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1. BEVEZETES

A vér dramlastandval foglalkozé tudomanyag a haemorheologia, melynek fogalmat
Alfred Levin Copley (1910-1992) vezette be 1951-ben az érfal, valamint a vér alakos és
plazmatikus komponensei dramlastananak osszefoglalo leirasara.

A teljes vér viszkozitdsat, mint a vér ,,imprint” rheologiai paraméterét szdmos
tényez0 hatarozza meg: hémérséklet, haematocrit, vorosvérsejt deformabilitas és aggregatio,
plazma viszkozitas, tovabba bizonyos mennyiségen feliil a fehérvérsejt és thrombocytaszam,
de kulcsfontossag jelentoséggel bir a fibrinogén és globulinszint is, melyek kozvetlen
hatassal vannak a plazma viszkozitasra, emellett a fibrinogén a vordsvérsejtek aggregatios
hajlamara is. A haemorheologiai faktorok kozott fontos szerepet jatszanak a vordsvérsejtek
alakvaltozatd képességét, deformabilitasat leir6 paraméterek. A megfeleld deformabilitasi
tulajdonsdg nemcsak a megfeleld perfuzid biztositdsahoz elengedhetetlen, hanem a sejt
¢lettartamat is befolyasolja.

A haemorheologia multidiszciplinaris jellege miatt rendkiviil széles korii alkalmazasi
¢s kutatasi tertiletet jelent, beleértve az alap- ¢és klinikai kutatasokat. Ezeken beliil is nagy
jelentéséggel birnak a kiilonféle eredetli ischaemids, illetve ischaemia-reperfusios
karosodasok, beleértve a cardio-cerebrovascularis torténéseket, a traumatologiai, sebészi
jellegli érelzarodasokat, érelzarasokat, tovabba a szovet- €s szervtranszplantaciot.

Altaldnosan elfogadott, hogy a kiilonboz6 eredetii érelzarodasok, legyen az erek
pathologias, vagy traumds occlusidja, obturatioja, illetve sebészeti idOleges elzéardsa, az
érintett szovetek/szervek elvaltozasat, ischaemia-reperfusidos karosodasat idézhetik eld.
Paradox moddon az ischaemids szovet keringésének Ujrainduldsa, azaz reperfusidja tovabbi
karosodasokhoz vezethet, mint amelyek az ischaemia alatt jottek 1étre. Ez a jelenség
ischaemia-reperfusio (I/R) néven ismert. Az I/R kovetkezményei és a tavoli szoveti
destrukcidk nem ritkan letalis szovOdményeket is magukban foglalnak. Bar nagyléptékii
elérehaladas figyelhetdé meg az érbetegségek kezelésében, az akut ischaemia egyike marad a
leggyakoribb ¢és legkomolyabb eseteknek, mely fenyegeti a szervek ¢és végtagok
funkciodjanak fenntartasat, mégis a karosodasok pontos pathomechanizmusa ma sem teljesen
tisztazott.

Az ischaemia ¢és az azt kovetd reperfusio a szervekben, szdvetekben szamos

folyamatot indithat el, amelyek hatassal lehetnek a vér rheologiai faktoraira, a



mikrokeringés morphologiai és funkcionalis allapotdra a lokalis szovetkarosodas mellett. A
pH wvaltozasa, a szabadgyok-reakciok, a felszabaduld6 mediatorok, az adott régioban
jelentkezd, vagy a teljes testet érintd, a haemodynamicai egyensulyban fellépd eltérések, a
folyadékterek atrendezOdése, vagy koros elvaltozdsai mind befolyassal lehetnek a
haemorheologiai allapotra, annak szamos paraméterén keresztiil.

Az ischaemia soran a hypoxids sejtek energia tartalma gyorsan csokken, az ATP
defoszforilaloédik, ami az AMP-szintet nagymértékben noveli a sejtekben. Az AMP ezutan
tovabb katabolizalodik adenozinna, inozinna és végiil hipoxantinnd. Ez szubsztratja a
xantin-oxidaznak (XO). Az enzim mukodéséhez sziikséges masik szubsztrat az oxigén,
amely nagyrészt reperfusiokor keriil az ischaemids szovetbe, €és szuperoxid képzddést
indukal. A XO egyike a legjelentdsebb szuperoxid-forrasoknak. Az allopurinol és
metabolitja az oxipurinol, a XO enzim effektiv inhibitora, igy hatékony szer lehet a
szabadgyokok keletkezésével szemben I/R soran.

Az emberi vorosvérsejtek rendkiviil érzékenyek a szabadgyok karosoddsokkal
szemben, hiszen folyamatosan magas oxigén-koncentracidnak vannak kitéve, membranjuk
sok, a peroxidaciora hajlamos tobbszorosen telitetlen zsirsavat tartalmaz, ezen kiviil
gazdagok vasban, ami a szabadgyOk-reakciok egyik katalizitora. A reaktiv oxigén
intermedierek részben a sejtmembran direkt karositisa révén, részben Heinz-testek
képzésével fenyegetik a sejtet, csokkentve deformabilitasukat, illetve haemolysist okozva.

A haemorheologiai faktorok vizsgalata igy szamos folyamatban értékes informaciot
nyqjt, de az experimentumban kiilonb6z6 allatmodelleken valo alkalmazhatosaga tobb
problémat vet fel, foként a vizsgéalatokhoz sziikséges vér mennyisége, és az egyes fajok
kozotti eltérd jellegzetességek tekintetében.

Intézeti kutatdsaink sordn tobb allatfajjal dolgozunk. A rheologiai paraméterek
vizsgalhatosaga ¢€s kovethetOsége tekintetében fajonként kellett a haemorheologiai
méréseinket  adaptdlni. A laboratoriumi  kisallatokon  (egér, patkany) wvalo
alkalmazhatosadganak igénye fOként végtagi ischaemia-reperfusios modellek, tovabba 1ép
autotranszplantatumok funkcidjanak kovetéses vizsgalatai kapcsan meriilt fel.

