DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

In vitro és in vivo micro-rheologiai 6sszehasonlito

vizsgalatok: bilhaemia és antikoagulansok

Mitrai Adam Attila

Témavezeto: Dr. Deak Adam

DEBRECENI EGYETEM

KLINIKAI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2025



TARTALOMJEGYZEK

ROVIAIEESCK JEZYZEKE. ... vviiiiiii it 1
L. BEVEZETES ..ottt 2
2. TRODALMI ATTEKINTES ....ooiiiiiiiimeiisisessesssssss st ssssssssssees 4
A O o T TC 410 ¢ Y=o oo - USSR 4
2.1.1. Teljes ver és plazma VISZKOZILAS.........ccvuviiiiiiiiiie i 6
2.1.2. VOrosvérsejt deformabilitds ...........ccooveiiiiiiiiiicic e 7
2.1.3. VOrOSVErSeJt AEIEZATIO ... eiuvirueeiiisrisieeie et sttt 8
2.1.4. Haemorheologiai paraméterek vizsgalatanak jelent0sége.........ccoovvvriiiriiiiiniiinnnnn 10

2.2. Kisérleti allatmodellek fONtOSSAZA ........eevviiiiiieiiiiieiiee e 11
2.3, BIINGEMIA. ... 12
2.3.1. A bilhaemia epidemiolOZIAJa........cceovieiiiiiiiiiiieiie et 12
2.3.2. A Dilio-venosus fistula OKal............ccoeiiiiiiiiii s 12
2.3.3. A bilhaemia diagnoSZtiZAlASa .........cceevirieiiiiiiieiie e 15
2.3.4. Fajok kozotti kiilonbségek €lettani szempontbol ..........coceeveiiiieiiiniiciiiiieens 16

2.4, ANtItromBDOtIKUS SZEIEK .......ocviiiiiiiiic s 19
2.4.1. Vérlemezkegatld KESZItMENYEK........cccvvviiiiiiiiiiiiieccc e 19
2.4.2. Véralvadasgatld Készitmenyek ...........ccoiviiiiiiiiiiiicc e 22
2.4.3. A heparin haemorheologiai hatdsal ............ccocvviiiiiiiiiiiic e, 24
2.4.4. Kettds vérlemezke- és véralvadasgatlo készitmény (APAC)......ccccvvcvvvveiiincnnnn, 25

3. CELKITUZESEK ...ootourimiirieinesieesssessssssessssas st ssssssssssssssssnns 27
4. ANYAGOK ES MODSZEREK ......ccorviviiririiiniisiissisesissses s 28
4.1. Az epe hatdsa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran. 28
4.1.1. Kisérleti allatok és mintavételi protokoll ... 28
4.1.2. Laboratoriumi vizs@alatoK...........ccooviiiiiiiiiiiiiii i 32
4.1.3. StatisZtiKal ANALIZIS ...ccueeieeeiiie et 35

5.

4.2. Kett6s thrombocyta- és véralvadasgatlo (APAC) szer hatasa a vorosvérsejtek

deformabilitasara és aggregatidjara sertésmodellben..........ccccvviiiiiiiiiiiiiiiiienen, 36
4.2.1. Kisérleti allatok és mintavételi protokoll ..........ccoooeiiiiiiiiiiiiiiiic, 36
4.2.2. Laboratoriumi ViZSZAlatoK..........cciiiiiiiiiiiieiicic i 40
4.2.3. StatiSZtiKai ANAlIZIS ......coveviiiiiiiiciie e 42
EREDMENYEK ..ottt 43

5.1. Az epe hatasa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran. 43
5.1.1. Hemodinamikai parameéterek...........oooorviiiiiiiiiiiiiiicie e 43
5.1.2. Haematologiai parameétereki...........oouvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiscsese e 44

5.1.3. Vorosvérsejt hagyomanyos és ozmotikus gradiens deformabilitas.............ccc...... 44



5.1.4. VOTrOSVEISEJt AZGTEZALI0 . cciuvriiiuiieeiirieisiiiesieeesnireessbeeesbeeesbe e e ssbee s srbeesssbeessreeessneeas 46

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

deformabilitasara és aggregatidjara sert€smodellben...........cccoovviiiiiiiiiiiieciic e 48

5.2.1. Az APAC hatéasa a haemorheologiai paraméterekre ...........cccoevvvviieiiiiniiiiniinnns 48
5.2.2. Az APAC és a frakciondlatlan heparin 6sszehasonlitdsa ............cccccevvviiiciiiicnnn, o1

6. MEGBESZELES......oouiiiiiiiiieieiiesissssiesseesses sttt 55

6.1. Az epe hatasa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran. 55

6.2. Kettds thrombocyta- €s véralvadasgatlo (APAC) szer hatasa a vorosvérsejtek

deformabilitasara és aggregatidjara sert€smodellben...........ccevveriiiiiiiiieiiciiic i 61

7. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK .....oooeoveeeeeeeeeeeeeeeenn. 67
8. OSSZEFOGLALAS .......ccoceviievetieeieeese e essss sttt ssssenas st asnen s 68
0. SUMMOARY ..ottt ettt ee ettt e ettt 69
10. IRODALOMIEGYZEK ......ooiviiiieeiieiisiisesisies s tenes st s s sen s ssnssnes s, 70
10.1. Hivatkozott kdzlemények JeZYZEKE.........coeiiiiiiiiiiiiieiic e 70
10.2. Hitelesitett publiKACIOS 1ISta .......eeiviiiiiieiieicieesee e 89
11, TARGYSZAVAK ...oooieieeiieeeieseeetes ettt sttt 92
12. KOSZONETNYILVANITAS......cooiiieieeeeeeeeeee et 93

13, FUGGELEK ... oottt et e e et e et et e s et e e er et ees e e s et e e et et eesete e eseseeseseesesareesereesereeeeas 94



Roviditések jegyzéke
Al: aggregatios index
APAC: kettds vérlemezke- és véralvadasgatld készitmény
bpm: iités/perc

CBC.: teljes vérkép

El hyper: maximalis elongatios index fele a magas ozmolalitasu kornyezetben

El max: maximalis elongatids index az alacsony ozmolalitasu kérnyezetben

El min: minimalis elongatids index az alacsony ozmolalitast kdrnyezetben

EI: elongatios index

Elmax: maximalis elongatids index

Fvs: fehérvérsejt

Hct: haematocrit

Hgb: haemoglobin

HR: szivfrekvencia

MAP: artérias kdzépnyomas

MCH: atlagos vorosvérsejt haemoglobin tartalom
MCHC: atlagos vordsvérsejt haemoglobin koncentracio
MCV: atlagos vorosversejt térfogat

O (El max): ElI max-hoz tartozé ozmolalitas érték
O hyper: El hyper-hez tartoz6 ozmolalitas érték

O min: El min-hez tartoz6 ozmolalitas érték

SSi1/2: maximalis elongatids index feléhez tartozd nyirdfesziiltség

Thr: thrombocyta
UFH: frakcionalatlan heparin

Vvs: vorosvérsejt



“...de egyet teszek: ami mogottem van, azt elfelejtve,
ami pedig elottem van, annak nekifesziilve futok egyenest a cél fele...”
(Filippi 3:14)

1. BEVEZETES

A haemorheologia a vér sejtes és plazmatikus komponenseinek aramlasi
tulajdonsagaival foglalkozo tudomanyag.! Kiilonbdzo tényezoket foglal magaban, beleértve a
vér viszkozitasat, a vorosvérsejtek deformabilitasat és aggregabilitasat, valamint a vérsejtek €s
a plazma kozotti kolcsonhatdsokat. Ezek a tulajdonsagok kulcsfontossagiiak a megfelel6
vérkeringés fenntartdsahoz és a szdvetek megfeleld oxigénellatisanak biztositasahoz.>® A
rendellenes haemorheologiai tulajdonsagok a véraramlas karosodasahoz vezethetnek, ami a
trombotikus események és mas sziv- és érrendszeri szovoddmények kockazati tényezdje lehet.*

Bizonyos allapotok, példaul az embdlia, stroke, trombozis befolyasoljak a
haemorheologiai paramétereket.>® Ezen 4llapotok mihamarabbi felismerése és kezelése nagyon
fontos. Azon személyek esetében, kiknél a hajlamositd tényezok valamelyike megtalalhato, a
megeldzés az elsddleges szempont, melyre szdmos, a betegségre specifikus terapia kertlt
kidolgozasra.”® A hasznalt gyogyszerek kore folyamatosan béviil, igy lehetdség van a
potencialisan legalkalmasabb szer kivéalasztdsara. Azonban, mint a legtobb gyogyszer, igy a
véralvadast ¢és thrombocyta-aggregatiot gatldo készitmények 1is hatdssal lehetnek a
haemorheologiai valtozokra.%101!

A sziv- és érrendszeri betegségeken kiviil egyéb korképekben, példaul tumoros

12,13

elvaltozasokban'?®3, policiszts ovarium szindromaban'®, magas vérnyomas betegségben?®,

kronikus méjbetegségekben (CLD)

, mint a méjzsugorodas vagy a nem alkoholos eredetii
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 betdltott szerepe miatt.
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A bilhaemia és a véralvadas kozotti kolcsonhatasnak jelentds klinikai kovetkezményei
lehetnek a majbetegségben vagy epevezeték-elzarodasban szenvedd betegek esetében. A
véralvadasi zavarok ezeknél a betegeknél trombotikus események vagy vérzéses
szOvodmények formajaban jelentkezhetnek, a prokoaguldns és antikoagulans faktorok kozotti
egyensulytol fiiggéen.’8® A trombotikus szovédmények, igy a portalis véna tromboézisa, a
bilhaemia altal kivaltott prokoagulans allapot miatt 1éphetnek fel.18%0 Ezzel szemben vérzéses
szovédmények a csokkent alvadasi faktortermelés, a K-vitamin-hiany és a vérlemezkék
diszfunkciéjanak egyiittes hatasaibol eredhetnek. 181920

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 potencilisan {j antikoaguldns
készitmény hatédsait feltarni €és Osszehasonlitani a frakciondlatlan heparin altal okozott

valtozasokkal.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Haemorheologia

Napjainkban egyre szélesebb korben végeznek haemorheologiai kutatasokat, ennek
ellenére szamos megvalaszolatlan kérdéssel allunk szemben. A haemorheologiai paraméterek
in vivo valtozasainak vizsgalatahoz az allatmodellek alkalmazasa elengedhetetlen. A klinikai és
az orvosbiologiai kutatdsokban vizsgalt 1j hatdéanyagok és a kiilonb6zd betegségek szamos
micro-rheologiai eltérést okozhatnak a kisérleti allatmodellekben, ezért a vér rheologiajanak
széleskorli vizsgalata jelentdséggel bir a klinikum részére. Mint minden szervezetben, igy az
allatok szervezetében is 0Osszetett folyamatok, valtozasok mennek végbe, melynek
tanulmanyozasa komplex megkdozelitést igényel.

Az 1. é4bran megfigyelhetd a haemorheologiai paraméterek karosodasanak
kovetkeztében kialakuld mikrokeringési romlasnak a sematikus, dsszefoglalo folyamata.?t A
szovetkarosodés, hypoxia, a vér mechanikai traumdja és a szabadgyokok metabolikus
valtozasokon keresztiil befolyasoljdk a micro- és macro-rheologiai paramétereket, ezaltal a
microcirculatio romlasat és a perfuzid csokkenését eredményezve, melyek a kivaltdo okokat
felerdsitik.

A pH, H" és a laktat koncentraci6 valtozasa befolyasolja a vorosvérsejtek morfoldgiai
¢s mechanikai tulajdonsagait, ennek kovetkeztében pedig a megvaltozott morfologiai
tulajdonsagokkal rendelkezé sejtek deformabilitasa és aggregatidja is romlik.222® Hypoxia
soran szintén az el6bb leirtakhoz hasonld valtozasok figyelheték meg a deoxigenalt sejtek
megvaltozott feliilet/térfogat aranya miatt.?4?>% A vér mechanikai traumaja, mely ugyancsak a
perfusio csokkenését €s a microcirculatio romlasat eredményezd kaszkad inicialo faktorai kozé
tartozik, kialakulhat tobbek kozott érelzarodas kovetkeztében, illetve intravascularis

beavatkozasok soran alkalmazott graftok, miibillentyiik beiiltetésével is. 2%’



A vorosvérsejtek deformabilitasanak karosodasa és a fokozott vorosvérsejt aggregatio
hozzajarulhat a vér viszkozitasanak novekedéséhez, a microcirculatio romlasahoz és az
aramlasi ellenallds fokozodasahoz.?®?® Ha az erythrocyta aggregatio fokozodik, a
vorosvérsejtek tengelyiranytl vandorlasa az érben kifejezettebbé valik.® A vér rheologiai
tulajdonsagainak megvaltozasa hatassal van az endothel felszinen 1év6 nyirofesziiltség-profilra,
melynek kovetkeztében a megvaltozott aramlas tovabbi progressziot okozhat a pathofiziologiai

folyamatokban. 3!
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1. abra
A vér fluiditasat befolyasolo tényezok és hatasaik. A szovetkarosodas, hypoxia, a vér mechanikai
traumaja és a szabad gyokok metabolikus valtozasokon keresztiil befolyasoljak a micro- és macro-
rheologiai paramétereket, ezaltal a microcirculatio romlasat és a perfusio csokkenését eredményezve,
melyek a kivalté okokat felerdsitik
(Németh és mtsai, 2018 alapjan)



2.1.1. Teljes vér és plazma viszkozitas

A teljes vér viszkozitasa a vér egészének aramlasi ellenallasat jelenti, amelyet a vér
sejtes OsszetevOi (foként a vorosvérsejtek) ¢€és a plazma kozotti  kolcsonhatasok
befolyasolnak.>3?

A teljes vér nem-newtoni folyadék, ami azt jelenti, hogy viszkozitdsa a nyirasi
sebességgel valtozik. Alacsony nyirasi sebességnél a vorosvérsejtek hajlamosak aggregalodni,
novelve a viszkozitdst, mig magas nyirdsi sebességnél szétesnek és az aramldssal egyiitt
haladnak, csokkentve a viszkozitast.333

A teljes vér viszkozitasat befolyasolo elsddleges tényezOk kozé tartozik a haematocrit
(a vér térfogatanak vordsvérsejtek altal elfoglalt ardnya), a vordsvérsejtek deformabilitdsa
(szuszpendalt részecskék sajat belsd surlodésa), a vordsveérsejtek aggregatidja (szuszpendalt
részecskék mérete) és a plazma viszkozitdsa (szuszpenzids folyadék tulajdonsiga). A
haematocrit novekedése jelentdsen megemelheti a vér viszkozitasat, egy egységnyi ndovekedés
akar 4%-os viszkozitas novekedést is okozhat.>3*

Az emelkedett teljes vér viszkozitdsa kiilonbozd kardiovaszkularis betegségekkel
hozhat6 Osszefiiggésbe, és filiggetlen eldre jelzdje lehet a kardiovaszkularis eseményeknek.
Kulcsfontossagli szerepet jatszik a microcirculatioban, és hozzajarulhat olyan allapotokhoz,
mint a trombozis és az ischaemia.®?3°

A plazma viszkozitasa a plazma 4dramlési ellenallasanak jellemzésére szolgél, amely a
vér folyékony komponensének jellemzéit tiikrozi a sejtes elemek eltavolitasa utan.®

A plazma viszkozitésa altalaban alacsonyabb, mint a teljes vér viszkozitasa, mivel nem

tartalmaz sejtes Osszetevoket. Newtoni folyadéknak tekinthetd, ami azt jelenti, hogy

viszkozitdsa a nyirasi sebességtdl fiiggetleniil 4llandé marad.®



A plazma viszkozitasat olyan tényezOk befolyasoljak, mint a fehérjekoncentracio
(kiilondsen a fibrinogén és az immunglobulinok), a hidrataltsagi allapot és a homérséklet. A
fehérjék magasabb szintje a plazma viszkozitasanak novekedéséhez vezethet.%

A plazma viszkozitasanak mérése hasznos a gyulladassal vagy megndvekedett
fehérjeszinttel jard allapotok, példaul a myeloma multiplex vagy a Waldenstrom-
macroglobulinaemia diagnosztizalasaban. Az emelkedett plazma viszkozitas akut fazis reakciot

is jelezhet kiilonbozé betegségekben 373839

2.1.2. Vorosvérsejt deformabilitas

A vordsvérsejt deformabilitas a sejtek azon képességére utal, hogy mechanikai terhelés
hatasara alakot tudnak véltoztatni anélkiil, hogy felszakadndnak. Ez a tulajdonsdg dontd
fontossagu az erythrocytak hatékony mozgasahoz a mikrokeringés teriiletén, ahol a kapillarisok
atmérdje kisebb lehet, mint maguk a sejtek. 041

A deformabilitast tobb tényez6 befolyasolja, tobbek kozott a citoszkeleton szerkezet, a
sejtmembran tulajdonsdgai és a citoplazma viszkozitds. A citoszkeleton, amely olyan
fehérjékbdl all, mint a spektrin és az aktin, szerkezeti tdmaszt és rugalmassagot biztosit,

lehetvé téve az alakvaltozasokat.*°

A sejtmembran viszkoelasztikus tulajdonsagai jelentésen
hozz4jarulnak a deformélhatdésaghoz. A membran Osszetételének valtozasai befolyasolhatjak,
hogy a vordsvérsejtek milyen kénnyen tudjdk megvéltoztatni alakjukat.*! A citoplazma
viszkozitdsa, amelyet a haemoglobin koncentracidja és mas oldott anyagok befolyéasolnak,
szintén szerepet jatszik a deformalhatésagban.*?

