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ROVIDITESJEGYZEK

Vvs vorosvérsejt

Fvs fehérvérsejt

Hgb  haemoglobin

Thr thrombocyta szdm

Hct haematocrit

MCV  atlagos vorosvérsejt térfogat (mean corpuscular volume)

MCH  atlagos vordsvérsejt haemoglobin tartalom (mean corpuscular hemoglobin)

MCHC atlagos vorosvérsejt haemoglobin koncentracioé (mean corpuscular hemoglobin concentration)
PVP  polyvinyl-pyrrolidon

El elongatids index

SS nyirofesziiltség (shear stress)



,»A vér minden emberinek a lényege.

A vér a lélek, maga az élet.

Es ahogy szent az élet, a vér is az.

A vér jelképezi az élet ajandékat,
amelyért minden él6 lélek halaval tartozik."
(lan McEwan, 2014)

1. BEVEZETES

A rheologia az anyagok 4ramlasi tulajdonsagaival foglalkozé tudoméany.! A
haemorheologia uttoréje Alfred L. Copley volt, aki bevezette a biorheologia (1948) és
haemorheologia (1951) fogalmat. Copley az aldbbiak szerint definidlta a haemorheologia
fogalmat: ,,4 vér sejtes és plazmatikus komponensei makro- és mikroszkopikus dimenzioju
megjelolése”.! A rheologia célja a vér 4ramlastandnak, azon beliil is leginkabb a
microcirculatio teriiletén lezajlo folyamatoknak a megismerése és ezek kiilonb6z6 patologias
valtozasainak feltaréasa.

Napjainkban a haemorheologiai vizsgalatok ¢s kutatasok széles korben elterjedtek
koszonhetden a korszerli mérdmodszerek megjelenésének. Ezen tudomanyteriileten szdmos
kiilonb6zd elven alapuldé mérdmodszer elérhetd (ektacytometrids és filtracidos modszerek,
aggregatio mérésére alkalmas technikdk). A keringési rendszer ezen teriiletének megismerése
révén szamos folyamat komplexebb feltarasa valik lehetévé. A Debreceni Egyetem Altalanos
Orvostudoméanyi Kar Sebészeti Mitéttani Tanszék Kutatdé Laboratéoriumaban a
haemorheologiai és ezen belill a micro-rheologiai paraméterek széles korli vizsgalatara
szamos mérOmiszer all rendelkezésre. Tanszékiinkon a korabbi években tobb méréstechnikai
standardizacios tanulmany késziilt, illetve végeztek vizsgalatokat a haemorheologiai nemi
kiilonbségek feltarasara laboratériumi allatokon, 234567891011

Az allatkisérleti mérési eredmények human eredményekkel torténd Osszevetéséhez
elengedhetetlen a megfelelé kisérleti modell kivalasztasa, a fajspecifikus kiilonbségek
feltarasa, illetve a metodika kivalasztasa. Nagyon fontos a kisérletek pontos megtervezése,
kivitelezése, hogy a mérések standardizalt koriilmények kozott és a megfelelé laborallat-
tudomanyi elvek szerint torténjenek.’> A kiilonbozé mérdmodszerek kivitelezéséhez eltérd
mintaelOkészités, mintamennyiség sziikséges €s a vizsgalni kivant paramétereket is tobb

tényez6 befolyasolhatja.®*® A fent emlitettek miatt nagy koriiltekintést igényel a megfeleld
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allatfaj kivalasztasa, és allatkiméleti szempontbol fontos definialni, hogy mekkora a
szlikséges és mekkora az elérheté mintamennyiség és ennek ismeretében meghatarozni, hogy
a veérvétel termindlis vagy nem-terminalis modon megy majd végbe. Ha az éllat
utankdvetésére nincs sziikség, és csak egyszeri vérvételrdl van szo, alkalmazhatd a terminalis
vérvétel. Kovetéses vizsgalatok esetében azonban nem-terminalis vérvétel alkalmazando,
amely soran nagyobb mintamennyiség levételére nincs lehetdéség. A méréstechnikai
standardizaciés munka Osszehasonlitd vizsgalatainak elvégzéséhez az wjabb modszerek
elengedhetetlenek, hogy a kutatisi eredmények jol értelmezhetéek és extrapolalhatoak
legyenek.

Osszehasonlito vizsgilataink a nemi és korfiiggd kiilonbségek feltarasara, a
méréstechnikai modszerek optimalizaciojara, az eredmények kiértékelésére és a laboratoriumi

mérések biztonsdganak a fokozasara iranyultak.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Haemorheologiai paraméterek

A vér haemorheologiai tulajdonsagai kulcsfontossaguiak, hiszen, patologias
folyamatokban jelzé értékii informacioval szolgalhatnak.!41516171819 A haemorheologiai
kutatasok egyik kiemelked6 alakja Jean Louis Marie Poiseuille volt, aki 1étrehozta a rheologia
egyik fontos torvényét. ElsOként hasznalta a newtoni torvényeket cilindrikus atmetszeti,
egyenes, rigid falti csében, lamindris dramlasu folyadékokra, ami késobb jo megkdzelitéssel
alkalmazhato lett a nem-newtoni folyadékként viselkedd vér leirasara.l®? A Poiseuille-
torveny:

r4m

ahol, Q: folyadék aramlasi sebessége

AP: cs6 két vége kozotti nyomas-gradiens

r: csé sugara

1 : cs6szakasz hossza

n: vér viszkozitdsa

Newtoni folyadékrol beszélhetiink, amikor a nyirdofesziiltség és a sebesség-gradiens
kapcsolata linearis. Ide sorolhaté példaul: viz, vérplazma, szérum. Ezen folyadékok esetében a
viszkozitas fiiggetlen a sebesség-gradienstél. A nem-newtoni folyadékok esetében a kapcsolat
nem linedris a folyadékok egy részénél az aramlas csak egy bizonyos nyirdfesziiltségnél indul
meg, ezt kiiszobfesziiltségnek nevezzikk. Nem-newtoni folyadékok viszkozitasa
nyirofesziiltség és sebesség-gradiens fiiggd, ilyen példaul a teljes vér (Casson-tipusu gorbe).

A teljes vér viszkozitast szamos tényezd hatarozza meg, mint a vordsvérsejtek szama és
alakja, a fehérvérsejtek és thrombocytak szama, a vorosvérsejt deformabilitas és aggregatio.
Egyéb paraméterek is befolyasolo hatassal lehetnek, mint a hémérséklet, sebesség-gradiens és

morfologiai jellemzok.%%



2.1.1. Vorosversejt deformabilitas

Deformabilitdson a nyirderé hatasara bekdvetkezd passziv alakvaltozds mértékét
értjiik.1®?? A deformélhatosagra hatassal van a bikonkav morfologia, sejtfelszin, felszin-
térfogat arany, intracellularis viszkozitds (hemoglobin koncentracid) és a sejtmembran sajat
viszkozitasa.???3242 Az erythrocytak alakjat és deformalhatosagat az ozmotikus kdrnyezet is
befolyasolja. Hypertonias kornyezetben viz aramlik ki a sejtekbol, ennek kdvetkeztében a
sejtek zsugorodnak. Hypotonias kornyezetben a sejtek megduzzadnak, viz aramlik be a
sejtekbe, majd egy id6 utdn haemolysis kovetkezik be. Az él6 szervezetben az isotonias
kornyezet tekinthetd fiziologiasnak (~300 mOsm/kg). 2

A deformabilitds fontos jelentdséggel bir a keringés kiillonb6zd szakaszaiban. A
tomeges aramlas szakaszaban, ahol az ératmér6>300 um a roml6 deformabilitas a viszkozitds
emelkedését okozza. A tranziens -zéna szakaszan megjelenik a vordsvérsejtek axialis
migracidja: az ér tengelye mentén magasabb aramlasi sebesség ¢és magasabb haematocrit
figyelhet6 meg. Az érfal mentén sejtszegény zona (Poiseuille-zona) jon 1étre. Az erythrocytak
aggregatioja eldsegiti az axidlis migraciot, amihez megfeleld deformabilitdsra van sziikség.
Az egyenkénti aramlasi szakaszban (ératmér6<8 um) a kapillarisokon valé athaladashoz a
sejteknek deformaldodnia kell. Abban az esetben, ha a sejtek deformalhatésaga romlik, az a
szoveti perflizié romlasahoz vezet.??® Szamos patofiziolégids folyamat (septicus, tumoros
folyamatok, ischaemia-reperfusio) vorosvérsejt deformabilitds csokkenéssel és aggregatio
fokozodassal jar, ezek kollektiv hatasa: vér viszkozitds emelkedés, az aramlas romlésa,

perflizids zavarok megjelenése.?’28:2

2.1.1.1. Vorosvérsejt membranstabilitas

Az erythrocytdk az érrendszerben 4llandd6 mechanikai terhelésnek, mechanikai
stressznek vannak kitéve. A kiilonbozd fizioldgiai és patofizioldgiai folyamatok hatisara,
beleértve az extrafiziologiai hatdsokat (példaul extracorporalis keringés, intravascularis
késziilékek és implantatumok), amelyek befolydsoljak a vordsvérsejtek deformalhatosagat
meghataroz6 paramétereket (citoszkeleton és morfologiai tulajdonsdgok, belsd viszkozités,
sejtmembran viszkozitas), a sejtek fokozott nyiréfesziiltséggel szembeni tlir6képessége
véaltozhat és karosodhat a sejtmembran.3031323334 Ebben a vonatkozasban a vordsvérsejt
mechanikai (membran) stabilitasi teszt hasznos informécidkkal szolgalhat.®®> Mohandas és
mtsai kimutattdk, hogy a sejtek nem szenvednek nagymértékli kéarosodast fiziologias

nyirofesziiltséggel szemben.®® Kameneva és mtsai leirtik, hogy az expozicios idd mértéke és



az alkalmazott nyirofesziiltség kozott sszefliggés van, mely subletalis traumat, végiil a sejtek
lysisét idézi el8.3! A vorosvérsejtek mechanikus sériilését in vivo eldidézheti a hemodinamikai
faktorok megvaltozasa, amely semi-turbulens, vagy néha turbulens aramléshoz és ebbdl
addédoan a sejtekre hatd nyirofesziiltség novekedéséhez vezet. A subletalis karosodas
deformabilitas romlast és aggregatio fokozodast okoz, mely sok esetben a szdveti perfuzid
romlasat eredményezheti. Az elébb emlitett valtozdsok negativ modon hatnak a keringésre,

amit a hemodinamikai allapot tovabbi romlasa kisér (1. abra).

Mechanikus trauma vvs tilfesziilés,
—> fragmentacios :ll ANAEMIA |
haemolysis ¥
turl’)u,l;:ns ?lrtal,nlas, | | ws aggregatio [ koraltvv:,_ ,
nyirofesziiltség 1 " deformabilitis ! sequestratio ELEGTELEN
[ | CAPILLARIS
I sublethalis ! | ”|  PERFUSIO
I » Vvvstrauma L
I | ENDOTHEL
I 1 < DYSFUNCTIO
I 1 szabad
I 1 T haemoglobin » HAEMOGLOBINURIA
L | jut a plazmaba
Hemodinamikai thrombocytsk, | | —| VASOCONSTRICTIO |y
. Nl A1e > leukocytak l N 1
tenyezol;valtozasa aktivéciéja’ 1 l I | THROMBOSIS | "
: dysfunctiéja : gyulladisos —| HAEMORRHAGIA
L _____ | mediatorok R
I koncentracioja T | — — — — » INFLAMMATIO
L e - e e——————-
1. dbra

A vérsejtek karosodasahoz és traumdjahoz vezetd folyamatok Kameneva és Antaki alapjan®
(folytonos vonalak egyiranyt kapcsolatot, a szaggatott vonalak a kétiranyu kapcsolatot jelzik)

"o

Mechanikai stabilitdsi vizsgalat esetén kiilonb6zd nyirofesziiltség-iddtartam
kombinaciok alkalmazhatéak. A hatas a sejtek mechanikai tulajdonsagaitol fiigg. Az
irodalomban egyre nagyobb mennyiségli adat all rendelkezésre a vér Osszetételének faji
diverzitasarol, beleértve a haematologiai és haemorheologiai paramétereket is.3"*83° Viszont

mechanikai stabilitassal kapcsolatban nincsenek adatok.

2.1.1.2. Ozmotikus gradiens ektacytometria

Az ozmotikus gradiens ektacytometria (osmoscan) alapjai Clark és munkatarsai
nevéhez fiizédnek.*® Rendkiviil érzékeny modszer, mely kivaldan hasznalhatd a vorosvérseijt
deformabilitas valtozas mértékének mérésére az ozmolalitas fliggvényében.

Az ozmotikus gradiens ektacytometrids mérések szamos betegség esetén nyujtanak

hasznos informaciét, mint példaul haemolyticus anaemia®, orokletes spherocytosis®® és



orokletes stomacytosis®® soran. Ilyenkor a mérések soran kapott osmoscan gorbék alakjiban
valtozasokat figyelhetiink meg.