Tovabbi vizsgalati témakoriink a szoveti mikrokeringés. Az ischaemia-reperfusios
karosodas a microcirculatio terliletén vasospasmussal, az endothelium duzzadasaval,
fokozott capillaris permeabilitassal, interstitialis oedema kialakuldsdval, subsequentialis

thrombus formécidval, ,,no-reflow” jelenséggel jellemezheto.



A mikrokeringés vizsgéalatdra szdmos invaziv és non-invaziv, direkt és indirekt
eljaras ismert, melyek egyik elterjedt modszere a laser Doppleres szoveti dramlasmérés.
Ismert standardizacios és Osszehasonlithatosagi nehézségei miatt sziikségessé valt egy jol
reprodukélhatd, standardizalhato ¢€s Osszehasonlithatd eredményeket nyujtd vizsgalati teszt
kialakitasa az ischaemia, illetve az ischaemia-reperfusio mikrokeringésre gyakorolt

hatasainak elemzésére.

Mindezek ismeretében terveztilk meg kisérleteinket, azok eredményeinek, illetve

modszereinek esetleges gyakorlati, klinikai hasznositasa céljabol.

2. CELKITUZESEK

1. A rheologiai mérések adaptéacidja kiillonb6zd laboratoriumi allatfajokra (egér, patkany,
nyul, keverék kutya, sertés), elemezve az Osszehasonlitas kérdését, feltdrni esetleges
fajspecifikus tulajdonsagot.

2. Olyan beadllitdsi moddszer kidolgozésa a Carat FT-1 tipust filtrométeren, amely
lehetdve teszi kis laboratoriumi allatokon (egér, patkany) torténd kovetéses vizsgalatok
kivitelezését.

3. Rovid idotartamu, 1 6Ords ischaemia €s az azt kdvetd reperfusio a vordsveérsejtek
deformabilitéasi tulajdonsagéra gyakorolt hatdsanak elemzése patkanymodellen 1 hetes
kovetéses vizsgalat sordn, Osszehasonlitva egyes haematologiai paraméterekkel is. A
karosodas kimutatasan kiviill a modellben alkalmazott xantin-oxidaz inhibitor, az
allopurinol preventiv alkalmazésanak feltételezhetd elényét is elemezni kivantuk.

4. Az 1 oras ischaemia kozvetlen, a szoveti microcirculatiéra gyakorolt hatasanak
elemzése laser Doppler szoveti aramlasméréssel, egy 0 teszt segitségével patkany
végtagi ischaemias modellen.

5. Egyik munkacsoportunk keverék kutyan kialakitott modelljén a végtagi I/R lokalis és

szisztémas haemorheologiai hatdsainak kovetése.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A haemorheologiai paraméterek koziil a vorosvérsejt deformabilitast, a teljes vér és plazma
viszkozitast, egyes haematologiai paramétereket és a fibrinogén szintet vizsgaltuk. Az
értekezés elsd részét kitevd modszertani anyagnak megfelelden eldszor a méréstechnikai
eljarasok, majd ezek ismeretében és hasznalatdval megtervezett metodikai adaptacios és

ischaemia-reperfusios kisérletek keriilnek ismertetésre.

3.1. A vorosvérsejt deformabilitas meghatarozasa

3.1.1. Mintaelokészités

A vorosvérsejt deformabilitasi vizsgalatokhoz sziikséges vért nagy laboratoriumi allatoknal
(keverek kutya, sertés) Na-heparint (143 IU) tartalmaz6 Vacutainer-csovekbe bocsatottuk le.
Laboratoriumi kiséallatoknal (egér, patkany) heparinozott fecskendébe (10-20 IU/ml) vettiik
a vérmintat. A mintdkat 10 percig 2500 g mellett centrifugaltuk, majd a plazmat €s a ,,buffy
coat”-ot eltavolitottuk. Ezt kovetden a sejtszuszpenzidt kétszer mostuk foszfat pufferben
(PBS; pH=7,4, ozmolaritds = 2954+5 mOsm/l). Az utols6 centrifugalds utan a szuszpenzidt
1:1 aranyban PBS oldattal higitottuk, majd meghataroztuk a haematocrit értékét Janetzky-
kapillaris centrifugdval (5 perc), €s a kapott haematocritnak megfeleléen a mintat PBS-sel

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

3.1.2. A deformabilitas mérés kivitelezése

A St. George’s Blood Filtrometer elvén miikodé Carat FT-1 tipust filtrométerrel (Carat
Diagnosztika Kft.) hataroztuk meg az erythrocytak deformalodasi képességét. A méréseket
a mintavételtdl szamitott 2 oran beliil elvégeztiik kontrollalt 22+1 °C-os kdrnyezetben.

A vOrosvérsejt-szuszpenzidt 5 um atlagos pérusatmérdjii polycarbonat filteren aramoltattuk
at (Nuclepore”, Whatman Inc.) allandé (negativ) dramldsi nyomas mellett (4 vizem). A
folyadék-oszlop haladési sebességét 4 par fényforras-fotodetektor jelébdl szamitja ki a
szoftver, €¢s meghatarozza az initial relative filtration rate (IRFR), valamint a szuszpenzio

haematocritjdnak ismeretében a relative cell transit time (RCTT) paramétereket.

3.2. Teljes vér és plazma viszkozitas mérése
A vért zart rendszerben, Na-heparinnal gyarilag bevont fali Vacutainer-csdbe bocsatottuk.