A vorosvérsejtek hatékonyan tudnak athaladni a szlik kapilldrisokon, biztositva a
megfelel oxigénszallitast a szovetekbe.*%* A deformalhatdsag befolyasolja a vér viszkozitasat

¢és aramlasi ellenallasat, kiilonosen alacsony nyirdsi koriilmények kozott. A megndvekedett

merevség a véraramlas és a szoveti perfusio karosodasahoz vezethet.*041



A megvaltozott vorosvérsejt deformabilitas kiilonboz6 koros allapotokhoz tarsulhat.
Sarlosejtes anaemiaban a vorosvérsejtek merev, sarlos alakjuk miatt jelentésen csokkent
deformalhatésdgot mutatnak, ami vaso-occlusiv krizisekhez vezethet.***? A csokkent
deformabilitast cukorbetegségben ¢s mas gyulladdsos allapotokban is megfigyelték, ami
hozzajarulhat az olyan szovédményekhez, mint a periférias érbetegség.** A tarolt
vorosvérsejtek deformabilitisa a tarolas soran csokkenhet (Un. ,.tarolasi elvaltozas™), ami a
transzfuzio soran befolyasolhatja a funkcionalitasukat. #4244

A vorosvérsejtek elnytlasi képessége 1étfontossagu tulajdonsag, amely lehetdvé teszi a
hatékony vérkeringést és az oxigénszallitast. Ertékelése kritikus fontossaga a kiilonboz6
egészségligyi allapotok megértéséhez és a klinikai eredmények javitdsdhoz a transzfuzids

orvoslasban.

2.1.3. Vorosvérsejt aggregatio

A vorosvérsejt aggregatio a sejtek reverzibilis 0sszekapcsolodasa alacsony nyirderd
mellett vagy stasisban. Ez egy fiziologias jelenség, amely normal koriilmények kozott is
eléfordul, és kiillonb6z6 tényezdk befolyasolhatjak, beleértve a nagy molekulatomegii
plazmafehérjék, példaul a fibrinogén jelenlétét.*®

Az aggregatio létrejottét két elmélet magyarazza. A ,,bridging modell” szerint a sejtek
0sszekapcsolodasa a fibrinogén és mas makromolekuldk nem-kovalens keresztktései révén jon
létre. Ezen elmélet szerint, a sejtfelszin kézelében a protein vagy polimer koncentracionak
magasnak kell lenni. A ,,depletion modell” szerint a vorésvérsejtek aggregatiojat feltehetéen a
nagy molekulatomegli molekuldk, példaul a fibrinogén sejtek kozotti kimeriilése okozza, ami
egy gradienst, dsszeszippantd erdt hoz 1étre, melynek hatasara a sejtek Osszecsapzodnak. A
sejtek egyedi diszkoid alakja lehetdvé teszi, hogy rouleaux-alakzatokba, azaz aggregalt sejtek

halmazaiba rakédjanak.24647



2. abra

Az aggregatio soran kialakul6 rouleaux-alakzatok faziskontraszt mikroszkopos képe
(Baskurt és mtsai, 2013)

Az erythrocyta aggregatio a vér viszkozitasanak f6 meghatarozoja alacsony nyirasi
sebességnél. Hatassal van a microcirculatio hemodinamikai mechanizmusaira is, mint példaul
a Fahraeus-effektus.*® A fokozott aggregatio megzavarhatja a véraramlast, kiilonosen a
microcirculatio szintjén, mivel a vorosvérsejtek egyedi sejtekként, nem pedig aggregatumként
tudnak athaladni a sziik kapillarisokon.**

A megvaltozott vorosvérsejt aggregatio betegségek indikatora, valamint a klinikai
allapot alakulasat befolyasold tényezd is lehet.*® Fokozott aggregatio fordul elé kiilonbdzd
koros allapotokban, beleértve a fertézéseket, gyulladdsos rendellenességeket, cukorbetegséget
¢és daganatos megbetegedéseket. Az aggregatios index értékek kiilonbozé betegségekben

prognosztikai jelentéséggel birnak.*



2.1.4. Haemorheologiai paraméterek vizsgalatanak jelentosége

A haemorheologiai paraméterek kritikus fontossaguak a véraramlas és annak a
kiilonb6z6 egészségiigyi allapotokra gyakorolt hatasanak megértéséhez.

A haemorheologiai paraméterek, igy a vorosvérsejtek deformabilitasa és aggregatioja,
a teljes vér és plazma viszkozitas, elére jelezhetnek szamos betegséget, koztik a mélyvénas
trombodzist (DVT) és mas tromboembolias eseményeket. E paraméterek valtozasai az ilyen
betegségek fokozott kockazatat jelezhetik, kiilondsen olyan paciensek esetében, akiknek olyan
alapbetegségeik vannak, mint a hiperlipidémia és a metabolikus szindroma.*8

Ezek a paraméterek betekintést nyujtanak a mikrokeringés allapotaba. A vorosvérsejtek
deformabilitasanak és aggregatidjanak valtozasai gyulladasos vagy ischaemias allapotokat
tiikkrozhetnek, igy értékesnek bizonyulnak az olyan betegségek diagnosztizalasdban ¢&s
monitorozasaban, mint a szepszis vagy a szervi ischaemia-reperfusios karosodasok.26:48

A haemorheologiai vizsgalatok segitenek a kiilonboz6 rendellenességek hatterében allo
pathofizioldgiai mechanizmusok tisztazasaban. A vér viszkozitasa és a sziv- és érrendszeri
egeészség kozotti kapcsolat jol dokumentalt, ami arra utal, hogy az emelkedett viszkozités
hozzajarulhat a magas vérnyomashoz és a sziv- és érrendszeri betegségekhez.?®

A betegek haemorheologiai profiljanak megértésével a klinikusok hatékonyabban
alakithatjdk ki a kezeléseket. E paraméterek monitorozdsa példaul iranyithatja az
antikoagulansok vagy mas, a véraramlas javitasat és a trombotikus kockazatok csokkentését
célzo terapiak alkalmazasat.*®

Osszefoglalva, a haemorheologiai paraméterek létfontossigiak a betegség
kockazatanak eldrejelzéséhez, a mikrokeringési funkcid értékeléséhez, a betegség
mechanizmusainak megértéséhez, a kezelési dontések iranyitasdhoz és a klinikai kutatdsok

kovetkezetességének biztositasdhoz.
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2.2. Kisérleti allatmodellek fontossaga

Az allatmodellek tobb okbdl is fontos szerepet jatszanak a klinikai vizsgalatokban és az
orvosbiologiai kutatdsokban. Elengedhetetlenck az 0j gyogyszerek biztonsagossaganak és
hatékonysaganak értékeléséhez, mielStt azokat embereken tesztelnék. Ertékes betekintést
nyujtanak a farmakokinetikaba (hogyan dolgozza fel a szervezet a gydgyszert) és a
farmakodinamikéba (a gyogyszer szervezetre gyakorolt hatdsa).***° Ez a preklinikai fazis segit
azonositani a lehetséges toxicitasokat és terdpias hatasokat, biztositva, hogy csak a
legigéretesebb gyogyszerjeloltek keriiljenek tovabb az emberi vizsgalatokba.

Az allatmodellek lehetévé teszik a kutatok szamara, hogy a betegségek
reprodukalhatok bizonyos fajokban, mely lehetové teszi a betegség mechanizmusainak
vizsgalatat, uj kezelések tesztelését, és feltarhatjak a betegség lefolyasat befolyasold genetikai
tényezdket.**°! Ezek az ismeretek kritikus fontossagiak a hatékony terapiak kifejlesztésében.

Bar egyetlen allatmodell sem tudja tokéletesen leképezni az emberi biolodgiat, bizonyos
fajok (pl. egerek, patkanyok és sertések) jelentds fiziologiai és genetikai hasonlosagokat
mutatnak az emberrel. Ez teszi 6ket hasznossa annak elorejelzésére, hogy az emberek hogyan
fognak reagalni az uj gyogyszerekre vagy kezelésekre.>? A sertést gyakran hasznaljék a sziv-
és érrendszeri kutatasokban az emberhez vald anatomiai hasonlosaga miatt.

Az allatmodellek megkonnyitik a transzlacios kutatist azaltal, hogy athidaljak a
laboratoriumi eredmények és a klinikai alkalmazasok kozotti szakadékot. Segitenek az in vitro
vizsgélatok eredményeinek validalasdban, és atfogdbb képet adnak arrol, hogy a kezelések
hogyan mitkddhetnek az é16 szervezetekben.%%>2

Az allatkisérletek a klinikai kutatasok szerves részét képezik a gyogyszerbiztonsagi
vizsgalatokban, a betegség mechanizmusainak megértésében és a terdpidkra adott emberi

valaszok eldrejelzésében betdltott szerepiik miatt.
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2.3. Bilhaemia
2.3.1. A bilhaemia epidemiolégiaja

A bilhaemia, mas néven bilhemia, egy ritka allapot, amely akkor fordul el6, amikor az
epe az epevezeték és a maj vénas rendszere kozotti bilio-venosus fistula (BVF) miatt a
véraramba keriil.>®> A bilhaemia szdmos szovédménye ismert. A bilhaemia eléforduldsanak
pontos gyakorisaga nem ismert, mivel az allapot enyhébb formait nem tudjak diagnosztizalni.
A bilhaemia az epekdvesség (cholelithiasis) ritka mellékhatésa is lehet®®, és pathogenezisében
szerepet jatszik a ductus choledochusban mérhetd jellegzetes nyomads, amely 10-15 és 20
Hgmm koz6tt valtozhat (amikor az Oddi-féle sphincter dsszehtizodik). A bilhaemiat el@szor
1559-ben dokumentaltak, és azota mintegy 100 esetet irtak le, bradycardia és
vérnyomascsokkenés mellett. Fontos megkiilonbdztetni a bilhaemiat a haemobiliatol, amely az
epevezetéket a hepatikus erekkel dsszekotd sipoly okozta vérzés az epeutakba.>*°>°057 Az
artérias rendszerben uralkodé magas nyomas miatt normal koriilmények kozott arterio-biliaris

sipolyban nem lehetséges bilhaemia kialakulasa.>*8:°9.60

2.3.2. A bilio-venosus fistula okai

A bilio-venosus fistulak (3.abra) leggyakoribb oka a stilyos majsériilés. A BVF ritka, de
veszélyes mellékhatasa a gyermekek tompa majsériilésének, amely gyakran fordul eld
gépjarmiibalesetek soran és az esetek jelentds részében sebészeti beavatkozasra van sziikség a
kialakult koros allapot megsziintetésére és a tovabbi szovédmények megeldzésére.>® Ezek a
sérillések az epevezeték és a majvéna kozotti Osszekottetéshez vezethetnek, amely sipoly
kialakulasat okozhatja, ennek szovédményeként bilhaemia alakulhat ki, ami életveszélyes
lehet.>*51 A BVF-ek diagnosztizaldsa és kezelése kiilondsen nagy kihivast jelenthet, mivel a
jellegzetes tiinetek ritkdk és a koros allapot késéi felismerése szovodményekhez, példaul

fertdzéshez vagy tovabbi vérzéshez vezethet.5
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3. abra
A vena hepatica és a ductus hepaticus dexter k6z6tti bilio-venosus fistula cholangiogramja
(Cakar és mtsai, 2018 alapjan)

A BVF kialakulasa a trauman kiviil a 4. abran lathato percutan transhepaticus epeuti
drainage (PTBD) ritka szovédményeként is eléfordulhat.®® Ez az eljaras, bar hatékony az epetti
elzarodas kezelésében, esetenként sipoly kialakulasahoz vezethet, amennyiben az epeuti katéter
a kozeli érrendszeri strukturakba furodik. Egy tanulméany szerint a BVF a PTBD esetek
kevesebb, mint 0,5%-aban fordul eld, ami ravilagit ritkasagukra, de egyben az allapot

lehetséges sulyossagara is, ha mégis eléfordul.®?

Béar a BVF gyakran 6nmagatol megsziinik,
jelentds klinikai kihivast jelenthet, kiilonsen akkor, ha sulyos bilhaemia vagy haemobilia

alakul ki.6264

Egy figyelemre méltdé eset egy epeholyag-eltavolitast kovetdé BVF kialakuldsarol

szdmolt be, amely végiil a beteg haldldhoz vezetett, ravilagitva ennek az dallapotnak a

sulyossagara.5566
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4. dbra
Percutan transhepaticus epetti drainage a ductus hepaticus sinisteren keresztiil, a ductus hepaticus
communistol distalisan (fekete nyil) és percutan transhepaticus epehdlyag drainage (fehér nyil)
(Ahn és mtsai, 2016)

A véraramban 1év6 epe jelenlétével jellemezhetd bilhaemia epekdvel is tarsulhat. Az
epekovek akadalyozhatjdk az epe normalis 4ramldsat, ami megndvekedett nyomast
eredményezhet az epetti rendszerben, €s ezt kdvetden szivargast a vénds rendszerbe. A betegek
olyan tiineteket mutathatnak, mint a hasi fajdalom, sargasag és az epeuti elzarédas egyéb jelei.
A bilhaemia kezelése gyakran magaban foglalja a kivaltd ok kezelését, példaul az epekd
eltavolitasat, a tlinetek enyhitése és a tovabbi egészségiigyi kockazatok megelozése
érdekében, >

Bar a BVF elsddleges oka a sulyos majsériilés, ezenkiviil més orvosi eljarasok és
allapotok is hozzajarulhatnak a kialakulasahoz. A BVF kezelése gyakran multidiszciplinaris

megkdozelitést igényel, beleértve a sebészi beavatkozast, radiologiai eljarasokat €s a beteg

allapotanak gondos megfigyelését a stilyos szovodmények megeldzése érdekében.
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2.3.3. A bilhaemia diagnosztizalasa

A bilhaemia legkdnnyebben a haemobilia vizsgalatara hasznalt modszerekkel
diagnosztizalhat6.®® Ezek a diagnosztikai technikak dontd fontossaguak az epe jelenlétének
azonositasdhoz a véraramban, amely kiilonb6z0 alapbetegségekbdl, tobbek kozott epeuti
elzarodasbol vagy sériilésbdl eredhet. A rendelkezésre allo képalkotd eljarasok koziil a hasi
komputer tomografiat (CT) szoktak alkalmazni, ez azonban mas mddszerekhez képest kevésbé
érzékeny a bilhaemia kimutatasara.

A magneses rezonancias cholangiopancreatographia (MRCP) egy nem invaziv
képalkotd eljaras, mely kiilonosen érzékeny az epeutak lathatova tételére, és hatékonyan
azonositja az olyan rendellenességeket, mint az elzaroddsok vagy szivargasok, amelyek
bilhaemiahoz vezethetnek. Az MRCP részletes képet ad az epeutakrdl és a kornyezd
struktirakrol anélkiil, hogy kontrasztanyagra lenne sziikség, amely karos lehet a majmiikodési
zavarban szenvedd betegek szamara. Tanulmanyokban leirtak, hogy az MRCP nagyobb
érzekenységgel képes kimutatni az epelti patologidkat, mint a CT, igy bizonyos klinikai
helyzetekben elényben részesithetd.®

A transabdominalis ultrahang vizsgalat szintén érzékeny az epetti vérzés kimutatasara,
¢és gyorsan elvégezhetd betegagy mellett. Kiilonosen hasznos siirgésségi koriilmények kozott,
ahol a gyors diagnozis kritikus. Az ultrahangvizsgélat segithet lathatova tenni a
folyadékgyiilemet, az epekdvet és az epeuti rendszerben 1évd gyulladast. A kutatdsok azt
mutatjadk, hogy az ultrahangvizsgélat hatékony az epeuti elzar6das vizsgalataban, és iranyt
mutathat a tovabbi kezeléshez.%®

A kontrasztanyaggal megerdsitett magneses rezonancias cholangiographia (CEMRC)
egy non-invaziv eljaras, mely soran hepatocyta-specifikus kontrasztanyag (dinatrium-
gadoxetat, Gd-EOB-DTPA) alkalmazasaval meghatdrozhat6 az epeszivargas pontos helye, és

vizsgilhato a maj kivalaszté funkcidja és az epeutak anatomidja.’®’*7>7™ A legtobb
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szakirodalomi adat a majdaganatokban és a miitét utani epeszivargas vizsgalataban bet6ltott

70,74

szerepérdl ir™'", azonban egy retrospektiv tanulméany hangstlyozza hasznossagat a tompa

majsériilések kimutatasaban is.”

Az endoscopos retrograd cholangiopancreatographia (ERCP) egy invaziv eljaras, mely
lehetdvé teszi az epe- €s hasnyalmirigy-jaratokon beliili kozvetlen vizualizalést €s beavatkozast.
Az ERCP nemcsak diagnosztikai célokra, hanem terapias beavatkozasokra is alkalmazhato,
példaul elzarodasok eltavolitasara vagy stentek elhelyezésére az epeuti szivargas enyhitésére.
Az epeuti rendellenességek diagnosztizalasaban és kezelésében arany standardnak szémit,
kiilondsen akkor, ha terapias megkozelitésre van sziikség.52 7

Mig a CT-vizsgalatok értékesnek bizonyulnak a kiilonb6z6 hasi 4llapotok
értekelésében, az epeuti vérzés kimutatasara vonatkozo érzékenységiik korlatozott. Az MRCP
¢és a transabdominalis ultrahangvizsgalat a CT-hez képest pontosabb eredményeket adhat az
epeuti rendellenességek azonositdsaban. Ez kiilondsen fontos azokban az esetekben, amikor az
id6ében torténd diagndzis dontd fontossagu a beteg kezelése szempontjabol, mivel a késedelem
olyan sz6védményekhez vezethet, mint a szepszis vagy a majelégtelenség.

