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1. BEVEZETES

A haemorheologia a vér sejtes ¢és plazmatikus komponenseinek é4ramlési
tulajdonsagaival foglalkozé tudoméanyag. Kiilonbozd tényezdket foglal magaban, beleértve a
vér viszkozitasat, a vordsvérsejtek deformabilitasat €s aggregabilitasat, valamint a vérsejtek és
a plazma kozotti kolcsonhatasokat. Ezek a tulajdonsadgok kulcsfontossaguak a megfeleld
vérkeringés fenntartdsdhoz és a szovetek megfeleld oxigénellatdsanak biztositasahoz. A
rendellenes haemorheologiai tulajdonsagok a véraramlas karosodasdhoz vezethetnek, ami a
trombotikus események €s mas sziv- €s érrendszeri szovodmények kockazati tényezdje lehet.

Bizonyos allapotok, példaul az embodlia, stroke, trombdzis befolydsoljak a
haemorheologiai paramétereket. Ezen allapotok mihamarabbi felismerése és kezelése nagyon
fontos. Azon személyek esetében, kiknél a hajlamosit6d tényezok valamelyike megtalalhato, a
megeldzés az elsddleges szempont, melyre szamos, a betegségre specifikus terdpia keriilt
kidolgozasra. A hasznalt gyodgyszerek kore folyamatosan bdviil, igy lehetdéség van a
potencialisan legalkalmasabb szer kivalasztasara. Azonban, mint a legtobb gyogyszer, igy a
véralvadast ¢és thrombocyta-aggregatiot gatlo készitmények is hatassal Ilehetnek a
haemorheologiai valtozdkra.

A sziv- és érrendszeri betegségeken kiviil egyéb korképekben, példaul tumoros
elvaltozasokban, policisztds ovarium szindromaban, magas vérnyomas betegségben, kronikus
majbetegségekben (CLD), mint a méjzsugorodds vagy a nem alkoholos eredetli zsirmaj
(NAFLD), megvaltozhatnak a véraramlasra jellemz6 micro-rheologiai paraméterek. A
gyakoribb majbetegségeken és sériiléseken kiviil ritka korképekben is, mint amilyen a
bilhaemia, megvaltozhatnak a haemorheologiai paraméterek, a majnak a véralvadasban és -
szabalyozasban részt vevo fehérjék szintézisében betoltott szerepe miatt.

A bilhaemia és a véralvadas kozotti kdlcsonhatasnak jelentds klinikai kovetkezményei
lehetnek a majbetegségben vagy epevezeték-elzarodasban szenvedd betegek esetében. A
véralvaddsi zavarok ezeknél a betegeknél trombotikus események vagy vérzéses
szOvodmeények formajaban jelentkezhetnek, a prokoaguldns és antikoagulans faktorok kozotti
egyensulytol fiiggden. A trombotikus szovédmények, igy a portdlis véna trombodzisa, a
bilhaemia altal kivaltott prokoagulans allapot miatt 1éphetnek fel. Ezzel szemben vérzéses
szovédmények a csokkent alvadasi faktortermelés, a K-vitamin-hiany és a vérlemezkék
diszfunkciojanak egyiittes hatasaibol eredhetnek.

Jelenleg kevés szakirodalomi adat all rendelkezésiinkre azzal kapcsolatban, hogy a

bilhaemia ¢és a thrombocyta- és véralvadasgatld készitmények hogyan hatnak a



haemorheologiai paraméterekre. Vizsgalatunk soran a bilhaemia soran fellépd valtozasokat

kivantuk megismerni patkany- és sertésmodellben, illetve egy potencidlisan {1j antikoaguldns

készitmény hatasait feltarni és Osszehasonlitani a frakciondlatlan heparin altal okozott

valtozasokkal.

2. CELKITUZESEK

1.

Célunk volt olyan patkdny és sertés allatmodell kialakitasa, melyek lehetdséget
biztositanak a bilhaemia széleskorti vizsgalatara.

A kialakitott allatmodellekben tanulmanyozni kivantuk a bilhaemia kozvetlen hatasait
a voOrosvérsejtek hagyomanyos és ozmotikus gradiens deformabilitasara, a
vorosvérsejtek aggregatiojara €s a hemodinamikai paraméterekre.

Célul tztik ki a valtozadsok dinamikajanak és a fajok kozotti kiilonbségeknek a
vizsgalatat.

Célunk volt egy olyan protokollt kidolgozni sertés modellre, ami lehet6vé teszi a kettds
thrombocyta- és véralvadasgatlo (APAC) emelkedé dozisban torténd vizsgalatat.

A kidolgozott protokoll szerint vizsgalni kivantuk az APAC hatasait a micro-rheologiai
paraméterekre, tobbek kozott a vordsvérsejtek deformabilitdsara és aggregatiojara.

Ezt kovetden célunk volt az APAC kiilonboz6 dozisait Osszehasonlitani a
frakcionalatlan heparin (UFH) kiilonb6z6 dozisaival, és kovetkeztetéseket levonni

mindkét szer vonatkozasaban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérleteket az Europai Unios iranyelv (63/2010 EU-iranyelv) és a magyar allatvédelmi
torvény (1998. évi XXVIIL. torvény “Az allatok védelmérdl és kiméletérdl”) szerint, valamint
a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyasaval végeztiik
(engedélyek regisztracios szamai: 17/2022/DEMAB és 3/2021/DEMAB).

3.1. Az epe hatdsa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran
3.1.1. Kisérleti allatok és mintavételi protokoll

A vizsgalatba hat egészséges, 12-14 honapos him Wistar (Crl:WI) patkanyt (testtomeg:
458,3+24,5 g) és hat egészséges, 12-13 hetes ndstény Hypor sertést (testtomeg: 20,8+1,7 kg)
vontunk be.

A patkanyokat standard ketrecekben (Eurostandard IV, Tecniplast, Buguggiate,
Olaszorszag) tartottuk, 22+2 °C hdmérsékleten, 55+10%-os paratartalom mellett, 12-12 oras
vilagos/sotét ciklusban, vizhez €s standard patkanytaphoz szabadon vald hozzaféréssel.

A sertéseknek a ketrecek szelloztetését (15-20x 1égcsere/ora) és fiitését (kdzponti és
padlofiités) biztositottuk, az allatok sulyanak megfeleléen 22-26 °C-os hdémérsékleti
tartomdnyban. Az allatok elhelyezése sordn keriiltiik a sz¢lsdséges és hirtelen nagymértékii
paratartalom-ingadozast, a vilagitas pedig 12-12 6ras vilagos/sotét ciklusban tortént. Az allatok

a fajuknak megfeleld takarmanykeveréket kaptak, az itatds Onitatod rendszerrel tortént.
3.1.1.1. Patkdanyokon végzett miitéti beavatkozdsok

Altalanos altatast (i.p. 100 mg/kg ketamin /CP-Ketamine hydrochloride 10%, Produlab
Pharma BV, Raamsdonksveer, Hollandia/, i.p. 10 mg/kg xylazin /CP-Xylazin- hydrochloride
2%, Produlab Pharma BV, Raamsdonksveer, Hollandia/) kovetden egy 26 G vastagsagu kantilt
helyeztiink be a lateralis farokvénaba a vérvételhez, folyadékterapiahoz és az epe beadasahoz.
A jobb oldali arteria carotis communist kipreparaltuk és kaniilaltuk (O.D. 0,965 mm,
Polyethylene Tubing Clay Adams, 427411, BD Intramedic™, Sollentuna, Svédorszag).