A vérvételek soran tligyeltiink a tartds strangulatio elkeriilésére. A méréseket a vérvételtdl



szamitott 2 oran belil Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel (Hemorhex Kft.) végeztiik. A
késziilek két, temperalt olajfiirdobe (37 °C) meriilé kapillaris csébdl all (500x0,6 mm),
amelyek mentén 40-40 par fotodetektor talalhatd. A folyadék kapillarisba toltését kovetden
a késziilék opto-elektronikusan rogziti a meniscus pontos helyzet-ido diagramjat, amit egy
interface-n keresztiil a csatlakozd6 computerbe tovabbit, mely a meghatarozott
nyirofesziiltség és sebesség-gradiens szerint kifejezi a viszkozitast. A teljes vér viszkozitas
(TVV) jellemzésére a 90 s sebesség-gradiensnél mért értékeket [mPas] hasznaltuk. Az
adatokat feldolgoztuk Matrai és munkatarsai altal ajanlott matematikai formula segitségével
1s 40%-o0s haematocritra korrigalt forméaban (TVV,g,) a minta plazma viszkozitasa (PV) és

a haematocritja (Htc) figyelembe vételével: TVV g0,/ PV = (TVV / PV)*7/Hee

3.3. A fibrinogén szint meghatarozésa
Clauss modszerén alapuld eljaras szerint Sysmex CA-500 tipusu automata koagulométerrel

tortént (TOA Medical Electronics Co., Japan).

3.4. Haematologiai paraméterek meghatarozasa

Sysmex F-800 tipust automata hasznalatdval (TOA Medical Electronics Co., Japan).

3.5. A kisérletes modellek leirasa
Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIL., , Az dllatok védelmérdl és kiméletérol” alkotott
torvény eldirasait betartva végeztilk, a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti

Bizottsag engedélyével. A szerz kisérleteinek engedélyszama: 6/2000. DE MAB.

3.5.1. Haemorheologiai mérések fajspecifikus adaptdacidja

3.5.1.1. Kiserleti dllatok az dsszegzo-osszehasonlito elemzéshez

Tobb kisérletsorozatban felhasznalt eltérd faja, kontroll (ép) csoportokhoz tartozé allatok
kizarolag a kiilonféle miitéti beavatkozasok elétt vett vérmintdinak vorosvérsejt
deformabilitasi, €s vérviszkozitdsi paramétereit Osszegeztiik: A/J inbred egér (23-28 g,
n=20), CD outbred patkany (250-350 g, n=36), nyul (3,2-3,8 kg, n=32), keverék kutya (20-
25 kg, n=62), juvenilis Durok/Cornwall sertés (30-35 kg, n=13). A vizsgalatokhoz
sziikséges vér vétele patkanyban a v. femoralisbdl, illetve a v. saphendbodl, egerekben
intracardialis punctidéval, nyulakban a lateralis flilvénabol, kutyakban a v. cephalicabol,

sertésekben a v. femoralisbol tortént az aktualis kisérleti protokollok szerint.
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3.5.1.2. Egy hetes kovetéses vizsgalat kivitelezhetoségének elemzése

Husz CD outbred kézépsulyt (250-350 g) him patkényt hasznaltunk 1 hetes 6sszehasonlito
alapvizsgalatra. Altatast kovetden (Na-pentobarbital, 35 mg/kg, i.p., 0,01 mg/kg atropinum-
sulfuricum, s.c.) bal oldalon mikrosebészeti modszerrel feltartuk a v. femoralist, amelynek
25 G-s tlivel torténd punctidjaval 2-2,5 ml vért vettiink. A vérvételt kdvetéen 3 ml
testhomérsekletli fiziologias sdoldatot juttattunk az allatba intraperitonealisan. Az érfalon
ejtett szurt sériilést 2-3 Sltéssel (10-0 Prolene™) ellattuk, a fascia lata-t és a bért kiilén
rétegekben zartuk. Az allatnak a posztoperativ szakaszban vizhez és taplalékhoz valo szabad
hozzaférést biztositottunk. Egy hét elteltével a hasonloan feltart jobb oldali v. femoralison
megismételtiik a vérvételt, és pentobarbitalos talaltatassal exterminaltuk az allatokat.

Az alap ¢€s az 1 hét mulva vett vérmintdkbol meghataroztuk a haematologiai paramétereket
és 5%-0s haematocritra higitott voOrdsvérsejt szuszpenzidt haszndlva elvégeztik a

deformabilitasi méréseket.

3.5.1.3. Deformabilitas méréshez higitdsi sor készitése

Tiz CD outbred kozépsulyu patkanyt Na-pentobarbitallal altattunk, majd a feltart v.
femoralis punctidja soran 3-4 ml vért vettiink, majd a bérseb egy-egy Otléssel vald zardsa
utan Na-pentobarbital thlaltatassal extermindltuk az allatokat. A vérmintakat egyenként 6t
részre osztottuk és vorosvérsejt deformabilitas mérésre eldkészitettiik 5, 4, 3, 2, illetve 1%-

os haematocriti vordsvérsejt-szuszpenziokent, majd elvégeztiik a filtracios méréseket.

3.5.2. Végtagi I/R haemorheologiai vizsgalata patkanyban

3.5.2.1. Miitéti protokoll

A fentebb leirt és kidolgozott moddszertani adaptacié birtokdban 1 o6ras végtagi I/R
haemorheologiai, vorosveérsejt deformabilitasi kovetéses vizsgalatat veégezhettiik el,
amelyben 26 koézépsulya him CD outbred patkanyt hasznaltunk. Altatast kovetéen (Na-
pentobarbital) jobb oldalon a v. jugularis externat minden allatban kaniilaltuk. Ezt kovetden
az allatokat random négy csoportba soroltuk.

(I) A Kontroll csoporfban mas miitéti beavatkozas nem tortént (n=6). (II) Az Aloperdlt
csoportban bal oldalon feltartuk a femoralis ereket és collateralis agaikat. A mutéti teriiletet
1 6ra idétartamra nedves, testhdmérsékletii steril gézzel fedve nyitottan hagytuk (Aloperalt

csoport, n=6). (I1I) Az Ischaemia-Reperfusios csoportban az a. €s v. epigastrica superficialis



ligatarajat kovetéen microvascularis klipekkel 1 o6ra id6tartamra leszoritottuk az a. és a v.
femoralist (I/R, n=6). Az ischaemids periodust kdvetden a klipeket eltavolitottuk. (IV) Az
Allopurinollal eldkezelt Ischaemia-Reperfusios csoportndl az elébbi csoportéval azonos
beavatkozast végeztiik, a protokollt 30 perccel az ischaemia indukciodja el6tt alkalmazott 50
mg/kg allopurinol el6kezeléssel egészitettiik ki (AP+I/R, n=8).