A bilhaemia diagnodzisa a képalkotd technikak kombinacidjan alapul, az MRCP és az
ultrahangvizsgalat a CT-hez képest nagyobb érzékenységet biztosit. A CEMRC lehet6vé teszi

a pontos lokalizaciot, mig az ERCP kiegésziti ezeket a modszereket, mivel diagnosztikai és

terapias lehetdségeket is kinal.

2.3.4. Fajok kozotti kiilonbségek élettani szempontbdl

A haemorheologiai paraméterek valtozdsanak dinamikdja a hemodinamikai

valtozasokkal egyiitt fajok kozotti kiilonbségeket is mutathat, mivel a hemodinamika’’’8, az

79,80,81,82 t2’83

epe Osszetétele és a haemorheologiai paraméterek fajonkén és bizonyos

betegségekben®* % kiilonbozéséget mutathatnak.

16



A normal artérias k6zépnyomas (MAP) felnétteknél jellemz6en 70 és 100 Hgmm kozott
valtozik, atlagosan 93-100 Hgmm koriili értékeket lehet mérni.®® Ez az érték dontd fontossagh
a szervek megfelelé vérellatasanak biztositasahoz.8” A sertések MAP-értéke 4ltaldban
magasabb, gyakran 111 Hgmm koriil van, a fajtatol és az életkortol fliggd eltérésekkel.
Vizsgalatok kimutattak, hogy sertésekben a bal kamra szisztolés nyomasa elérheti a 109 Hgmm
értéket.® Az emberek és a patkanyok MAP-értékei hasonloak, mig a sertések MAP-értékei
valamivel magasabbak.288°

A felnéttek nyugalmi pulzusszama altalaban 60 és 100 iités/perc (bpm) k6z6tt van, mely
tartomanyt az er6nléti szint és az életkor befolyasolhatja. A sertések szivfrekvenciaja 91 és 167

1.8 Ez a magasabb pulzusszam a

bpm koz6tt mozog, egyes fajtdkndl 116 bpm koriili atlagga
méretiikbdl és az anyagcsere-sziikségleteikbdl adodik. A patkdnyok nyugalmi pulzusszama
jelentésen magasabb, jellemzden 305 és 500 bpm kozott van, ami a kisebb testtomegt,
magasabb anyagcserével rendelkez6 emldsokre jellemzd.%

Az epe Osszetétele jelentdsen eltér az emberek, sertések és patkanyok kozott, ami
tilkrozi az eltéré emésztési és anyagesereigényeiket (I. tdblazat). Az ember tulnyomorészt
kolsavat (CA) és kenodezoxikodlsavat (CDCA) termel, amelyek dihidroxilalt epesavak. Ezek az
epesavak foként glicinnel és taurinnal konjugélodnak. Az emberi epét magasabb hidrofobicitasi
index jellemzi, ami a hidroféb és potencialisan toxikusabb epesavak nagyobb mértékii
jelenlétére utal mas fajokhoz képest. Ez az Osszetétel dontd fontossagii a hatékony
zsiremulgealashoz és felszivodashoz, valamint az epesav-homeosztazis fenntartasahoz.82% A
sertések is termelnek CA-t és CDCA-t, de nagyobb aranyban tartalmaznak hiokoélsavat (HCA)
¢s szarmazékait, amelyek a plazmdajukban 1év6 6sszes epesav tobb mint 75%-at alkothatjak. A
HCA és konjugalt formai (pl. a glikohiokdlsav és a taurohiokdlsav) fontos szerepet jatszanak a

gliikdzanyagcserében és a homeosztizisban.®! Az emberhez hasonldan a glicin amidéci6

dominal, de az epesavprofil dsszességében kevésbé toxikus, mint az emberé, ami eltérd
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metabolikus alkalmazkodast tiikr6z.8%°" A patkanyok elsésorban murikolsavat (MCA),
valamint CA-t és CDCA-t termelnek. Epesavprofiljukat a tri-OH epesavak nagyobb mértékii
jelenléte jellemzi, amelyek altaldban hidrofilebbek és kevésbé toxikusak, mint az emberben
talalhatoak.®2°! Patkanyokban a taurin amidacié dominal, ami kevésbé hidrofob és a

taplalkozasi szokasaiknak jobban megfelelé epesavisszetételt eredményez.82%

I. tablazat: Az ember és sertés epeholyagjaban taldlhat6 epe 6sszehasonlitasa (Kobayashi és mtsai, 1998
alapjan)

Paraméter Human Sertés
Viszkozitas 3,5+1,8 3,522

pH 6,8+0.5 6,9+0.6

Na (mEq/L) 3074241 269497
K (mEg/L) 13,446,3 11,7£2.,4

Cl (mEq/L) 1584212 81,4+113,8

HCO2 (mEg/L) 8,6+5,8 13,1+£9,9

Ca (mg/dl) 47+17,3 31,1£11

P (mg/dI) 6,8+6,7 2,9+1,9

Mg (mg/dl) 25,2+14,2 7,5+2,2
Cholesterol (mg/dl) 2194234 3354201
Total bilirubin (mg/dl) 668+340 36,115

Indirekt bilirubin (mg/dl) 343£192 20,4+8
Glikokolsav (mg/dl) 64936+85268 734+164

Az epevezeték és az epehdlyag (cholecysta) anatomiaja is jelentds kiilonbségeket mutat.
Az emberi epeutak rendszeréhez tartozik a ductus hepaticus communis, amelyet a ductus
hepaticus dexter és sinister Osszefolyasa alkot. A ductus choledochus atméréje altalaban 6-8
mm, és a ductus pancreaticus majorral egyiitt nyilik a papilla duodeni majorba (Vater-papilla).®

A sertések epevezetékrendszere hasonl6 az emberéhez, a k6z0s epevezeték szintén a nyombélbe
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nyilik. Az anatdmia azonban némileg eltérhet az elagazasi mintazat és a ductusok mérete
tekintetében.>®® A patkanyok eltéré epelti anatomiat mutatnak. Teljesen hidnyzik az
epeholyagjuk, ami jelentds eltérés mind az embertdl, mind a sertéstol. A maj altal termelt epe

tarolas nélkiil kozvetleniil a nyombélbe folyik.%%%

2.4. Antitrombotikus szerek

A haemorheologiai paraméterek, mint példaul a vordsvérsejtek deformabilitasa és
aggregatioja, szamos pathofiziologias korképben megvaltozhatnak, azonban kiils6 befolyasold
tényezOk is hatassal lehetnek ezen valtozokra, tobbek kozott a preanalitikai tényezok, de a
patologias allapotok kezelésére hasznalt terapidk is.>>%% Ezen terapidk kozé sorolhatd az
antitrombotikus szerek alkalmazdsa is, melynek haemorheologiai hatdsai részben
ismertek®1%1! azonban az orvos- és egészségtudomany folyamatos fejlédésének kdszonhetéen
gyakran jelennek meg ujabb készitmények, melyeknek micro-rheologiai paraméterekre

gyakorolt hatasai még feltaratlanok.

2.4.1. Vérlemezkegatlé készitmények

A vérlemezkegatld szerek csokkentik a vérlemezkék Osszetapadasi (aggregatios)
képességét, ami a vérrogok kialakuldsanak egyik kulcsfontossagu 1épése. Azaltal, hogy
beavatkoznak ebbe a folyamatba, segitenek megeldzni a trombusok kialakuldsat az artérias
keringésben, azokon a helyeken, ahol a véraramlas a plakkok felszakadasa vagy az erek sériilése
miatt karosodhat, 999100

Ezeket a szereket elsdsorban a trombotikus események megeldzésére hasznaljdk a
magas kockézatu betegeknél, példaul azoknal, akiknek a kortorténetében mar volt szivinfarktus
vagy stroke, vagy akik olyan eljarasokon esnek at, mint az angioplasztika vagy stent

behelyezése. A kettés thrombocyta-aggregatio-ellenes kezelés (DAPT), amely az aszpirint

19



P2Y 1o-gatloval kombinalja, bizonyitottan jelentdsen csokkenti az ismétlodoé kardiovaszkularis

események kockazatat. 10t
A vérlemezke-aggregatio megakadalyozasaval a thrombocyta-aggregatio-gatlo szerek

segitenek csokkenteni az ischaemias szovédmények, példaul a szivinfarktus és a stroke

kockazatat, kiilonosen az atherosclerosisban szenvedé vagy sebészeti beavatkozason atesett

betegek esetében.'®
A thrombocytagatldé  vagy  thrombocyta-aggregatio  gatld  gyogyszerek

hatasmechanizmusuk ¢és kémiai szerkezetiik alapjan tobb csoportba sorolhatok, melyet a II.

tablazat foglal dssze.1%2

11. tablazat: A vérlemezkegatld készitmények osztalyozasa (Das és mtsai, 2010 alapjan)
Csoport megnevezése Gydgyszer készitmény
. L oy Aspirin
Ciklooxigenaz (COX) gatlok Indobufen
Ticlopidine
Clopidogrel
ADP receptor antagonistak Prasugrel
Cangrelor
Ticagrelor
Elinogrel
Abciximab
. - (12 Tirofiban
Glikoprotein Iu/I11; gatlok Eptifibatide
Defibrotide
Foszfodiészteraz gatlok Dipyridamole
Cilostazol
Proteaz-aktivalt-receptor-1 (PAR-1) antagonistik \g’rapaxar
topaxar
Tromboxan-Az (TxA2) szintézist gatld Terutroban
TR ARC1779
Thrombocyta adhézié gatlok DZ-697b
Nitrogén-oxid felszabaditd aspirin NCX-4016
PR-15
Kollagén-thrombocyta interakci6 gatlo Monoklonalis antitestek
Aptamerek

Néhany vérlemezkegatld készitmény hatashelyét mutatja be a 5. dbra.!®® Az egyes
csoportok kiilonb6z6 hatdsmechanizmus szerint gatoljdk a vérlemezke-aggregatiot. A

ciklooxigenaz (COX) gatlok a tromboxan A, termelddését akadalyozzak a ciklooxigendz enzim
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irreverzibilis gatlasaval'®, az ADP receptor antagonistdk a P2Y1» receptort gatoljak a
vérlemezkéken'®, mig a glikoprotein I1x/111a gatlok kozvetleniil a glikoprotein ITv/111, receptort
gatoljak.!%® A foszfodiészteraz gatlok a foszfodiészteraz Ill-at gatoljak, ami a CAMP-szint
emelkedéséhez és a vérlemezkeaktivacio gatlasahoz vezet.}%71% A proteaz-aktivalt-receptor-1
(PAR-1) antagonistak szelektiven antagonizaljak a PAR-1 receptort, amely a human

vérlemezkék £& thrombin receptora, 0910

‘ Plakk felszakadas ‘

Széveti faktor (TF) ‘ Kollagén | ‘ von Willebrand faktor ‘

l I

‘ Thrombocyta adhézié és szekréciod ‘

e |

Ticlopidine
TXA, ADP Clopidogrel
Prasugrel
l i' Cangrelor
Ticagrelor
Thrombocyta rckrutdcid és aktivacio ‘

R

\ﬁgap:;;; | GPIL/111, aktivacié |
P Abciximab
i Eptifibatide
Tirefiban
‘ Thrombocyta aggregatio ‘
5. abra

Vérlemezkegatlo készitmények hatashelye
TXAZ2: tromboxan A,, COX-1: ciklooxigenaz-1, ADP: adenozindifoszfat, VWF: von Willebrand
faktor, GP: glikoprotein, PAR-1: proteaz-aktivalt receptor-1
(Weitz, 2022 alapjan)

A thrombocytagatld vagy thrombocyta-aggregatio gatld gyogyszerek alkalmasak a
trombotikus rendellenességek megeldzésére és kezelésére, kiillondsen koszoruér-betegségben,
akut koszortér-szindroméban és ischaemids stroke-ban szenvedd betegekné] 100101 A

thrombocytagatld vagy thrombocyta-aggregatio gatld szer kivalasztasa a konkrét klinikai

helyzettdl, a beteg allapotatdl, valamint a lehetséges kockazatoktol és elonyoktol fiigg.
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2.4.2. Véralvadasgatlo készitmények

A véralvadasgatlok elsddleges feladata, hogy megakadéalyozzék a vérrdogok kialakuldsat
az erekben. Ez kiilonosen fontos olyan allapotokban, ahol fokozott a vérrogképzodés kockazata,
példaul pitvarfibrillacié, mélyvénds trombozis (DVT) és bizonyos miitétek utan, 11112113

A véralvadasgatlok ugy hatnak, hogy megszakitjak az alvadasi kaszkadban, vagyis a
vérrogképzédéshez vezetd folyamatban részt vevd kiillonbozé utvonalakat. Kozvetleniil
hathatnak bizonyos alvadasi faktorokra, vagy kozvetve a természetes véralvadasgatlok, példaul
az antithrombin aktivitasanak fokozasaval.''4

A veérrogképzdés megakadalyozdsaval az antikoaguldnsok jelentésen csokkentik a
sulyos szovodmények, igy a stroke, a szivroham ¢s a tiidéembolia kockazatat. Kiilonosen
elénydsek a trombusképzédésre hajlamositd allapotl betegek szamara. '

A véralvadasgatlo gyodgyszerek hatdsmechanizmusuk és kémiai szerkezetiik alapjan

tobb csoportba sorolhatok, melyet a I11. tablazat foglal 6ssze.®

I11. tablazat: A véralvadasgatlo készitmények osztalyozasa (Adya és mtsai, 2016 alapjan)

Alkalmazas médja

Csoport neve

Parenteralis Oralis
Heparin Frakcionalatlan heparin
Alacsony molekulasulyu heparin
Enoxaparin
Dalteparin
Heparinoid
Danaparoid
N . Warfarin
K vitamin antagonista
(kumarin) Acen_ocqumarol
Phenindione
Direkt thrombin inhibitor 1 rudin Dabigatran
Argatroban Melagatran

Xa faktor inhibitor
N ., Fondaparinux
Szintetikus pentaszacharid p_
Idraparinux
Rivaroxaban

Direkt Xa faktor inhibitor ]
Apixaban
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A heparinokat és a K-vitamin antagonistakat leginkabb a vénas tromboembolia
kezelésében, mig a direkt thrombin ¢és az Xa faktor inhibitorokat a szévédményes ¢és
beavatkozast igénylé betegeknél alkalmazzak. '’

A véralvadasi kaszkad intrinsic Gtvonalat és a véralvadasgatlok hatashelyét mutatja be

a 6. abra.116

Kontakt aktivalas (intrinsic titvonal)

X1 XlIIa Antithrombin
\ +———— Heparin
X1 Xla — XIi
IX — IXa
Antithrombin-
K-vitamin antagonista ——-—+ X Xa heparin kofaktor IT

i FXa inhibitor ————— ‘
|

_________ — Prothrombin (I[) — Thrombin (Ila) —— Thrombin (IIi)

Direkt thrombin inhibitor —————

Fibrinogén —— Fibrin

|

Keresztkatott fibrin

6. abra
A véralvadasi kaszkad intrinsic utvonala és a véralvadasgatlok hatashelye
F: faktor, a: aktiv forma, i: inaktiv forma
(Adya és mtsai, 2016 alapjan)

A frakcionalatlan heparin (UFH), az alacsony molekulasulyt heparin (LMWH), a
heparinoid és az Xa faktor inhibitor véralvadasi faktorokat (Xlla, 1Xa, Xla, Xa) és a thrombint

inaktivaljak a heparin pentaszacharid szekvencidjanak thrombinhoz valé kotddése utan. Az

crer
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az MMP expressziojat, ezaltal csokkenti a gyulladast.*'® A Danaparoid (Heparinoid) nagyobb
Xa kotodési specificitassal rendelkezik, mint az LMWH. A K-vitamin antagonistak a K-
vitamint aktiv KH2-vitaminna alakité K-vitamin epoxid reduktazt gatoljak, amely a Il, VII, IX
¢és X alvadasi faktorok szamara sziikséges a y-karboxilaciohoz. A direkt thrombin inhibitor az
antitrombotikus hatast a thrombin aktiv helyéhez vald kozvetlen és reverzibilis kotédése révén
fejti ki, ami a fibrinképz6dés, a vérlemezkék és az V, VIII, XIlI faktorok, valamint a C-protein
aktivalodasanak gatlasahoz vezet. A Dabigatran (Direkt thrombin inhibitor) mind a szabad,
mind a vérroghdz kotétt thrombinhoz ko6tddik, és kdzvetve, a szoveti plazminogén-aktivator
(tPA) szintjének novelésével és a thrombin altal aktivalhato fibrinolizis inhibitor (TAFI)
gatlasaval elésegiti a fibrinolizist is.!1®

Az antikoagulans szereket prevencios céllal alkalmazzak bizonyos sebészi
beavatkozdsok utan vagy hosszabb ideig mozgasképtelen betegeknél a posztoperativ

tromboembolias szovodmények megelézésérettl112:113.115

, illetve terapias céllal a mar meglévo
tromboembolids allapotok kezelésében, segitve a meglévd vérrdgok ndvekedésének

megakadalyozasat, és lehetdvé téve, hogy a szervezet természetes fibrinolitikus folyamatai

feloldjak azokat.!®

2.4.3. A heparin haemorheologiai hatasai

A frakcionalatlan heparin, a klinikai gyakorlatban gyakran alkalmazott antitrombotikus

szer, alacsony nyirasi sebességnél noveli a vorosvérsejtek szedimentacios ratajat €s a teljes vér

1.1

viszkozitasat, ami a vOrosvérsejtek aggregatidjanak novekedésére utal.”” Ezen tulajdonsaga

ellenére a heparint szdmos intravaszkularis eljaras soran alkalmazzdk a kaniilokben, de a
frakcionalatlan heparin az extrakorporalis membranoxigenizaci6 (ECMQO) ¢és a
kardiovaszkularis miitétek soran is a jelenlegi nemzetkdzi standard antikoagulans.'?