Németh ¢és munkatarsai humaén, sertés, patkany és kutya vérmintdkon végeztek
kutatasokat. Kisérletiilkben kiilonb6z6 nyirofesziiltség (1, 2, 3, 5, 10, 20, 30 Pa) mellett
végezték az osmoscan méréseket. Az eredmények feldolgozasa és kiértékelése soran azt
talaltak, hogy a vizsgalt fajokbdl szdrmazd mintak jelentds mértékii kiillonbségeket mutattak
(2. abra). 10 Pa-nal végzett mérések esetén a gorbék maximum pontja egyre inkabb baloldalra
¢és lefelé tolodott. 5 Pa alatt ez a valtozas még inkabb megfigyelhetové valt (szabalytalan,
instabil, nem értékelheté gorbeszakaszok). Ez leginkabb a kutyak és sertések mintaiban,
valamint human mintakban mutatkozott. Emellett 1j paramétereket is bevezettek:*2

AEI = EI max és EI min értékek kozott 16vo kiillonbség

AO = El max és El min értékekhez tartoz6 ozmolalitas értékek kiilonbsége
AEI/ AO

rEl = EI max és EI min egymashoz viszonyitott aranya

rO = O (EI max) és O min értékekhez tartoz6 ozmolalitas értékek egyméshoz
viszonyitott aranya

reEl/ rO
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2. dbra
Kiilonbozo nyirofesziiltségen végzett osmoscan mérések reprezentativ gorbéi patkany (A),
kutya (B), sertés (C) és human (D) mintdkon??



2.1.1.3. A vorosversejt deformabilitds meghatarozdsa

A vorosvérsejt deformabilitds mérésére sokféle mérdmodszer létezik. Ismertek
filtracios, mikropipettas aspiracios technikdk, mikrocsatornas és ektacytometrias modszerek
egyarant. Napjainkban a legszélesebb korben a Iézer-diffrakciés elven miikodo
ektacytométerek terjedtek el. Ezek koziil a legnagyobb kereslet a rotacios (LoRRca MaxSis
Osmoscan) és a slit-flow (Rheoscan D-200) ektacytométer késziilékek irant van. Ezen
késziilékek nagy eldnye, hogy a vizsgalatokhoz kis mennyiségli (minddssze 6-10 pl)

vérmintara van sziikség.?>"4344

2.1.2. Vorosvérsejt aggregatio

Vorosvérsejt aggregatio alatt a sejtek reverzibilis 0sszekapcsolodasat értjikk. Ez az
atmeneti Osszekapcsolodas stasis soran vagy kellden alacsony sebesség-gradiens mellett
kovetkezik be.84° Az aggregatiora, illetve annak mértékére szamos tényezd hatassal van. llyen
a szuszpendald kozeg Osszetétele, a haematocrit, a vorosvérsejt tulajdonsagai, mint példaul
felszini sajatsagok (felszini toltés, glycocalyx 0Osszetétel), mechanikai tulajdonsagok

(deformabilitas), valamint a nyiroerd.*>*® A

szuszpendalé kozeg 0Osszetételének
vonatkozdsdban a nagy molekulatomegli fehérjék birnak kiemelkedd jelentdséggel, mint
példaul fibrinogén, coeruloplasmin, haptoglobulin, hiszen jelenlétiik eldsegiti a vordsvérsejtek
aggregatiojat.”®*’ Fontos megemliteni, hogy a vordsvérsejt aggregatiohoz nélkiilozhetetlen a
bikonkav sejtalak (6-8 um 4tmérd) is, mivel vannak olyan sejtalakok, amik nem vagy csak kis
mértékben képesek aggregalodni, ezek kozé tartoznak példaul a spherocyta, echinocyta vagy a
sphero-echinocyta sejtalakok.*® Echinocyta alak esetében a membranon tiiskeszerd
kiemelkedések jelennek meg, amit ozmotikus vagy oxidativ stressz hatasasra vesznek fel a
sejtek. Spherocyta alakrol példaul szerzett haemolyticus anaemia esetén beszélhetiink.*°

Az aggregatiot befolyasolo tényezdok kozott vannak az ugynevezett disaggregatios erdk
vagy mas néven aggregatiot gatld er6k. Ide sorolhatok: az elektrosztatikus repulsio
(sejtfelszini toltés-eloszlas), a membran rigiditds €s a nyirderdk. A disaggregatios tényezok
koz¢ tartozik egyrészt a sejtek felszini sajatsagaibol fakado elektrosztatikus taszitds, ugyanis a
vorosvérsejtek felszini toltése nettd negativ kivaltképp a szidlsav reziduumok miatt. Masrészt
ahhoz, hogy az erythrocytdk aggregilodni tudjanak, a megfeleld6 deformabilitas
nélkiilozhetetlen. Jol kell deformalddni a sejteknek ahhoz, hogy biztositani tudjak az
Osszekapcsolodasi felilletet. A membran sajat rigiditasa ez ellen hat, mivel a merevebb

membrannal rendelkezd sejtek kevésbé képesek aggregalodni.**®® Ezen kiviil a nyirderd is
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fontos szerepet jatszik. Az aggregatio kialakuldsdhoz normal koriilmények kozott kellden

alacsony, <20 s? sebesség-gradiens sziikséges*>0>!

, az ennél magasabb sebesség-gradiens
felett (20-40 s1) az aggregatumok szétesnek. Az aggregatios folyamat két szakaszra oszthato,
egy kezdeti 5-15 s fazisra, ekkor a vorosvérsejtek pénztekercs-szeriien, linedrisan egymas
mellé rendezddnek. Ezt hivjuk ,rouleaux”-formanak. Majd ezt kovetéen az elézdekben
létrejott aggregatumok 1-2 perc alatt harom dimenzis alakzatba rendezédnek.*'>2

Az aggregatio kialakulasanak a folyamata még nem teljesen tisztazott. Jelenleg két
hipotézis ismert: a ,bridging” és a ,.depletion”.>*>® Az eclébbi azt feltételezi, hogy a
vorosvérsejt aggregatio kialakuldsdban nagy szerep jut a plazméban taldlhato
makromolekulaknak azaltal, hogy nem kovalens kotéseket alakitanak ki az egymas kozelébe
keriil6 sejtek kozott, mintha hidak alakulnanak ki a két erythrocyta kozott. Amint a
disaggregatios erdk tulstlyba keriilnek, ez a kolcsonhatds felbomlik. A ,.depletion” modell
szerint az aggregatio folyamata soran az egymashoz kozel keriilé sejtek kozott
makromolekula szegény (deplécids) zona alakul ki, mivel a koztiik levd térbdl kiszoritjak a
nagyobb plazma komponenseket, igy ozmotikus gradienst kialakitva eldsegitik a sejtek
osszekapcsolodasat.*>>4

A 2.1.1 fejezetben emlitésre keriilt, hogy a keringést véraramlastani aspektusbol harom
szakaszra oszthatjuk: 1. tdmeges aramlds szakaszara, 2. atmeneti vagy tranziens zoOnara, 3.
egyenkénti aramlas szakaszara.'®?® A kiilonboz6 aramlasi szakaszok jellemzdit az 1. tablazat
mutatja be.

I. tablazat: A kiilonbozd vérkeringési szakaszok tulajdonsagai®®2649

Aramlasi szakasz Eratméro Jellemzok

A sejtek egymas aramlasat nem
befolyasoljak.

Tomeges aramlasi zona >300pm A sejtek deformalddnak, ezéltal
redukaljak a bels6 strlodast.
Magas nyirofesziiltség értékek.

A sejtek az érpalya kozepén haladnak
(<100 um), amit az aggregatio eldsegit.
Sejtszegény, ugynevezett Poiseuille-zona
az érfal mentén.

Tranziens zona 8-300 pm

A vérsejtek megnytlnak, aggregatio nem
jellemzd.

Egyenkénti aramlas

<8 um
szakasza H
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2.1.2.1. Vorosversejt aggregatio meghatarozasa

Az aggregatio meghatarozasara megkiilonboztetiink indirekt és direkt modszereket. Az
indirekt modszerek kozé tartozik az erythrocyta szedimentacios rata (ESR), ultrahangon
alapuld modszerek, fény-transzmisszios és 1ézerdiffractometrids modszerek, mig a kiilonféle
mikroszkopos technikak a direkt modszerek korébe tartoznak. Napjainkban a technika gyors
fejlodésének koszonhetden a direkt modszerek egyre jobban eldtérbe keriiltek. Az aggregatio
mérésére hasznalt legelterjedtebb modszerek: a fénytranszmittancian alapulé Myrenne MA-1
aggregometer (Myrenne GmbH, Németorszadg) és a laser-backscattering elven miikodo
LoRRca (Laser-assisted Optical Cell Analyzer) ektacytométer (Mechatronics BV, Hollandia).
A kétféle mérémodszer az aggregatios folyamat kiilonb6zd vetiileteit vizsgéalja. Myrenne
késziilékkel az aggregatio 5. és 10. mdsodpercérdl kapunk informacidt, ezzel szemben a
LoRRca késziilékkel vald syllectometridas mérés soran az aggregatio teljes folyamatat
vizsgaljuk. Technikai szempontbol dsszehasonlitva elmondhato, hogy a Myrenne késziilékkel
végzett mérések egyszerliek, egy méréshez mindossze kb. 20-30 pl vérminta sziikséges és a
mérések hdkontroll nélkiil zajlanak. A LoRRca késziilék esetében viszont nagy
mintamennyiségre van sziikség (kb. 0,7-1 ml), és a mérések hokontrollalt koriilmények kdzott
(37°C) zajlanak.>*

2.2. Nemi és korfiiggé haemorheologiai kiilonbségek vizsgalata

Az oregedés egy bonyolult és tobbfaktoros folyamat, ami a sziv- €s érrendszerre hato
komplex folyamatokat foglal magaban.>***"*8 Szamos tanulméany arrdl szamolt be, hogy ez a
fiziologias folyamat Osszefliggésbe hozhaté bizonyos haemorheologiai paraméterek
valtozasaval, beleértve a teljes vér és plazma viszkozitast, thrombocyta aggregatiot,
vorosvérsejt aggregatiot és deformabilitast.24519960616263684 Ezan feliil az oregedés alatti
¢lettani valtozasok fokozott morbiditasi és mortalitasi kockazat jelentenek sziv- és érrendszeri
betegségekben és tumorokban, kiemelik a gerontologiai kutatasok fontossagat. In vivo
Oregedés vagy tarolas soran az erythrocytak vizet, 2,3-bifoszfoglicerinsavat, ATP-t,
fehérjéket, haemoglobint és vezikuldkat veszitenek. Az eredmény térfogat csokkenés, felszini
toltés valtozas és ndvekvé siirtiség, 86067
A sejtek felszinének csokkenése €s vizvesztése a sejt-Oregedés egyik karakterisztikus

jele.%® A keringésben résztvevd vordsvérsejtekkel ez fiziologiasan és folyamatosan torténik a

120 napos élettartamuk soran. Tobb haemorheologiai tanulmany felveti, hogy a test
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oregedésével a folyamat dinamikaja és a sejteket érinté valtozasok tulajdonsagai
kiilonbdzhetnek.2#>16364

Laboratoriumi allatokon, modern micro-rheologiai miiszerekkel végzett kisérletes

eredmények jelenleg nem é&llnak rendelkezésre.?>43:69

Id6s allatokon végzett mérések hasznos
informacioval szolgalhatnak sok korral &sszefiiggésbe hozott megbetegedéssel.’® 17273
Azonban az allatkisérletek nagy részét dominansan fiatal 3-4 honapos, ritkdbban kissé
1d6sebb (atlagosan 6 honapos) ragesalokon végzik. Patkanyokban ez az életkor 18 humén

életévnek feleltethetd meg.’
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3. CELKITUZES

1. Fajspecifikus kiilonbségek tanulmanyozasa kisérleti allatok (patkany, sertés, kutya) és
huméan vérmintdk voOrdsvérsejt membranstabilitasanak vonatkozasaban, valamint az
erythrocytdknak a fokozott nyirofesziiltséggel szembeni ellenalld képességének

vizsgalata kiilonboz6 nyirofesziiltség-expozicios id6 kombinaciok esetén.

2. A vorosvérsejt ozmotikus gradiens ektacytometria méréstechnikai koriilményeinek
optimalizaldsa (az elongatiés index - ozmolalitas gorbék részletes elemzése). A mintak
elemzése 100 Pa, 300 idotartami mechanikus stressz elott és utan 200-250-300-500
mOsm/kg szuszpenzids kozeg felhasznalasaval. Annak vizsgalata, hogy mennyire

befolyasolja az ozmolalitds a mechanikai stabilitdsi mérések eredményeit.

3. Nemi ¢és korfliggd kiillonbségek Osszehasonlitd haemorheologiai vizsgalatanak elemzése
vorosvérsejt deformabilitds, voOrosvérsejt aggregatio, membranstabilitds, ozmotikus
gradiens ektacytometria tekintetében. A kérdéskor elemzésére célul tiztik ki 1 éves

kovetéses vizsgalatok tervezését Crl:WI him és néstény patkanyokban.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Membranstabilitas és osmoscan vizsgalatok kiilonb6zo nyirofesziiltség és idétartam
kombinaciok alkalmazasa mellett

4.1.1. Kiserleti allatok és human mintavétel

Az allatkisérleti engedélyt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
hagyta jova az EU szabalyozasa, ¢s a 1998. évi XVIII. ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérol"
sz616 torvény figyelembevételével (eng. szam: 19/2011/DE MAB). A human mintakat
onkéntesektdl kaptuk, a megfelelé Klinikai Etikai Engedély birtokédban (eng. szam: DE OEC
RKEB/IKEB 3625-2012).

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

A human mintavétel 7 onkéntes nébol (kor: 31-48 éves) a vena mediana cubiti
punctiojaval tortént. A vérvételek zart rendszerben 3 ml-s K3-EDTA-t tartalmazo (1,8 mg/ml)
Vacutainer® csévek alkalmazasaval 21 G-s vérvételi tiivel. A laboratoriumi méréseket 2 6ran
beliil elvégeztiik.?3%

Minden vérmintat mechanikai stabilitasi tesztnek vetettiink ald, nyirdfesziiltség
nagysagat és idejét a kovetkezd képpen hasznalva: 30, 60 és 100 Pa, 100, 200 és 300
masodpercig.