Minden csoportban alapmintaként 0,6-0,7 ml vért vettiink a kaniilalt v. jugularisbol, mely ép
kontrollként szolgalt. A vérvétel utan kozvetlentl 2 ml fizioldgids sooldatot juttattunk
intraperitonealisan az allatokba (az AP+IR csoportban az oldat tartalmazta az allopurinolt).
A miitéteket kovetden a vénas kaniilt eltavolitottuk, a combhajlatban a fascia latat és a bort

egyszerli csomos Oltésekkel zartuk.

3.5.2.2. Laboratoriumi vizsgalati protokoll
A mitétet kovetd 1 héten at naponta 0,6-0,7 ml vért vettiink a contralateralis v. saphenabol,
1%-0s vOrosvérsejt-szuszpenziot készitve megmértik a vordsvérsejt deformabilitasi

paramétereket, valamint meghataroztuk a haematologiai paramétereket.

3.5.3. Végtagi I/R microcirculatios vizsgalata patkanyban

3.5.3.1. Miiteti protokoll

Tizenkét him altatott CD outbred patkanyt (250-350 g) hasznaltunk. A miitéi hdmérsékletet
a kisérleti protokoll teljes ideje alatt kontrollaltan 23-25 °C-on tartottuk. Az allatok teste ala
flithetd padot helyeztiink a konstans 37 °C-os testhdmérséklet fenntartdsa érdekében, melyet
kontrollaltunk a kisérlet teljes ideje alatt.

Mindkét oldalon feltartuk az a. és v. femoralist, lathatova tettiik a m. quadriceps femoris
medialis vastusat és a m. sartoriust. Két lekotés kozott atvagtuk az a. és v. epigastrica
superficialist, oltéssel lekotottiikk a hasfalban az a. €s v. epigastrica caudalist (inferiort).
Ezutan kétoldali als6 harant laparotomiat végeztiink, és feltartuk az a. és v. iliaca externat.
Ezt kdvetden a bal oldali a. és a v. femoralist microvascularis klipekkel 1 6ra idétartamra
leszoritottuk (Ischaemids oldal), a mutéti teriiletet steril, nedves gézlappal fedtiik. Az allat
folyamatos megfigyelése és az 1 ora letelte utan a klipeket eltavolitottuk. A jobb oldalt
hasznaltuk kontrollnak. A metszéseket néhany Oltéssel zartuk, majd az allatokat

pentobarbitélos tulaltatdssal exterminaltuk.



3.5.3.2. A laser Doppler szoveti aramlasméreés és az ,,occlusios ’-teszt

A szoveti microcirculatio objektiv, non-invaziv €s jol reprodukalhatd mérési eljarasainak
kutatasa soran fejlesztették ki a laser Doppleres szoveti aramlasmérést (Stern 1975). Szamos
tényez0 befolyasolhatja a méréseket a vizsgalt szovet, a késziilek tulajdonsagai €s kiilsd
tényezok altal. Neheziti tovabba az Osszehasonlitd elemzést, hogy a késziilék relativ
aramlasi egységeket ad meg.

Kifejlesztettliink egy specialis tesztet, az tgynevezett ,,occlusids’-tesztet, egy-csatornas laser
Doppler késziiléket (LD-01 Laser Doppler Flowmeter, Experimetria Kft.) hasznalva. Az
allvanyon rogzitett laser Doppler méréfejet (NP-100 Standard Pencil Probe) a m. vastus
medialisra helyeztiik érkézelben. A laser Doppler jel stabilizalodésa utan 2-3 masodpercre
atraumatikus eszkozzel leszoritottuk, majd felengedtiik az a. és v. iliaca externat, mig a laser
Doppler jelet folyamatosan rogzitettiik (Haemosys konfiguracio, Experimetria Kft.).

A 3.53.1. fejezetben leirt beavatkozasok elott €s utan, mindkét oldalon 3-3 tesztet
végeztliink. Az egymast koveto ,,occlusios”-tesztek kozotti idétartam 10 mésodperc volt. Az
ischaemids oldalon igy a mérések a reperfusio elsé 5-10 percében torténtek beleszamitva a

mérofej rogzitését €s a jel stabilizdlodasat is.

3.5.3.3. A rogzitett laser Doppler jel analizise

Az ,,occlusios”-tesztek elvégzése utan: (1) Megmértiik a leszalld (descendald, Desc, D) és a
felszallo (ascendalo, Asc, A) gorbeszakaszok idébeni hosszat, amelyek leirjak a keringés
eltlinését €és yjraindulasat. (2) Szoftveres atlagvonal illesztése utan meghataroztuk a le- és
felszallo szakaszok kezdete és 50%-os amplitudd értékei kozott mért iddintervallumokat
(Tso) az ischaemids és a kontroll oldalon, beavatkozasok el6tt és utan. (3) Ezt kdvetden

kiszamoltuk a leszallo/felszallo gorbeszakaszok Ts, értékeinek aranyat (D/A index [D/Ai] =

TSODesc/ TSOAsc)-

3.5.4. Prolongalt végtagi I/R haemorheologiai vizsgalata keverék kutydan

Intézetlink egyik munkacsoportja kidolgozott egy végtagi ischaemia-reperfusios modellt
keverék kutyan. E munkacsoport eredményeibdl az ischaemia-reperfusio lokalis és
szisztémas haemorheologiai vonatkozasai tartoznak értekezésem téméajahoz, a miitéti modell

idevonatkozo része itt roviden keriil ismertetésre.