A vorosvérsejtek talzott aggregatidja elzarhatja a kis ereket, kiilondsen a microcirculatio
¢ 44,121,122

szintjén, ami csokkentheti a szovetekbe jutd oxigén ¢és tapanyagok mennyiségé
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A vorosvérsejt aggregatio jelentds hatassal van az in vivo hemodinamikara, és hatranyosan
befolyasolhatjia a  vordsvérsejtek  eloszlasat ¢és az  dramlas  dinamikajat a
microcirculatioban. 2312412 Amellett, hogy a kapillarisok megtelnek ¢és iddvel
diszfunkcionalissa valnak'?®, a vorosvérsejt-aggregatio a vér viszkozitasat is megvaltoztatja és
csokkenti a funkcionalis kapillarisok siirliségét.'?* A vér latszolagos viszkozitasa a csokkend
nyirasi sebességgel n6.1%6127 A vorosvérsejt aggregatio létfontossagu szerepet jatszik a vér

viszkozitasanak meghatarozasaban alacsony nyirasi sebességnél.12/1128

2.4.4. Kettés vérlemezke- és véralvadasgatlo készitmény (APAC)

A heparin a hizosejtekbdl szarmazik, heparin-proteoglikanok (HEP-PG) formajaban, az
érfalakon ugyanazon a helyen, mint a szoveti faktor. A szovetkarosodas sordn a hizosejtek
aktivalodnak, és az UFH-nal nagyobb molekulatomegii heparin-proteoglikdnokat szabaditanak
fel129130.131 - amelyek thrombocytagatld vagy thrombocyta-aggregatio gatlo (kollagén és
thrombin fel¢) és véralvadasgatlé tulajdonsdgokkal rendelkeznek.'?*10 A félszintetikus kettds
thrombocyta- és véralvadasgatld, az APAC, az Egyesilt Allamok Elelmiszer- és
Gyogyszeriigyi Hivatala (United States Food and Drug Administration, FDA) altal még nem
engedélyezett vizsgalati gyogyszer, egy heparin-proteoglikan-mimetikum, a hemosztazis
rendszerre gyakorolt kettds hatassal (thrombocytagatlo vagy thrombocyta-aggregatio gatlo - €s
antikoagulans hatas) rendelkezd, kifejezetten érrendszeri beavatkozasokra szabott heparin-
proteoglikan-mimetikum. Az APAC hizdsejtekbdl szarmazo heparin-proteoglikanokbol all,
frakcionalatlan heparin félszintetikus konjugatum és fehérjemag forméjaban. Az APAC a
természetben eléforduldo HEP-PG-ket utanozva antitrombotikus és gyulladascsokkentd hatasu,
¢és a kozelmultban végzett kiterjedt in vitro és in vivo vizsgalatok alatamasztottak az APAC

igéretes és egyediilallo képességét a helyi antitrombotikus hatas kivaltasara 132133134135 Az

APAC hatasmechanizmusat az 7. abra szemlélteti.3
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\4} ‘( Ilcparin

ol W APAC
~, g\

FXa+AT —— Xa-AT
Flla + AT —» TAT

Véralvadas gatlas [

Albumin

Kollagén

vWF

7. abra
Az APAC thrombocyta- és véralvadasgatloként valo mikodésének vazlata.
FXa: aktivalt X faktor, Flla: aktivalt II faktor, AT: antithrombin, APAC: kett0s vérlemezke- és
véralvadasgatlo, vWF: von Willebrand faktor, GPVI: thrombocyta receptor glikoprotein VI, GPIba.:
GPIb-1X-V komplex glikoprotein komponense (Chen és mtsai, 2018 alapjan)

Citrattal alvadasgatolt human plazmaban vagy teljes vérben in vitro az APAC
koncentraciéfiiggd modon gatolja a kollagén altal kivaltott thrombocyta-aggregatiott3H137,
mérsékli az intrinsic utvonalon inditott koagulaciot, meghosszabbitja az aktivalt parcialis
tromboplasztin idot (APTT), és teljes vérben csokkenti a thrombocyta- és fibrinlerakodast a
trombogén feliileteken a von Willebrand faktor (vWF) ltal kivaltott mechanizmus révén.**

Sertés, pavian és egér trombozismodellekben az APAC antitrombotikus dgensként hat
aziltal, hogy a VWF-ral és a lamininnel kolokalizdlodik a friss sériilés helyén. 31138 Az
ischaemias akut vesekarosodas patkdnymodelljében az APAC vaszkuloprotektiv hatdsat
mutattak ki.'*® A sziv- és érrendszeri betegségek Osszetettsége sziikségessé tette a kiilonbozd
mechanizmust antitrombotikus szerek - thrombocytagatld vagy thrombocyta-aggregatio gatlo,
antikoagulans és fibrinolitikus szerek - kombinalt alkalmazasat.!36140141 A ayogyszerek
fokozhatjdk a hatékonysagot, de az alkalmazott gydgyszerek szamaval né a
vérzésveszély. 130142143 Ez¢rt egyetlen olyan antitrombotikus készitmény alkalmazasa, amely
egyszerre rendelkezik szelektalt thrombocytagatld vagy thrombocyta-aggregatio gatld - és

antikoagulans funkcidval, nagy hatdssal lehet ezen a teriileten, 136143
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3. CELKITUZESEK

1. Célunk volt olyan patkany és sertés allatmodell kialakitasa, melyek lehetéséget
biztositanak a bilhaemia széleskorii vizsgalatara.

2. A kialakitott allatmodellekben tanulmanyozni kivantuk a bilhaemia kézvetlen hatasait
a voOrosvérsejtek hagyomanyos és ozmotikus gradiens deformabilitisara, a
vorosvérsejtek aggregatiojara és a hemodinamikai paraméterekre.

3. Célul thztik ki a valtozasok dinamikéjanak ¢és a fajok kozotti kiilonbségeknek a
vizsgalatat.

4. Célunk volt egy olyan protokollt kidolgozni sertés modellre, ami lehetévé teszi a kettds

thrombocyta- és véralvadasgatld (APAC) emelked6 dozisban torténd vizsgalatat.

5. Akidolgozott protokoll szerint vizsgalni kivantuk az APAC hatasait a micro-rheologiali

paraméterekre, tobbek kozott a vordsvérsejtek deformabilitasara és aggregatiojara.

6. Ezt kovetden célunk volt az APAC kiilonbozé dozisait Osszehasonlitani a
frakciondlatlan heparin (UFH) kiilonb6z6é doézisaival, és kovetkeztetéseket levonni

mindkét szer vonatkozasaban.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérleteket az Eurdpai 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 regisztracids szamai: 17/2022/DEMAB és 3/2021/DEMAB).

4.1. Az epe hatasa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhnaemia soran
4.1.1. 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 hémérsékleten, 55+10%-o0s paratartalom mellett, 12-12 6ras
vilagos/sotét ciklusban, vizhez és standard patkanytaphoz szabadon val6 hozzaféréssel.

A sertéseknek a ketrecek szelldztetését (15-20x légcsere/ora) és fiitését (kdzponti és
padlofiités) biztositottuk, az allatok stlyanak megfeleléen 22-26 °C-os hdmérsékleti
tartomanyban. Az allatok elhelyezése sordn keriiltiik a szélsdséges és hirtelen nagymértékii
paratartalom-ingadozast, a vilagitas pedig 12-12 6ras vilagos/sotét ciklusban tortént. Az allatok

a fajuknak megfeleld takarmanykeveréket kaptak, az itatas onitat6 rendszerrel tortént.

4.1.1.1. Patkdanyokon végzett miitéti beavatkozdsok

Altalénos 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/) kovet6en egy 26 G vastagsagu kaniilt
helyeztiink be a lateralis farokvénaba (8. abra, A) a vérvételhez, folyadékterapiahoz és az epe
beadasahoz. A jobb oldali arteria carotis communist kipreparaltuk és kantilaltuk (8. abra, B)
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(0.D. 0,965 mm, Polyethylene Tubing Clay Adams, 427411, BD Intramedic™, Sollentuna,

Svédorszag).

C

8. abra
A 26 G vastagsagu kaniil behelyezése a lateralis farokvénaba (A), az arteria carotis communisba
helyezett kaniil (B), a ductus choledochusba behelyezett kaniilhoz csatlakoztatott 27 G vastagsagu tii
az 1 ml-es fecskend6vel, benne némi epével (C)

A kaniilt, centralis ligatiraval torténd rogzitése utan, a 9. abran lathaté invaziv
hemodinamikai monitorozé rendszerhez (Hemosys monitor system LD-01, Experimetria Kft.,
Budapest, Magyarorszag) csatlakoztattuk (9. dbra, A), mely az invaziv vérnyomast folyamatos

nyomadasgorbe forméjaban rogzitette (9. abra, B).
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9. abra
A vérnyomas €s a szivfrekvencia monitorozasahoz hasznalt Hemosys monitor system LD-01
hemodinamikai monitorozo6 rendszer (A) és a mérés soran kapott reprezentativ vérnyomas gorbe (B)

Az epegylijtéshez median laparotomiat végeztiink, a ductus choledochust mikrosebészeti
technikaval kipreparaltuk és megnyitottuk, majd kaniilaltuk (Micro-Renathane®, MRE-025
tipus, 0,25 mm kiilsé 4tmérd * 0,12 mm belsé 4tmérd; Braintree Sceintific Inc.).1441%° Egy 1
ml-es fecskenddt 27 G tiivel csatlakoztattunk a kaniilhoz (8. abra, C). Az epét 1 6ran keresztiil

gyljtottiik, ami koriilbeliil 250 pl extrahalt epetérfogatot eredményezett.

4.1.1.2. Sertéseken végzett miitéti beavatkozdsok

Az altatas az alabbi protokoll szerint tortént: premedikacio: i.m. 1-2 mg/kg azaperon
(Stresnil, Elanco GmbH, Cuxhaven, Németorszag), az altatas 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 kovetéen az

allatokat intubaltuk, és ahogy a 10. abra ,,4” részén is lathat6, a jobb oldali vena jugularis
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externat kaniilaltuk (Certofix Trio, 7F, B.Braun Trading Ltd., Budapest, Magyarorszag) a

vérvétel, folyadékterdpia és epeadagolas céljabol.

HV‘

O. abra
A jobb oldali vena jugularis externa kaniilalasa (A), az arteria femoralis kaniilalasa (B), az epe
gylijtése az epeholyag kozvetlen punkcidjaval felsé median laparotomiat kovetden (C)

A bal oldali arteria femoralisba helyezett kaniilh6z (10. abra, B) (Certofix Trio, 7F) a 9.
abra ,, A" részén lathat6 invaziv hemodinamikai rendszert (Hemosys monitor rendszer LD-01)
csatlakoztattuk és az invaziv vérnyomast folyamatos nyomasgorbe formajaban rogzitettiik (9.

abra, B).
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Az epét az epehdlyag kozvetlen punkcidjaval nyertik felsé median laparotomian
keresztiil (10. abra, C). Ehhez 23 G vastagsagu tiit és 5 ml térfogatti fecskend6t hasznaltunk, és

5 ml epét gyljtottink.

4.1.1.3. Vervételi protokoll

A mitét és az epe beadasa el6tt vért vettiink a kaniilalt vénakbal (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 ul teljes vér + 1 ul vagy
5 ul epe) hatasat. Az in vivo vizsgalatokhoz a vérmintakat 5 perccel a 200 pl/kg epe intravénas

bolus injekcidja utan vettiik.

4.1.2. Laboratériumi vizsgalatok
4.1.2.1. Haematologiai paraméterek

A haematologiai paramétereket a Sysmex K-4500 (TOA Medical Electronics Co., Ltd.,
Kobe, Japan) haematologiai automataval hatdroztuk meg. A mérés elvégzéséhez 80 pnl
antikoagulalt vérre volt sziikség. A haemoglobin tartalom (Hgb, [g/dL]) meghatarozasa
spektrofotometrids 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
értekeket kalkuldl, 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]).

4.1.2.2. Vorosvérsejt hagyomdnyos és ozmotikus gradiens deformabilitas

A vorosvérsejtek deformabilitdsdnak meghatarozdsdhoz a LoRRca Maxsis Osmoscan

ektacytométert (RR Mechatronics International B.V., Zwaag, Hollandia) hasznaltuk.>? A
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késziilék egy statikus hengerb6l (bob) és egy forgathatdé 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 €s lézerrel megvilagitva a visszavert fény
diffrakcids mintazatot hoz Iétre, ami aranyos a sejtek elnyujthatosagaval. A nyiréfesziiltség (SS,
Pa; tartomany: 0,3-30 Pa) fiiggvényében hataroztuk meg az erythrocytak deformabiliasat
jellemzo6 elongatios indexet (EI). A hagyomanyos deformabilitds mérések elvégzéséhez 2 mL
polivinilpirrolidon (PVP)-PBS oldatot (PVP: 360 kDa, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA; PVP-PBS oldat viszkozitdsa = 30,5 mPas, ozmolalitds = 303 mOsmol/kg, pH = 7.5)
ovatosan szuszpendaltunk 10 pL mintaval (teljes vér vagy vér-epe szuszpenzid). A késziilek
temperalhatd, minden mérést 37 °C-on végeztiink. Az EI-SS gorbékbdl 6sszehasonlithato
adatokat szamoltunk: EI értékek 3 Pa-nal, és a Lineweaver-Burk egyenlet (1/El = SS1/2/Elmax X
1/SS + 1/Elmax) segitségével az egyes EI-SS gorbéket parametrizaltuk, igy megkaptuk a
maximalis elongatios indexet (Elmax), és a maximalis elongatios index feléhez tartozo
nyirofesziiltséget (SSu/2, Pa) (11. abra).*® Az eredmények értékelése soran az alacsonyabb El
vagy Elmax, és @ magasabb SSi,, értékek a vorosvérsejtek csokkent deformalhatosagat jelezték.
Lineweaver-Burke analizis
1/B1=SS,,/El,.. x 1/SS+ 1/EI,,.
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elongatios index (EI) = A+ " os 5 s0
Nyirofesziiltség [Pa]
11. abra

Az elongatids index meghatarozasa a mérések soran készitett diffrakcios mintazat alapjan, valamint
abrazolasa a nyirofesziiltség fliggvényében és parametrizalasa a Lineweaver-Burke egyenlet
segitségével (Baskurt és mtsai, 2009)
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Az ozmotikus gradiens deformabilitas (osmoscan) méréshez 250 pulL mintara és 5 ml, az
el6z6 bekezdésben részletezett izotonias PVP-PBS oldatra volt sziikség. A késziilék alacsony
(0 mOsm/kg) és magas ozmolalitasa (500 mOsm/kg) PVP-oldatokat kever a mintaval, igy a
szuszpendaldo kozeg ozmolalitasa folyamatosan valtozik. Az EI meghatarozasa allando
nyirofesziiltség (30 Pa) mellett torténik. Az elongatios indexet folyamatosan regisztralja a
késziilék az adott ozmolalitas érték fiiggvényében. A mérés eredménye egy jellegzetes El-
ozmolalitas (O) gorbe, melynek szamos jellemzé pontja van. Az alacsony ozmolalitas
tartomanyban 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
értekkel, lasd fentebb) és az O (EI max), a magasabb ozmolalitds tartoményban pedig az EI
hyper (a magas ozmolalitast kdrnyezetben a maximalis nyulasi index fele) és az O hyper (12.
abra). Minden EI-O gorbe alatti teriiletet kiszamitottuk (Area).>83147 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.®
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12. abra

Osmoscan mérés soran kapott elongatios index-ozmolalitas gorbe reprezentativ képe és a gérbe
jellemzésére szolgalo paraméterek (Clark és mtsai, 1983 alapjan)
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4.1.2.3. Vorosvérsejt aggregatio

A vérmintdk aggregatiés index értékének meghatarozdsdhoz a Myrenne MA-1
aggregométert (Myrenne GmbH, Roetgen, Németorszdg) hasznaltuk. A  mérés
fénytranszmisszios fotometriai modszeren alapul. A vizsgalathoz 20 ul antikoagulalt vérre volt
sziikség. Ahogy a 13. 4bra is szemléleti, a disaggregatio (nyirasi sebesség: 600 s™) utani 5. vagy
10. méasodpercben a transzmittalt fényt hatdroztuk meg stasisban (M értékek, nyirasi sebesség:
0 s vagy alacsony nyirasi sebesség (M1 értékek, nyirasi sebesség: 3 s1) mellett. A méréseket
szobahdmérsékleten (20-25 °C) végeztiik. A magasabb indexértékek (M 5 s, M1 5s, M 10 s,

M1 10 s) fokozott vorosvérsejt aggregatiot jelentenek. 2148

Fénytranszmisszio mértéke

| | | I
5 10 Ido [sec]

disaggregatio

13. dbra
A Myrenne MA-1 aggregométer miikodési elve

4.1.3. Statisztikai analizis

A kisérlethez sziikséges esetszam (mintanagysag) becsléséhez 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) formaban tiintettiik fel. Az adatok eloszlasanak normalitdsat

Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk, és ennek megfeleléen a csoportokon beliili

35



kiilonbségeket Student féle t-probaval vagy Mann-Whitney rank sum teszttel, a csoportok
kozotti kiillonbségeket egyiranyt variancianalizissel (one-way ANOVA) vagy Kruskal-Wallis

tesztettel hasonlitottuk 6ssze. A szignifikancia szintet p<0,05 értéknél hataroztuk meg.