A kaniilt, centralis ligataraval torténd rogzitése utan invaziv hemodinamikai monitorozo
rendszerhez (Hemosys monitor system LD-01, Experimetria Kft., Budapest, Magyarorszag)
csatlakoztattuk, mely az invaziv vérnyomast folyamatos nyomasgdrbe formajaban rogzitette.

Az epegylijtéshez median laparotomiat végeztiink, a ductus choledochust mikrosebészeti
technikaval kipreparaltuk és megnyitottuk, majd kaniilaltuk (Micro-Renathane®, MRE-025

tipus, 0,25 mm kiilsé atmér6 * 0,12 mm bels6é atmérd; Braintree Sceintific Inc.). Egy 1 ml-es



fecskendot 27 G tiivel csatlakoztattunk a kaniilhoz. Az epét 1 oran keresztil gyjtottiik, ami
koriilbeliil 250 pl extrahalt epetérfogatot eredményezett.

3.1.1.2. Sertéseken végzett miitéti beavatkozdasok

Az altatas az alabbi protokoll szerint tortént: premedikacio: i.m. 1-2 mg/kg azaperon
(Stresnil, Elanco GmbH, Cuxhaven, Németorszag), az altatds indukcidjahoz i.m. 2 mg/kg
xylazin (CP-Xylazin hydrochloride 2%), 20 mg/kg ketamin (CP-Ketamine hydrochloride 10%),
a tartos altatas fenntartasahoz i.v. 1 mg/kg xylazin-10 mg/kg ketamin, és sziikség esetén i.v. 2
mg/kg diazepam (Diazepeks 5 mg/ml, AS Grindeks, Riga, Lettorszag). Altatast kovetden az
allatokat intubaltuk, a jobb oldali vena jugularis externat kantilaltuk (Certofix Trio, 7F, B.Braun
Trading Ltd., Budapest, Magyarorszag) a vérvétel, folyadékterapia és epeadagolas céljabol.

A bal oldali arteria femoralisba helyezett kaniilhoz (Certofix Trio, 7F) invaziv
hemodinamikai rendszert (Hemosys monitor rendszer LD-01) csatlakoztattunk és az invaziv
vérnyomast folyamatos nyomdsgorbe formdjaban rogzitettiik.

Az epét az epehdlyag kozvetlen punkcidjaval nyertiik felsd median laparotomidn
keresztiil. Ehhez 23 G vastagsagu tit és 5 ml térfogati fecskenddt hasznaltunk, és 5 ml epét
gyljtottiink.

3.1.1.3. Veérvételi protokoll

A mitét és az epe beadasa el6tt vért vettlink a kantilalt vénakbol (in vitro vizsgalatokhoz:
1,5 ml, in vivo vizsgalatokhoz: 0,5 ml; véralvadasgatlo: natrium-EDTA 1,8 mg/ml).
Alapméréseket végeztiink, majd vizsgaltuk az in vitro adott epe (500 pl teljes vér + 1 pl vagy
5 ul epe) hatasat. Az in vivo vizsgalatokhoz a vérmintakat 5 perccel a 200 pl/kg epe intravénas

bolus injekcidja utan vettiik.
3.1.2. Laboratériumi vizsgalatok
3.1.2.1. Haematologiai paraméterek

A haematologiai paramétereket a Sysmex K-4500 (TOA Medical Electronics Co., Ltd.,
Kobe, Japan) haematologiai automatdval hatdroztuk meg. A mérés elvégzéséhez 80 pl
antikoagulalt vérre volt sziikség. A haemoglobin tartalom (Hgb, [g/dL]) meghatarozasa
spektrofotometrias elven torténik, mig a vordsvérsejtszamot (Vvs, [x10%%/L]), a
fehérvérsejtszamot (Fvs, [x10%L]), és a thrombocyta szamot (Thr, [x10%L]) apertura-
impedancia elven méri a késziilék. Ezen kvantitativ paraméterekbdl tovabbi szarmaztatott

értékeket kalkulal, tobbek kozott a haematocrit értéket (Hct, [%]), az atlagos vordsvérsejt



térfogatot (MCV, [fL]), az atlagos vOrdsvérsejt haemoglobin tartalmat (MCH, [pg]) és az
atlagos vorosvérsejt haemoglobin koncentraciot (MCHC, [g/dL]).

3.1.2.2. Viérosvérsejt hagyomdnyos és ozmotikus gradiens deformabilitds

A vorosvérsejtek deformabilitdsanak meghatarozasahoz a LoRRca Maxsis Osmoscan
ektacytométert (RR Mechatronics International B.V., Zwaag, Hollandia) hasznaltuk. A
késziilék egy statikus hengerbdl (bob) és egy forgathatd hengerkopenybdl (cup) all (Coutte-
rendszer). A vérmintat a bob és a cup kozotti 0,3 mm-es résbe juttatjuk be. A mérés fény-
reflektancian alapul, a vérmintakat nyirasnak kitéve és 1ézerrel megvilagitva a visszavert fény
diffrakcios mintdzatot hoz létre, ami ardnyos a sejtek elnytjthatosagaval. A nyirofesziiltség (SS,
Pa; tartomany: 0,3-30 Pa) fiiggvényében hataroztuk meg az erythrocytdk deformabilidsat
jellemz6 elongatids indexet (EI). A hagyoméanyos deformabilitds mérések elvégzéséhez 2 mL
polivinilpirrolidon (PVP)-PBS oldatot (PVP: 360 kDa, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA; PVP-PBS oldat viszkozitasa = 30,5 mPas, ozmolalitds = 303 mOsmol/kg, pH = 7,5)
ovatosan szuszpendaltunk 10 pL mintaval (teljes vér vagy vér-epe szuszpenzid). A késziilék
temperalhatd, minden mérést 37 °C-on végeztiink. Az EI-SS gorbékbdl 6sszehasonlithatd
adatokat szamoltunk: EI értékek 3 Pa-nal, és a Lineweaver-Burk egyenlet (1/EIl = SS1/2/Elmax X
1/SS + 1/Elmax) segitségével az egyes EI-SS gorbéket parametrizaltuk, igy megkaptuk a
maximalis elongatids indexet (Elmax), és a maximalis elongatidés index feléhez tartozo
nyirofesziiltséget (SS1/2, Pa). Az eredmények értékelése soran az alacsonyabb EI vagy Elmax, és
a magasabb SS1/, értékek a vorosvérsejtek csokkent deformalhatosagat jelezték.