A fent emlitett fajokbol 5 egységnyi vérmintat vizsgaltunk tovabb. Ezeken a mintakon
a mechanikai stabilitas tesztet 100 Pa-on 300 masodpercig végeztiik el, 200, 250, 300 és 500
mOsmol/kg-os PVP oldatban.

4.1.2. Haematologiai paraméterek meghatdarozdsa

A kvalitativ és kvantitativ haematologiai paramétereket Sysmex F-800 haematologiai
automata (TOA Medical Electronics Corp., Ltd., Japan) segitségével detektaltuk. A késziilék
apertura-impedancia elven hatarozza meg a vordsvérsejt (Vvs), fehérvérsejt (Fvs) és

thrombocyta (Thr) szamot. A haemoglobin koncentracié (Hgb [g/dl]) meghatarozasa
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fotometridsan torténik. A tobbi paramétert a fenti adatokbol kalkulalja a késziilek. A
mérésekhez 70 pl antikoaguldlt vérmintdra van sziikség. Az eredmények koziil a vorosvérse;jt
szam (Vvs [10%/uL]), a haemoglobin koncentracio (Hgb [g/dl]), a haematocrit (Hct [%]), az
atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV [fl]), az atlagos vorosveérsejt haemoglobin tartalom (MCH
[pg]) és az atlagos vorosvérsejt haemoglobin koncentracio (MCHC [g/dl]) értékek keriiltek

bemutatasra.

4.1.3. Haemorheologiai paraméterek meghatdrozasa

4.1.3.1. A vorosversejt deformabilitas és membranstabilitas meghatarozasa

A vorosvérsejtek deformabilitdsat és membranstabilitasat 1ézer diffrakcidés elven
miik6dé LoRRca MaxSis Osmoscan rotacios ektacytometer (Mechatronics BV, Hollandia)

segitségével hataroztuk meg (3. abra).

1ézerdioda ——

viszk6zus PVP oldatban L ]
szuszpendalt vérminta
tiikorlap N | .
statikus bels cilinder (DOD) e {
forgé kiils cilinder (cup) ™™ ‘;_3 kamera
B ¢ képernyd

fotodiddak

3. dbra
LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytométer (A) és mitkodési elve (B)
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fotdanyaga)

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

A késziilék Couette-rendszer felépitésii, egy statikus hengerbél (bob) és egy kiilsé
hengerkopenybdl (cup) all. A kettd kozotti résbe (kb. 0,3 mm) helyezziik a mintat Pasteur
pipetta segitségével. A cup forgd mozgast végez a henger koril meghatarozott
szogsebességgel, ekdzben a mintat 1ézernyalab vilagitja meg. A diffrakcios kép valtozésa attol
fligg, milyen a vorosvérsejtek elnyulasanak a mértéke. Ezt a diffrakcios mintazatot egy CCD

kamera rogziti, amit a szamitogépen talalhaté szoftver elemez. A szoftver analizdlja a
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diffraktogramm atméroit és a (L-W) / (L+W) képlet alapjan megkapjuk az elongatiés indexet
(EI). A képletben az L a diffrakcios minta hosszat, mig a W a diffrakcids minta szélességét
jelenti. A deformabilitast az EI-SS fiiggvényében abrazolva kapott gorbe jellemzi. E gorbe
parametrizalasaval tovabbi paramétereket tudunk kalkulalni: Elmax (maximalis EI értéke) €s az
SS12 I Elmax (Elmax feléhez tartozé nyirofesziiltség érték). A parametrizalas a Linewaver-
Burke analizis segitségével torténik:
1/El = SSu/2/ Elmax % 1/SS + 1/ Elmax
Elmax csokkenése és az SSip értékek emelkedése deformabilitas romlasra utal (4.

ébra) ) 25,43,75

o
(¢, ]

o
w

elongatiés index (EI)

SS1/2

-0,1 T T T T T T T T l

nyirofesziiltség(SS [Pa])

4. abra
A mérések soran kapott gérbék parametrizalasaként nyert
Elmax és SS1/2 [Pa] értelmezése? 437

A membranstabilitds mérése soran meghatirozott mechanikai stressz (adott, allando
nyirofesziiltség és adott idOtartam) eldtt és utdn hagyomanyos ektacytometrids vordsvérse;jt
deformabilitasi teszt elvégzése torténik, majd a rogzitett elongatiés index-nyirofesziiltség
gorbék Osszehasonlitd analizise kovetkezik (5. abra). Az expozicios id6 és a nyirofesziiltség
nagysaga valtoztathatd. Az abra kozépsé részén lathatd az adott idétartamig meghatarozott
nyirofesziiltséggel alkalmazott mechanikus stressz sordan mért elongatids index értékek, mig
az abra két oldalan a stressz alkalmazasa eldtt €s utdn meghatarozott elongatids index-

nyirofesziiltség gorbék.
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A membranstabilitasi tesztet 0sszesen 9 kombinacioban végeztiik: 30, 60 ¢és 100 Pa

nyiréfesziiltség mellett 100, 200 és 300 secundum idétartamig.

_ Curve Curve Curve
03 0,8~ 0,8

0,7- 7 0,7-
06- . 06—
05-

0,5-
0,4-
0,4-
T 0,3- J
o 0,3 o0
032-
0,2~

0,1 gzt
G- 0,1
e e
0,1~ L 4
elotte . - utdana
-0,2-, ALi=
n,':m 1,'nn mJ'nn anjlnn 0,2 1 1 |
shear stress (Pa) 02 i | | | | i 0,30 1,00 10,00 30,00
0,00 50,00 100,00 1S0,00 200,00 250,00 310,00 Shear stress (Pa)

Time (s} ss1jz(Pa) 5,13 | Elmax |0,504 m |2,27605

551/2 (Pa) 2,42 Elmax (0,586 mo1,12275

5. abra
Membranstabilitasi teszt mérése soran kapott kép
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fotdanyaga)

4.1.3.2. Az ozmotikus gradiens ektacytometria meghatarozasa

Az ozmotikus gradiens ektacytometria (osmoscan) mérés soran az ozmolaritas értéke
folyamatosan né 0 és 500 mOsmol/kg kozott.”® Az osmoscan mérésekhez kiilonbozd
ozmolalitasu PVP-PBS oldatokat hasznaltunk: 200, 250, 300, és 500 mOsmol/kg (pH ~7,2
viszkozitas = 29-31 mPas). A vizsgalathoz 250 pl antikoagulalt vérmintat 5 ml PVP oldatba
szuszpendaltunk. A késziilék altal az alabbi paraméterek keriilnek meghatarozasra: EI min
(legalacsonyabb elongatids érték hypoozmotikus kozegben), EI max (nem azonos a
Lineweaver-Burke analizissel kapott Elmax értékkel; maximalis elongatios index érték adott
nyirofesziiltségnél), OEI min és OEI max (ozmolalitds a minimalis és maximalis elongatios
index érteknél), EI hyper (magasabb ozmolalitasii tartomanyban EI max felét jelentd
elongatids index érték), AUC (gorbe alatti teriilet). A kovetkezd tulajdonsadgokat a késziilek
altal megadott paraméterek alapjan szamitottuk ki: AEI (a maximalis és a minimalis EI érték
kozotti kiilonbség), AO (maximalis és minimalis EI mellett mért ozmolalitas értékek
kiilonbsége), Elmax / Elmin (a maximalis és minimalis EI aranya) és Elmax / Omin (maximalis és

minimalis EI mellett mért ozmolalitas értékek aranya) (6. dbra).*?
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6. abra
Az osmoscan mérés soran kapott gorbe és a késziilék altal meghatarozott paraméterek®

4.1.4. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + szoras (S.D.) formajaban jelenitettiik meg. A mechanikai stressz
elotti és utani EI értékek Osszehasonlitasahoz egymintas t-tesztet vagy Wilcoxon tesztet
hasznaltunk, az adatok eloszldsa és a variancidk egyenldsége alapjan. A kiilonbozo
mechanikai  stressz  kombinaciok  deformabilitds  kérosodast okozoé  hatdsdnak
Osszehasonlitasahoz one-way ANOVA tesztet Bonferroni post hoc teszttel vagy one way
ANOVA tesztet Dunn teszttel hasznaltunk. A fajok kozotti Osszehasonlitdsokhoz kétmintas t-
tesztet vagy Mann-Whitney tesztet hasznaltunk az adatok normalitasa alapjan. Szignikansnak

tekintettiik a kiilonbségeket p<0,05 esetén.
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4.2. Micro-rheologiai paraméterek nemi és korfiiggé vizsgalatai
4.2.1. Kisérleti dllatok és mintavételi protokoll

Kisérleteinket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag (DE MAB) altal
kiadott engedély alapjan (engedélyszam: 19/2011) az 1998. évi XXVIII. ,, Az allatok
védelmérdl és kiméletérdl” szold torvény eldirdsainak megfeleléen és az Eurdpai Unios
direktivak betartdsa mellett végeztiik.

Osszehasonlitd vizsgalatainkba konvenciondlis allathazban tartott, azonos életkori
Crl:WI (Toxi-Coop Ltd., Magyarorszag) him (n=10) és néstény (n=10) patkanyokat vontunk
be. A vizsgalatokat 3 honapos koru allatokon kezdtiik. Nostény patkanyokbol vérvételek eldtt
minden esetben hiivelykenet mintavétel is tortént. A kisérlet soran rovid anesztézia mellett
(Thiopental [60mg/kg] i.p.) vérvétel az allatok 3 honapos koraban (alap, marcius), majd 4, 5,
9, 12, 15 és 18 honapos korukban a lateralis farok vena punctidja révén (alkalmanként ~ 0,5
ml) tortént (7. abra). Az allatok a kisérletek végére 18 honaposak voltak. Antikoagulansként
K3-EDTA-t (1,5 mg/ml) hasznaltunk.

7. abra

Patkany farokvéna vérvétel
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fotdoanyaga)

Az éllatok a fajuknak megfeleld, kereskedelmi forgalomban kaphatd ragcsalotapot
(Béabolna ragcsald specifikus CRLT/N) ¢és vizet kaptak ad libitum. Az allatok igényeinek
megfelelden az allattartd terek szell6ztetése, flitése biztositott volt. Az allatok az eléirasoknak
megfelelden standard ketrecekben kettesével voltak elhelyezve. A hdmérséklet a kovetési

periodus alatt 20-22 °C kozott volt.
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Nostényeknél hiivelykenetbol vizsgaltuk az oestrus -ciklus szakaszait is. A mintavételek
minden reggel 7 és 9 ora kozott torténtek. A targylemezre felvitt keneteket egy éjszakan at
levegén szaritottuk. A kenetek festésére kismértékben modositott Giemsa protokollt
alkalmaztunk. A festés el6tt a mintakat abszolit metanol segitségével 30 masodpercig
fixaltuk. A Giemsa-oldatot (J.T Bakers’ szovettan/citologia Giemsa 3856.1000) 1 percig
hagytuk a mintdkon, majd ezt kovetden desztillalt vizzel mosast végeztiink, egészen addig,
amig az 0sszes festékmaradékot el nem tavolitottuk. Ezutén a festett mintakat egy éjszakén at
levegdn szaritottuk, majd fénymikroszkop alatt megvizsgaltuk.

A kovetkezd citologiai osztalyozast hasznaltuk: proestrus - sejtmaggal rendelkezd
hamsejtek, oestrus - elszarusodott pikkelyes hamsejtek, metestrus - csoportos elszarusodott
pikkelyes hamsejtek és polimorfonuklearis (PMN) leukocytak és dioestrus - kerek leukocytak
(8. abra).™

-
o. ‘
R
<o
. -
e .

8. abra

Hiively kenet mintak Sprague-Dawley patkanyokbdl proestrus (A), oestrus (B), kés6i-oestrus (C) és

dioestrus (D) ciklusban médositott Wright-Giemsa festéssel Cora és mtsai szerint’®
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4.2.2. Haematologiai paraméterek vizsgalata

A haematologiai paramétereket a 4.1.2. fejezetben bemutatott Sysmex F-800
automataval hataroztuk meg. Az alabbi paraméterek keriiltek meghatarozasra:
vorosvérsejtszam (Vvs [10%/uL]), fehérvérsejtszam (Fvs [x10% uL]), monocyta-granulocyta
arany (Mo+Gr [%]), haemoglobin koncentracié (Hgb [g/dl]), haematocrit (Hct [%]),
thrombocyta szam (Thr [x10% uL]), atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV [fl]), atlagos
vorosvérsejt haemoglobin tartalom (MCH [pg]) és az atlagos vordsvérsejt haemoglobin
koncentracio (MCHC [g/dl]).

