microcirculatidjaban.

Keverék kutyakon a 3 oras végtagi I/R lokalis és szisztémas haemorheologiai vizsgalata soran
jelentOs eltéréseket talaltunk a vordsvérsejt deformabilitas, a teljes vér- €s plazma viszkozitas, a
fibrinogén szint és a haematocrit tekintetében az ischaemia alatt allo végtagbol vett vérmintakban, a
reperfusio elsd Oordiban és a posztoperativ iddszakban egyardnt. Vizsgalataink hianyp6tld
informacidkat nyujtottak a kisérletes végtagi ischaemia-reperfusio lokalis és szisztémas, miitét alatti és
mitétet kovetd haemorheologiai valtozasairdl. A vordsvérsejt deformabilitds mérés moddszertani
adaptacidja és a kidolgozott laser Doppleres ,,occlusios”-teszt alkalmas lehet az ischaemia-reperfusio

allatkisérletes modelleken valo tovabbi vizsgalatara.
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SUMMARY

Effects of limb ischemia-reperfusion (I/R) on hemorheological factors and microcirculation,
and its acute, intraoperative and early postoperative changes have not been completely clarified yet.
Due to the species specific alterations and the absence of adaptation on measuring techniques, several
technical problems and questions are raising during the animal experiments. Therefore, our aim was to
perform species specific comparative analyses and methodical adaptations, and after this phase, to
investigate the effects of limb I/R on hemorheological and microcirculatory parameters in different
mammalian species.

Species specific alterations of red blood cell deformability and whole blood- and plasma
viscosity were investigated on mice, rats, rabbits, mongrel dogs and pigs. Significant species specific
diversity was found in red blood cell deformability, which changes were connected with the cell size.

The relative large quantity of required blood sample for measuring the red blood cell
deformability raise serious difficulties for follow-up studies on small experimental animals. During
our adaptation of filtration technique we successfully used 1% red blood cell suspension instead of the
standard 5% suspension. Using this technique significant and well detectable changes were found after
1-hour limb ischemia on 1* and 2™ postoperative day, during the 1-weekly follow-up period in the rat.

We harvested the ,,occlusion”-test using laser Doppler flowmetry for investigation of tissue
microcirculation. Using this simple and quick test we successfully showed significant changes in the
microcirculation of skeletal muscle after 1-hour limb ischemia compared to the normal state.

Investigating the local and systemic hemorheological effects of 3-hour ischemia and the
following reperfusion on mongrel dogs, significant alterations were found on red blood cell
deformability, whole blood- and plasma viscosity accompanying by changes in fibrinogen level and
hematocrit in the samples taken from the excluded limb region — just before the end of ischemic
period —, in the first hours of the reperfusion and even on postoperative days. Our investigations gave
suppletory information on local and systemic, intra- and postoperative alterations of hemorheological
factors caused by experimental limb ischemia-reperfusion. Methodical adaptation on measuring of red
blood cell deformability and the harvested laser Doppler ,,occlusion”-test can be applicable for further

investigative usage on experimental ischemia-reperfusion models.
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