Az ozmotikus gradiens deformabilitas (osmoscan) méréshez 250 uL. mintéra és 5 ml, az
el6z6 bekezdésben részletezett izotonias PVP-PBS oldatra volt sziikség. A késziilék alacsony
(0 mOsm/kg) és magas ozmolalitdsu (500 mOsm/kg) PVP-oldatokat kever a mintdval, igy a
szuszpendald kozeg ozmolalitdsa folyamatosan valtozik. Az EI meghatarozasa éallando
nyirofesziiltség (30 Pa) mellett torténik. Az elongatios indexet folyamatosan regisztralja a
késziilek az adott ozmolalitds érték fiiggvényében. A mérés eredménye egy jellegzetes El-
ozmolalitds (O) gorbe, melynek szamos jellemzd pontja van. Az alacsony ozmolalitas
tartomdnyban a minimalis nyulasi index (EI min) és a hozza tartoz6 ozmolalitdsérték (O min),
a maximalis nyulasi index (EI max, ami nem azonos a Lineweaver-Burk-egyenlet szerinti Elmax
értékkel, lasd fentebb) és az O (EI max), a magasabb ozmolalitds tartomanyban pedig az EI
hyper (a magas ozmolalitasii kdrnyezetben a maximalis nyulasi index fele) és az O hyper.
Minden EI-O gorbe alatti teriiletet kiszamitottunk (Area). Tovabbi paramétereket, mint AEI (a

maximalis és minimalis EI értékek abszolut kiilonbsége), AO (az ozmolalitas értékek abszolut



kiilonbsége a maximalis és minimalis EI-nél), valamint aranyértékeket, mint EI max/EI min

(rEI), O (EI max)/O min (rO), AEI/AO és rEl/rO, szintén kiszamitottuk.
3.1.2.3. Vorosvérsejt aggregatio

A vérmintdk aggregatiés index értékének meghatirozaséhoz a Myrenne MA-1
aggregométert (Myrenne GmbH, Roetgen, Németorszag) hasznaltuk. A mérés
fénytranszmisszios fotometriai modszeren alapul. A vizsgalathoz 20 ul antikoagulalt vérre volt
sziikség. A disaggregatio (nyirasi sebesség: 600 s™) utani 5. vagy 10. masodpercben a
transzmittalt fényt hataroztuk meg stasisban (M értékek, nyirasi sebesség: 0 s™*) vagy alacsony
nyirasi sebesség (M1 értékek, nyirasi sebesség: 3 s1) mellett. A méréseket szobahémérsékleten
(20-25 °C) végeztiik. A magasabb indexértékek (M 5 s, M1 5 s, M 10 s, M1 10 s) fokozott

vOrosvérsejt aggregatiot jelentenek.
3.1.3. Statisztikai analizis

A kisérlethez sziikséges esetszdm (mintanagysag) becslésé¢hez a Mead-féle egyenletet
(Mead’s resource equation) hasznaltuk. A statisztikai elemzéseket a SigmaStat Software
3.1.1.0. programmal végeztiik (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Az adatokat atlag +
S.D. (standard deviation, szoras) formdban tiintettiik fel. Az adatok eloszlasdnak normalitdsat
Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk, és ennek megfeleléen a csoportokon beliili
kiilonbségeket Student féle t-probaval vagy Mann-Whitney rank sum teszttel, a csoportok
kozotti kiilonbségeket egyiranyu variancianalizissel (one-way ANOVA) vagy Kruskal-Wallis

tesztettel hasonlitottuk dssze. A szignifikancia szintet p<0,05 értéknél hataroztuk meg.

3.2. Kettdos thrombocyta- és véralvadasgiatlo (APAC) szer hatasa a vorosvérsejtek

deformabilitasara és aggregatiojara sertésmodellben

Jelen kutatas egy kooperativ tanulmany volt a Helsinki Egyetem Ko6zponti Korhézaval
(Prof. Dr. Riitta Lassila és Dr. Annukka Jouppila) és a Debreceni Egyetem Klinikai

Laboratériumi Kutatd Tanszékével (Dr. Bagoly Zsuzsa).
3.2.1. Kisérleti allatok és mintavételi protokoll
3.2.1.1. Az APAC hatasa a haemorheologiai paraméterekre

A kutatasba 12-13 hetes ndstény Hypor sertések (n=5/csoport; testtomeg: 23,6+1,58 kg)
kertiltek bevonasra. Altatasban, a 3.1.1.2. fejezetben leirt altatdsi protokoll szerint, mindkét
oldali vena jugularis externaba kaniilt (Certofix Trio, 7F, B.Braun Trading Ltd., Budapest,

Magyarorszag) helyeztiink. A jobb oldali vénan keresztiil torténtek a vérvételek vacutainer



csovekbe (BD Vacutainer® csovek, 1,8 mg/ml K3-EDTA,; Becton, Dickinson and Company,
USA), mig a vivoanyagot (1 mL 137 mM NaCl és 10 mM NaxHPOg4, pH: 7.5) és a vizsgalt
anyagot (APAC; 7,84 mg/ml; Aplagon Ltd/Cadila Pharmaceuticals Ltd.) intravénasan (i.v.) a
bal oldali vénan keresztiil adtuk be. A kaniilalast kovetden a vizsgalat soran mindkét oldalon
(jobb ¢s bal oldali vena jugularis externa) folyamatos folyadékpotlast biztositottunk fiziologias
sooldattal (1080,4 + 45,9 ml, ,,Baxter” Natrium-klorid 0,9%, pH= 4,5-7, ozmolaritas: 308
mOsm/l, Baxter Hungary Kft.).

A vizelet elvezetéséhez suprapubicus cystostomia soran katétert helyeztiink a holyagba.
A 1égzés segitésére endotrachealis tubust helyeztiink a 1égcs6be (WATO EX-20Vet, Shenzhen
Mindray Animal Medical Technology Co., LTD., Kina). A PaCO2-t 35-45 Hgmm-re, a PaOz-t
pedig 100-130 Hgmme-re allitottuk be.

A vizsgalat kezdetén mindkét csoportnak vivéanyagot (1 mL 137 mM NaCl és 10 mM
NaxHPOg4, pH: 7,5) injektaltunk a bal oldali vénan keresztiil, majd 5 perccel késébb vérvételre
kertilt sor. A vivOanyag negativ kontrollként szolgalt, mivel a NaHPO4 alacsony
végkoncentracidja miatt varhatéan nem befolyasolta az allatok hemosztazisat. Ezt kovetoen az
APAC-ot 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg és 0,75 mg/kg eszkalalodo dozisban adtuk be i.v. A jelenlegi
becsiilt klinikai i.v. bolus adagolas kompatibilis a 0,25-0,5 mg/kg dézisokkal (kb. 45-90 NE/kg
heparin), mig a 0,75 mg/kg a toxikologiai program alapjan a maximalis megengedhetd
mennyiséget meghaladja. A hatéanyagot tartalmazd készitmények térfogata 4 ml volt. A
Kontroll csoport allatai csak a hatdéanyag nélkiili vivéanyagot kaptak. A beadott vivéanyag
térfogata megegyezett a hatdanyagot kapott csoportnak beadott vivéanyag térfogataval (0,25
mg/kg dozis esetén 3,77+£0,004 ml; 0,5 mg/kg dozis esetén 3,57+0,04 ml; 0,75 mg/kg dozis
esetén 3,36+0,06 ml). A vizsgalat végén az APAC hatasat 140 NE/kg protamin-szulfat (1400
antiheparin NE/ml, lot F2084FIl1, Leo Pharma, Dénia) beadasaval semlegesitettiik,
visszaforditottuk, és 15 perccel késbb vért vettiink. A kutatas kooperativ tanulmany volt, igy

koagulacios biomarker-vizsgalathoz is vettiink vérmintakat a meghatarozott idépontokban.
3.2.1.2. Az APAC és a frakciondlatlan heparin dsszehasonlitdsa

A kutatds ezen szakaszaba ujabb, 12-13 hetes ndstény Hypor sertések (n=5/csoport;
testtomeg: 23,3+1,06 kg) keriiltek bevonasra. A korabban leirtakkal megegyezd protokoll
szerint tortént altatast kovetden a jobb oldali vena jugularis externan keresztil torténtek a
vérvételek vacutainer csdvekbe (BD Vacutainer® csévek, 1,8 mg/ml Ks-EDTA; Becton,
Dickinson and Company, USA). A vivoanyagot (1 mL 137 mM NacCl és 10 mM NaxHPOgs, pH:
7,5) és az APAC-ot vagy UFH-t (Heparibene Na 25000 IU, Ratiopharm Arzneimittel Vertriebs