A vorosvérsejt deformabilitds, membranstabilitds és osmoscan mérések LoRRca
MaxSis Osmoscan rotacios ektacytometerrel a 4.1.3.1. és 4.1.3.2. fejezetben leirtak alapjan
torténtek. A vizsgalatokhoz hasznalt PVP-PBS oldat viszkozitasa = 23,7-35,9 mPas,
ozmolalitdsa = 296-319 mOsmol/kg, mig a pH = 7,0-7,2 volt. A méréseket a deformabilitasi
vizsgalatnal leirt feltételekkel (4.1.3.1. fejezet) végeztik. Az ozmotikus gradiens
ektacytometria (osmoscan) teszt alatt az elongatids index értékeket allandd nyirdfesziiltség

(30 Pa) alkalmazasa mellett hataroztuk meg (4.1.3.2.).
4.2.3. Haemorheologiai paraméterek vizsgalata

4.2.3.1. A vorosversejt aggregatio meghatdrozasa fénytranszmisszios elven

A vOrosvérsejt aggregatio mértékének vizsgalatat fénytranszmisszios elven miikodo

Myrenne MA-1 aggregometerrel (Myrenne GmbH, Németorszag) végeztiik (9. abra).”’

| 2

Fény-transzmisszié mértéke

5 10 1d6 [sec]

A B disaggregatio

9. abra
Myrenne MA-1 aggregometer (A) és mitkodési elve (B)>°
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fotoanyaga)
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A mérésekhez sziikséges 20 ul antikoagulalt vérmintat buborékmentesen egy rotor altal
forgatott 2°-0s szogben csiszolt liveg lencsére vissziik fel, amely alatt egy infravords detektor
talalhatd. A fedelet lecsukva a vérmintat egy liveg targylemez szétteriti a lencsén, ami folott
egy infravords didda van. A késziilék altal meghatarozott aggregatids index paraméterek: M 5
s, M15s, M 10 s, M1 10s. A késziillék mukodési elvét a 9. B abra szemlélteti: el6szor a
mintdban 1év8 vorosvérsejtek disaggregalddnak (600 s sebesség-gradienssel), majd a
sebesség-gradiens hirtelen nullara (stasis, M mod) vagy a nyirofesziiltség alacsony értékre
csokken (3 s, M1 mod) és ezt kovetden a késziilék az athaladd fény intenzitasat méri az
aggregatios folyamat 5. és 10. masodpercében. A sematikus 4bran lathato, hogy a kozépso
gorbe normal, a felsé gorbe emelkedett, mig az alsé gorbe csokkent mértékii aggregatiot
mutat. Emelkedett aggregatio esetén az index paraméterek is novekednek. A berendezés nem

temperalt, a mérések hokontroll nélkiil zajlanak.?>4369.77

4.2.4. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + szoras (S.D.) formdjaban abrazoltuk. Az adatok normalitdsanak
fiiggvényében a csoportok kozotti dsszehasonlitashoz t-tesztet vagy Mann-Whitney Rank-
Sum tesztet alkalmaztunk, mig a csoportokon beliili értékek Osszevetéséhez egyiranya
ANOVA tesztet (Bonferroni vagy Dunn post hoc teszt) hasznaltunk. A szignifikancia szintet
p<0,05 értéknél hataroztuk meg. A statisztikai elemzést SigmaStat (Systat Software Inc., San

Jose, California, USA) szoftverrel végeztiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Osmoscan és membranstabilitas vizsgalatok kiilonb6zo nyiréfesziiltség és idétartam
kombinaciok mellett

5.1.1. Haematologia és deformabilitasi paraméterek leirdsa

A vordsvérsejttel Osszefliggo kvalitativ és kvantitativ haematologiai paramétereket az II.
tablazat mutatja be.

A vorodsvérsejt szam a patkdnyokban mutatkozott a legmagasabbnak, majd ezt kovették
a kutya, a sertés és human mintak, ahol a legalacsonyabb értékeket kaptuk. Mig az atlagos
vorosveérsejt térfogat (MCV [fl]) értékek esetében a kovetkezd sorrend adhaté meg:
(MCHC [g/dl]) kiviil, minden paraméter szignifikansan kiilonbozott a human értékektol

(patkany hemoglobin koncentracioja esetében: p=0,032; a tobbi paraméter esetén: p<0,001).

Il. tablazat: Valogatott kvalitativ és kvantitativ haematologiai paraméterek és a vorosvérsejt
deformabilitast leir6 paraméterek patkany (n=6), kutya (n=8), sertés (n=11) és human (n=7)
vérmintakban.

patkany kutya sertés human
Vs [T/] 7,29 0,87 * 6,5+ 0.45 * 5,92 0,60 * 4,64 0,37
Hgb [g/d1] 13,03 + 0,98 * 13,44 + 0,98 * 0,45+ 0,75 * 11,59+ 0,65
Hct [%0] 46,68 +4,11 * 50,28 +£3,98 * 38,44+ 4,03 * 42,76 + 4,14
MCV [fl] 59,75+5,14* 77,48 £5,00 * 6531+7,32* 92,26 + 8,19
MCH [pg] 18,01 + 1,46 * 20,71 + 1,06 * 16,05+ 1,04*  2504+1,35
MCHC [g/dl] 30,39 +4,36 * 26,83 £ 2,07 24,72+ 1,84 * 27,26 £2,15
El at 3 Pa 0,312+ 0,02 * 0,267+ 0,013 * 0,306 + 0,018 * 0,248 £ 0,011
Elmax 0,579+ 0,017 * 0,551+0,025* 0,505 + 0,025 * 0,528 +£0,029
SSyz [Pa] 2,28 +0,38 * 433408 1,99 + 0,33 * 42 +0,74
Elmax / SSu2 [Pa-1] 0,24 £0,04 * 0,13 +0,03 0,26 £ 0,05 * 0,13 +0,03

atlag = S.D., * p<0,05 vs. human

A vorosvérsejt deformabilitast leird EI-SS gorbék alapjan lathato, hogy a fajok kozotti
kiilonbségek, mind a gorbék alakjdban, mind az EI értékekben lathatoak. Altaldban a

legmagasabb EI értékeket patkany, mig a legalacsonyabbakat huméan vérmintakban mértiik. A
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kutya mintak EI-SS gorbék alakja hasonlitott leginkdbb a human mintakéra, de magasabb
értekekkel. A patkany ¢és sertés mintdk elongatiés index értéke parhuzamosan futott
alacsonyabb nyiréfesziiltség szint mellett, majd 3 Pa felett a sertés gorbék meredeksége
egyenletesebbé valt. A kalkulalt paraméterek (V. tablazat) jol tiikrozik az EI-SS gorbék fajok
kozotti kilonbségeit. Minden értéket, kivéve a kutya mintdk SSi2 és Elmax / SSi2

eredményeit, szignifikansan kiilonbdztek a human értékektdl (p<0,001).

5.1.2. Virosvérsejt membrdnstabilitas

A legkifejezettebb faji kiilonbségeket 100 Pa 300 s mechanikus stressz alkalmazasa
soran figyeltilk meg (10. abra). A 10. abran lathaté a vérmintak elongatids index értékei (El) a
nyirofesziiltség fliggvényében (SS) a mintan alkalmazott mechanikus stressz el6tt és utan.
Kisebb nyirofesziiltség és rovidebb iddtartam alkalmazasa alatt a kiilonbségek csokkentek a
vizsgalt fajokban, de nem azonos mddon.

06 -
067 & elott = utan

U o3
0,2
0,1
0 T - , T . ,
0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
Nyirofesziiltség [Pa] Nyirofesziiltség [Pa]
0,6 0,6
0,5 05
04 0,4 -
w 03 o 937
0,2 0.2
0,1 01
0 T - , 0 . . .
01 1 10 10( 01 1 10 100
Nyirofesziiltség [Pa] Nyiréfesziiltség [Pa]

10. abra
Patkanyok (A), beagle kutyak (B), Hungahib sertések (C) és human (D) mintak elongatids index
értékei a nyirofesziiltség fiiggvényében 100 Pa 300 s mechanikus stressz alkalmazasa eltt és utan
atlag = S.D.,
* p<0,05 vs. mechanikus stressz el6tti értékek
SD patkany: n=6, beagle kutya: n=8, Hungahib sertés: n=11, human: n=7
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A 30 Pa mechanikai stressz sordn a patkany vordsvérsejtek nem mutattak szignifikans
EI romlast, mivel a mechanikai teszt utani és eldtti EI értékek ardnya - mint reprezentativ
paramétere az EI karosodas nagysaganak - kozel 1 volt és az értéke nem valtozott, ahogy az
expozicios id6 emelkedett (11. A abra, 111. tablazat).

A kutyak esetén jobb deformabilitast tapasztaltunk - magasabb EI értékekkel - 30 Pa
mechanikai stressz alkalmazasa utan. 100 s id6éintervallumnal szignifikansabban magasabb
elongatids index értékeket mértiink altalaban 10-30 Pa nyirofesziiltség kozotti tartomanyban,
mig 200 és 300 s iddintervallum esetében minden nyirdfesziiltségnél. Amint a 11. &bra is
mutatja, a javulds nagysaga jelentés mértékben fliggdtt az expozicids idotol (10 Pa alatt) (11.
B abra, IV. tablazat).

Sertéseknél a 30 Pa nyirofesziiltség mellett 100 masodpercig végzett mechanikai
stressz (legalacsonyabb kombinacid) mar szignifikdns mértékben csdkkentette az EI értékeket
a 10-30 Pa kozotti tartomanyban, de a nagysaga - EI utdna/eldtte - fliggetlen volt az
expozicios 1d6tol (11. C abra, V. tablazat).

A human vorosvérsejtek enyhe, de nem nyilvanvald deformabilitas javulast mutattak,
amely 100 és 200 s id6tartamnal is megfigyelhet6é (11. D abra, VI. tablazat).

60 Pa-nal alkalmazott mechanikai stressz jelentds romlast eredményezett az EI
értékekben minden nyirdfesziiltségnél, kivéve kutydknal, ahol a mintdkban ez a
nyiréfesziiltség jelentés valtozasokat okozott az EI értékekben (10. abra, I11-V1. tablazat). Az
elongatios index romlasanak a nagysaga alapvetden fliggetlen volt az expozici6 id6tartamatol.
Enyhe kiilonbség mutatkozott human mintakban, valamint patkanyokban alacsonyabb
nyirofesziiltségek esetében.

Amint azt a 10. abra (A-D) is mutatja a legmagasabb mechanikai stressz 100 Pa 300 s
volt. Az EI-SS gorbék alakja 0,95 Pa alatt rendkiviil szabalytalan, ez féleg a human és
legkevésbé a patkany mintak esetén figyelheté meg (13. abra, I11-VI. tablazat). A legnagyobb
mértékli deformabilitas csokkenést a human vordsvérsejtek mutattak 300 s-ig alkalmazott 100
Pa-os nyirofesziiltség hatasara, a 0,95-10 Pa kozotti tartomanyban az elongatios index 17,6-
42,4%-kal és a 10-30 Pa kozotti tartomanyban 5,5-12,6%-kal csokkent (kivéve a 0,95 Pa
nyirofesziiltséget, p<0,001 minden vizsgalt nyirofesziiltség érték pontnal: 1,69; 3; 5,33; 9,49;
16,87 és 30 Pa). Ugyanezek az értékek patkanynal 8,6-21,5% és 2-5,2% (p<0,001 minden
vizsgalt nyirofesziiltség értéknél), kutyanal 14,5-20,8% és 9,2-12,3% (p<0,001 minden
nyirofesziiltségnél, kivéve 0,95 Pa: p=0,007), mig sertésnél 10,6-26,8% ¢és 3,3-7% (p<0,001 a
legtobb nyirofesziiltségnél, kivéve 16,87 és 30 Pa-nal p=0,002 ¢s p=0,024).
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C D
11. abra

30 Pa mechanikus stressz (100, 200 és 300 s) alkalmazésa utan kapott elongatids index stressz eldtti
értékekhez viszonyitott aranya a nyirofesziiltség fliggvényében patkany (A), kutya (B), sertés (C) és
human (D) vérmintakban.
atlag+ S. D.

*p<0,05:100 s vs. 300 s; # p<0.05:100 s vs. 200 s; + p<0,05:200 s vs. 300 s
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I11. tablazat: Membranstabilitds mérés soran az alkalmazott mechanikus stressz (30, 60 vagy 100 Pa mellett 100, 200 illetve 300

secundum) utani és el6tti patkany vorosvérsejt deformabilitasi értékek.

30 Pa 60 Pa 100 Pa
100s 200 s 300s 100s 200s 300s 100s 200 s 300s
El elétte (B) 0,309 £ 0,02 0,311+ 0,314 + 0,310+ 0,314 + 0,317 + 0,314 + 0,31+ 0,31+
, 0,017 0,019 0,018 0,021 0,02 0,019 0,029 0,025
3 Pa-nal
utana (A) 0,307 £ 0,018 0,312 + 0,312 +£0,02 0,300 + 0,300 = 0,298 + 0,282 + 0,269 + 0,261 +
0,014 0,02 * 0,016 * 0,017 * 0,013 * 0,022 * 0,023 *
A/B arany 0,994 + 0,023 1,004 + 0,994 + 0,967 + 0,956 = 0,94 + 0,897 + 0,871+ 0,842 +
0,019 0,014 0,014 # 0,022 # 0,028 # 0,024 # 0,028 # 0,033 #
E I max elbtte 0,573 £ 0,027 0,59 + 0,583 + 0,585+ 0,578 0,578 + 0,575+ 0,581 + 0,572 +
0,016 0,017 0,018 0,012 0,013 0,015 0,017 0,016
utina 0,573 +£0,015 0,579 + 0,582 + 0,574 + 0,586 + 0,576 + 0,553 + 0,541 + 0,53 +
0,018 * 0,022 0,025 0,009 0,017 0,011 ~* 0,013 * 0,016 *
A/B ardany 1,001 + 0,033 0,981 + 0,998 + 0,98 + 1,013 + 0,998 + 0,962 + 0,932 + 0,928 +
0,011 # 0,014 0,022 0,03 # 0,021 # 0,018 0,044 # 0,027
SSip elotte 2,48+ 0,39 2,53+ 2,53+0,34 2,55+ 2,51+ 2,38 + 2,38 + 2,47 + 2,49 +
[Pa] 0,32 0,29 0,37 0,34 0,45 0,56 0,56
utdna 2,53+ 0,26 2,66 + 2,67 £0,27 2,84 + 2,89 + 3,09+ 3,59 + 4,12 + 4,44 +
0,25 0,44 * 0,32 * 0,28 * 0,28 * 0,48 * 0,4*
A/B arany 1,032 + 0,081 1,058 + 1,056 1,113+ 1,16 + 1,313+ 1,537 + 1,722 + 1,834 +
0,066 # 0,059 0,104 # 0,125 # 0,193 0,203 # 0,304 # 0,308 #

n=6, atlag + S.D., * p<0,05 vs. el6tte, # p<0,05 vs. human (adatok a VI. tablazatban)



6¢

IV. tablazat: Membranstabilitdis mérés soran az alkalmazott mechanikus stressz (30, 60 vagy 100 Pa mellett 100, 200 illetve 300 secundum)

.....