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

deformabilitasara és aggregatiojara sertésmodellben

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

Laboratériumi Kutaté Tanszékével (Dr. Bagoly Zsuzsa).

4.2.1. Kisérleti allatok és mintavételi protokoll
4.2.1.1. Az APAC hatdsa a haemorheologiai paraméterekre

A kutatasba 12-13 hetes ndstény Hypor sertések (n=5/csoport; testtomeg: 23,6+1,58 kg)
keriiltek bevonasra. Altatdsban, a 4.1.1.2. fejezetben leirt altatisi protokoll szerint, mindkét
oldali vena jugularis externaba kaniilt (Certofix Trio, 7F, B.Braun Trading Ltd., Budapest,
Magyarorszag) helyeztiink (14. abra, A). A 14. abran lathat6 modon a jobb oldali vénan
keresztiil torténtek a vérvételek vacutainer csovekbe (BD Vacutainer® csovek, 1,8 mg/ml Ks-
EDTA,; Becton, Dickinson and Company, USA) (14. abra, B), mig a vivéanyagot (1 mL 137
mM NaCl és 10 mM NaxHPOa, 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 (14.
abra, C). A kaniilalast kovetden a vizsgalat soran mindkét oldalon (jobb és 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/Il, Baxter Hungary

Kft.).
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14. abra
A vena jugularis externa kaniilalasa (A), a zart vértételi rendszerben torténd mintavétel a kaniilalt
vénan keresztiil (B) és a vivoanyag, illetve a vizsgalt készitmény beadasanak folyamata (C)

A vizelet elvezetéséhez suprapubicus cystostomia soran katétert helyeztiink a holyagba.
A 1égzés segitésére endotrachealis tubust helyeztiink a 1égcsébe (WATO EX-20Vet, Shenzhen
Mindray Animal Medical Technology Co., Ltd., Kina). A PaCO2-t 35-45 Hgmm-re, a PaO,-t

pedig 100-130 Hgmm-re allitottuk be. A vizsgalati protokollt a 15. abra szemlélteti.
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15. abra
Az APAC haemorheologiai hatdsainak vizsgalatahoz alkalmazott protokoll a mintavételek és az
intravénasan adott bolusok idejével a Kontroll csoportban (A) és az APAC csoportban (B)
APAC: kettds thrombocyta- és véralvadasgatlo készitmény

S —

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 késobb vérvételre
kertilt sor. A vivOanyag negativ kontrollként szolgalt, mivel a NaHPO4 alacsony
végkoncentracidja miatt varhatéan nem befolyasolta az allatok hemosztazisat.}*® Ezt kdvetéen
az APAC-ot 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg és 0,75 mg/kg eszkalalodé dozisban adtuk be intravénasan.
A jelenlegi becsiilt klinikai i.v. bolus adagolas kompatibilis a 0,25-0,5 mg/kg doézisokkal (kb.
45-90 NE/kg heparin), mig a 0,75 mg/kg a toxikoldgiai program alapjdn a maximalis
megengedhetd mennyiséget meghaladja.’®® A hatéanyagot tartalmazé készitmények térfogata
4 ml volt. A Kontroll csoport allatai csak a hatdéanyag nélkiili vivoanyagot kaptak. A beadott
vivoanyag 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 F2084FI1, Leo Pharma, Dania) beadasaval
semlegesitettiik, visszaforditottuk, és 15 perccel késdbb vért vettiink. A kutatds kooperativ
tanulmany volt, igy koagulaciés biomarker-vizsgalathoz is vettiink vérmintakat a

meghatarozott idépontokban.
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4.2.1.2. Az APAC és a frakciondlatlan heparin ésszehasonlitisa

A kutatas 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 keresztiil torténtek a
vérvételek vacutainer csévekbe (BD Vacutainer® csovek, 1,8 mg/ml Ks-EDTA; Becton,
Dickinson and Company, USA). A vivéanyagot (1 mL 137 mM NaCl és 10 mM NaxHPOs, 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-doézis, kb. 90 NE/kg heparin iv.) és a 0,75 mg/kg dozisu

készitmények hatasat hasonlitottuk dssze. A vizsgalati protokollt a 16. abra szemlélteti.

0,75
gfr k mg/k
1 |
80 95

0,75
gf‘k mg/kg
80 95
ﬂ\?’i\'ﬁanyag ﬂ UFH E APAC l Vérvétel

16. abra
Az UFH ¢és az APAC 6sszehasonlitasa soran alkalmazott protokoll a mintavételek és
az intravénasan adott bolusok idejével az UFH csoportban (A) és az APAC csoportban (B)
APAC: kettds thrombocyta- és véralvadasgatlo készitmény, UFH: frakcionalatlan heparin

A

1dé (perc)

1d6 (perc)

Elészor a vivéanyagot adtuk be, ezt kovetden az APAC vagy az UFH alacsony (0,5
mg/kg), majd magasabb (0,75 mg/kg) bolus dozisat. Az elsé vérmintat 5 perccel a vivoanyag
beadasa utan vettiik, és alapértéknek tekintettiik; a tovabbi mintavételek 15 perccel a vizsgalt

anyagok beaddsa utan torténtek.
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4.2.2. Laboratoriumi vizsgalatok
4.2.2.1. Haematologiai paraméterek

Az APAC hatasainak vizsgalata sordn a kvantitativ és kvalitativ haematologiai
valtozokat a Siemens Advia-120 haematologiai automatdval a Multi Species program
hasznélataval mértilk le. Az APAC és a frakciondlatlan heparin Osszehasonlitdsa sordn a
paraméterek vizsgalatat a 4.1.2.1. fejezetben ismertetett modszer szerint a Sysmex K-4500

haematologiai automataval hataroztuk meg.

4.2.2.2. Vorosvérsejt hagyomanyos deformabilitds és membrdn (mechanikus) stabilitds

A vordsvérsejt hagyomanyos deformabilitds méréseket a 4.1.2.2. fejezetben leirt
modszerrel végeztilk az ismertetett hagyomanyos deformabilitds 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 vOrdsvérsejt 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 ujboli deformabilitas mérés kovetett (17.
abra). A kiértékelés soran a mechanikus stressz eldtt és utdn mért deformabilitas értékek

aranyait (el6tte/utana arany) hasonlitottuk dssze.'>

Curve Curve _ Curve

o7 elotre
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0.2,

' 1 ' 0,2+,
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' ' ' ' ' ] i
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Shear stress (Pa) Time (s)

0,2-, 1 1 i
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Shear stress (Pa)
S51/2(Pa) I5,25 Elmax 10,490 mJ1,80342

551/2 (Pa) 2,56 Elmax 0,544 m|1,19256

17. abra
A membran (mechanikus) stabilitasi teszt el6tt €s utdn mért elongatios index-nyirofesziiltség gorbek,
kdzépen pedig a mechanikus stressz alatt mért elongatios index értékek
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4.2.2.3. Vorosvérsejt aggregatio

A vorosvérsejtek aggregatiojat a LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytométer
(Mechatronics BV, Hollandia) késziilékkel vizsgaltuk. A mérés soran a lézerrel megvilagitott
mintardl visszaverddd lézerfényt (laser backscattering method) detektalja a késziilék, mely
soran egy jellegzetes intenzitas-id6 gorbét kapunk (18. abra). A kordbban mar emlitett Couette-
rendszerbe kell a nativ vérmintakat injektalni, amit a késziilék megforgat, ezzel disaggregalva
a mintdt, majd a rotor ezutdn gyorsan ledll, lehetdvé téve a vérmintarol vald
fényvisszaverddésnek a detektalasat.? Vizsgalataink soran az aggregatios index (Al [%])
paraméterek elemzését végeztik el, mely az intenzitdsmaximum megjelenésétdl a 10.
masodpercig visszaverddd fény intenzitasvaltozasabol (Isciop — 1SCo) szarmazd gorbe feletti
teriilet (A) gorbe feletti és alatti teriilet (B) 0sszegéhez viszonyitott aranya: Al = A/(A+B). Ezen
feliil a késziilék meghatarozza az amplitddot, a vizsgalat soran a maximalis és minimalis
intenzitas értékek kozotti kiilonbséget (Amp, [au]), valamint a fél-amplitid6-idoét, a maximalis
intenzitas értékek megjelenésétdl az amplitado felének eléréséig sziikséges id6t (tiz, [5]).21%2 A
mérésekhez 750-1000 pl teljes vérre volt sziikség. A késziilék temperalhato, 37 °C-on torténtek

a vizsgalatok.

[[au] ] A+B
Isc

1op

Iscy,

‘_"t_’ t +10 " !
top 12 top 1d6 [masodperc]
disaggregatio T aggregatio (rouleaux formdcio, 3D aggregatumok)
Alak visszadllasi fazis
Rotacio leallitasa
18. abra
A syllectometria elvén alapul6 aggregatio mérés soran kapott intenzitas-id6 gorbe és a meghatarozhato

paraméterek (Hardeman és mtsai, 2007 alapjan)
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4.2.3. 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 becsiiltiik meg. A Kolmogorov-Smirnov-féle
normalitasvizsgalat eredményei alapjan a csoportok kozotti kiilonbségeket Student t-probaval
vagy Mann-Whitney teszttel, az egyes vérvételek kozotti kiillonbségeket 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.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az epe hatasa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran

5.1.1. Hemodinamikai paraméterek

A 19. abra az artérias kozépnyomas (MAP) valtozasanak reprezentativ gorbéit mutatja

az in vivo epe befecskendezését kovetéen patkanyok (19. abra, A) és sertések (19. abra, B)

esetében.
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19. abra

15 20 25 30

1d (s)

Az artérias k6zépnyomas reprezentativ gérbéi az epe beadasa utan patkanyokban (A)

és sertésekben (B)

35

Az egyszeri dozist epe bolus beadasa utan az artérias k6zépnyomas és a szivfrekvencia

(HR) gyorsan csokkenni kezdett. A két faj tekintetében a csokkenéshez, majd az ezt kovetd

normalizalddashoz eltérd iddére volt sziikség. Patkanyoknal az értékek rovid idoén beliil

normalizalodtak, mig sertéseknél a helyreallas sokkal lassabb volt (IV. tablazat).

IV. tablazat: Az artérias kdzépnyomas (MAP) és a szivfrekvencia (HR) csokkenésének mértéke, a

csOkkenés és a normalizalodas id6tartamaval

Faj Patkany Sertés
Paraméter MAP HR MAP HR
Csokkenés mértéke (%) 15,2469 4,6+2,1 32,1£14 * 25,2+11,6 *

Csokkenéshez sziikséges 1d6 (s) 10,6+2,6 48,3+18,9 *

50 % 24, 4+7 83,3+25,2 *

Normalizal6dashoz

80 % 34,8+8,4 110,3£22 *
sziikséges 1do (s)

100 % 45+9,5 130420 *

MAP: artérias kézépnyomas, HR: szivfrekvencia; Atlag + S.D.; * p < 0,05 vs. patkéany.
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5.1.2. Haematologiai paraméterek

A V. tablazat Osszefoglalja az daltalinos mennyiségi és mindségi haematologiai
paramétereket. A patkdnyokndl enyhe emelkedés volt megfigyelhetd az intakt vérhez képest
szamos paraméter tekintetében, a fehérvérsejtszdmot kivéve, ami kismértéki 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
ul/kg epe) és a haematocrit értékek (p<0,001 vs. 1 pul epe; p=0,006 vs. 5 ul epe; p<0,001 vs. in
vivo 200 pl/kg epe) szignifikans valtozasa volt tapasztalhato az intakt vérhez viszonyitva. Ezzel
szemben a sertéseknél a legtobb paraméter enyhe csokkenése vagy stagnalasa volt

megfigyelhet6 az intakt vérhez képest.

V. tablazat: A haematologiai paraméterek valtozasa az epe-vér szuszpenziokban (in vitro, 1 ul vagy 5
ul epe 500 ul vérben), bilhaemiaban (in vivo, 200 ul/kg epe i.v.), dsszehasonlitva az alap értékekkel

(intakt teljes vér)

Intakt teljes vér invitro 1 pl epe in vitro 5 ul epe in vivo (bilhaemia)

Patkdny Sertes Patkadny Sertes Patkadny Sertes Patkany Sertés
[1?)’1‘5'_] 8,25+0,33 | 6,95+0,64 | 8,76+058 |6,4240,71* | 86+043 | 6,52+0,65 | 8,68+0,5 | 7,01+1,18
[1'(:)‘;/5L] 7,08£1,31 | 24,78+2,74 | 6,98+2,48 | 25,01+2,96 | 6,63+1,93 | 24,57£2,75 | 6,71+1,92 | 21,78+4,3
[';/95] 147,7£55 | 123,8+14,9 | 159+8,5* | 115,1+13,4 | 156,4+7,2* | 116,9+12,6 | 160,6+7,8* | 123,9+19,9
[HO/C; 4435+1,33 | 41,09+4,67 | 48,34+2,61* | 38,09+4,22 | 47,57+2,19* | 38,76+3,95 | 48,64+2,65% | 40,86+6,91

0

I\flfCL}/ 53,82+1,33 | 59,04+2,26 | 5524+1,76 | 59,33+1,92 | 5536+1,67 | 59,48+2,01 | 56,03+1,74* | 59,07+2,06
'\f'p%']" 17,3121,9 | 17,79+0,78 | 18,1941,01 | 17,93+0,92 | 18,21+0,71 | 17,93+0,93 | 18,5140,69 | 17,88+0,93
IV[IQC/E]C 32154328 | 3012449 | 329+105 | 30247 | 3288+37 | 3014468 | 330244 | 302981
[lgg‘/';_] 744,6£175,1 | 409,9+94,3 | 808,5+114,9 | 441,9+78,8 | 785,8+110,5 | 427,6+66,5 | 862,7+148,9 | 385,6=110,7

Vvs: vorosvérsejtszam, Fvs: fehérvérsejtszam, Hgb: haemoglobin tartalom, Hct: haematocrit koncentracio,
MCV: atlagos vordsvérsejt térfogat, MCH: atlagos vordsvérsejt haemoglobin tartalom, MCHC: étlagos
vorosvérsejt haemoglobin koncentracio, Thr: thrombocyta szam. Atlag + S.D.; * p <0,05 vs. intakt teljes vér

5.1.3. Vorosvérsejt hagyomanyos és ozmotikus gradiens deformabilitas

Az elongatiés index-nyirofesziiltség gorbék kiértékelésekor a fajok kozott kiilonbozo
eltéréseket figyeltiink meg. Patkanyoknal mind in vitro, mind az in vivo epe bolus beadésa utan

az elongatids index értékek csokkenése, majd ndvekedése volt megfigyelhetd az alacsony
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nyirofesziiltség-tartomanyban (<3 Pa), amit a magasabb nyiréfesziiltség-tartomanyban (>3 Pa)
normalizalodas kovetett az intakt teljes vérhez képest. Sertésekben 1 ul epe in vitro beadasat
kovetden az El 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 csokkenése volt tapasztalhato
az intakt teljes vérhez képest.

A 20. abra az elongatids index értékeket (EI) a nyirdfesziiltség (SS) fliggvényében
abrazolja, a hagyoményos ¢és az ozmotikus gradiens deformabilitasi vizsgélatok numerikus
adatait a VI. és VII. tablazat 6sszegzi.

—s—Intakt teljes vér —— i vitre 1 pl epe--a--ir vitro 5 pl epe - = - in vive 200 plkg epe
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20. abra
Elongatids index a nyirdfesziiltség (SS [Pa]) fliggvényében patkanyok (A) és sertések (B) esetében, az
epe-vér szuszpenziokban (in vitro, 1 pl vagy 5 ul epe 500 pul vérben), bilhaemiaban (in vivo, 200 pl/kg
epe 1.v.), 0sszehasonlitva az alap értékekkel (intakt teljes vér). Atlag = S.D.