GmbH.) a bal vena jugularis externan keresztiil i.v. injektaltuk. Ezen fazisban a 0,5 mg/kg (a
maximalis klinikai APAC-dozis, kb. 90 NE/kg heparin iv.) és a 0,75 mg/kg doézisu
készitmények hatdsat hasonlitottuk Ossze. El0szor a vivéanyagot adtuk be, ezt kdvetden az
APAC vagy az UFH alacsony (0,5 mg/kg), majd magasabb (0,75 mg/kg) bolus dozisat. Az elso
vérmintat 5 perccel a vivoanyag beaddsa utan vettiik, és alapértéknek tekintettiik; a tovabbi

mintavételek 15 perccel a vizsgalt anyagok beadédsa utan torténtek.
3.2.2. Laboratoriumi vizsgalatok
3.2.2.1. Haematologiai paraméterek

Az APAC hatésainak vizsgdlata sordan a kvantitativ és kvalitativ haematologiai
valtozokat a Siemens Advia-120 haematologiai automatdval a Multi Species program
hasznélataval mértiik le. Az APAC és a frakcionalatlan heparin Osszehasonlitdsa sordn a
paraméterek vizsgalatat a 3.1.2.1. fejezetben ismertetett modszer szerint a Sysmex K-4500

haematologiai automataval hataroztuk meg.
3.2.2.2. Vorosvérsejt hagyomdnyos deformabilitis és membran (mechanikus) stabilitas

A voOrdsvérsejt hagyomanyos deformabilitas méréseket a 3.1.2.2. fejezetben leirt
LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytométerrel végeztiik az ismertetett hagyomanyos
deformabilitas mérési protokoll szerint az alabbi (PVP)-PBS oldat felhasznalasaval: PVP: 360
kDa, Sigma-Aldrich Co. USA; PVP-PBS oldat viszkozitas = 30,4 mPas, ozmolalitas = 302
mOsmol/kg, pH = 7,2.

A vOrosvérsejt membran (mechanikus) stabilitds mérésekhez a mintaeldkészités a
hagyomanyos deformabilitds méréseknél leirt modon tortént. A vizsgalat soran hagyomanyos
deformabilitas mérés tortént, majd ezt kovetden mechanikus stressznek tettiik ki a sejteket 100
Pa nyirofesziiltségen 300 masodpercig, melyet egy 0jboli deformabilitds mérés kovetett. A
kiértékelés sordn a mechanikus stressz elétt és utdn mért deformabilitas értékek aranyait
(eldtte/utana arany) hasonlitottuk dssze.
3.2.2.3. Viorosvérsejt aggregatio

A vorosvérsejtek aggregatiojdt a LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytométer
(Mechatronics BV, Hollandia) késziilékkel vizsgaltuk. A mérés soran a lézerrel megvilagitott
mintarol visszaverddo 1ézerfényt (laser backscattering method) detektalja a késziilék, mely
soran egy jellegzetes intenzitas-ido gorbét kapunk. A korabban mar emlitett Couette-rendszerbe
kell a nativ vérmintakat injektalni, amit a késziilék megforgat, ezzel disaggregalva a mintat,

majd a rotor ezutdn gyorsan ledll, lehetévé téve a vérmintarol vald fényvisszaverddésnek a



detektalasat. Vizsgalataink sordn az aggregatiés index (Al [%]) paraméterek elemzését
végeztiik el, mely az intenzitdismaximum megjelenésétdl a 10. masodpercig visszaverddd fény
intenzitasvaltozasabol (Isciop — 1SCo) szdrmazo gorbe feletti teriilet (A) gorbe feletti és alatti
tertilet (B) 0sszegéhez viszonyitott aranya: Al = A/(A+B). Ezen feliil a késziilék meghatarozza
az amplitudot, a vizsgalat soran a maximalis és minimalis intenzitas értékek kozotti kiilonbséget
(Amp, [au]), valamint a fél-amplitddo-id6t, a maximalis intenzitas értékek megjelenésétdl az
amplitado felének eléréséig sziikséges 1d6t (tie, [S]). A mérésekhez 750-1000 ul teljes vérre

volt sziikség. A késziilék temperalhatd, 37 °C-on torténtek a vizsgalatok.
3.2.3. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzések elvégzésére a SigmaStat Software 3.1.1.0 (Systat Software Inc.,
San Jose, CA, USA) programot hasznaltuk. Az adatokat atlag + S.D. formaban fejeztiik ki. Az
esetszamot a G*power statisztikai programmal becsiiltik meg. A Kolmogorov-Smirnov-féle
normalitasvizsgalat eredményei alapjan a csoportok kozotti kiilonbségeket Student t-probaval
vagy Mann-Whitney teszttel, az egyes vérvételek kozotti kiilonbségeket parositott t-probaval
vagy Wilcoxon teszttel és ismételt méréses ANOVA (repeated measures ANOVA) vagy
Friedman-teszttel elemeztiik. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.



4. EREDMENYEK
4.1. Az epe hatasa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran
4.1.1. Hemodinamikai paraméterek

Az egyszeri dozisi epe bolus beadasa utan az artérias kozépnyomas (MAP) és a
szivfrekvencia (HR) gyorsan csokkenni kezdett. A két faj tekintetében a csokkenéshez, majd
az ezt kovetd normalizalddashoz eltérd idore volt sziikség. Patkanyoknal az értékek rovid idon

beliil normalizalodtak, mig sertéseknél a helyreallas sokkal lassabb volt.
4.1.2. Haematologiai paraméterek

A patkdnyoknal enyhe emelkedés volt megfigyelhetd az intakt vérhez képest szamos
paraméter tekintetében, a fehérvérsejtszamot kivéve, ami kismértékli csokkenést mutatott. A
haemoglobin (p=0,002 vs. 1 ul epe; p=0,015 vs. 5 ul epe; p=0. 048 vs. in vivo 200 pl/kg epe)
¢és a haematocrit értékek (p<0,001 vs. 1 ul epe; p=0,006 vs. 5 pl epe; p<0,001 vs. in vivo 200
ul/kg epe) szignifikans valtozasa volt tapasztalhat6 az intakt vérhez viszonyitva. Ezzel szemben
a sertéseknél a legtobb paraméter enyhe csokkenése vagy stagnalasa volt megfigyelhetd az

intakt vérhez képest.
4.1.3. Vorosvérsejt hagyomanyos és ozmotikus gradiens deformabilitas

Az elongatids index-nyirdfesziiltség gorbeék kiértékelésekor a fajok kozott kiilonbozd
eltéréseket figyeltiink meg. Patkanyoknal mind in vitro, mind az in vivo epe bolus beadésa utan
az elongatids index értékek csokkenése, majd novekedése volt megfigyelhetd az alacsony
nyirofesziiltség-tartomanyban (<3 Pa), amit a magasabb nyirofesziiltség-tartomanyban (>3 Pa)
normalizalédas kovetett az intakt teljes vérhez képest. Sertésekben 1 pul epe in vitro beadasat
kovetden az EI értékek csokkenése volt megfigyelhetd, mig 5 ul epe in vitro, illetve 200 pl/kg
epe in vivo beadasat kovetden az alacsony nyirofesziiltségi tartomanyban (<3 Pa) az EI értékek
novekedése, magas nyirofesziiltségi tartomanyban (>3 Pa) pedig csékkenése volt tapasztalhatd

az intakt teljes vérhez képest.
4.1.4. Vorosvérsejt aggregatio

Az aggregatio vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a patkdny voOrosvérsejtek
érzékenyebben reagaltak mind az in vitro, mind az in vivo adott epére.