30 Pa 60 Pa 100 Pa
100 s 200s 300s 100 s 200s 300s 100 s 200 s 300s
El elétte (B) 0,258 + 0,013 0,265 + 0,265 + 0,26 0,262 + 0,272 + 0,274 + 0,275 + 0,275 +
0,004 0,008 0,02 0,022 0,003 0,009 0,005 0,003
at 3 Pa
utana (A) 0,26 +0,012 0,28 + 0,009 0,285 + 0,256 + 0,258 + 0,272 + 0,231 + 0,224 + 0,223 +
* 0,017 * 0,022 0,028 0,01 0,013 * 0,011 * 0,01*
A/B arany 1,009 + 0,026 1,053 £ 1,074 + 0,982 + 0,983 + 1+ 0,844 + 0,816 + 0,812+
0,035# 0,053 # 0,029 # 0,041 # 0,033 # 0,035# 0,033 # 0,036 #
E Imax elotte 0,564 + 0,028 0,573 + 0,565 + 0,556 + 0,537 + 0,537 + 0,543 + 0,535+ 0,546 +
0,018 0,023 0,027 0,023 0,019 0,018 0,021 0,025
utdna 0,562 + 0,027 0,579 + 0,576 £ 0,549 + 0,535+ 0,549 + 0,499 + 0,49 + 0,477 £
0,009 0,022 0,021 0,026 0,022 0,017 * 0,17 * 0,007 *
A/B ardny 0,995 £ 0,024 1,013 + 1,02 £ 0,989 + 0,998 + 1,024 + 0919+ 0,917 + 0,876 £
0,047 0,027 0,056 0,048 # 0,05 # 0,037 0,049 0,048
SSip elotte 4,08+ 0,58 3,82+0,71 4,1+ 4,42 + 4,74+ 0,79 4,63+ 4,42 + 4,55+ 421+
[Pa] 0,83 0,98 0,75 0,65 0,81 0,92
utdna 4 + 0,49 3,41 +0,33 3,8+ 4,54 + 4,95+1,12 4,38 + 5,96 + 6,71 £ 6,26 +
0,54 0,8 0,68 0,55 * 0,58 * 0,6*
A/B ardany 0,985+0,091 0,91+0,136 0,939 + 1,053 + 1,067 £ 0,968 + 1,379 + 1,522 + 1,567
0,095 021# 0,263 # 0,223 # 0,271 # 0,337 # 0,44 #

n=8, atlag + S.D., * p<0,05 vs. el6tte, # p<0,05 vs. human (adatok a VI. tablazatban)
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V. tablazat: Membranstabilitdis mérés soran az alkalmazott mechanikus stressz (30, 60 vagy 100 Pa mellett 100, 200 illetve 300

secundum) utani ¢és el6tti sertés vorosvérsejt deformabilitasi értékek.

30 Pa 60 Pa 100 Pa
100 s 200 s 300s 100 s 200 s 300s 100 s 200s 300s
El elétte (B) 0,313+ 0,018 0,301 + 0,304 + 0,317 £ 0,303 + 0,304 + 0,306+ 0,308 + 0,3+
0,018 0,024 0,016 0,017 0,021 0,016 0,018 0,016
at 3 Pa
utana (A) 0,301 +£0,02 0,303 + 0,297 + 0,3+ 0,283 + 0,287 + 0,274+ 0,255+ 0,244 +
0,017 0,025 0,023 * 0,025 * 0,02 * 0,022* 0,017* 0,031~*
A/B arany 0,963 + 0,072 1,009 + 0,976 + 0,947 + 0,935 + 0,946 + 0,899 + 0,83+ 0,815 +
0,087 0,054 0,076 0,087 0,044 # 0,072# 0,057# 0,092#
E Imax elotte 0,498 +£0,018 0,518 + 0,507 + 0,496 + 0,503 + 0,501 + 0,509+ 0,506+ 0,508 +
0,027 0,023 0,03 0,014 0,018 0,027 0,029 0,032
utdna 0,485+0,031 0,492 +0,03 0,496 + 0,489 + 0,478 £ 0,468 + 0,474 + 0,47 £ 0,449 +
0,021 0,03 0,017 * 0,025 * 0,016 * 0,02 * 0,032 *
A/B ardny 0,975 + 0,053 0,951 + 0,981 + 0,987 + 0,952 + 0,935+ 0932+ 0931+ 0885+
0,075 # 0,073 0,064 0,044 0,045 0,034 0,04 0,068
SSip elotte 1,97 +0,31 1,94 £0,42 1,9+ 1,92 + 2,15+ 2,05+ 2,11+ 2+ 1,85+
[Pa] 0,36 0,3 0,3 0,35 0,21 0,39 0,31
utdna 2,12+0,31 2,02 +0,32 2,12+ 2,6+ 3,15+ 3,23 + 422+ 5,18+ 5,14 +
0,37 0,41 * 0,54 * 0,31* 0,49 * 0,49 * 0,89 *
A/B ardany 1,096 + 0,243 1,071 £ 1,151 + 1,367 £ 1,483 + 1,624 + 2,018+ 2681+ 2812+
0,189 0,031 # 0,215 0,309 0,35 0,306 0,626 0,443

n=11, atlag + S.D., * p<0,05 vs. elbtte, # p<0,05 vs. human (adatok a V1. tablazatban)
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V1. tablazat: Membranstabilitds mérés soran az alkalmazott mechanikus stressz (30, 60 vagy 100 Pa mellett 100, 200 illetve 300
secundum) utani €s el6tti human vordsvérsejt deformabilitasi aranya.

30 Pa 60 Pa 100 Pa
100 s 200s 300s 100 s 200s 300s 100 s 200s 300s
El elétte (B) 0,249 + 0,248 + 0,25+ 0,252 + 0,248 + 0,247 + 0,245+ 0246+ 025+
0,012 0,013 0,015 0,011 0,009 0,01 0,014 0,012 0,012
at3Pa
utana (A) 0,253 + 0,253 + 0,248 + 0,233 + 0,224 + 0,218 + 0,193+ 0,174+ 0,17+
0,011 0,016 0,021 0,013 * 0,016 * 0,017 * 0,009 * 0,01* 0,009 *
A/B ardany 1,018 + 1,018 + 0,991 + 0,924 + 0,902 + 0,88 0,786 + 0,709+ 0,679 +
0,022 0,024 0,04 0,029 0,037 0,042 0,035 0,033 0,022
E Imax eltte 0,54 + 0,528 + 0,524 + 0,534 + 0,533 + 0,525 + 0,523+ 0,519+ 0,522+
0,032 0,024 0,011 0,027 0,028 0,031 0,026 0,052 0,026
utdna 0,546 + 0,547 £ 0,53 + 0,511 + 0,495 + 0,471 £ 0467+ 0,469+ 0,478 +
0,026 0,032 0,041 0,016 * 0,02 * 0,04 * 0,036 * 0,031* 0,012*
A/B ardny 1,011 + 1,037 £ 1,013 + 0,959 + 0,929 + 0,899 + 0,908+ 0908+ 0917+
0,022 0,024 0,04 0,029 0,037 0,042 0,035 0,033 0,022
SSup eldtte 4,09 + 423+ 438 + 4,19 + 4,1+ 427+ 42+ 412+ 423+
[Pa] 0,73 0,65 0,86 0,62 0,57 1 0,78 0,93 0,82
utana 3,71 £ 3,82 &+ 3,65+ 5,53 + 6,01 + 5,9+ 7,82 + 9,44 + 10,13 +
0,68 0,84 0,56 0,64 * 1,02 * 0,98 * 0,62 * 0,71 * 0,78 *
A/B ardny 0,915+ 0,906 + 0,865 + 1,333+ 1,47 + 1,419 + 1,953+ 2379+ 2456+
0,113 0,146 0,214 0,126 0,195 0,251 0,351 0,493 0,392

n=7, atlag + S.D., * p<0,05 vs. elbtte
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12. abra

60 Pa mechanikus stressz (100, 200 és 300 s) alkalmazésa utan kapott elongatids index stressz eldtti
értékekhez viszonyitott aranya a nyirofesziiltség fiiggvényében
patkany (A), kutya (B), sertés (C) és human (D) vérmintakban.
atlag = S. D.
*p<0,05:100 s vs. 300 s; # p<0,05:100 s vs. 200 s; + p<0,05:200 s vs. 300 s
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13. abra

100 Pa mechanikus stressz (100, 200 és 300 s) alkalmazasa utan kapott elongatids index stressz elotti
értékekhez viszonyitott aranya a nyiréfesziiltség fiiggvényében
patkany (A), kutya (B), sertés (C) és human (D) vérmintakban.
atlag+ S. D.
*p<0,05:100 s vs. 300 s; # p<0,05:100 s vs. 200 s; + p<0,05:200 s vs. 300 s
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Mind a négy faj esetében az Elmax / SSi2 értékek csokkentek az expozicios id6
novelésével 100 Pa nyirofesziiltség mellett (14. abra). 30 Pa-on vald mérés esetében az
értékek nem valtoztak az expoziciés idével. A kutya vérmintdkban enyhe javulést
tapasztaltunk. 60 Pa nyirdfesziiltség alkalmazasa mellett az értékek patkanyokban

mérsékelten csokkentek, kutydkban emelkedtek és csokkentek human és sertés vérben.
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14. abra
Maximalis elongatios értékek (Elmax) €s ennek a feléhez tartozo nyirdfesziiltség relativ értékei a
mintakon alkalmazott 30,60 €s100 Pa nagysagi mechanikus stressz el6tt €s utan kapott értekek
Osszevetésével SD patkanyok (A), beagle kutyak (B), Hungahib sertések (C) és human (D)
vérmintakban a mechanikus stressz idejének fiiggvényében
atlag + S.D.
* p<0,05 vs. 100 s; #p<0,05 vs. human, azonos nagysagi mechanikus stressznél
SD patkany: n=6, beagle kutya: n=8, Hungahib sertés: n=11, human: n=7
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5.1.3. A vorosvérsejt membranstabilitasi adatok ozmolalitas fiiggo valtozdsai

Az ozmolalitdés mind hypo-, mind hyperozmolaris irdnyban valtozik, ami
nagymértékben befolyasolta a mechanikai stabilitasi teszt eredményeit (100 Pa 300 s) (15-18.
abra). Erdekes modon, hypoozmolaris PVP-PBS oldat (200 mOsmol/kg) alkalmazasaval
végzett méréseknél mind a 4 faj esetében javult a deformabilitas, leginkdbb patkany és sertés
mintakban (15. és 17. A é4bra). 500 mOsmol/kg-nal nem lathatok nyilvanval6 valtozasok, a

zsugorodott sejtek altal okozott szabalytalan gérbék miatt (15-18. abra, D).
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15. abra

Patkany elongatios index értékei a nyirofesziiltség [Pa] fliggvényében
a mintan alkalmazott 100 Pa, 300 s mechanikus stressz eldtt és utdin 200 mOsm/kg (A),
250 mOsm/kg (B), 300 mOsmol/kg (C) és 500 mOsm/kg (D) ozmolalitast
szuszpenzios kozeg alkalmazasakor
atlag + S.D.; n=6
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16. abra
Beagle kutya elongatios index értékei a nyirofesziiltség [Pa] fiiggvényében
a mintan alkalmazott 100 Pa, 300 s mechanikus stressz el6tt és utan
200 mOsm/kg (A), 250 mOsm/kg (B), 300 mOsmol/kg (C) és 500 mOsm/kg (D)
ozmolalitast szuszpenzids kozeg alkalmazasakor
atlag+ S.D.; n=8
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17. abra

Hungahib sertés elongatios index értékei a nyirdfesziiltség [Pa] fiiggvényében a
mintan alkalmazott 100 Pa, 300 s mechanikus stressz elétt és utan 200 mOsm/kg (A),
250 mOsm/kg (B), 300 mOsmol/kg (C) és 500 mOsm/kg (D) ozmolalitasi
szuszpenzids kozeg alkalmazasakor

atlag+ S.D.; n=11
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18. abra

Human mintak elongatios index értékei a nyirofesziiltség [Pa] fliggvényében a mintan
alkalmazott 100 Pa, 300 s mechanikus stressz el6tt és utan 200 mOsm/kg (A),
250 mOsm/kg (B), 300 mOsmol/kg (C) és 500 mOsm/kg (D) ozmolalitasa
szuszpenzids kdzeg alkalmazasakor
atlag+ S.D.; n=7

A vizsgalt fajok ozmotikus gradiens ektacytometrids (osmoscan) paramétereinek
Osszehasonlitasaban jelent6s kiilonbségek figyelhetéek meg (19. abra). A legmagasabb
értékeket alacsony ozmolalitasnal figyeltiik meg, bar a 250 és 300 mOsmol/kg adatok is
hasonlé eredményt mutattak, a hyperozmolaris allapot az értékek csokkenését valtotta ki,
sertésnél viszont enyhe emelkedés lathatd. Patkdny mintdkban a kiilonbség a 250 és 500
mOsmol/kg értékek kozott volt a legkisebb, €s alig valtozott, mig a kutya vérmintak a 200-
300 mOsmol/kg tartomanyban viszonylag stabilak maradtak, és magasabb ozmolalitas esetén

az értékek csokkentek. A human értékek valtoztak a legkisebb tartomanyban, de nyilvanvald

iranyba: az ozmolalitas novekedésével az értékek csokkentek (19. abra).
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19. abra

Maximalis elongatids értékek (Elmax) és ennek a feléhez tartozo nyiréfesziiltség relativ értékei a
mintakon alkalmazott 100 Pa 300 s mechanikus stressz elott és utan kapott értékek dsszevetésével
patkanyok (A), beagle kutyak (B), Hungahib sertések (C) és human (D) vérmintakban
az ozmolalitas fliggvényében
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5.2. A haematologiai és haemorheologiai paraméterek nemi és korfiiggo vizsgalatai
5.2.1. Testtomeg vdltozdsok és az oestrus ciklus

Az allatok testtomege a vartnak megfeleléen jelentésen gyarapodott a kdvetéses idszak
soran. Jol lathat6, hogy az allatok 5 honapos koratdl kezdve szignifikdns kiilonbség
jelentkezett a ndstény és him allatok testsulya kozott. A ndstények testsulya atlagosan 89,9 %-
kal, a himeké 133,4 %-kal nétt a kovetéses idészak végére, az allatok 15 honapos korara (20.
abra).