Tizenegy, 3-4 éves him ¢és ndstény keverék kutyaban (18-26 kg) anaesthesiat (ketamin 10

mg/kg + xylazin 1 mg/kg, i.m.) kovetden kipreparalasra €s kantilalasra kertilt a bal oldali v.

jugularis externa. Az allatok random 2 csoportot alkottak:

I. Aloperalt csoport (n=6): jobb oldalon feltarasra keriilt az a. és a v. femoralis, majd 7 éra
mulva sebzaras tortént.

II. Ischaemia-reperfusio csoport (n=5): a feltart a. €s v. femoralis atraumatikus érleszoritd
eszkozzel torténd lezardsa 3 oOra idotartamu volt. Ezzel egyidében a lagyrészek
kirekesztése — a femoralis erek alatt — a comb koriil megfeszitett acélhurokkal tortént. Az
¢rleszoritok a 3 oOra letelte utan, az acélhurok csak ujabb 4 ora elteltével, azaz a
reperfusio 4. draja végén keriiltek eltavolitasra.

A szisztémas keringésbol €s a kirekesztett végtagbol nyert vérmintakbol a haematocrit, a

vorosveérsejt deformabilités, a teljes vér és plazma viszkozitds, valamint a fibrinogén szint

valtozasai kerlilnek 0sszegzésre.

3.6. Statisztikai analizisek

A statisztikai elemzéshez SigmaStat szoftvert (SigmaStat 1.0, 1992-1994., Jandel Scientific
Co., Németorszag) hasznaltunk. A fajspecifikus haemorheologiai adaptacional az 1 hetes,
két mintavételes vizsgalatnal paros t-tesztet, illetve Wilcoxon signed rank tesztet
hasznaltunk. A higitasi sor elemeinek haematocrittal valo Gsszefiiggését linedris regressziod
analizissel végeztilk. A patkany végtagi 1/R kisérleteknél egyirdnyu variancia analizissel a
csoportokon beliil Wilcoxon, a csoportok kozott Mann-Whitney rank sum tesztet
hasznaltunk. A keverék kutydkon végzett kisérletekben a csoportokon beliili 6sszehasonlitast
ANOVA ¢és Dunnett’s teszttel, a csoportok kozott Mann-Whitney €s Kruskal-Wallis teszttel
végeztlik. A statisztikailag szignifikans eltérést p<0,05 szintnél fogadtuk el.

4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. Haemorheologiai mérések fajspecifikus adaptacioja

4.1.1. Haemorheologiai paraméterek 6sszegzo-6sszehasonlito elemzése

Vorosvérsejt deformabilitas

Egér, patkany, nyul, kutya és sertés vonatkozasdban csaknem linearisan emelkedé RCTT
értékeket talaltunk, ha a fajokat méretiik alapjan csoportositottuk. Ez aldl a nyul volt kivétel,

ahol a mért értékek a patkanyénal kisebbek voltak. Osszevetve ezt az RCTT eloszlast az



atlagos vordsvérsejt-térfogattal (mean corpuscular volume, MCV), hasonl6 a tendencia
mutatkozott azzal a kivétellel, hogy a nyulnal mért MCV értékek nagyobbak a patkanyénal,
¢s kozel azonosak a kutya értékeivel, mig a sertés MCV-je meglepden alacsonynak
bizonyult. Egyes tankonyvi, vorosvérsejt atmérdkre vonatkozo faji 6sszehasonlitd adatokkal
osszevetve az RCTT értékek altalunk talalt eloszlasat, hasonlosagot talaltunk.

Teljes ver és plazma viszkozitas

Patkéany, nyul, keverék kutya és sertés vérébdl meghatarozott plazma viszkozitas 1ényeges
eltérést nem mutatott. A teljes vér viszkozitds kiugréan magas volt patkany esetében, ami a
40%-0s haematocritra val6 korrekci6 utdn is megmaradt.

A kiilonbozd allatfajokon végzett haemorheologiai mérések eredményei alatdmasztjdk azt a
megallapitast, hogy Osszehasonlitdé vizsgalatokat csak a fajspecifikus tulajdonsagok, adott
fajra adaptalt, standardizalt méréstechnikai modszerek haszndlatival lehet végezni. A
vorosvérsejt deformabilitds értékeiben taldlt szembetlind kiilonbségek 0Osszefiiggésbe
hozhatdak a sejtek atmérdjével, illetve méreteivel. Hasonlo kovetkeztetésre jutottak Chen

(1994), Baskurt (1996) és Katyukhin (1998) munkacsoportjai is.

4.1.2. Egy hetes kovetéses vizsgdlat kivitelezhetoségének elemzése

A faji kiilonbségek Osszehasonlitasa utan adott fajokon belil kivantuk a megfeleld
metodikai adaptaciot elvégezni, hiszen a tervezett kovetéses vizsgalatok alkalmazésa
magaban foglalja a gyakoribb, akar naponkénti vérvételek igényét is. Az eredetileg hasznalt
standard metodikai leiras szerint meghatarozott vérmennyiség biztositasa kis laboratoriumi
allatok (egér, patkdny) esetén komoly nehézségekbe litkozik. A vordsvérsejt deformabilitds
modszertani leirdsanak megfelel6 meéréséhez CD patkdnytél (n=20) 1 hetes 1do-
kiilonbséggel vett vérmintadkbdol (2-2,5 ml), 5%-os mérési haematocrit értékeknél
meghatarozott RCTT deformabilitisi paraméter szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutatott
(»=0,0098), mig a haematologiai paraméterek nem jeleztek szignifikans kiilonbséget. A 2-
2,5 ml vér vétele egy haemopoieticus indukcidt jelenthetett, amelynek kovetkeztében a
keringésben nagyobb szamu fiatal, j6 mechanikai tulajdonsagokkal rendelkezd vordsvérsejt

jelenhetett meg. Ez magyarazhatja a jobb deformabilitast a 7. napi mintdkban.