Patkanyoknal a két in vitro és az in vivo dozist 6sszehasonlitva az in vitro 5 ul epe
szignifikansan csokkentette az aggregatios index értékeket az intakt teljes vérhez (p<0,001) és

az in vitro 1 ul epéhez képest (M 5 sec, M1 5 sec és M 10 sec: p<0,001; M1 10 sec: p=0,017)
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mind a 4 paraméter tekintetében. A 200 ul/kg epe in vivo beadasat kovetden az aggregatios
index értékekben szignifikans kiilonbségeket figyeltink meg a dozisok kozott statikus
kortilmények kozott S masodperccel (M 5 sec) a disaggregatio utan (p=0,002 vs. alap, p=0,003
vs. 1 ul epe). A masik hdrom paraméter (M1 5 sec, M 10 sec, M1 10 sec) esetében mérhetetleniil
alacsony értékeket kaptunk.

Sertésekben nem tapasztaltunk szignifikans valtozast az aggregatios index értékekben,
amikor az intakt teljes vér és az in vitro vagy in vivo epe hatasat vizsgaltuk, ellentétben a

patkanyoknal megfigyelt szignifikans kiilonbségekkel.

4.2. Kettos thrombocyta- és véralvadasgatlo (APAC) szer hatiasa a vorosvérsejtek

deformabilitasara és aggregatiojara sertésmodellben
4.2.1. Az APAC hatasa a haemorheologiai paraméterekre
4.2.1.1. Haematologiai paraméterek

Osszességében a teljes vérkép (complete blood count, CBC) nem valtozott jelentdsen,
néhany paraméter tekintetében volt megfigyelhetd kisebb eltérés. Minden valtozo a kisérlet
soran a bioldgiailag normalis tartomanyban maradt. A haematologiai valtozok enyhe valtozasat
tapasztaltuk minden egyes dozis utan, melyek néhdny esetben statisztikailag szignifikansak
voltak (Hct: p=0,008; Plt: p=0,031), de minden esetben az értékek a bioldgiailag normal

tartomanyon beliil valtoztak.
4.2.1.2. Vorosvérsejt deformabilitds

Az mérés soran kapott EI-SS gorbék esetében a Lineweaver-Burk-egyenlet alapjan
Osszehasonlitottuk a 3 Pa-nal mért nytlasi index értékeket, a maximalis EI-t és a maximalis EI
feléhez tartozo SS értékeket: 1/EI = SS1/2/Elmax X 1/SS + 1/Elmax.

A g0Orbék parametrizalasaval kapott adatokat 6sszehasonlitva megfigyelhetd volt, hogy
magasabb nyiréfesziiltségnél (30 Pa) a maximalis EI-értékek a kezelt csoportban romlottak. 75
perccel a 0,5 mg/kg-os dozis utan ezek a csokkenések szignifikans értéket értek el a Kontroll
csoporthoz képest (p=0,024). Néhany paraméter szignifikansan csokkent az APAC csoportban
15 perccel a protamin-szulfat beadasa utan (Elmax: p=0,032 vs. Kontroll csoport; Elmax: p=0,047,
SS1/2: p=0,026, Elmax/SS1/2: p=0,034 vs. 5 perccel a vivbanyag beadas utan).

4.2.1.3. Vorosvérsejt membrdan (mechanikus) stabilitds

A 3 Pa-on mért elongatids index értékek kismértékii csokkenése volt megfigyelhetd az

APAC csoportban a vivoanyag beaddsa utan mért értékekhez képest. 75 perccel a 0,25 mg/kg
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dozis beadasa utan szignifikans kiilonbség volt mérheté az APAC és a Kontroll csoport kozott
(p=0,043). Ezzel szemben a maximalis elongatids index értékek novekedését tapasztaltuk a
vizsgalt készitmény mindkét dozisa utan az alapértékhez képest. A tobbi paraméter tekintetében
az SSi esetében kismértékii csokkenést, mig az Elmax/SS12 esetében enyhe emelkedést

tapasztaltunk, mely valtozas egyik dozist kdvetden sem mutatkozott szignifikansnak.
4.2.1.4. Vorosvérsejt aggregatio

A fényvisszaverddésen alapuld vordsvérsejt-aggregatio mérés sordn az aggregatios
index értékekben nem figyeltiink meg kiilonbséget a csoportok kozott. Az APAC csoportban
az aggregatids index enyhe ndvekedése volt megfigyelhetd az egyes dozisok beadasa utan a

Kontroll csoporthoz képest, de ez az enyhe novekedés nem volt szignifikans.
4.2.2. Az APAC és a frakcionalatlan heparin 6sszehasonlitasa
4.2.2.1. Haematologiai paraméterek

Az APAC csoportban megfigyelt enyhe hemokoncentracio az UFH-csoportban is
megfigyelheté volt mindkét adag utan. Az UFH-csoportban a vérlemezkeszdm relativ
novekedését tapasztaltuk a kiindulasi értékhez képest (p=0,01 vs. 0,5 mg/kg). Ezzel szemben
az APAC csoportban a vérlemezkeszam relativ csokkenését tapasztaltuk mindkét dozis utan
(p<0,001 vs. alap). Bar egyes haematologiai értékek szignifikdnsan megvaltoztak, biologiailag

mind a fajra vonatkoz6 normal laboratoriumi tartomanyon beliil maradtak.
4.2.2.2. Vorosvérsejt deformabilitds

Az EI-SS gorbéket dsszehasonlitva, alacsony nyirofesziiltségnél (<3 Pa) mindkét szer
hasonl6 véltozasokat okozott, az EI értékek ndvekedése volt megfigyelhetd. Ezzel szemben
magasabb nyirofesziiltségnél az APAC csoportban enyhe csokkenés, mig az UFH csoportban
tovabbi javulas volt tapasztalhato.

A 0,75 mg/kg UFH adagolésa szignifikans novekedést okozott (p<0,001 vs. alap) a 3 Pa
nyiréfesziiltségnél mért nyulasi index értékekben. Az APAC csoportban a gorbéken a
magasabb nyiréfesziiltségnél megfigyelhetd romlas a maximalis nyuldsi index (Elmax) értékek
romlasaban is jelen volt. Mindkét dozis szignifikdnsan csokkentette az Elmax értéket (0,5 mg/kg
p=0,024; 0,75 mg/kg p=0,023 vs. alap), ami a vordsvérsejtek nyuldsdnak romlasat jelzi
magasabb nyirofesziiltségnél. A 0,75 mg/kg dozisi APAC éaltal okozott romlas szignifikans
volt az UFH azonos dézisahoz (kb. 135 NE/kg) képest (p=0,009).
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4.2.2.3. Vorosvérsejt membran (mechanikus) stabilitds