V1. tablazat: A vordsvérsejtek konvencionalis deformabilitasi paramétereinek valtozasa az epe-vér
szuszpenzidkban (in vitro, 1 ul vagy 5 ul epe 500 ul vérben), bilhaemiaban (in vivo, 200 ul/kg epe i.v.),
Osszehasonlitva az alap értékekkel (intakt teljes vér)

Intakt teljes vér invitro 1 ul epe in vitro 5 ul epe in vivo (bilhaemia)

Patkany Sertés Patkany Sertés Patkany Sertés Patkany Sertés
El 3 Pa-nal | 0,372+0,01 | 0,365+0,01 | 0,379+0,02 | 0,355+0,02 | 0,381+0,01 | 0,361+0,02 | 0,389+0,02* | 0,36+0,02
Elmax 0,568+0,01 | 0,521+0,02 | 0,574+0,01 | 0,503+0,02 | 0,573+0,02 | 0,517+£0,03 | 0,571+0,02 | 0,512+0,02
SSiz[Pa] | 1,611+0,21 | 1,403+0,27 | 1,609+0,23 | 1,347+0,26 | 1,544+0,24 | 1,355+0,29 | 1,463+0,34 | 1,31+0,23
E'?gﬁlsﬂz 0,358+0,04 | 0,383+0,07 | 0,362+0,05 | 0,385+0,07 | 0,381+0,05 | 0,383+0,08 | 0,404+0,07 | 0,402+0,06

El 3 Pa-nal: 3 Pa nyirofesziiltségen mért elongatios index érték, Elmax: maximalis elongatids index érték,
SSi: a maximalis elongatios index érték feléhez tartozo nyirofesziiltség, Elmax/SSuz: 8z Elmax €s az SSyp
aranya. Atlag £ S.D.; * p <0,05 vs. intakt teljes vér
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VII. tablazat: A vorosvérsejtek ozmotikus gradiens deformabilitasi (osmoscan) paramétereinek
valtozasa az epe-vér szuszpenziokban (in vitro, 1 pl vagy 5 ul epe 500 pl vérben), bilhaemiaban (in
vivo, 200 ul/kg epe i.v.), dsszehasonlitva az alap értékekkel (intakt teljes vér)

Intakt teljes vér

invitro 1 pl epe

in vitro 5 ul epe

in vivo (bilhaemia)

Patkany

Sertés

Sertés

Patkany Patkany Serteés Patkany Sertés
El min 0,156+ 0,147+ 0,154+ 0,142+ 0,159+ 0,139+ 0,158+ 0,145+
0,012 0,013 0,007 0,014 0,016 0,006 0,014 0,008
El max 0,525+ 0,528+ 0,532+ 0,528+ 0,528+ 0,528+ 0,532+ 0,521+
0,023 0,005 0,024 0,004 0,019 0,004 0,03 0,008
El hyper 0,263+ 0,264+ 0,266+ 0,264+ 0,264+ 0,264+ 0,266+ 0,261+
0,012 0,003 0,012 0,002 0,01 0,002 0,015 0,004
O min 136+ 182+ 137,17+ 182+ 139,33+ 179+ 142,67+ 183+
[mOsm/kg] 6,03 7,86 7,17 5,76 6,92 4,69 5,68 8,16
O (El max) 277+ 357,88+ 281,67+ 354,13+ 280,33+ 355,43+ 288,17+ 352,25+
[mOsm/kg] 17,4 10,09 21,84 6,56 26,11 9,69 16,14 10,86
O hyper 428,33+ 492,83+ 431+ 487+ 435,25+ 489,8+ 439,5+ 491+
[mOsm/kg] 3,14 9,95 4,16 6,16 6,24 8,26 3,7 8,17
Area 141,85+ 135,03+ 143,17+ 134,33+ 139,9+ 135,1+ 141,92+ 132,84+
9,56 3,71 7,33 1,82 7,71 3,13 14,12 4,01
AEL 0,369+ 0,381+ 0,379+ 0,386+ 0,369+ 0,388+ 0,374+ 0,377+
0,017 0,016 0,021 0,015 0,009 0,009 0,019 0,015
AO 141+ 175,88+ 1445+ 172,13+ 141+ 176,43+ 145,5+ 169,25+
12,92 10,29 17,76 5 20,83 6,5 14,15 7,2
(El 3,38+ 3,62+ 3,46+ 3,75+ 3,34+ 3,79+ 3,38+ 3,62+
0,18 0,35 0,16 0,37 0,24 0,19 0,17 0,25
0 2,04+ 1,97+ 2,05+ 1,95+ 2,01+ 1,99+ 2,02+ 1,93+
0,07 0,08 0,11 0,04 0,12 0,03 0,1 0,06
AEI/AO 2,6x103% 2,2x103%¢ 2,7x10%+ 2,2x103%% 2,7x103%¢ 2,2x10% 2,6x10°3+ 2,2x10%
3x10* 2x10* 4x10* 1x10* 4x10* 9x10° 3x10* 1x10*
[E1O 1,66+ 1,84+ 1,69+ 1,93+ 1,66+ 191+ 1,68+ 1,88+
0,11 0,19 0,14 0,19 0,06 0,1 0,14 0,13

EI min: minimalis elongatids index; O min: a minimalis elongatids index értékhez tartoz6 ozmolalitas;
EI max: maximalis elongatiés index; O EI max: a maximalis elongatios index értékhez tartozo
ozmolalitas; O hyper: ozmolalitas a hyperozmolaris tartomanyban a maximalis elongatids index felénél;
EI hyper: a maximalis elongatios index érték fele a hyperozmolaris régioban; AEI: az EI min és EI max
értékek abszolut kiilonbsége; AO: az O min és az O (EI max) kozotti kiilonbség; és aranyértékek: rEI

(EI max/EI min), rO (O (EI max)/O min), AEI/AO és rEI/rO. Atlag + S.D.

5.1.4. Vorosvérsejt aggregatio

Az aggregatio vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a patkdny voOrosvérsejtek

érzékenyebben reagaltak mind az in vitro, mind az in vivo adott epére, ahogy ez a 21. abran is

megfigyelhetd.
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Patkanyoknal a két in vitro és az in vivo dozist dsszehasonlitva 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)

mind a 4 paraméter tekintetében. A 200 pl/kg epe in vivo beadasat kovetden az aggregatios

index értékekben szignifikans kiilonbségeket figyeltink meg a dozisok kozott statikus

koriilmények kozott 5 masodperccel (M 5 sec) a disaggregatio utan (p=0,002 vs. alap, p=0,003

vs. 1 ul epe). A masik harom paraméter (M1 5 sec, M 10 sec, M1 10 sec) esetében az aggregatio

a detektalasi hatar ala csokkent.

Sertésekben nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast az aggregatios index értékekben,

amikor az intakt teljes vér és az in vitro vagy in vivo epe hatasat vizsgaltuk, ellentétben a

patkanyokndl megfigyelt szignifikans kiilonbségekkel (21. 4bra).
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21. abra

Aggregatios index értékek a disaggregatio utani 5. illetve 10. masodpercben stasisban (M 5 sec, M 10

sec) és 3 s mellett (M1 5 sec, M1 10 sec) mérve. Atlag + S.D; * p < 0,05 vs. intakt teljes vér;

#vs. 1 ul epe
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5.2. Kettés thrombocyta- és véralvadasgatlo (APAC) szer hatasa a vorosvérsejtek

deformabilitasara és aggregatiojara sertésmodellben
5.2.1. Az APAC hatasa a haemorheologiai paraméterekre
5.2.1.1. Haematologiai paraméterek

Osszességében a teljes vérkép (complete blood count, CBC) nem valtozott jelentdsen,
néhany paraméter tekintetében volt megfigyelhetd kisebb eltérés. Minden valtozé a kisérlet
soran a bioldgiailag normalis tartomanyban maradt. A haematologiai valtozok enyhe valtozasat
tapasztaltuk minden egyes dézis utan, melyek néhany esetben statisztikailag szignifikansak
voltak (Hct: p=0,008; PIt: p=0,031), de minden esetben az értékek a bioldgiailag normal
tartomanyon beliil valtoztak. A VIII. tadblazat a kisérleti protokoll szerint gy(ijtott teljes

vérmintak kivalasztott haematologiai paramétereinek valtozasait mutatja.

VIII. tablazat: A haematologiai valtozok a Kontroll csoportban és az APAC csoportban az eszkalacios
dozisséma mentén (ADVIA 120 hematoldgiai automataval mérve)

Mintavétel ideje Csoport | Vvs (T/L) | Hgb (g/L) Hct (%) MCV (fL) Thr (G/L)

5 perccel a Kontroll | 6,16+0,28 | 95,4+5,0 32,66=1,29 | 53,04+0,91 | 478,80+49,06
vivéanyag beadasa

utan APAC | 5,70+0,37 | 89,4+5,6 29,22+1,75% | 52,82+2,08 | 458,20+57,68

75 perccel a Kontroll | 6,19+0,35 | 96,2+6,8 | 32,28+2,10 | 52,22+0,99 | 481,80+56,15
0,25 mg/kg dozis

beaddsa utan APAC | 5,69+0,57 | 92,4+6,3 29,94+2,32 | 52,80+1,90 | 462,80+66,09

75 perccel a Kontroll | 6,42+0,29 | 100,2+4,1 | 33,54+1,30 | 52,24+0,95 | 485,30+35,00

0,5 mg/kg dozis
bead4sa utin APAC 6,06+0,51 | 97,6+7,0 31,92+2,23 | 52,82+2,00 443,00+54,08

15 perccel a Kontroll | 6,57+0,28 | 102,044,0 | 34,30+1,17 | 52,20+1,01 | 490,80+37,24
protamin-szulfat
beadasa utan
Vvs: vorosvérsejtszam, Hgb: haemoglobin tartalom, Hct: haematocrit koncentracié, MCV: atlagos
vorosvérsejt térfogat, Thr: thrombocyta szam, APAC: kett6s thrombocyta- és véralvadasgatlo

készitmény. Atlag + S.D.; # p < 0,05 vs. Kontroll csoport

APAC 6,15+0,55 | 98,0+7,8 32,30+2,65 | 52,60+2,10 | 432,00+18,92*

5.2.1.2. Vorosvérsejt deformabilitds

Az EI-SS gorbék esetében a Lineweaver-Burk-egyenlet alapjan dsszehasonlitottuk a 3
Pa-nal mért nyulasi index értékeket, a maximalis EI-t és a maximalis EI feléhez tartozo SS

értékeket: 1/El = SS1/2/Elmax X 1/SS + 1/Elmax. A 22. abra a kapott EI-SS gorbéket szemlélteti.
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22. abra
Elongatios index értékek a nyirofesziiltség fiiggvényében a Kontroll csoportban (A) és az APAC
csoportban (B). A vérvétel idépontjai: 1) 5 perccel a vivoanyag beadasa utan; 2) 15 perccel a 0,25
mg/kg dozis utan; 3) 75 perccel a 0,25 mg/kg dozis utan; 4) 15 perccel a 0,5 mg/kg dozis utan; 5) 30
perccel a 0,5 mg/kg dozis utan; 6) 75 perccel a 0,5 mg/kg dozis utan; 7) 15 perccel a 0,75 mg/kg dézis
utan; 8) 15 perccel a protamin-szulfat beadasa utan

A gorbék parametrizalasaval kapott adatokat dsszehasonlitva megfigyelhetd volt, hogy
magasabb nyirofesziiltségnél (30 Pa) a maximalis El-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). A IX. tablazatban lathat6, hogy néhany paraméter szignifikdnsan
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).

IX. tablazat: A vorosvérsejtek deformabilitdsi paramétereinek valtozasa a Kontroll csoportban és az
APAC csoportban

Mintavétel ideje Csoport El 3 Pa-nal Elmax SSi2 (Pa) Elmax/SS1/2
5 perccel a Kontroll 0,33+0,01 0,53+0,04 1,95+0,41 0,28+0,04
vivéanyag beadasa
utan APAC 0,34+0,02 0,55+0,02 1,98+0,40 0,28+0,05
75 perccel a Kontroll 0,34+0,02 0,53+0,02 1,75+0,29 0,31+0,05
0,25 mg/kg dozis
beadasa utan APAC 0,35+0,01 0,53+0,02 1,75+0,27 0,31+0,04
75 perccel a Kontroll 0,35+0,01 0,55+0,01 1,67+0,16 0,33+0,03
0,5 mg/kg dozis
beadésa utan APAC 0,36+0,02 0,53+0,02% 1,58+0,39 0,35+0,06
15 perccel a Kontroll 0,35+0,01 0,54+0,01 1,69+0,24 0,33£0,05
protamin-szulfat
beadasa utan APAC 0,35+0,02 0,52:|:0,03*# 1,55+0,28* 0,34+0,05*

El 3 Pa-nal: 3 Pa nyirofesziiltségen mért elongatios index érték, Elmax: maximalis elongatids index érték,
SS1/2: a maximalis elongatiés index érték feléhez tartozo nyirofesziiltség, Elmax/SSis2: aZ Elmax és az SS1p2
aranya, APAC: kettds thrombocyta- és véralvadasgatlé készitmény. Atlag+S.D.; p <0,05 * vs. 5 perccel
a vivéanyag beadasa utan, # vs. Kontroll csoport
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5.2.1.3. Vorosvérsejt membran (mechanikus) stabilitds

A membréan stabilitds vizsgalat soran a mechanikus stressz el6tti és utani értékek
egymashoz viszonyitott ardnyait a X. tablazat foglalja 6ssze. A 3 Pa-on mért elongatios index
értékek kismértékii csokkenése volt megfigyelheté az APAC csoportban a vivoanyag beadéasa
utan mért értékekhez képest. 75 perccel a 0,25 mg/kg d6zis beaddsa utan szignifikans kiilonbség
volt mérhetd az APAC ¢és a Kontroll csoport kozott (p=0,043). Ezzel szemben a maximalis
elongatios index értékek novekedését tapasztaltuk a vizsgélt készitmény mindkét dozisa utan
az alapértékhez képest. A tobbi paraméter tekintetében az SS1/2 esetében kismértéki csokkenést,
mig az Elmax/SS12 esetében enyhe emelkedést tapasztaltunk, mely valtozas egyik dozist

kovetden sem mutatkozott szignifikansnak.

X. tablazat: A vorosvérsejtek deformabilitasi paramétereinek valtozasa a Kontroll csoportban és az
APAC csoportban

Mintavétel ideje Csoport El 3 Pa-nal Elmax SSi2 [Pa] Elmax/SS12 [Pa]
5 perccel a Kontroll 0,93+0,03 1,01+0,04 1,29+0,25 0,82+0,21
viv@anyag beadasa
utén APAC 0,98+0,08 0,99::0,06 1,58+0,18 0,640,07
75 perccel a Kontroll 0,91+0,05 1,04+0,04 1,54+0,37 0,71+0,21
0,25 mg/kg dozis .
bead4sa utin APAC 0,97+0,02 1,01+0,04 1,52+0,5 0,74+0,27
75 perccel a Kontroll 0,93+0,04 1+0,02 1,54+0,23 0,66+0,11
0,5 mg/kg dozis
bead4sa utin APAC 0,95+0,06 1,03+0,02 1,45+0,28 0,73+0,17
15 perccel a Kontroll 0,95+0,03 1,04+0,03 1,27+0,17 0,83+0,13
protamin-szulfat
beadsa utan APAC 0,94+0,06 1,03+0,04 1,24+0,26 0,87+0,25

El 3 Pa-nal: 3 Pa nyirofesziiltségen mért elongatios index érték, Elmax: maximalis elongatios index értek,
SSi: a maximalis elongatios index érték feléhez tartozo nyirofesziiltség, Elmax/SSu2: 8z Elmax €s az SSyp
aranya, APAC: kett0s thrombocyta- és véralvadasgatlo készitmény. Atlag+ S.D.; p <0,05 # vs. Kontroll
csoport

5.2.1.4. Vorosvérsejt aggregatio

A fényvisszaverddésen alapuld vordsvérsejt-aggregatio mérés sordn az aggregatios

index értékekben nem figyeltiink meg kiilonbséget a csoportok kézott. Az APAC csoportban
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az aggregatios index enyhe novekedése volt megfigyelhetd az egyes dozisok beadasa utan a

Kontroll csoporthoz képest, de ez az enyhe ndvekedés nem volt szignifikans, amint az a 23.
abran megfigyelheto.
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23. abra
A disaggregatiot kovetden mért aggregatios index értékek a Kontroll csoportban és az APAC
csoportban. A vérvétel idopontjai: 1) 5 perccel a vivoanyag beadasa utan; 2) 15 perccel az els6 dozis
(0,25 mg/kg) utan; 3) 75 perccel az els6 dozis (0,25 mg/kg) utan; 4) 15 perccel a masodik dozis (0,5
mg/kg) utan; 5) 30 perccel a masodik dozis (0,5 mg/kg) utan; 6) 75 perccel a masodik dozis (0,5
mg/kg) utan; 7) 15 perccel a harmadik dozis (0,75 mg/kg) utan; 8) 15 perccel a protamin-szulfat
beadasa utan. Al: aggregatids index, APAC: kettés thrombocyta- és véralvadasgatlo készitmény

5.2.2. Az APAC és a frakcionalatlan heparin 6sszehasonlitasa

5.2.2.1. Haematologiai paraméterek

Az APAC csoportban megfigyelt enyhe hemokoncentracio az UFH-csoportban is
megfigyelhetd volt mindkét adag utdn. Az UFH-csoportban a vérlemezkeszam 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 szignifikansan megvaltoztak, biologiailag
mind a fajra vonatkozé normal laboratoriumi tartomanyon beliil maradtak.'®® A kivalasztott

mennyiségi és mindségi haematologiai valtozokat a XI. tablazat foglalja dssze.
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XI. tablazat: A haematologiai valtozok az UFH csoportban és az APAC csoportban (Sysmex K-4500
haematologiai automataval mérve)

Dozis | Csoport | Vvs [T/L] Hgb [g/L] Hct [%] MCV [fL] Thr [G/L]
alap UFH | 5,62+0,18 91,1+6,8 31,37+1,70 | 55,61+2,77 | 359,00+22,92

APAC | 5,64+0,46 90,8+2,0 31,53+0,33 | 55,01+0,65 | 457,50+24,30
0,5 UFH | 5,88+0,19* | 94,1+7,6* | 32,20+1,71* | 55,95+2,54 | 382,33+31,72*
mg/kg | APAC | 6,02+£0,42* | 97,4+2,9* | 34,38+0,69* | 55,81+0,74* | 361,13+13,17*
0,75 UFH | 5,80+0,32 | 96,0+9,7* | 33,27+2,07*" | 56,19+2,84* | 381,67+40,50
mg/kg | APAC | 6,23+0,48*" | 101,5+5,3*" | 35,58+0,96%" | 56,14+0,72*" | 364,00+19,99*

Vvs: vorosvérsejtszam, Hgb: haemoglobin tartalom, Hct: haematocrit koncentracio, MCV: atlagos
vorosversejt térfogat, Thr: thrombocyta szam, APAC: kettds thrombocyta- ¢s véralvadasgatlo
készitmény, UFH: frakcionalatlan heparin. Atlag = S.D.; p < 0,05 * vs. alap, # vs. 0,5 mg/kg

5.2.2.2. Vorosvérsejt deformabilitds

Az EI-SS gorbéket dsszehasonlitva, alacsony nyirofesziiltségnél (<3 Pa) mindkét szer
hasonl6 valtozasokat okozott, az El értékek novekedése volt megfigyelhet6. Ezzel szemben
magasabb nyirofesziiltségnél az APAC csoportban enyhe csokkenés, mig az UFH csoportban
tovabbi javulas volt tapasztalhato. Az UFH és az APAC beadasa utan mért vorosvérsejt

deformabilitast reprezentdlo gorbéket a 24. abra mutatja.