4.1.3. Deformabilitas méréshez higitasi sor készitése
A vorosvérsejt deformabilitas metodikdja teoretikusan lehetdveé teszi a sziikséges

vérmennyiség csokkentését abban az esetben, ha a szuszpenziot 5%-nal kevesebb
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haematocritira, akar 1%-osra higitjuk. A patkdnyvérbdl (n=10) készitett 1-5%-os
vorosvérsejt szuszpenziokbol allo higitasi sor elemzésénél az altalunk vizsgalt tartoményban
kozel linearis Osszefiiggést talaltunk a mért RCTT értékek és a haematocrit kozott (linearis
regressio=0,216). Bar a szomszédos elemek kozott jelentds kiillonbséget nem talaltunk, a
sz€1s6 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). Eredményeink azt sugalljak, hogy a
kiilonb6zé haematocrit szuszpenzional mért értékeket nem lehet egyiitt kezelni, &m a
Munkank eredményeként tehat lehetdségiink nyilt 1%-os vorosvérsejt szuszpenzio
haszndlataval meghatdrozni a vorosversejt deformabilitasi paramétereket, amelyhez 0,5-0,6
ml vér vétele elegendd lehet. gy patkinyban alkalmassd valhat a médszer a filtrométerrel
torténd vordsvérsejt deformabilitasi kdvetéses vizsgalatok elvégzésére, amelyre az

irodalomban nem talaltunk példat.

4.2. Végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai vizsgalata patkanyban

4.2.1. Vorosversejt deformabilitds

Az 1%-o0s deformabilitds mérési bedllitdst hasznédltuk 1 hetes kovetéses vizsgéalatban
patkdny hatso végtagi ischaemia-reperfusio vonatkozdsaban. Az relativ sejt-tranzitidd
(relative cell transit time, RCTT) az Ischaemia-Reperfusids csoportban (I/R) emelkedett
szintet mutatott az 1. - (8,552 + 1,116; vs. I/R alap: p= 0,006; vs. Kontroll: p=0,0002) és a
2. posztoperativ napon (14,616 + 3,766; vs. I/R 1. nap: p=0,0006; vs. I/R 3. nap: p=0,0184,
vs. Kontroll: p<0,0001; vs. Aloperélt: 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 nem bizonyult szignifikansnak.

A rovid id6tartama, 1 ords ischaemia és az azt kovetd reperfusio kimutathatd valtozdsokat
eredményezett a vorosversejtek deformabilitasaban, mely valdszinlileg a szabadgyokok

karosito hatasanak tudhato be, és allopurinol elokezeléssel kivédheto volt.

4.2.2. Haematologiai paraméterek
A vorosvérsejtszam, a haemoglobin szint és a haematocrit értékek fokozatosan csokkentek,
az egyes csoportok kozott azonban szignifikans eltérés nem volt. Az dtlagos vérdsvérsejt

térfogat és haemoglobin tartalom értékek enyhe emelkedést mutattak a posztoperativ
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periddusban, mely emelkedés a 7. napra szignifikans kiilonbséget ért el az I/R és az AP+I/R
csoportban a Kontroll csoporthoz viszonyitva. Bar a filtracios mérésen végzett metodikai
eljaras kivitelezheté volt az egy hetes kovetési periodusban, a naponkénti vérvételek
hatdsara a haematologiai paraméterek mérsékelt tendenciat mutattak az anaemia felé.

A fehérvérsejtszam nem mutatott karakterisztikus és szignifikdns valtozasokat. A
thrombocytaszam folyamatos emelkedés mutatott minden csoportban, szignifikdnsan magas
értékeket eredményezve az I/R és az AP+I/R csoportokban a 7. napon a Kontroll csoporthoz
képest. A thrombocytaszam emelkedés részét képezheti a sebészi-traumat kdvetd akut fazis
torténéseknek, de nem zarhato ki a naponkénti, periférias vérvételek hatasa sem. Az dtlagos
thrombocyta térfogat csak az I/R csoportban szignifikdnsan emelkedett a 2. napon a
Kontroll csoporthoz viszonyitva (p=0,0011), majd a kiindulasi értékek iranyaba tért vissza,
majd a Kontroll és az Aloperalt csoportokkal egyiitt a 4-7. napon tovabbi csokkentés
mutatott. 1974-ben irtdk le eldszor a thrombocytaszam és térfogat inverz viszonyat, az
sugallva, hogy szorzatuk, az un. ,,platelet mass” kozel alland6. Adataink Osszességében a
»platelet mass” novekedését mutattdk minden csoportban, de legkifejezettebben az

1schaemia-reperfusios csoportban.

4.3. Végtagi ischaemia-reperfusio microcirculatios vizsgalata patkanyban
Karakterisztikus kiilonbségek figyelhetdek meg az 1 6ras ischaemids periddust kdovetden az
»occlusios”-teszt soran rogzitett laser Doppler gorbe le- ¢és felszallo szakaszain
0sszehasonlitva a Kontroll oldallal, illetve a beavatkozas el6tti allapottal.

Nem volt szignifikdns kiilonbség a fel- és leszalld szakaszok 50%-os amplitiddjdnal mért
1d6 értekekben (Ts)) a beavatkozdsok eldtt. Az 1 O6rds ischaemia utan a felszallo
gorbeszakasz Tsg értéke (Tsoasc) szignifikdnsan hosszabb volt, sszehasonlitva az ischaemias
inzultus eldtti allapottal (p=0,0007), vagy a Kontroll oldallal (p=0,0017). A leszallo
szakaszok szintén jellemz6 valtozdsokat mutattak az ischaemidsan érintett oldalon. A Ts
erték (Tsopesey 1tt szignifikansan rovidebb volt, mint a Kontroll oldal (beavatkozas elott
p=0,0016; beavatkozas utan p=0,0049), vagy az azonos oldal beavatkozas el6tti allapotanak
értékeihez képest (p=0,0029). A D/A index (D/Ai=Tsopese/Ts0asc) tekintetében ez azt
jelentette, hogy az index 1,00 feletti értékekrdl 1,00 alatti értékekre valtott.