Az VII. tdblazatban a ndstények oestrus ciklusanak valtozéasat tiintettilk fel %-0s

aranyban.
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20. abra
Azonos kort him és néstény Crl:WI patkanyok abszolut [g] (A) és relativ (B) testtomeg valtozasai
a kovetéses periodus alatt az allatok 3, 4, 5,9, 12, 15 és 18 honapos koraban.
atlag = S.D.
* p<0.05 vs. 3. honap, # p<0.05 vs. ndstény
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VII. tablazat: Az oestrus ciklus fazisainak eloszlasa azonos kortt Crl:WI ndstény patkanyokban a
mintavételi dopontjaban, %-0S aranyban feltiintetve, a hiively kenet dominans mikroszkopos képe
alapjan (Cora és mtsai, 2015). A mintavételek az allatok 3, 4, 5, 9, 12, 15 és 18 hoénapos koraban
végeztik.

Kor (hénap) 3 4 5 9 12 15* 18*
Pro-oestrus  40% 100% 12,5% 100%
Oestrus 60% 20% 75%

Metoestrus 80% 100% 12,5%

Dioestrus 100%

*az értékelt kenetek szama = 8

5.2.2 Haematologiai paraméterek

A fehérvérsejtszam (Fvs [x10%/ pl]), a monocyta-granulocyta arany (Mo+Gr [%]), a
vorosvérsejtszam (Vvs [108/ul]) és a thrombocyta (Thr [x10%/ul]) értékeket a 21. abra mutatja
be. A tobbi haematologiai paramétert a VIII. tablazat foglalja 6ssze.

A fehérvérsejtszam a ndstényekben folyamatosan csokkent, mig a him patkanyokban 5
honapos koruk utan jelentésen lecsokkent, majd ezt kdvetden kismértékii novekedést
tapasztaltunk. Himeknél mindvégig magasabb fehérvérsejt szamot mértiink.

A monocyta-granulocyta arany (Mo+Gr [%]) mind a ndstény mind a himek 12 honapos
koraig folyamatos novekedést mutatott.

A haemoglobin (Hgb [g/dI]), a vorosvérsejtszam (Vvs [10%ul]) és a haematocrit (Htc
[%]) értékek a kovetéses idGszakban a himeknél magasabbak voltak, a 18. honapra tovabb
emelkedtek. A vordsvérsejt szam értékekben szignifikans nemi kiilonbségeket tapasztaltunk
(4. honapban: p=0,007; 5. hénapban: p<0,001; 9. honapban: p<0,001; 15. honapban: p<0,001;
18. honapban: p=0,013).

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

A haemoglobin koncentracidé (Hgb [g/dl]) szignifikdnsan nagyobb volt a himekben az
allatok 3 (p=0,047), 4 (p=0,002), 5 (p=0,016), 9 (p<0,001) és 15 (p<0,001) honapos korara. A
VIII. tablazat azt mutatja, hogy az értékek a 15. honapban (marcius) voltak a legmagasabbak.
Az eredmények a ndstényekhez és a sajat alap értékekhez képest is szignifikansnak

bizonyultak (him vs. ndstény: p<0,001; him vs. alap (3 honapos kor): p=0,015).
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A haematocrit (Hct [%]) esetében is a himekben mértiink magasabb értékeket. Az

augusztusi és decemberi honapokban mindkét csoportban csokkenést tapasztaltunk. Majd a

15. honapra emelkedtek a haematocrit értékek, ami a 18. honapra még tovabb emelkedett.

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

A 12. hénapban az atlagos corpuscularis haemoglobin tartalom (MCH [pg]) a

ndstényekben magasabb volt, szignifikans nemi kiilonbséget mutatva (p=0,05).

Az atlagos corpuscularis haemoglobin koncentraci6 (MCHC [g/dl]) értékek novekedtek

a 9. és 12. honapban, mig a 15. és 18. honapban mindkét csoportban csokkenést tapasztaltunk.
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Hematologiai értékek azonos kora him és ndstény Crl:WI patkanyok 3,4, 5,9, 12, 15 és 18 honapos
koraban: fehérvérsejt szam (A), monocyta-granulocyta arany (B), thrombocyta szam (C), vordsvérsejt

szam (D).
atlag £ S.D., * p<0,05 vs. 3. honap, # p<0,05 vs. néstény
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14%

VIII. tablazat: Haematologiai paraméterek him és néstény patkanyokban. A mintavétel azonos kort Crl:WI him és ndstény patkanyokbdl tortént a kovetési
periodus alatt az allatok 3, 4, 5,9, 12, 15 és 18 honapos koraban.

Kovetési idoszak (az allatok kora)

3. hénapos 4. hénapos 5. hénapos 9. hénapos 12. hénapos 15. hénapos 18. hénapos
Hgb [g/dl] him 12,84 + 0,74* 13,05+ 0,72% 12,6 + 0,87 12,02 + 0,38 12,19+ 1,49 14,9 +3,72% 14,09 + 1,98
néstény 12,41 + 0,58 12,09 + 1,03 11,97 +0,78" 10,82 +0,32" 11,84+ 1,7 11,42 +0,42" 13,21 £4,13"
Hct [%] him 45,47+ 4,13 46,69 + 6,04 47,85+6,93"  39,87+585%  39,64+10,82 56,01 +14,62% 65,64+ 14,77
néstény 41,57 £ 6,93 46,21 + 5,98 40,95 + 3,58 36,6 + 4,45 36,29 + 8,41" 43,92+ 1,6 52,89 +16,87"
MCV [fl] him 69,64 +£5,9 60,28 +3,13%  62,82+3,88" 59,65+3,65%  59,22+2.23" 57,93 +2,63" 57,5+1,46™
ndéstény 68,31+ 3,83 65,79 +3,16°  61,69+3,44"  61,17+2,05 62,11 +4,82" 63,88 +4,48" 64,98 +11,24"
MCH [pg] him 19,68 + 1,41 16,98 + 1,15 16,71 + 1,53 17,88 + 1,4" 19,53 + 5,52 15,68 +2,38" 12,88 +2,35™
néstény 20,78 £2,76 17,3 +0,74" 18,07 +1,15" 18,26 +1,71" 20,77 +3,51 16,63 +1,31" 16,24 +2,9
MCHC [g/dl]  him 28,44+ 2,95 28,25+2,69" 26,73 + 3,08 30,09+29 32,87+9,19 27,04 + 3,98 22,31 +£3,61%
néstény 30,46 £ 4,05 26,37 + 1,89 29,32+ 1,49 29,94+35 33,47 +5,09 26,06+ 1,67°  25,19+3,93

atlag + S.D., *p<0,05 vs. 3. honap, # p<0,05 vs. néstény



5.2.3. Haemorheologiai paraméterek

5.2.3.1. A vérésvérsejt aggregatio

Az erythrocyta aggregatios értékeket a 22. dbra mutatja be. A vorosvérsejt aggregatios
index értékek a himekben, kezdetben alacsonyabbak voltak, mint ndstényekben. Eleinte
magasabb M1 5 s és M1 10 s aggregatios index értékeket talaltunk néstényekben €s magasabb
M 5 s és M 10 s értékeket himekben. Az allatok 4. és 5. honapos korara (tavaszi honapok)
azonban jelentdsen nottek (aprilisban him vs. néstény M 5 s: p=0,011; M1 5 s: p=0,001; M 10
s: p<0,001; M1 10 s: p<0,001; majusban M 5 s: p<0,001; M1 5 s: p<0,001; M 10 s: p<0,001,;
M1 10 s: p<0,001). A téli id6szakban néstényekben ujra aggregatiés index emelkedés,
himekben csokkenés volt megfigyelhetd. A megfigyelési idészak végén az M 10s és M1 10s
értékek magasabbak voltak a fiatalabb kort patkdnyokhoz viszonyitva mindkét nemben.
Osszességében a négy paraméternél jellegzetes egyiranyu véltozast nem latunk. Novekedés,

csOkkenés egyarant megfigyelhetd a kdvetéses iddszak alatt.
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M5 s (A), M1 5s(B),M10s (C) és M1 10 s (D) aggregatios index értékek valtozasai azonos kora him
és ndstény Crl:WI patkanyokban az allatok 3, 4, 5, 9, 12, 15 és 18 honapos koraban.
atlag + S.D.,
* p<0,05 vs. 3. honap, # p<0,05 vs. ndstény
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5.2.3.2. Vorosveérsejt deformabilitas, sejt membran stabilitas (normal és ozmotikus gradiens
ektacytometria)

A 23. abran a LoRRca késziilékkel meghatarozott deformabilitds paraméterek
valtozasait abrazoltuk. Nostényekben a 3 Pa nyirofesziiltségnél mért értékek szignifikdnsan
magasabbak voltak, mint a himekben. Az allatok 9 honapos koraban az eredmények csokkend
tendenciat mutattak (23.A abra). A 13.B éabra clemzése alapjan a himek rendelkeztek
alacsonyabb Elmax értékekkel, szignifikans nemi kiilonbségeket is jelezve az 5., 9. és 12
honapban (p<0,001; p<0,001; p=0,029). Az SSi» értékek [Pa] esetében emelkedést
tapasztaltunk a kovetéses idészak végére (23.C abra). Elmax/SS12 a 3. és 9. honap kozotti
idészakban a himekben szignifikansan alacsonyabb értékeket mértiink (3. honap: p=0,004; 4.
hoénap: p=0,001; 5. honap: p<0,001; 9. honap: p<0,001). A 12 és 18. honap kozott jelentésen
lecsokkentek az értékek mindkét csoportban (23.D abra).
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23. abra

El 3 Pa (A), maximalis elongatids index (B), Elmax (C), Elmax és SSi/2 aranya (D) azonos korti him és
nostény Crl: WI patkanyokbdl az allatok 3, 4, 5, 9, 12, 15 és 18 honapos koraban.
atlag = S.D.,
* p<0,05 vs. 3. honap, # p<0,05 vs. ndstény
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A membrénstabilitasi adatok a kdvetési periddus végére mutattak kiillonbségeket, az
alkalmazott mechanikus stressz hatasara nagyobb mértékii deformabilitds romlas volt ekkor
mérhetd.

24. abran és a IX. tablazatban lathatéak az osmoscan paraméterek. EI max csokkend
értékeket mutatott az allatok 5-12 hoénapos kora kozott, himekben alacsonyabb értékeket
mértiink. Az O min [mOsmol/kg] és az O EImax [mOsmol/kg] a him csoportban mindvégig
alacsonyabbak voltak, mint a néstény csoportban. O Elmax valtozasok esetében szignifikans
nemi kiilonbségeket mutatva a 4., 5., 9. és 15. honapokban (p=0,009; p=0,002; p=0,027,
p=0,024). EI min értékek szignifikansan emelkedtek a kovetéses idészak végére mindkét
nemben, féként himekben, mig a kezdeti EI min értékek kissé alacsonyabbak voltak. Mivel az
EI max bizonyos id6szakban csdkkent, az EI hyper értékek szintén tiikrozik, mivel az EI
hyper kapcsolodik az EI max-hoz. Az O hyper értékek esetén szabalytalan valtozasokat
figyelhetiink meg, a kovetéses idészak végére jelentdsen csokkent az alap értékhez képest (3.
hoénap). Himekben az AUC a 9. és 12. honapban volt a legalacsonyabb. A AEI és AO és ezek
aranya tovabbi informacioval szolgalhat az osmoscan gérbe hypoozmolaris részérél (EI min
¢s EI max, O min és O EI max kozott). Ennek kovetkeztében tovabbi paramétereket is
szamitottunk. A himek 9 és 12 honapos, mig a ndstények 12 honapos kordban a AEI értékek
esetén szignifikans mértékii csokkenést tapasztaltunk. AO értékek néstényekben magasabbak

voltak. A AEI és AO értékek aranya azonban csaknem valtozatlan maradt.
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24. abra

30 Pa nyirofesziiltség alkalmazasaval végzett osmoscan mérések azonos koru him és néstény Crl: WI
patkanyokban (kor: 3,4, 5,9, 12, 15 és 18 honapok): maximalis EI (A), maximalis elongatios
indexhez tartozé ozmolaritas (B), minimalis elongatios
index (C) és minimalis elongatiés indexhez tartozé ozmolaritas (D)
atlag + S.D.,

* p<0,05 vs. 3. honap, # p<0,05 vs. ndstény
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IX. tablazat: Az osmoscan mérések paraméterei 30 Pa nyirofesziiltség mellett. A mintakat azonos koru Crl:WI him és néstény patkanyokbol vettiik a kovetési

periodus alatt az allatok 3, 4, 5,9, 12, 15 és 18 honapos koraban.