A mechanikus stressz el6tt és utan mért értékek ardnyait 0sszehasonlitva szignifikans
valtozast a kiilonbozd dozisok, illetve a csoportok kozott sem tapasztaltunk. Enyhe foku
valtozasok megfigyelhetdek voltak, de egyik vizsgalt készitmény sem okozott olyan mértéki
elvaltozast a sejtek membréanjaban, Osszetételében, melynek kovetkeztében a mechanikus

stressznek nem lettek volna képesek ellenallni.
4.2.2.4. Vorosvérsejt aggregatio

Az APAC ¢és az UFH 0,5 mg/kg-os dozisa enyhén novelte az aggregatio mértékét a
kiindulasi értékhez képest. Ez a fokozddas nem volt szembetiing a 0,75 mg/kg dozis esetében.
Mindkét szernél hasonld valtozasok voltak megfigyelhetdk a vizsgalt dozisoknal, amelyek sem

a szerek, sem a dozisok esetében nem voltak szignifikdnsak.
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5. MEGBESZELES
5.1. Az epe hatasa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran

Az artérids kdzépnyomads az egyszeri epe bolus intravénas adasat kovetden csokkenést
mutatott mindkét vizsgalt faj tekintetében. Patkanyoknal a fehérvérsejtszam kivételével minden
haematologiai paraméter novekedést mutatott in vitro és in vivo epe adasat kovetden is, ezzel
szemben a sertéseknél enyhe csokkenést vagy stagnalast figyeltiink meg. A vordsvérsejtek
hagyomanyos és ozmotikus gradiens deformabilitdsaban nem észleltiink jelentds valtozasokat.
A vOrosvérsejt aggregatio nagymértékii csokkenését figyeltiik meg patkanyokban in vitro 5 ul
epe beadasa utan. Az in vivo injektalt epe hatasara az aggregatio a detektalasi hatar ala csokkent.
Sertésekben nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget az aggregatids index értékekben.

A bilhaemia dézisanak kiszamitasa az 1 pl-es in vitro dozison alapult. Ennek
megfeleléen 1 pl epét adtunk 500 pl teljes vérhez, ami 0,2%-0S epe-vér szuszpenzidt
eredményezett. A patkanyok atlagos vértérfogata 54-70 ml/kg, mig a sertéseké 56-69 ml/kg.
Tehat a patkanyok keringé vértérfogata 25-32 ml, a sertéseké pedig 1165-1435 ml kozott
valtozott. A 200 ul/kg epe in vivo beadasat kovetden koriilbeliil 0,2-0,3%-0s epe-vér aranyt
tudtunk elérni.

Korédbbi tanulmanyok igazoljak, hogy az epesavak befolyédsoljdk a vérnyomast és a
szivfrekvenciat. Ezen vizsgélatok kimutattak, hogy a szivbetegségek az epesavak rendellenes
anyagcseréjének kovetkezményei lehetnek. A szivfrekvencia-variabilitds, a stresszre adott
érzékenység és a QT-intervallum megnyulasa olyan allapotokhoz kapcsolddhat, mint a primer
epeuti cholangitis és a terhességi intrahepaticus cholestasis, amelyek ndvelhetik a
kardiovaszkularis szovodmények kockazatat. Tovabba a cirrhoticus cardiomyopathia - a
majzsugorodas gyakori kovetkezménye, a QT-intervallum megnytlasa, valamint szisztolés
vagy diasztolés elégtelenség jellemzi - sordn az epesavak szintén befolyasolhatjak a
kardiovaszkularis funkciot.

Annak magyardzatara, hogy az epesavak hogyan okozhatnak bradycardiat harom
elméletet allitottak fel: (1) monoréteget hoznak létre a sejtmembran felszinén, ezaltal
mechanikai interferenciat okoznak, (2) csokkentik a kalcium lassu befelé irdnyuld aramlasat,
igy megakadalyozva a membrant az akcids potencidlok vezetésében, és (3) antimuscarin
antagonistaként milkddnek, mivel a fizosztigmin felerdsitheti vagy ellenstlyozhatja a
hatasukat.

Ezenkiviil az epeholyag-gyulladés olyan idegi reflexeket valthat ki, amelyek csokkentik

a vérnyomast és a pulzusszamot, és esetleg ischaemias karosoddst vagy szivmegallast
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okozhatnak. A szivfrekvenciat és az artérias vérnyomast befolyasolhatja a koszortér-sziikiilet,
amelyet az epeholyag tagulasa és a koszortér-véraramlés véltozasa kozotti kapcsolat idéz eld.

Kimutattak, hogy az epesavak eryptosist, vagyis az erythrocytak sejthalalat okozzak. A
folyamatot, amelynek soran az epesav hatdsara a vorosvérsejtek tobb kalciumot vesznek fel, a
kationcsatornék aktivalodasa kozvetiti. Ez megemeli a citoszolikus Ca?* aktivitast, és végiil
eryptosist okoz, amelyet a sejtfelszinen a foszfatidil-szerin expozicidja jellemez. Tovabba azt
is bizonyitottak, hogy az epesd-asszocialt hemolizis részben kalcium-medialt. Az epesavak
koncentracioja, amelyek az eryptosis kivaltasahoz sziikségesek, nagyobbak, mint a
hemolizishez sziikségesek.

A human epe- és vorosvérsejt-lipidek valtozasat a testmozgas is befolyasolja. Ezenkiviil
a vorosvérsejtek megnovekedett eloszlasi szélességét (RDW) 0Osszefiiggésbe hoztdk a
terhességi intrahepaticus cholestasissal, amely az epedramlast karosito rendellenesség.

Egyes kutatdsok eredményei azt mutatjak, hogy a vordsvérsejtek kalciumfelvételét
befolyasolja az epesavtartalom. A human erythrocytak in vitro kalciumot vesznek fel, ha
epesavaknak vannak kitéve, és a felszivodé kalcium mennyisége fligg az epesavak
koncentraciojatol. Az epesok nagy dézisban hemolizist okoznak azaltal, hogy a sejtmembran
lipid 6sszetevdit ko-micellizaljak. Azonban egyeldre nem meghatarozott mechanizmusok révén
az epesok alacsonyabb koncentracioban is hemolizishez vezethetnek. Az epesok jelenlétében a
kalciumfelvétel 4-25-szorosére emelkedhet, és a felszivodd kalcium mennyisége az epesok
koncentraciojatol fiigg. Ennek a ndvekedésnek a mértékét az ATP-csokkenésnek vagy a
trifluoperazinnal vald expozicionak tulajdonitottak, amelyek csokkentik a vOrdsvérsejtek
kalciumpumpa-aktivitasat. Tovabba a kalcium noveli az epesok hemolitikus aktivitasat, ez a
hatds 100 mM KCI/50 mM NaCl-t tartalmazé pufferben a legnagyobb. Osszefoglalva, az
epesok koncentracidja hatarozza meg a vorosvérsejtek kalciumfelvételének mértékét, amelyet
az epesav koncentracigja befolyasol.

Az epesavak serkenthetik a natriumfelvételt és/vagy az intracelluléris kalium exportjat
az erythrocytdkba, ami lizist eredményezhet. Ezen tilmenéen a ceramid és a Ca?* bejutésa is
hasonld hatassal bir, mint az epesavak az eryptosis stimulalasaban.

Az epesavak Osszetételében jelentds eltérések vannak a patkanyok, sertések és emberek
kozott. A vizsgalatok azt mutatjak, hogy a patkdnyokbol és sertésekbdl szarmazd epemintak
jelentds mennyiségi kiilonbségeket mutatnak a kiilonb6z6é epesavak, koztik a taurokolsav
(TCA) és a glikokolsav (GCA) mennyis€égében, egyes esetekben 400%-ot meghalado
eltérésekkel. Tovabba kutatdsok kimutattdk, hogy a plazma, a vizelet és az epesavak, valamint

azok metabolitjainak Osszetételében jelentds kiilonbségek vannak a kiilonbozd fajok kozott, a
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torpemalacok, a patkanyok és az egerek mutatjak a legkiilonb6ozébb epesavprofilokat az
emberhez képest. Az epesavak Gsszetétele €s a bélben 1évo kalcium-ionofor aktivitasa kozotti
lehetséges Osszefliggést sugallta egy sertéseken végzett vizsgalat, amely az epesavak bélnedv-
szekrécids aktivitasa és az epesavak tulajdonsagai kozotti kapcsolatra vonatkozott.