A teszt elonye az egyszeriiség, a gyors kivitelezhetdség, az ismételhetéség, melyet adataink

kismértekli szorasa is bizonyit. A kapott adatok fiiggetlenithetoek a kiindulasi és végponti
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relativ aramlasi egységektdl. Az altalunk kidolgozott ,,occlusios”-tesztnek néhany hdtrdanya
1s van. A mérések soran az a. és a v. saphena kozelsége zavarhatja a microcirculatio korrekt
vizsgalatat, tovabbd az anaesthesia is hatassal lehet a microcirculatiora, rdadasul a
preparalas soran fellépd lagyszovet-trauma hatdsa sem zarhato ki. A standard koriilmények
kozott végzett mérések soran nyert adatok dsszehasonlitdo elemzése azonban véleménylink
szerint elvégezhetd.

Az ,occlusios’-teszt soran rogzitett aramlasi gorbe leszallé szakasza rovidebbnek, a
felszallo szakasza hosszabbnak bizonyult a normal viszonyokhoz hasonlitva. Ez azt sugallja,
hogy ischaemiat kdvetden, a reperfusio elsd perceiben a keringés konnyebben all le, illetve
nehezebben indul Ujra tesztjeink soran. Ennek magyarédzata lehet a capillarisok funckionalis
allapotanak valtozasa mellett a microvascularis haematocrit eloszlasi kiilonbségei, illetve a
csokkent vorosveérsejt deformabilitds. A bemutatott modszeriink alkalmas lehet a jovoben a
kiilonbozo sebészeti beavatkozasok microcirculatios hatasanak gyors, intraoperativ
elemzésére. Eredményeink még eldzetesek, a mérés biztonsaganak megteremtése €s tovabbi

matematikai elemzése indokolja ezirdnyu vizsgélataink folytatasat.

4.4. Prolongalt végtagi I/R haemorheologiai vizsgalata keverék kutyan

4.4.1. Vorosversejt deformabilitds

Az Aloperalt csoport RCTT értékei jelentds valtozasokat nem mutattak. Az Ischaemia-
Reperfusids (I/R) csoportban a posztoperativ iddszakban kiugréoan magas RCTT értékeket
talaltunk a 2. és 3. napon, amely emelkedés az alap- és a 3. napon az Aloperalt csoport
értekeihez képest szignifikans volt (p<0,0001, p=0,0023, egyenként). Az RCTT emelkedés
a 4-5. napra mérs€klddni latszott, a 4. napon mért értékek szignifikansan alacsonyabbak

voltak a 3. napon mért értékekhez képest (p=0,0086).

4.4.2. Teljes vér viszkozitas

A 90 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitds értékeket vizsgalva, az Aloperalt
csoportban a mutéti periodus alatt mérsékelt viszkozitas emelkedést talaltunk, amely az 1.
posztoperativ napig tartott, majd a 2. napra lecsokkent. Az I/R csoport teljes vér
viszkozitasa a 3 oras ischaemias periodust kdvetd 30. percben vett mintaban volt magasabb,
majd csucspontjat az 1. napon elérve (p=0,0377 vs. alap) a 2-5. napig mérsékelt tlitemii

csokkenést mutatott. 4 40%-o0s haematocritra korrigalt teljes vér viszkozitas értékek a
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posztoperativ periddusban az I/R csoportban emelkedett értékeket mutattak. A legmagasabb

értékek az 5. napon mutatkoztak.

4.4.3. Plazma viszkozitds

Az Aloperélt csoportokban plazma viszkozitis-emelkedést talaltunk a 3 oras periodus
végeén, a legmagasabb értéket az 1. posztoperativ napon érte el (p=0,0459 vs. alap), majd a
2-5. napon a kiindulasi értékek ald csokkent. Az I/R csoport PV értékei az 1. napra
megemelkedtek a kiindulédsi értékekhez képest (1,29+0,041 mPas), majd a 2-3. napra

tapasztalt mérsékelt csokkenés utan a 4-5. napon szembetiind emelkedést mutattak.

4.4.4. Fibrinogeén szint

Az 1. posztoperativ naptol kezdddden mindkét csoportban folyamatos emelkedést talaltunk,
amely a 3-5. napra stabilizdlddni latszodott. A legnagyobb meértekii emelkedés az I/R
csoportban mutatkozott, ahol az 1. és 2. nap értékei kozott kozel kétszeres valtozast
talaltunk (p<0,0001). Az I/R csoportban értékei a 2-5. napon szignifikdnsan magasabbak
voltak a kiindulasi értékekhez képest (p<0,0001, p=0,001, p=0,0003, p=0,0011,
egyenként), mig az Aloperalt csoportnal ez az eltérés a 3. naptdl volt megfigyelhetd, de az 5.
napig szignifikansan magasabbnak bizonyult az alapértékekhez képest (p=0,0154,
p=0,0373, p=0,0315, egyenként).

4.4.5. Haematocrit

A haematocrit értékek a miitéti periddus alatt mérsékelt emelkedést mutattak, az 1.
posztoperativ napra jelentdsen megemelkedtek az alapértékekhez képest, majd a 2-5. napon
lecsokkentek. A legnagyobb mértékii haematocrit csokkenés az 1. és a 2. nap kozott az
Aloperalt csoportban volt megfigyelhetd (p=0,0335). A 2-3. nap kozott jelentds
valtozasokat nem figyeltiink meg, mig a 3-4. nap kozott az I/R csoportban szignifikans

haematocrit csokkenést tapasztaltunk (p=0,0277).