Kovetési periodus (az allatok kora)

3. honapos 4. honapos 5. hénapos 9. hénapos 12. hénapos 15. honapos 18. honapos
El hyper him 0,27 +0,01 0,27 £0,01 0,27 +£0,01% 0,24 + 0,02 0,25 +0,02 0,27 +£0,01 0,27 +£0,01
néstény 0,27 £0,01 0,27 +0,01 0,28 +£0,01" 0,27 +0,02 0,26 +0,01" 0,28 = 0,00 0,27 + 0,02
O hyper him 4534 + 14,63" 446,1 £ 8,67* 447,7 + 9,84* 471,33 £10,32% 439,5+11,74" 42238 +£6,37%  42586+9,19"
[MOSM/KAl  scteny 466241023  461,7+883 4587+ 7,24 460,78 + 7.9 431+9" 436,38 +7,82° 425,63+ 8,65
AUC him 149,09 + 6,29 146,19+ 5,1 148,13+ 8,12 128,19 + 13,89 134,29+ 17,32" 143,14 + 5,83 148,8 £ 3,3
ndstény 148,19 + 4,89 144,61 £10,25 153,85+4,18" 145,36 + 12,2 131,46 + 10,46" 146,53 £ 4,26 145,26 + 10,74
AEI him 0,42 + 0,02 0,41 +0,01 0,4 + 0,03" 0,35+ 0,04 0,38 +0,02" 0,4 + 0,03 0,4 + 0,01
ndstény 0,42 +0,01 0,42 +£0,02 0,44 £0,02 0,42 +£0,04 0,39 +0,02" 0,4 + 0,02 0,42 +0,05
AO him 143,1 + 11,32 142,1 +£12,48* 1454+ 11,44* 155,11 £15,85 152,25 +27,85 144,38 + 8,31* 138.29 + 8.08
ndstény 152,1+12,73 154,9 + 13,48 158,7+ 13,04 159,33 £13,23 151,78 £ 17,93 156,63 £12,35 152,63 + 15,86
AEl/ AO him 0,003 £ 0,0003 0,003 +0,0002 0,003 +0,0002 0,002 + 0,0003"# 0,003 + 0,0004" 0,003 +£0,0002 0,003 + 0,0002
nostény 0,003 +0,0002 0,003 +£0,0003 0,003 +0,0002 0,003 £+ 0,0002 0,003 + 0,0002 0,003 +£0,0003 0,003 +0,0003

atlag + S.D., *p<0,05 vs. 3. honap, # p<0,05 vs. néstény



6. MEGBESZELES

6.1. Membranstabilitas és osmoscan vizsgalatok kiilonb6z6 nyirofesziiltség és idétartam
kombinaciok mellett

Az irodalomban nagyon kevés adat all rendelkezésre a voOrdsvérsejt mechanikai
stresszrol. A vorosvérsejtek mechanikai stabilitasa elengedhetetlen a keringésben valo
tuléléshez. Fizioldgiai koriilmények kozott az erythrocytakra hatd nyirderd altalaban 5 Pa alatt
van és nem haladja meg a 10 Pa értéket.31"87 Azonban, patofiziolégiai folyamatok vagy nem
fiziologias keringési allapotok okozhatjak a nyirofesziiltség novekedését, ami az erythrocytak
membrankarosodasahoz vezethet.>>® A mechanikai karosodas mértéke — amely subletalis és
kés6bb haemolyticus traumat okoz a vordsvérsejteknek - attol fiigg, hogy mekkora a
nyiréfesziiltség nagysdga és expozicios ideje®t®8l valamint a sejtek mechanikai
stabilitdsa. 80828 Az Grokletes membran rendellenességek és a vordsvérsejtek emzimopatiai
vagy barmely olyan patofiziologiai folyamat, amely a vorosvérsejtek karosodasat okozza,
kérositia a membrant.*0848887 A mechanikai sériilés végpontja a sejtek lizise, ami a
membran felszakadasaval jar. A mechanikai trauma, amely még nem okoz haemolysist, de a
sejtek micro-rheologia paraméterecinek a romlasat eredményezi, mint példaul deformabilitas,
aggregatio, azt sublethalis traumanak nevezziik.*! Brinsfield és munkatarsai emlitették ezt
eldszor 1962-ben, amikor azt tapasztaltak, hogy kisérleti allatokban csokkent a vorosvérsejt
szam 10-48 oran 4t tartd extracorporalis keringés utdn.%® Ez vorosvérsejt deformabilitas
romlast és fokozott aggregatiot okoz, amely negativ hatassal van a microcirculatiora és a
szoveti perfuzidra. Szamos kaszkadszerli mechanizmuson keresztiil és leukocyta ¢és
thrombocyta funkciok hatasara a supra-fiziologiai nyirofesziiltség megvaltoztatja a
haemodinamikai paramétereket, ami tovabb ndveli a nyirofesziiltséget és a folyamat circulus
vitiosus-sza valik.3*8! A patofiziologiai folyamatok vizsgalatira, amelyek megvéltoztathatjak
a nyirderoket a keringésben és az intravaszkularis eszkozok kifejlesztésének tesztelésére
(példaul stentek, graftok, vaszkularis protézisek, mesterséges szelepek és szivek,
extracorpolaris keringés eszkozei, specialis intravaszkularis keringést segitd esk6zok) in vivo
vizsgalatok sziikségesek.3031:32:33.35

Széles korben megvizsgaltdk, hogy mas fiziologiai paraméterekhez hasonldéan a
haemorheologiai jellegek is mutatjdk a fajok kozotti kiilonbségeket.3° A vorosvérseijt

21,22,85,89

deformabilitast szamos cellularis faktor hatarozza meg s a mechanikai stabilitas

fenntartasanak egyik legfontosabb eleme a spektrin alapi membran skeleton.3#88 A
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vorosvérsejtek mechanikai stabilitdsdban mutatkozo kolcsonhatasok kozotti kiilonbségek
részben a spektrin-halézat kvantitativ €s kvalitativ kiilonbségeivel és a fehérjefoszforilacio
szintjével magyarazhatok, foként a 4.1R-es fehérje esetében, amely modulalja a spektrin és
aktin affinitdsat és a vordsvérsejtek membranstabilitasat.828%%91 Azonban figyelembe kell
venni, hogy a mechanikai stabilitds mérés nem végezhetd in vivo, és bar minden mérés a
protokoll szerint 2 oran beliil befejezddott, a kiilonbozd fajok vordsvérsejtjei eltérd modon

érzékenyek az in vitro koriilményekre 13253738

A vorosvérsejtek metabolikus allapotaban
bekdvetkezd valtozasok a membran merevedését is okozhatjak a csontrendszeri foszforilacio
csokkenése miatt.®?

A kutya erythrocyta-deformabilitasanak javulasara vonatkozo megallapitasaink szerint,
a kozelmultban Meram és munkatdrsai beszamoltak arrol, hogy nagyon rovid (néhany
masodperces) 5-20 Pa-os nyirofesziiltség akar 8%-kal is javithatja vordsvérsejtek
deformalodasat, ezen adatok vonatkoztathatoak emberi vorosvérsejtekre is.%? Simmonds és
mtsai szintén megfigyelték az emberi voOrdsvérsejtek jobb deformalhatosagat fizioldgiai
nyirofesziiltség mellett, és azt talaltdk, hogy a human erythrocytak sub-haemolyticus
kiiszobértéke 30-40 Pa 300 méasodperces expozicié mellett.®3 Azonban Arwatz és Smits, egy
altaluk készitett Taylor-Couette késziilék alkalmazasaval 50 masodpercig tarto 50 Pa
nyirofesziiltség terhelés mellett 1-2% haemolysist, 50 Pa-nal 300 masodperc esetében 5%-0s
haemolysist, és 200 Pa-on 300 masodperc hasznalataval 10-12%-0s haemolysist talaltak.®®
Kisérletiink adatai alapjan az expozicios id6 és mechanikai stressz erdsségének novelésével az
elongécios 1dé-nyirdfesziiltség gorbék egyre szabalytalanabb mintdzatot vettek fel a 0,95 Pa
nyirofesziiltség alatti tartomanyban. Ezen valtozds oka valdszinlileg a novekvd mértékii
erythrocyta fragmentacié és haemolysis. 303!

Az irodalomban nem taldltunk magyardzatot a mechanikai stabilitds ozmolaritas
fliggése soran késziilt megfigyelésekre, valamint a fajok kozott észlelt kiilonbségekre.
Hypotonias kornyezetben a sejtek megduzzadnak, alakjuk gdombszeriivé valik, a felszin-
térfogat aranyuk ennek megfeleléen megvaltozik, aminek eredményeképpen csokkent a
deformabilitasuk és megné a membranok nyujtasa, terhelése. Ha nyirofesziiltség éri ebben az
allapotban a sejteket, a discoid alakhoz képest megvaltozik a rajuk hatd nyirderd eloszlasa.
Ebben a Aallapotban pozitiv szelekcido i1s megfigyelhetd mivel a rigidebb sejtek elébb
haemolizalnak, mig a fiatalabb sejtek ellenallobbak ezen valtozasokkal szemben. A sejtek
elasztikus tulajdonsidgai (membran) és mechanikai nyiré hatas sokkal kifejezettebb ilyen

kortilmények kozott (alacsony ozmolalitds melletti mechanikai nyir6 hatas).
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A patkany és a sertés erythrocytak kisebb MCV értékkel rendelkeznek (5. abra),
kifejezettebb valtozast mutattak a 200 mOsmol/kg-on végzett mechanikai stabilitas teszten
human és kutya erythrocytdkhoz képest. Kordbban szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg
az elongacios index-0zmolalitads (osmoscan) gorbék kozott, jobbra tolodtak a patkany, kutya
és human gorbékhez képest.3® Az osmoscan mérés soran az elongatios index értékeket az
alkalmazott ozmolalitas fiiggvényében abrazoljuk. Az osmoscan gérbe maximumpontja azt az
ozmolalitast reprezentalja, amely értéknél a vordsvérsejtek a lehetd legnagyobb mértékben
tudnak elongaldodni az adott nyirdfesziiltség hatasara. A fajok kozti micro-rheologiai
diverzitas miatt (sejtek mérete, szdma, alakja, deformabilitasa, aggregatioja) a vorosvérsejtjeik
mashogy reagalnak a kiilonboz6 kiilsé hatasokra, beleértve az Oket koriilvevd kornyezet
ozmolalitasat is. Feltételezhetd, hogy ennek a diverzitasnak koszonheté a gorbék jobbra
toloddsa is, amennyiben egyes fajok vorosvérsejtjei kevésbé érzékenyek a magasabb
ozmolalitdsu kornyezettel szemben, igy az elongatio maximuma is a magasabb ozmolalitasu
tartomanyba esik, mint egér és sertés vérmintak esetén.>® A haemorheologiai faktorok fajok

kozotti kiilonbozdsége sokrétiibbnek tlinik, ahogy ujabb és jabb technikakkal vizsgaljuk.
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6.2. Nemi és korfiiggé haemorheologiai paraméterek

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink szerint a vorosvérsejt deformabilitasi és
aggregacios értékek a kiilonbozoé fajok kozott eltérést mutatnak.’®* Azonban a nemi és
¢letkorral kapcsolatos kiilonbségekrdl kevés adat all rendelkezésiinkre. Korabban
patkanyokon ¢és kutydkon tanulmanyoztuk a vordsvérsejt deformabilitast és aggregatiot.
Patkanyok esetében a ndstény allatokban mértiink magasabb vordsvérsejt deformabilitas
index értékeket, mig kutyaknal a him allatok rendelkeztek magasabb elongatiés index
értékekkel. A vorosvérsejt aggregatio tekintetében human eredmények esetén mas tendenciat
figyelhetiink meg.® Szdmos tanulmany szerint férfiakban az erythrocytdk nagyfoku
aggregatios képességgel és kisebb foku deformalhatosaggal jellemezhetdek.60:62

A vorosvérsejt deformabilitdst meghatarozza az intracellularis viszkozitds, a
sejtmembran sajat viszkozitasa, a feliilet-térfogat arany és a morfologia. A vordsvérsejt
aggregatio mértékét szamos cellularis (a sejt alakja, deformabilitasa, a glycocalyx dsszetétele)
¢s plazmatikus faktor (fibrinogén és mas makromolekuldk) hatdrozza meg a nyiroerd
mellett.2277959.97.98 E7en feliil hormonalis és anyagcsere tényezdk is befolyasolhatjak ezeket
a paramétereket.*®

Szamos tanulmany kimutatta, hogy a haemorheologiai tényezéket jelentésen
befolyasolja az 6regedés.’®">1% Az irodalmi adatok tobbsége emelkedett plazma és teljes vér
viszkozitasrol’?, fokozott vorosvérsejt aggregatiorol és karosodott deformabilitasrél szamol be
idés korban.?%® Azonban a korfiiggd haemorheologiai eredményekrdl ellentmondéasos adatok
allnak rendelkezésre. Néhdny szerzé nem talalt Osszefiiggést™®®11%l  vagy arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy nem a kor, hanem bizonyos rizikd faktorok feleldsek a
véltozasokért, beleértve az elhizast'%2, a magas vérnyomast'®, a dohanyzast'® vagy bizonyos
gyogyszereket.!® Az eltérés nemcsak az egészségi allapottol fiigg, hanem a kiilonbozd
méromodszerekt6l, a nemtél és a kortél is. Kameneva és munkatarsai Statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket mutattak ki a férfi és n61 haemorheologiai paraméterek kozott.
Férfiakban magasabb haematocrit és vérviszkozitas, nagyobb vorésvérsejt aggregabilitast,
valamint alacsony deformabilitast értékeket mértek.>®® Kisérleti és klinikai adatok alapjan
Simmonds ¢és munkatarsai egy cikkben Osszegezték az Oregedés és ehhez kapcsolodd
mechanizmusok altal megvaltozd vér rheologiajat, beleértve a feler6s6dé oxidativ stresszt €s
pro-inflammatorikus kériilményeket idds egyénekben.®® A nemi és korfiiggé haemorheologiai

szempontok még nem Voltak teljesen ismertek patkanyokban.
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A X. tablazatban foglaltuk Ossze fobb megfigyeléseinket a nemmel és életkorral
kapcsolatos kiilonbségek tekintetében, valamint a haematologiai és micro-rheologiai
valtozasok lehetséges tendenciait. Az eredmények értékelése sordn szamos befolyasold és
limitacids tényezot figyelembe kell venni a fajspecifikus tulajdonsagokat, az oestrus ciklust és

a szezonalis hatasokat.