Az epesavisszetétel kiilonbozo fajokndl tapasztalt eltérései mogott szamos tényezd
allhat. Ezek a valtozok magukban foglaljadk az epesavak enterohepatikus keringésének, a
bélrendszeri felszivodasnak és a maj anyagceseréjének eltéréseit. Tovabba a kiilonbozé fajok
eltérnek egymastdl az epesavtranszporterek, valamint az epesavak szintézisében ¢&s
metabolizmusaban részt vevo enzimek expresszidjaban €s aktivitasaban. A kalciumtranszport
¢s az ionofor-aktivitas két olyan fiziologiai és farmakologiai folyamat, amelyet az
epesavosszetétel fajspecifikus eltérései befolyasolhatnak. Osszefoglalva, szamos bonyolult és
multifaktoridlis valtozo, beleértve a bélrendszeri felszivodas, az enterohepatikus keringés, a maj
anyagcseréjének, valamint az epesavtranszporterek és -enzimek expresszidjanak és
aktivitasanak eltéréseit, hozzajarul az epesavisszetétel fajok kozotti kiilonbségeihez, és igy a
bilhaemia okozta haemorheologiai és mikrokeringési kiilonbségekhez.

Tanulmanyunk limitalo tényezdi kozé tartozik, hogy csak két allatfajt vizsgaltunk. In
vitro csak két dozist alkalmaztunk, és rovid inkubacios id6ét hasznaltunk in vivo kisérleteinkben,
igy csak akut valtozdsokat tudtunk kimutatni. A jelen kutatds masik korlatja a sertés €s a
patkany kozotti anatomiai kiilonbség: a sertések rendelkeznek epeholyaggal, a patkdnyok
viszont nem. A sertéseknek az emberhez hasonldan jol koriil hatarolt epehdlyagjuk van, de a
patkanyoknal ez az anatomiai struktira hianyzik. Ez a tény befolyasolta az epe levételének
modszerét: patkanyoknal az epét a kaniilalt ductus choledochusbdl gyiijtottiik, sertéseknél az

epét kozvetleniil az epehdlyagbol nyertiik.

5.2. Kettds thrombocyta- és véralvadasgatlo (APAC) szer hatasa a vorosvérsejtek

deformabilitasara és aggregatiojara sertésmodellben

crer

szovOdmények fokozott kockéazata felkeltette az érdeklddést a kettds thrombocyta- €s
véralvadasgatldo (APAC) hatéassal rendelkezd kardiovaszkularis terdpiak kifejlesztése irant. A
természetben eléforduld heparin-proteoglikanokat bioszintetikus alternativak alapjaul
hasznalva a fehérjekonjugalt UFH-lancok igéretes tvonalat kinalnak. Adataink szerint az
APAC micro-rheologiai tulajdonsagai nem kiilonboznek az UFH-t6l, igy nem vetddtek fel
kiilonleges biztonsagi kérdések ezzel az 1ij, természetben el6fordulo HEP-PG mimetikummal

kapcsolatban.
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In vivo vizsgalatunk azt mutatta, hogy az APAC eszkalalt bolus dozisban jelentdsen nem
befolyasolta a teljes vérképet (CBC), de a protamin-szulfattal tortént semlegesités utan a
vérlemezkeszam némileg csokkent. A 0,25 mg/kg-t6l 0,5 mg/kg-ig (kb. 45-90 NE/kg heparin)
bolusokban alkalmazott adagoldsi séma klinikailag relevans volt, de a legmagasabb, 0,75
mg/kg-os dozis meghaladta a megengedett maximalis dozist. Az APAC egészséges
onkénteseken torténd beaddsardl nem publikalt adatokkal rendelkeziink, amelyek alapjan
szintén elmondhatd, hogy a CBC értékeit nem befolyasolta.

Mind az APAC, mind az UFH fokozta a voOrdsvérsejt aggregatiot. Alacsony
nyirofesziiltségnél mindkét kezelésnél a vorosvérsejtek deformabilitasdnak javuldsa volt
megfigyelhetd, viszont magasabb nyirofesziiltségnél a vorosvérsejtek deformabilitasa romlott,
ami hozzajarulhatott a fokozott vorosvérsejt aggregatiohoz. A heparinhoz képest az APAC
hasonl6, de kisebb mértékii micro-rheologiai valtozasokat okozott, amelyek in vivo
fiziologiailag nem voltak jelentdsek. Bar a haematologiai paraméterekben tapasztaltunk némi
valtozast, de ett6l fiiggetleniil a fajra vonatkozd bioldgiailag normalis laboratoriumi
tartomanyon beliil maradtak. A heparint széles korben alkalmazzdk a klinikumban a
tromboembolia  kezelésére és  véralvadasgatloként, példadul az  extrakorporalis
membranoxigenizacid6 (ECMO) soran. A vordsvérsejtek kezdeti hyper-aggregatidja a
kardiovaszkularis betegségben szenvedd betegek tobbségénél megfigyelhetd. A heparinnal,
azaz UFH-val vagy APAC-kal torténd kezelés ezeknél a betegeknél potencialisan
befolyasolhatja a vér rheologiajat.

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az UFH-val szemben az APAC reno-protektiv
volt akut ischaemids vesekarosodasban. Hasonlo eldzetes kisérleti adatok jelentek meg
szivinfarktus €s stroke esetében is. Az APAC, mint heparin proteoglikdn-mimetikum gatolja az
intrinsic alvadasi Gtvonal és a thrombin 4ltal indukalt alvadést, ugyanakkor a hagyomanyos
heparinoktdl eltér a vérlemezke aggregatio és a prokoagulans aktivitas gatlasdban. A kollagén
indukalta thrombocyta-aggregatiot az UFH nem befolyasolja, st fokozza, mig az APAC
dozistiiggd moédon mérsékli a vérlemezke-aggregatiot és a kollagénfeliileteken valo lerakodast.
A vérlemezke-indukalt trombozist az APAC nagy nyirasi sebességek mellett megakadalyozza,
mig UFH jelenlétében ezek az erek elzarodnak. Kollagénnel bevont arteriovenosus-shunt
modellben az APAC helyi adagolasa csokkentette mind a thrombocyta-, mind a
fibrinlerakddast. PET-vizsgélatok kimutattak, hogy az APAC az UFH-hoz képest célzottan és
hosszabb retencios idovel kotddik a sériilés helyéhez.

A hatékony acetilszalicilsav (ASA) gatldssal rendelkezd betegeknél alacsonyabb

plazmafibrinogénszintet és voOrdsvérsejt-aggregatios értékeket mértek a nem hatékony
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acetilszalicilsav-gyogyszerrel (ASA-rezisztencia) rendelkez6 betegekhez képest. Az
erythrocytdk fraktdldimenzioja csokken az aszpirinkoncentracid ndvekedésével, igy az
aggregatio mértéke is csokken. Ugyanakkor az aszpirinkoncentracié ¢€s a nyiroerd
novekedésével né a vorosvérsejtek deformabilitasi indexe, azaz javul a nytlasi képességiik. Az
ASA az APAC-kal egyiitt fokozza a vérlemezke aggregatio-gatlo potencialt, bar az APAC nem
befolyasolja kdzvetleniil a tromboxén utvonalat.

Vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a vordsvérsejtek deformabilitasa javult alacsony
nyirofesziiltség mellett, viszont mérsékelten csokkent magasabb nyirdfesziiltség hatasara. Sem
az UFH, sem az APAC dézisanak novelése nem befolyasolta ezt a hatast.

A heparin altal kivaltott vorosvérsejt aggregatio tovabbra is Osszetett és némileg
rejtélyes jelenség az orvostudomanyban, amely terapids vonatkozasai szempontjabodl kihivast
jelent. Mig a heparin, egy altaldnosan hasznalt véralvadasgatl6 és altalaban jotékony hatdstnak
tekinthetd antitrombotikus tulajdonsagai miatt, a vorosvérsejtek aggregatidjanak serkentésében
jatszott nyilvanvald szerepe érdekes kérdéseket €s potencidlis aggodalmakat vet fel. A
vOrosvérsejt aggregatiot szamos tényezd befolyésolja, mint példaul a haematocrit, a szabad
gyokok és a fibrinogén szintje. Az altalunk mért haematocrit értékek tekintetében kismértékii
hemokoncentracié volt megfigyelhetd, ami bar matematikailag szignifikdns volt, biologiailag
nem tekinthetd jelentds valtozdsnak. Kordbbi vizsgalatok szerint a magasabb haematocrit szint
jelentdsen noveli a vorosvérsejtek aggregatidjat, amely fajok kozotti kiilonbségeket is mutat.

E jelenség egyik figyelemre méltd mutatdja az erythrocytdk szedimentacios
sebességének (ESR) emelkedése, amely a gyulladds mérésére gyakran hasznalt paraméter. Az
ESR emelkedése €s a vér alacsony nyirasi viszkozitdsa gyakran fokozott vordsveérsejt
aggregatioval jar egyiitt, ez a megfigyelés kiilondsen fontos a heparin terapiaban részesiild
betegek esetében. Az olyan alapbetegségek, amelyek mar befolyasoljadk a vordsvérsejt
aggregatiot, pl. sarlosejtes anaemia vagy cukorbetegség, potencidlisan hatissal lehetnek a
heparin altal kivaltott vorosvérsejt aggregatiora.

Ezen talmenden a vorosvérsejtek aggregatiojanak heparin altali eldsegitése szélesebb
kori hatassal lehet a microcirculatidra. Az kis erekbdl és kapillarisokbol allo6 mikrokeringési
rendszer dontd szerepet jatszik a szovetek oxigénelldtdsdban és a tapanyagellatasban. Az
altalunk tapasztalt valtozasok matematikailag szignifikansak voltak, bioldgiai hatdsuk azonban
nem egyértelmii. Még mindig nem ismert, hogy a micro-rheologiai valtozasok mikor okozzak
a microcirculatio romlasat.

A heparinnak a vér viszkozitdsara €s az erythrocytak siillyedési sebességére gyakorolt

hatadsa kiterjedt kutatdsok targyat képezte. Ezek kimutattdk, hogy a heparin kiilonb6zd
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koncentraciokban befolyasolja a vorosvérsejtek aggregatiojat. Az adatok kovetkezetesen a vér
viszkozitasanak és az ESR-szintek novekedésének figyelemre mélto tendenciajat mutatjak, ami
egybeesik a vorOsvérsejt aggregatio egyideji novekedésével. Ez az érdekes jelenség,
aggodalomra ad okot a heparinnak a vér rheologidjara gyakorolt lehetséges karos hatdsaival
kapcsolatban.

A heparin hatdsanak szemléletes példdja az a megfigyelés, hogy az 0sszes vizsgalt
donorvérmintaban az atlagos ESR koriilbeliil 75%-kal emelkedett, amikor a heparin
koncentracioja elérte a 100 U/ml-t. Az ESR ilyen jelentds valtozdsai a vordsvérsejtek
viselkedésének megvaltozasara utalnak, kiilondsen az aggregatiora vald hajlamukra. Ezek az
eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy a heparin negativ hatdssal van a vordsvérsejtek
aggregatiojara, ami fontos tényez6 a klinikai kovetkezmények megértésében. A
vérlemezkeszam csokkenése a mintakban kapcsolatban lehet a "relativ" in vitro csokkenéssel,
amely feltehetden a heparinnak a vérlemezkék felszini tulajdonsagainak megvaltoztatasaban
jatszott szerepével fligg Ossze.

A vizsgalatot limitalo tényezd tobbek kozott, hogy viszonylag alacsony esetszdmmal
dolgoztunk ¢és az Osszehasonlitds soran két dozist vizsgéaltunk. A kisérleteket egészséges
érrendszerrel rendelkez6 juvenilis sertéseken végeztiik. A kisérlet rovid tava vizsgalat volt,

ismételt bolus adagoléssal, a haemorheologiai paraméterek akut véaltozasainak kimutatasara.
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6. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1.

Kialakitottunk olyan patkany és sertés allatmodellt, melyek lehetdséget biztositanak a
bilhaemia széleskorli vizsgalatara.

A vorosvérsejtek deformabilitasat leird paraméterekben nem észleltiink valtozast az epe
beadasa utan. A két vizsgalt faj kozott szignifikans kiillonbség volt az aggregatids index
értékekben. A patkanyok vorosvérsejtjei mind az in vitro, mind az in vivo epe beadasa
utan érzékenyebbek voltak. Az in vivo adott epe mindkét fajban csdkkenést okozott az
artérias kozépnyomas és a szivirekvencia értékeiben.

Az epe akut hemodinamikai hatdsainak nagysaga és dinamikdja kiilonbozott a két
vizsgalt faj kozott. Patkanyoknal az értékek rovid idén beliil normalizalodtak, mig
sertéseknél a helyreéllas sokkal lassabb volt.

Kidolgoztunk egy protokollt, mely lehetévé tette a kettds thrombocyta- és
véralvadasgatlo (APAC) eszkalalodd dozisban torténd vizsgalatat. Tanulmanyunk az
elsd, amely az APAC beadasanak micro-rheologiai 0sszefliggéseit vizsgalta. Az adatok
fényében megallapithatd, hogy az UFH és az APAC, a kettds thrombocyta- és
véralvadasgatld hasonld micro-rheologiai tulajdonsadgokkal rendelkezik.

In vivo vizsgalatunk azt mutatta, hogy az APAC eszkalalt bolus dozisban jelentdsen nem
befolyésolta a teljes vérképet, de a protamin-szulfattal tortént semlegesités utan a
vérlemezkeszam némileg csokkent.

Az APAC fokozta a voOrosvérsejt aggregatiot. Alacsony nyirofesziiltségnél a
vorosvérsejtek deformabilitdsanak javuldsa volt megfigyelhetd, viszont magasabb
nyirofesziiltségnél a vordsvérsejtek deformabilitidsa romlott, ami hozzajarulhatott a
fokozott vorosvérsejt aggregatiohoz.

A heparinhoz képest az APAC hasonld, de kisebb mértékli micro-rheologiai
valtozasokat okozott, amelyek in vivo fiziologiailag nem voltak jelentdsek. Bar a
haematologiai paraméterekben tapasztaltunk némi valtozast, de ettdl fiiggetleniil a fajra

vonatkoz6 biologiailag normalis laboratoriumi tartomanyon beliil maradtak.
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