—alap ---05mgkg --—--- 0,75 mg/kg

A 06 B 06 -

0.5

i
-
1

Elongatios index
Elongatiés index
=
W

Nyiréfesziiltség [Pa] Nyiréfesziiltség [Pa)

24. dbra
Elongatios index értékek a nyirofesziiltség fiiggvényében az UFH csoportban (A) és az APAC
csoportban (B)

A XII. tablazat az EI-SS gorbék parametrizalasaval kapott adatokat foglalja 6ssze. A
0,75 mg/kg UFH adagolasa szignifikans novekedést okozott (p<0,001 vs. alap) a 3 Pa
nyirofesziiltségnél mért nyuldsi index értékekben. Az APAC csoportban a gorbéken a

magasabb nyiréfesziiltségnél megfigyelhetd romlas a maximalis nyulasi index (Elmax) értékek
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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 vorosvérsejtek nytlasanak romlasat jelzi
magasabb nyiréfesziiltségnél. A 0,75 mg/kg dozisi APAC altal okozott romlas szignifikdns

volt az UFH azonos d6zisdhoz (kb. 135 NE/kg) képest (p=0,009).

XIl. tablazat: A vordsvérsejtek deformabilitasi paramétereinek valtozdsa az UFH csoportban és az

APAC csoportban

Dozis Csoport El 3 Pa-nal Elmax SSi2 [Pa] Elmax/SS12 [Pa?]

alap UFH 0,34+0,02 0,54+0,01 1,75+0,28 0,31+0,05

APAC 0,34+0,02 0,55+0,02 1,98+0,40 0,28+0,05

0.5 mg/kg UFH 0,35+0,02 0,54+0,01 1,65+0,32 0,33+0,06

APAC 0,35+0,02 0,53+0,01* 1,72+0,24* 0,31+0,05

0.75 mg/kg UFH 0,36+0,01* 0,54+0,01 1,64+0,31 0,34+0,05*

’ APAC 0,35+0,02 0,53+0,02** 1,60+0,29* 0,34+0,06

El 3 Pa-nal: 3 Pa nyirofesziiltségen mért elongatios index érték, Elmax: maximalis elongatids index érték,
SS1/2: a maximalis elongatiés index érték feléhez tartozo6 nyirofesziiltség, Elmax/SSi2: aZ Elmax és az SS1p2
aranya, APAC: kettds thrombocyta- és véralvadasgatlo készitmény, UFH: frakcionalatlan heparin.
Atlag = S.D.; p < 0,05 * vs. alap, + vs. UFH

5.2.2.3. Vorasvérsejt membran (mechanikus) stabilitdas

A mechanikus stressz elott és utan mért értékek aranyait dsszehasonlitva szignifikans
valtozast a kiilonbozd dozisok, illetve a csoportok kozott sem tapasztaltunk (XIII. tablazat).
Enyhe foku valtozasok megfigyelhetdek voltak, de egyik vizsgélt készitmény sem okozott
olyan mértékii elvaltozast a sejtek membranjaban, Gsszetételében, melynek kovetkeztében a

mechanikus stressznek nem lettek volna képesek ellenallni.

XII1. tablazat: A vorosvérsejtek deformabilitasi paramétereinek valtozasa az UFH csoportban és az

APAC csoportban

Dozis Csoport El 3 Pa-nal Elmax SSip [Pa] Elmax/SS1/2 [Pa]

alap UFH 0,94+0,08 0,99+0,06 1,62+0,54 0,68+0,27

APAC 0,98+0,08 0,99+0,06 1,58+0,18 0,64+0,07

0.5 ma/kg UFH 0,92+0,03 0,99+0,03 1,79+0,55 0,6+0,21

APAC 0,93+0,05 1,02+0,02 1,58+0,57 0,72+0,29

UFH 0,92+0,07 1,02+0,01 1,69+0,75 0,7+0,29

0,75 mg/kg
APAC 0,97+0,09 1,01£0,02 1,54+0,35 0,69+0,19

El 3 Pa-nal: 3 Pa nyirofesziiltségen mért elongatios index érték, Elmax: maximalis elongatids index érték,
SSi: a maximalis elongatios index érték feléhez tartozo nyirofesziiltség, Elmax/SSu2: 8z Elmax €s az SSyp
aranya, APAC: kettds thrombocyta- és véralvadasgatldo készitmény, UFH: frakcionalatlan heparin.
Atlag £ S.D.
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5.2.2.4. Vorosvérsejt aggregatio

Az APAC ¢és az UFH 0,5 mg/kg-os dozisa enyhén ndvelte az aggregatio mértékét a
kiindulasi értékhez képest. Ez a fokozddas nem volt szembetiind a 0,75 mg/kg dozis esetében.
Amint a 25. abra mutatja, mindkét szernél hasonld valtozasok voltak megfigyelhetdk a vizsgalt

dozisoknal, amelyek sem a szerek, sem a dozisok esetében nem voltak szignifikdnsak.
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40
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alap 0,5 mg/kg 0,75 mg/kg
OUFH EMAPAC
25. dbra
A disaggregatiot kovetden mért aggregatios index értékek az UFH és az APAC csoportban.

Al: aggregatios index, APAC: kettés thrombocyta- és véralvadasgatld készitmény, UFH:
frakcionalatlan heparin
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6. MEGBESZELES
6.1. Az epe hatasa a hemodinamikai és micro-rheologiai paraméterekre bilhaemia soran

Az artérias kdzépnyomas az egyszeri epe bolus intravénds adasat kovetden csokkenést
mutatott mindkét vizsgalt faj tekintetében. Patkdnyoknal a fehérvérsejtszam kivételével minden
haematologiai paraméter névekedést mutatott in vitro és in vivo epe adasat kdvetden is, ezzel
szemben a sertéseknél enyhe csokkenést vagy stagnalast figyeltiink meg. A vorosvérsejtek
konvencionalis és ozmotikus gradiens deformabilitdsdban nem észleltiink jelentds valtozasokat.
A vorosvérsejt aggregatio nagymértéki 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 aggregatios 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.1>*
Tehat a patkanyok keringd 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.

Korabbi tanulmanyok igazoljak, hogy az epesavak befolyasoljak a vérnyomast és a
szivfrekvenciat.}®®1%2 Ezen vizsgalatok kimutattdk, hogy a szivbetegségek az epesavak
rendellenes anyagcseréjének kovetkezményei lehetnek. 617158 A szivfrekvencia-variabilitas,
a stresszre adott érzékenység ¢és a QT-intervallum megnytlasa olyan 4llapotokhoz
kapcsolodhat, mint a primer epeuti cholangitis és a terhességi intrahepaticus cholestasis,
amelyek novelhetik a kardiovaszkularis szovodmények kockazatat.1%%160161 Tovabba a
cirrhoticus cardiomyopathia - a majzsugorodas gyakori kovetkezménye, a QT-intervallum
megnyulasa, valamint szisztolés vagy diasztolés elégtelenség jellemzi - soran az epesavak

szintén befolyasolhatjak a kardiovaszkularis funkciot.162163
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Annak magyarazatara, hogy az epesavak hogyan okozhatnak bradycardiat harom
elméletet allitottak fel 164;
(1) monoréteget hoznak 1étre a sejtmembran felszinén, ezéltal mechanikai interferenciat
okoznak'®®,
(2) csokkentik a kalcium lassu befelé iranyuld aramlasat, igy megakadalyozva a
membrant az akcids potencidlok vezetésében®, és
(3) antimuscarin antagonistaként miikodnek, mivel a fizosztigmin felerdsitheti vagy
ellenstilyozhatja a hatasukat. 1%
Ezenkiviil az epehdlyag-gyulladas olyan idegi reflexeket valthat ki, amelyek csokkentik
a vérnyomdast és a pulzusszamot, és esetleg ischaemias kéarosodast vagy szivmegallast
okozhatnak.'®® A szivfrekvenciat és az artérias vérnyomast befolyasolhatja a koszortér-
szlikiilet, amelyet az epeholyag tagulasa €s a koszoruér-véraramlas valtozasa kozotti kapcsolat
idéz el6.1%7
Az icterus, mas néven sargasag szamos haemorheologiai eltérést okozhat. Ezen
elvaltozasok kozé sorolhatd a vordsvérsejtek deformabilitdsanak csokkenése, az erythrocyta-
aggregatio novekedése ¢és a vér viszkozitdsanak romldsa. E haemorheologiai hatdsok mogdttes
okai multifaktorialisak, felolelve az oxidans-antioxidans statusz valtozasait, az endotoxémia
jelenlétét és a  sargasagban  szenvedd  betegeknél  gyakran  megfigyelhetd
hiperlipidémiat,168:169.170
Tovéabbi kutatdsok kimutattdk, hogy a sargasag jelentésen befolydsolhatja az
erythrocytak tulajdonsagait, ami a vér rheologidjanak megvaltozasahoz vezethet, ezaltal
stlyosbitva az olyan éllapotokat, mint a majelégtelenség, a hepaticus encephalopathia és a

portalis hypertonia.}’* Ezeket az allapotokat a vér megndvekedett viszkozitasa és megvéltozott

aramlasi tulajdonsagai jellemzik, ami megnehezitheti az érintett betegek klinikai kezelését. A
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sargasagban a vordsvérsejtek csokkent deformalhatdsaga akadalyozhatja a microcirculatiot,
ami szoveti hypoxidhoz és tovabbi szovodményekhez vezethet.

E megallapitott hatasok mellett a bilhaemia specifikus haemorheologiali
kovetkezményei még nagyrészt feltaratlanok. Mig az epesavak jelenléte a véraramban
koztudottan szamos élettani folyamatot befolyasol, a bilhaemia haemorheologiai hatasait
jelenleg nem ismerjiik.

Cholestasis soran az epesavak vagy konjugalt epesoik az epeutak elzarodasa
kovetkeztében felhalmozddnak a majban. Bar az epesavakat alaposan tanulmanyoztdk, a
cholestasissal jar6 majkarosodéds hatterében 4ll6 molekularis mechanizmusok tovabbra is
kevéssé ismertek. Az obstruktiv cholestasis kiillonb6zd formait meghatdrozd nekrozisos
teriileteken jelentds gyulladasos infiltracié figyelhetd meg.}’? Ez a gyulladas stlyosbithatja a
majkérosodast, és hozzdjarulhat az olyan méjbetegségek progresszidjdhoz, mint a primer
biliaris cholangitis (PBC) és a primer sclerotizal6 cholangitis (PSC).1"3174

A cholestasis jelentdsen befolydsolhatja a vér viszkozitasat, amely a véraramlas egyik
meghatarozé paramétere.’’®1’® Az epesavak és a bilirubin felhalmozodasa a véraramban az
erythrocytdk tulajdonsagainak megvaltozasahoz vezethet, amely a vér viszkozitdsdnak és az
aramlasi dinamikanak a megvaltozasat eredményezi.}’® A bilirubin és az epesavak fokozzék az

t175

erythrocytak aggregatioja £176

¢és csokkentik az elnyulasi képességiiket™®, mely tényezdk fontos
szerepet toltenek be a megfeleld keringés és a szovetek oxigénellatdsanak fenntartasaban.

A cholestasisban megfigyelt fokozott erythrocyta-aggregatio tobb tényezének
tulajdonithatd, beleértve a hiperlipidémiat, az endotoxémiat és az oxidans-antioxidans
egyensuly megvaltozasat.17>17717817% Ezek a tényezOk pro-inflammatorikus kérnyezetet
hozhatnak létre, amely a vér rheologiai tulajdonsagainak tovabbi romlasat eredményezheti. A

csokkent vorosvérsejt deformabilitas akadalyozhatja az erythrocytakat a sziik kapillarisokon

valo athaladasban, ami szoveti hypoxidhoz vezethet és stlyosbithatja a majmiikodési zavarokat.
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Human vizsgélatok soran azt tapasztaltdk, hogy a cholestatikus sargasag soran a
bilirubin ¢és az epesavak emelkedett szintje hatranyosan befolyasolhatja az erythrocytak
miikddését.t

Annak ellenére, hogy a cholestasisnak a haemorheologiara gyakorolt hatasait mar
feltartak, jelenleg nem allnak rendelkezésre adatok a bilhaemia haecmorheologiai hatasairol.

Kimutattdk, hogy az epesavak eryptosist, vagyis az erythrocytak sejthalalat okozzak.'®°
A folyamatot, amelynek soran az epesav hatasara a vorosvérsejtek tobb kalciumot vesznek fel,
a kationcsatorndk aktivalodasa kozvetiti. Ez megemeli a citoszolikus Ca?* aktivitast, és végiil
eryptosist okoz, amelyet a sejtfelszinen a foszfatidil-szerin expozicioja jellemez. 8!8 Tovabba
azt is bizonyitottdk, hogy az epeso-asszocialt hemolizis részben kalcium-medialt.}8182 Az
epesavak koncentracioja, amelyek az eryptosis kivaltasahoz sziikségesek, nagyobbak, mint a
hemolizishez sziikségesek.'®

A humén epe- és vordsvérsejt-lipidek valtozasat a testmozgas is befolyasolja. %
Ezenkiviil a vorosvérsejtek megnovekedett eloszlasi szélességét (RDW) dsszefiiggésbe hoztak
a terhességi intrahepaticus cholestasissal, amely az epearamlast karosito rendellenesség. 84

Egyes kutatasok eredményei azt mutatjak, hogy a vorosvérsejtek kalciumfelvételét
befolyasolja az epesavtartalom. A human erythrocytak in vitro kalciumot vesznek fel, ha
epesavaknak vannak kitéve, és a felszivodd kalcium mennyisége fiigg az epesavak
koncentraciojatol.18! Az epesok nagy dézisban hemolizist okoznak azaltal, hogy a sejtmembran
lipid 8sszetevdit ko-micellizaljak.'®! Azonban egyelSre nem meghatarozott mechanizmusok
révén az epesok alacsonyabb koncentracioban is hemolizishez vezethetnek.!®! Az epesok
jelenlétében a kalciumfelvétel 4-25-szorosére emelkedhet, és a felszivodo kalcium mennyisége
az epesok koncentraciojatol fiigg.®* Ennek a novekedésnek a mértékét az ATP-csokkenésnek
vagy a trifluoperazinnal valé expozicionak tulajdonitottak, amelyek csokkentik a

vorosvérsejtek kalciumpumpa-aktivitasat.’8! Tovabba a kalcium noveli az epesok hemolitikus
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aktivitasat, ez a hatds 100 mM KC1/50 mM NaCl-t tartalmazé pufferben a legnagyobb.'®
Osszefoglalva, az epesok koncentracidja hatarozza meg a vorosvérsejtek kalciumfelvételének
mértékét, amelyet az epesav koncentracioja befolyasol.

Az epesavak serkenthetik a natriumfelvételt és/vagy az intracelluléris kalium exportjat
az erythrocytakba, ami lizist eredményezhet.'® Ezen talmenden a ceramid és a Ca?* bejutasa is
hasonl6 hatassal bir, mint az epesavak az eryptosis stimulalasaban.'8

Az epesavak Osszetételében jelentOs eltérések vannak a patkanyok, sertések és emberek
kozott. A vizsgalatok azt mutatjak, hogy a patkdnyokbol és sertésekbdl szdrmazo epemintak
jelentés mennyiségi kiilonbségeket mutatnak a kiilonb6z6 epesavak, koztikk a taurokolsav
(TCA) ¢és a glikokolsav (GCA) mennyiségében, egyes esetekben 400%-ot meghaladd
eltérésekkel B! Tovabba kutatasok kimutattak, hogy a plazma, a vizelet és az epesavak, valamint
azok metabolitjainak Gsszetételében jelentds kiilonbségek vannak a kiilonbozd fajok kozott, a
torpemalacok, a patkanyok és az egerek mutatjdk a legkiilonboz6bb epesavprofilokat az
emberhez képest.8? Az epesavak dsszetétele és a bélben 1év6 kalcium-ionofér aktivitasa kozotti
lehetséges Osszefiiggést sugallta egy sertéseken végzett vizsgalat, amely az epesavak bélnedv-
szekrécios aktivitdsa és az epesavak tulajdonsagai kozotti kapcsolatra vonatkozott. ™’

Az epesavosszetétel kiillonbozd fajokndl tapasztalt eltérései mogott szamos tényezd
allhat. Ezek a valtozok magukban foglaljdk az epesavak enterohepatikus keringésének, a
bélrendszeri felszivoddsnak és a médj anyagcseréjének eltéréseit.’818” Tovabba a kiilonbdzd
fajok eltérnek egymastol az epesavtranszporterek, valamint az epesavak szintézisében és
metabolizmusaban részt vevd enzimek expresszidjaban és  aktivitdsaban.186188 A
kalciumtranszport és az ionofor-aktivitds két olyan fizioldgiai és farmakoldgiai folyamat,
amelyet az epesavosszetétel fajspecifikus eltérései befolyasolhatnak.8! Osszefoglalva, szamos

bonyolult és multifaktorilis valtozo, beleértve a bélrendszeri felszivodas, az enterohepatikus

keringés, a maj anyagcseréjének, valamint az epesavtranszporterek ¢és -enzimek
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expressziojanak ¢és aktivitasanak eltéréseit, hozzdjarul az epesavosszetétel fajok kozotti
kiilonbségeihez, ¢és igy a bilhaemia okozta haemorheologiai és mikrokeringési kiilonbségekhez.