X. tablazat: Haematologiai és haemorheologiai paraméterek valtozasainak 6sszefoglalasa

A kovetéses idészak megfigyelései

Paraméterek -
Nemi kiilonbség Tendencia
Fvs 5 honap alatt csokkent, majd enyhén
emelkedett. Mo+Gr% fokozatosan emelkedett az
Haematologiai Magasabb Fvs, Vs, Hct, Hgb allatok 12 hénapos koraig.
valtozok értékek himekben. Thrombocyta szam emelkedett 18 honapos korig a

Vvs szam novekedésével.

Hct, Hgb, MCV kiss mértékben csokkent.

Kezdeti M15sés M1 10s
aggregatios index értékek
L néstényekben magasabbak, M
Vorosversejt 55 és M 10 s himekben voltak

Szabalytalan. Novekedések, csokkenések
figyelhetok meg a kdvetési idoszak alatt.

aggregatio magasabbak. M 10 s, M1 10 s értékek magasabbak voltak
Himekben nagyobbak voltak a mindkét nemben fiatalabb korukban.
valtozasok.
Vorosvérsejt Alacsonyabb EI és magasabb Csokkend EI és novekvo SSy» értékek mindkét
deformabilitas SSyp értékek himekben. nemben, féleg 12 honapos kor f6l6tt.
Ozmotikus | bt ™max. EIhyper, El min és a o - ,
radiens hozzajuk tartozé ozmolaritas El min érték emelkedett mindkét nemben életkor
g e értékek himekben elérehaladtaval, kifejezetten himekben.
deformabilitas

alacsonyabbak.

A patkanyok oestrus ciklusdnak meghatarozasara egy egyszerii, régdta hasznalatos
modszert alkalmaztunk, a hiively keneteket fénymikroszkop alatt vizsgaltuk.”® Az allatokat
konvencionalis allathazban tartottuk, igy a Lee-Boot hatas kizarhaté (amikor is a ndstény
kozosen vannak tartva him patkanyok nélkiil, és ennek kovetkeztében az oestrus ciklusuk
lelassul vagy leall), de a Whitten hatas nem (him patkany feromonjai indukaljak az oestrus
ciklus 0Osszehangolodasat feln6tt ndstényekben). A menstruacidos ciklus féemldsokben
megvaltoztathatja a haematologiai paramétereket, a vorosvérsejt és a fehérvérsejt szamot.%®

Ezen feliill az oestrus ciklus kiilonb6z6 fazisai (dioestrus vs. tobbi fazis) megvaltoztathatjak
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beagle kutydkban a haematologiai értékeket (haemoglobin, vérdsvérsejt, eozinofilok).X%’
Cetin és munkatarsai vizsgaltak a vér paramétereket nem, vemhesség €s szezonalis hatasok
tekintetében Angora nyulakban, szignifikans kiilonbségeket taldltak a nem, a fizioldgiai
allapot és az évszakok hatasa kozott.1®® A néstény patkanyok oestrus ciklusa koriilbeliil 3-5
napig tart (polyoestrusos allatok). Az Oregedés meghosszabbithatja vagy lerdviditheti a
patkanyok ivari ciklusat. Emiatt nem lehet kozvetleniil Osszekapcsolni ezeket a
haemorheologiai eredményeket az oestrus ciklussal. Ez a vizsgédlatunk egyik lehetséges
limitacidja. A szezonalis hatds nem =zarhatdo ki, azonban ezt a feltevést nem tudtuk
alatamasztani. A kisérletek elején, marciusban az allatok 3 honaposak voltak.

Him allatokban az aggregatiés indexek legnagyobb novekedését a 4., 5. hoénap
kornyékén (tavaszi idészakban) észleltiik, melyet csokkenés kovetett. A téli idszakban a
tendencia megfordult és a himek értékei magasabbak lettek a ndstényekénél. Ezzel
parhuzamosan valtozott a leukocyta szam is. A vizsgalataink tovabbi korlatja az alacsony
mintavételi szam. Nem terveztiik a vérvételek gyakorisaganak emelését a vérvesztés hatasai
valamint a regeneralodasi idé miatt.’%® A kisérleti idészak soran az allatok jolétét tartottuk a
legfontosabbnak. Mindezek mellett a kutatasokban altaldnosan 3-4, maximum 6 hénapos
patkanyokat vizsgalnak. A vérvételeket rovid ideig tartd altatas soran végeztiik el. A limitalt
vérmennyis€g miatt nem volt lehetdségiink tovabbi paraméterek analizisére, mint pl. a
fibrinogén koncentracid, rutin kémiai analizis, enzim és haemosztazis vizsgalatéra.
szamoljak ki, ami nem elfogadhato, mivel egy specifikus kutatashoz, a patkanyok egy
meghatarozott fejlodési szakaszat vizsgaljak. Ezért figyelembe kell venni a patkanyok életének
atlagossan 2-3,5 évig élnek. A teljes élettartamukat tekintve kb. 26,7 emberi nap felel meg a
patkanyok egy napjanak, tehat kb 13,8 patkany nap felel meg egy emberi évnek. Azonban a
,»pubertas”, felndtt kor, reproduktiv kor, az Oregedés, az Oregkor korrelacidja
kiilonbozhet. 4110111

A kisérleti allatainkat 18 honapig kovettiik, ami egy 45 éves embernek feleltetheté meg.
Ez azt jelenti, hogy az elvégzett vizsgalatainkban észlelt haemorheologiai valtozasok egy
kozépkort ember eredményeivel korreldlnak. Tovabbi vizsgalatot terveziink a kovetési id6

megndvelésével, rendszeres vérnyomas monitorozassal egybekotve.
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7. FOBB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A vizsgalt fajok (patkany, sertés, kutya és ember) vonatkozdsdban jol azonosithato
kiilonbségeket talaltunk a vordsvérsejt membranstabilitds adatokban. Megallapitottuk,
hogy a kiilonb6z6 nyirofesziiltség-expozicios id6 kombinaciok alkalmazasaval végzett
mechanikai stabilitasi tesztek sordn a sertés vorosvérsejtek voltak a legérzékenyebbek. A
mérések soran azt talaltuk, hogy amig a mechanikai stressz nagysdga és iddtartama
emelkedett az elongatios index-nyirofesziiltség gorbék alakja 0,95 Pa alatt egyre inkabb
szabalytalannd valt, és nagysaga kiilonbozott a fajok kozott.

2. Az ozmolalitas valtozdsok mind hypo- mind hyperozmoldris irdnyban erésen befolyasoljak
a mechanikai stabilitasi eredményeket minden vizsgalt fajban. Elészor irtuk le, hogy
hypoozmolaris tartomanyban a mechanikai stressz utan az EI értékek javulnak legnagyobb
mértékben patkany és sertés vérmintdk esetén. Ez a jelenség nem volt megfigyelhetd 250,
300 vagy 500 mOsmol/kg-nal.

3. Az irodalomban el0szor hosszutavii kovetéses vizsgalat soran elemeztiik Crl:WI
patkanyokban a micro-rheologiai paraméterek (vorosvérsejt aggregatio, deformabilitas)
¢letkorral Osszefiiggd valtozasait a nemi kiilonbségek tekintetében. A voOrdsvérsejt
aggregatio szabalytalan valtozasokat mutatott a kovetési 1doszak alatt, mig a vorosvérse;jt
deformabilitas és a vorosvérsejt membranstabilitasi értékek az életkorral romlast mutattak

legnagyobb mértékben him allatokban.
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8. OSSZEFOGLALAS

A vér rheologiai faktorai szamos kérképben, anyagcsere és érrendszeri betegségben,
septicus folyamatokban, gyulladds soran koros, gyakran jelzé értéki informéciot
szolgaltatnak.

Célul thztik ki Osszehasonlitd vizsgalatok elvégzését kiilonbozé mérdmodszerek
hasznalataval laboratoriumi allatfajokon és human vérmintak esetében. Emellett mivel a
korszerli modszerekkel meghatarozhatd nemi- és korfiiggd haemorheologiai kiilonbségei
tekintetében kevés irodalmi adat talalhatd, ennek tanulmanyozasara kovetéses vizsgalatokat is
terveztlink Crl:WI patkanyokon.

Irodalmi adatok alapjan elmondhaté, hogy a kiilonboz6 allatfajok haemorheologiai
tényez0i valtozatos kiillonbségeket mutatnak.

Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy nagymértékii a fajok kozotti kiilonbség a
vorosvérsejtek membranjanak mechanikai stresszel szembeni tiirdképessége tekintetében. A
legjelentdsebb eltérések 100 Pa, 300 s esetén mutatkoztak. Altalaban a patkany vorosvérsejtek
mutattak a legnagyobb ellenélld képességet. Human vorosvérsejteknél a 60 Pa, 200 s beéllitas
volt az a minimalis kombinaci6, amely jelentds deformabilitds romlast eredményezett. A 100
Pa nyiréfesziiltség mellett 300 s idOtartamig végzett mérés a human erythrocytak esetében
mutatta a vizsgalt fajok kozott a legnagyobb deformabilitas romlast.

Kimutattuk, hogy a mechanikus stressz a kdzeg ozmolalitasatol fiiggden befolyasolja a
deformabilitast. Hypoozmolaris kozeg javitja a deformabilitdst mind a négy faj estén,
legfoképpen sertésekben ¢és patkanyokban. Mig a hyperozmolaris kozeg az értékek
csokkenéset valtotta ki.

A vizsgélt micro-rheologiai paraméterek a kovetéses idoszak soran az életkor
elérehaladésatol, a nemtdl, ndstényeknél az oestrus ciklustol, valamint feltételezett szezonalis
hatasoktol fiiggden is valtozast mutattak. A vOrosvérsejt aggregatio mérése sordn jelentds
nemi ¢és korfiiggd kiilonbségeket talaltunk, azonban e valtozasok szabalytalan tendenciat
mutattak a kovetéses periodus alatt. Osszeségében a nemi kiilonbségeket illetden a himekben
talaltunk nagyobb valtozasokat. A deformabilitas esetében fokozatos romlas figyelhetd meg
az allatok 12 hoénapos kora felett. A membranstabilitdsi adatok a kovetési periddus végére
mutattak igazan kiilonbségeket, az alkalmazott mechanikus stressz hatasara (100 Pa, 300 s)
nagyobb mértékii deformabilitds romlas volt ekkor mérheté. Ezek az adatok hasznosak
lehetnek a kor és nemi kiilonbségek mechanizmusanak tanulmanyozasahoz a haemorheologiai
paraméterekben, patkanyokban.

Tapasztalataink révén e mddszerek hasznos kiegészitdi lehetnek a vordsvérsejtek micro-
rheologiai paramétereinek vizsgalataiban. Adataink tovabbi kisérletek tervezéséhez és az

eredmények kiértékeléséhez nyljthatnak hasznos informaciot.
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9. SUMMARY

The haemorheological factors can provide useful diagnostic information in numerous
metabolic and vascular diseases, inflammation and septic processes.

The aim of our research was to conduct comparative analysis on human and laboratory
animal blood samples. Since in the literature there are only a few articles on the relation
between the gender, age and the haemorheological factors, we aimed to conduct a long-term
study using modern haemorheological equipment and Crl:WI rats.

According to literature data, the haemorheological factors of different animal
species show varied differences.

Based on our results, it can be seen that the difference between species is significant in
terms of the ability of the red blood cells membranes to withstand mechanical stress. The
most significant differences were at 100 Pa 300 s mechanical stress. Generally, rat red blood
cells showed the highest resistance. For human red blood cells, the 60 Pa 200 s setting was the
minimum combination that resulted in significant deformability deterioration. The
measurements with 100 Pa 300 sec mechanical stress showed the greatest deformability
deterioration in human erythrocytes among the examined species.

Our results show that the deformability is greatly dependent on the osmolarity values
of the medium. The hyposmolar medium is beneficial for the deformability values in all four
examined species. Contrary to this, the hyperosmolar medium decreases these aformentioned
values.

The examined microrheological parameters during the follow-up period showed
seasonal changes and dependency from age, gender and estrus (cycle in the females). The red
blood cell aggregation values showed major differences in case of the gender and age during
the examination period. Overall, we found greater changes in the gender differences in males.
Deformability deteriorates gradually over the age of 12 months. While the membrane stability
data showed differences at the end of the follow-up period, greater deformability deterioration
could be measured by the mechanical stress (100 Pa 300 s). These data could be useful for
studying further the mechanism underlying age and gender differences in hemorheological
parameters in rats.

Based on our experiences these methods can be useful supplementary tools in
examination of red blood cells microrheological parameters. Our results may provide useful

(valuable) information for planning further researches and evaluating the results.
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