4.4.6. A kirekesztett vénas vér tulajdonsdgai az ischaemia-reperfusios csoportban
Az /R csoport miitét elott €s a kirekesztett végtagbol vett (vénas) vérmintait vizsgalva az
RCTT, a teljes vér viszkozitas, valamint a haematocrit értékek a kirekesztett esetben

szignifikansan magasabbak voltak az alapértéekekhez képest (p=0,0011, p=0,036, p=0,0001,
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egyenként). A 40%-0s haematocritra korrigalt vér viszkozitds, a plazma viszkozitds és a
fibrinogén szint szignifikdnsan nem kiilonb6zott. Az RCTT értékek a kirekesztett
végtagokbol vett mintdkban szignifikdnsabban magasabbak voltak az a felengedés utani
szisztémas értekekhez a viszonyitva is (p=0,034).

A vorosversejt deformabilitas romlasa a korai posztoperativ idészakban a kordbban
bemutatott patkany végtagi ischaemia-reperfusiés modelliink eredményeihez hasonldan
alakult, ahol az RCTT értékek emelkedését az 1-2. napon mutattuk ki. Feltételezhetéen a
szabadgyokok karositod hatdsa kovetkeztében valhattak rigidebbé a vorosvérsejtek.

A teljes vér viszkozitis 1. posztoperativ napon megfigyelt emelkedése Osszefiiggésbe
hozhat6 a haematocrit novekedésével, az 1. nap utdn megfigyelt viszkozitas csokkenés a
mért alacsonyabb haematocrittal. A 40%-os Htc-ra vald korrekcid utan a teljes vér
viszkozitas a posztoperativ periddusban kozel allandonak bizonyult, enyhe emelkedést
mutatva, amely szignifikdnsan magasabb értékeket eredményezett az I/R csoportban az 5.
napra. A haemoconcentratio, a teljes vér €s plazma viszkozitas, valamint a fibrinogén szint
novekedése a fehérvérsejt- és thrombocytaszam valtozéasaival egylitt a miitéti beavatkozasok
kovetkezménye lehet (Koppensteiner, 1996).

Az ischaemia alatt, a stasis sordn megndvekedhet a haematocrit, a folyadékterek
atrendezddése, a vorosvérsejtek térfogat- ¢s deformabilitds valtozésa, aggregatidja
kovetkeztében emelkedhet a vér viszkozitdsa. A kirekesztett végtagban lezajlé anaerob
folyamatok a ver Osszetételét, pH-jat megvaltoztathatjdk, ami szintén befolyasolja a
vorosvérsejtek deformabilitasat. Fontos szempont kisérleteink vonatkozasdban, hogy a
barmilyen okbol megvaltozott rheologidji vér érfalndl mutatott nyirofesziiltsége
befolyasolja az endothel-sejtek miitkodését. A 1étrejové endothelialis dysfunctio tovabbi
folyamatokat indukalhat az érfalban, és nagymértékben befolydsolhatja az adott régio

keringését, mikrokeringéseét.

5. ELERT FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEGZESE

1. Haemorheologiai vizsgélatainkat 6sszehasonlité jelleggel tobb allatfajra — egér, patkany,
nyul, kutya, sertés — kiterjesztettiik.

2. Az egyes faktorok tekintetében lényeges faji kiilonbségek mutatkoznak. Szembetiing az
eltérés a vorosveérsejt deformabilitas filtracids technikaval mért jellemzdi tekintetében,

ami Osszefiiggésben allhat a vordsvérsejtek méretével.
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. Meéréstechnikai adaptacios munkank sordn sikeriilt az FT-1 filtrométerrel torténd
vorosvérsejt deformabilitas mérést 1 hetes kovetéses vizsgdlatban patkanyokon
alkalmazni kismennyiségii vér naponkénti vétele mellett.

. Patkanyban 1 oOras veégtagi ischaemiat kovetden a vordsvérsejt deformabilitas
szignifikdns romlasat mutattuk ki a korai posztoperativ idészakban (1-2. nap) 1 hetes
vizsgalati periddus soran. A mutatkozo6 valtozas allopurinol elokezeléssel kivédhet6 volt.
fgy feltételezhetd, hogy a vorosvérsejt deformabilitds romlasat az ischaemia-reperfusio
soran keletkezd szabadgyokok okozzak.

. Patkanyban 1 o6rds végtagi ischaemia és az azt kovetd reperfusio utan az atlagos
vorosvérsejt térfogat, a thrombocytaszdm ¢€s az atlagos thrombocyta térfogat jelentdsen
emelkedett a posztoperativ periodusban.

. Keverék kutydban 3 oras végtagi ischaemia és az azt kovetd reperfusio utdn, a 2-3.
napon a voOrosveérsejt deformabilitds jelentdsen romlott. A teljes vér- és plazma
viszkozitas, valamint a fibrinogén szint a posztoperativ napokon valtozé6 mértékili, de
folyamatos emelkedést mutatott. Az eltérések egy része Osszefliggésbe hozhatd a
beavatkozasok altal okozott sebészi traumaval, mas része a szabadgyokok okozta
karosodasokkal.

. A kirekesztett régiobol a keringés Ujrainduldsakor a lokalis anyagcsere folyamatok és
fizikai viszonyok hatdsara megvaltozott, rheologiailag Iényegesebben rosszabb
mindségll vér aramlik a test tobbi részébe, amely koros érrendszer esetén tavolabbi
szervekben, szovetekben idézhet el6 karosodasokat.

. Kidolgoztunk egy jol reprodukdlhatd, egyszerli tesztet (,,occlusios”-teszt) laser
Doppleres szoveti aramlasmérés technikat alkalmazva. Ertékelésével kovetkeztetni lehet
a szoveti mikrokeringés akut valtozasaira, és ezekre vonatkozo valaszadd képességére
ischaemias karosodast kovetden. A teszt alkalmazasdval patkanyban 1 Oras végtagi
ischaemiat kovetéen a harantcsikolt izomszovet mikrokeringésének szignifikans
romlasat mutattuk ki a reperfusio elsd perceiben.

. A haemorheologiai faktorok és a szoveti microcirculatio vizsgalata a végtagi ischaemia-
reperfusios  karosodasok pathophysiologiai torténéseivel kapcsolatban — értékes

informaciokat nyujthat.
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