A fajok kozott tapasztalt haemorheologiai kiilonbségeket kiilonb6zo tényezok
befolyasolhattak, beleértve az epesavak Osszetételét is. Az epesavak dontd szerepet jatszanak a
lipidek emésztésében és felszivodasadban, de hatasuk tilmutat a gyomor-bél traktuson, és

befolyéasolhatjak a vér rheologiai tulajdonsagait is. A kiilonb6zo fajok kiilonb6zo tipusu és

cre

crer

megvaltozhat a plazma lipid koncentracid, ami hatassal lehet a vér viszkozitasara. Bizonyos
lipidek emelkedett koncentracidja ndvelheti a plazma viszkozitasat, ezaltal befolyasolhatja a
haemorheologiai paramétereket. Az epesavak hatassal lehetnek a membranok fluiditaséara és
feliileti toltésére, a vorosvérsejtek aggregatiojara és deformalhatosdgara. Ezek a véltozasok a
vér viszkozitdsdnak és aramldsi jellemzoinek eltéréseihez vezethetnek a kiillonbozd fajok
kozott. Ezeknek az Osszefliggéseknek a megértése kulcsfontossdg a fajok kozotti élettani
véalaszok értelmezéséhez és az allatkisérletek alapjan az emberi egészség tanulmanyozasara
alkalmas modellek kidolgozaséhoz.

Tanulmanyunk limitalo tényezdi kozé tartozik, hogy csak két allatfajt vizsgaltunk. In
vitro csak két dozist alkalmaztunk, és rovid inkubacios id6t hasznaltunk in vivo kisérleteinkben,
igy csak akut valtozasokat tudtunk kimutatni. A jelen kutatds masik korlatja a sertés és a
patkany kozotti anatomiai kiilonbség: a sertések rendelkeznek epehdlyaggal, a patkanyok
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 gytijtottiik, sertéseknél az

epét kdzvetleniil az epehdlyagbdl nyertiik.
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6.2. Kettés thrombocyta- és véralvadasgatléo (APAC) szer hatasa a vorosvérsejtek

deformabilitasara és aggregatiojara sertésmodellben

A kiilonb6z6 hatdsmechanizmusu antitrombotikus szerek kombindciojaval jar6 vérzéses
szovodmények fokozott kockazata felkeltette az érdekldédést a kettds thrombocyta- és
véralvadasgatlo (APAC) hatéssal rendelkezd kardiovaszkularis terapiak kifejlesztése irant. A
természetben eléforduld heparin-proteoglikanokat bioszintetikus alternativak —alapjaul
hasznalva a fehérjekonjugalt UFH-lancok igéretes tvonalat kinalnak.'3:13613% Az APAC azon
képessége, hogy szelektiven célba veszi az endothelialis sériilést és a sériilés helyén marad, még
nagyon nagy aramlési koriilmények kozott is, annak kdszonhetd, hogy egyediilalldo mdédon
képes kolokalizalodni a kollagénnel, lamininnel és von Willebrand-faktorral, amelyek csak az
endothelium sériilésnél jelennek meg.'® Ez a lokalizalt hatds fontos a vérzésveszély
csOkkentése szempontjabol a lehetséges jovobeli klinikai alkalmazas soran. Adataink szerint az
APAC micro-rheologiai tulajdonsagai nem kiilonbéznek az UFH-tdl, igy nem vetédtek fel
kiilonleges biztonsagi kérdések ezzel az 1ij, természetben el6fordulo HEP-PG mimetikummal
kapcsolatban.

In vivo vizsgalatunk azt mutatta, hogy az APAC eszkalalt bolus dozisban jelentésen nem
befolyésolta a teljes vérképet (CBC), de a protamin-szulfattal tortént semlegesités utan a
vérlemezkeszam némileg csokkent. A 0,25 mg/kg-tol 0,5 mg/kg-ig (kb. 45-90 NE/kg heparin)
bolusokban alkalmazott adagolasi séma klinikailag relevans volt, de a legmagasabb, 0,75
mg/kg-os dozis meghaladta a megengedett maximalis dozist. Az APAC egészséges
onkénteseken torténé beadasar6l nem publikalt adatokkal rendelkeziink, amelyek alapjan
szintén elmondhato, hogy a CBC értékeit nem befolyasolta.

Mind az APAC, mind az UFH fokozta a vordsvérsejt aggregatiot. Alacsony
nyirofesziiltségnél mindkét kezelésnél a vordsvérsejtek deformabilitasanak javulasa volt

megfigyelhetd, viszont magasabb nyirofesziiltségnél a vorosvérsejtek deformabilitasa romlott,
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ami hozzajarulhatott a fokozott vorosvérsejt aggregatiohoz. A heparinhoz képest az APAC
hasonld, de kisebb mértékii micro-rheologiai valtozasokat okozott, amelyek in vivo
fiziologiailag nem voltak jelentdsek. Bar a haematologiai paraméterekben tapasztaltunk némi
valtozast, de ettdl fiiggetleniill a fajra vonatkozd biologiailag normalis laboratoriumi
tartomanyon beliill maradtak.'® A heparint széles korben alkalmazzak a klinikumban a
tromboembolia  kezelésére ¢és  véralvadasgatloként, példdul az  extrakorporalis
membranoxigenizacid6 (ECMO) soran. A vorosvérsejtek kezdeti hyper-aggregatidja a
kardiovaszkuléris betegségben szenvedd betegek tobbségénél megfigyelhetd. A heparinnal,
azaz UFH-val vagy APAC-kal torténé kezelés ezeknél a betegeknél potencialisan
befolyésolhatja a vér rheologiajat.

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az UFH-val szemben az APAC reno-protektiv
volt akut ischaemias vesekarosodasban.’®® Hasonlo eldzetes kisérleti adatok jelentek meg
szivinfarktus és stroke esetében is.1* Az APAC, mint heparin proteoglikdn-mimetikum gatolja
az intrinsic alvadasi utvonal és a thrombin altal indukalt alvadast, ugyanakkor a hagyomanyos
heparinoktol eltér a vérlemezke aggregatio és a prokoagulans aktivitas gatlasaban.’®® A
kollagén indukalta thrombocyta-aggregatiét az UFH nem befolyasolja, s6t fokozza, mig az
APAC dozistiiggd moédon mérsékli a vérlemezke-aggregatiot és a kollagénfeliileteken valo
lerak6dast. 129131139 A vérlemezke-indukalt trombozist az APAC nagy nyirasi sebességek
mellett megakadalyozza, mig UFH jelenlétében ezek az erek elzarodnak. Kollagénnel bevont
arteriovenosus-shunt modellben'®1¥ az APAC helyi adagolasa csokkentette mind a
thrombocyta-, mind a fibrinlerakodast. PET-vizsgalatok kimutattak, hogy az APAC az UFH-
hoz képest célzottan és hosszabb retencios idével kotddik a sériilés helyéhez. 13618
Mivel az APAC csak fokalis antikoagulans/antitrombotikus hatdssal rendelkezik, rovid

szisztémas antikoagulans hatasiddvel, ezért igéretes gyogyszerré teszi tobb klinikai szcenarid

szempontjabol, beleértve az intraoperativ alkalmazast és a rovid érrendszeri beavatkozasok (pl.
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endovaszkularis neurointervenciok, kardiovaszkularis beavatkozasok) soran torténd
alkalmazast.'® Az APAC potencidlis erdsségei, tekintettel a jovobeli klinikai alkalmazaséra,
nemcsak egyediilallo kombinalt thrombocyta- és véralvadasgatlo hatasaban rejlenek, hanem az
endothelium sériilésének helyén kifejtett célzott hatasaban is.'3*

A hatékony acetilszalicilsav (ASA) gatlassal rendelkezd betegeknél alacsonyabb
plazma fibrinogén szintet és vorosvérsejt aggregatios értékeket mértek a nem hatékony
acetilszalicilsav-gyogyszerrel (ASA-rezisztencia) rendelkezd betegekhez képest.!® Az
erythrocytak fraktaldimenzidja csokken az aszpirinkoncentracidé novekedésével, igy az
aggregatio mértéke is csokken.!® Ugyanakkor az aszpirinkoncentracié és a nyirderd
novekedésével nd a vorosvérsejtek deformabilitasi indexe, azaz javul a nytlasi képességiik.!
Az ASA az APAC-kal egyiitt fokozza a vérlemezke aggregatio-gatld potencialt, bar az APAC
nem befolyasolja kozvetleniil a tromboxan titvonalat.t%

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

A heparin altal kivaltott vorosvérsejt aggregatio tovabbra is Osszetett és némileg
rejtélyes jelenség az orvostudomanyban, amely terdpids vonatkozasai szempontjabodl kihivast
jelent. Mig a heparin, egy altalanosan hasznalt véralvadasgatlo és altaldban jotékony hatdsunak
tekinthet6 antitrombotikus tulajdonsagai miatt, a vorosvérsejtek aggregatiojanak serkentésében
jatszott nyilvanvalod szerepe érdekes kérdéseket és potencidlis aggodalmakat vet fel. A
vorosvérsejt aggregatiot szamos tényezo befolyasolja, mint példaul a haematocrit, a szabad
gyokok és a fibrinogén szintje.!%? Az 4ltalunk mért haematocrit értékek tekintetében kismértékii
hemokoncentracié volt megfigyelhetd, ami bar matematikailag szignifikans volt, bioldgiailag
nem tekinthetd jelentds valtozasnak. Korabbi vizsgalatok szerint a magasabb haematocrit szint

jelentésen ndveli a vorosvérsejtek aggregatiojat, amely fajok kozotti kiilonbségeket is mutat. 1%
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E jelenség egyik figyelemre méltd mutatdja az erythrocytdk szedimentacios
sebességének (ESR) emelkedése, amely a gyulladas mérésére gyakran hasznalt paraméter. Az
ESR emelkedése ¢és a vér alacsony nyirasi viszkozitdsa gyakran fokozott vordsvérsejt
aggregatioval jar egyiitt, ez a megfigyelés kiilonosen fontos a heparin terapiaban részesiilo
betegek esetében.!® Az olyan alapbetegségek, amelyek mar befolyasoljak a vordsvérsejt
aggregatiot, pl. sarlosejtes anaemia vagy cukorbetegség, potencialisan hatassal lehetnek a
heparin 4ltal kivaltott vorosvérsejt aggregatiora.t®

Ezen tilmenden a vorosvérsejtek aggregatidjanak heparin altali el@segitése szélesebb
korii hatassal lehet a microcirculatiora. Az Kis erekbdl és kapillarisokbol allo mikrokeringési
rendszer dontd szerepet jatszik a szovetek oxigénellatasdban és a tdpanyagellatisban. Az
altalunk tapasztalt valtozdsok matematikailag szignifikdnsak voltak, bioldgiai hatasuk azonban
nem egyértelmii. Még mindig nem ismert, hogy a micro-rheologiai valtozasok mikor okozzak
a microcirculatio romlésat.

A heparinnak a vér viszkozitasara és az erythrocytak siillyedési sebességére gyakorolt
hatasa kiterjedt kutatasok targyat képezte. Ezek kimutattdk, hogy a heparin kiilonbozo
koncentracidkban befolyasolja a vorosvérsejtek aggregatiojat.’® Az adatok kdvetkezetesen a vér
viszkozitasanak és az ESR-szintek ndvekedésének figyelemre mélto tendenciajat mutatjak, ami
egybeesik a vordsvérsejt aggregatio egyidejii novekedésével. Ez az érdekes jelenség,
aggodalomra ad okot a heparinnak a vér rheologiajara gyakorolt lehetséges karos hatdsaival
kapcsolatban.

A heparin hatdsdnak szemléletes példdja az a megfigyelés, hogy az Gsszes vizsgalt
donorvérmintaban az atlagos ESR koriilbeliil 75%-kal emelkedett, amikor a heparin

koncentracidja elérte a 100 U/ml-t.2°

Az ESR ilyen jelentds valtozasai a vordsvérsejtek
viselkedésének megvaltozasara utalnak, kiillondsen az aggregatiora valo hajlamukra. Ezek az

eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy a heparin negativ hatassal van a vordsvérsejtek
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aggregatiojara, ami fontos tényez0 a klinikai kovetkezmények megértésében. A
vérlemezkeszam csokkenése a mintakban kapcsolatban lehet a "relativ" in vitro csokkenéssel,
amely feltehetden a heparinnak a vérlemezkék felszini tulajdonsadgainak megvaltoztatasaban
jatszott szerepével fiigg dssze.!®

Egy kulcsfontossagu tanulméany ravilagitott a heparin altal kivaltott vordsvérsejt
aggregatio kialakulasaért felelds mechanizmusra.!®® E kutatds szerint a heparinnak a
szomszédos sejtek szialinsav-maradvanyaihoz valo kotédése az, ami az erythrocyta aggregatiot
okozhatja.!®® Ez a molekularis kolcsonhatas értékes betekintést nyujt a jelenség bioldgiai
alapjaiba, mivel ravildgit a heparin szerepére a vordsvérsejtek feliileti tulajdonsdgainak
megvaltoztatasaban és egymdashoz val6 tapadasuk eldsegitésében.

Lényeges azonban megjegyezni, hogy bar ezek az eredmények bepillantast engednek a
mechanizmusokba, a klinikai kdvetkezmények teljes spektruma tovabbra is Osszetett és sokrétil.
Tovabbi vizsgalatokra van sziikség annak feltarasara, hogy mely specifikus éllapotok és
betegpopulaciok esetében lehet a heparin altal kivaltott vordsvérsejt aggregationak a
legjelentGsebb hatasa. A heparin adagolasanak klinikai kontextusanak és a vér rheologiajara
gyakorolt hatasaval kapcsolatos potencialis kockdzatok megértése 1étfontossagu a betegellatas
optimalizalasahoz és a terdpias stratégidk testre szabasahoz.

A sziv- és érrendszeri betegségek novekvd eldfordulasa, valamint az 0j és egyre
Osszetettebb kardiovaszkularis és neurovaszkularis eljarasok bevezetése ravilagit annak kritikus
fontossagara, hogy 10 antitrombotikus kezeléseket talaljunk a specialis klinikai igényekre. Az
APAC idedlis antitrombotikus gyodgyszer lehet a jovobeni klinikai felhaszndldsra, mivel
farmakologiai hatasat pontosan ott fejti ki, ahol sziikséges, ezaltal optimalizalva az ischaemiat
¢és az antikoagulans hatasok kozotti egyensulyt. Bar ebben a szakaszban kihivas megbecsiilni

az APAC jovobeli klinikai elényeit, tagadhatatlan, hogy tovabbi kutatdsokra van sziikség ezen
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a teriileten, és ez a gyogyszer 0j lehetOségeket rejthet a jobb betegellatas érdekében az
érrendszeri beavatkozasok vagy mas klinikai szcenariok soran.!3

A vizsgalatot limitald tényez6 tobbek kozott, hogy viszonylag alacsony esetszammal
dolgoztunk és az Osszehasonlitas soran két dozist vizsgaltunk. A kisérleteket egészséges

érrendszerrel rendelkez6 juvenilis sertéseken végeztiik. A kisérlet rovid tava vizsgalat volt,

ismételt bolus adagolassal, a haemorheologiai paraméterek akut valtozasainak kimutatasara.
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7. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1.

Kialakitottunk olyan patkdny ¢€s sertés allatmodellt, melyek lehetdséget biztositanak a

bilhaemia széleskori vizsgalatara.

A vordsvérsejtek 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 csékkenést okozott az

artérias kozépnyomas és a szivfrekvencia 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 helyreallas sokkal lassabb volt.

Kidolgoztunk egy protokollt, mely lehetové tette a kettds thrombocyta- ¢&s
véralvadasgatlo (APAC) eszkalalodo dozisban torténd vizsgalatat. Tanulméanyunk az
els6, amely az APAC beadasanak micro-rheologiai 6sszefiiggéseit vizsgalta. Az adatok
fényében megallapithatd, hogy az UFH és az APAC, a kettds thrombocyta- és

véralvadasgatld hasonldé micro-rheologiai tulajdonsagokkal rendelkezik.

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

vérlemezkeszam némileg csokkent.

Az APAC fokozta a vOrosvérsejt aggregatiot. Alacsony nyirdfesziiltségnél 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 mértékii micro-rheologiai
valtozasokat okozott, amelyek in vivo fiziologiailag nem voltak jelentések. Bar a
haematologiai paraméterekben tapasztaltunk némi valtozast, de ettdl fliggetleniil a fajra

vonatkoz6 biologiailag normalis laboratoriumi tartomanyon beliil maradtak.
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8. OSSZEFOGLALAS

A kiilonbozo betegségek és kezelések hatassal vannak mind a haematologiai, mind a
haemorheologiai paraméterekre, azonban ritka korképek esetében kevésbé allnak
rendelkezésiinkre haemorheologiai adatok az adott betegség vonatkozasaban. Tobbek kozott
ide tartozik a bilhaemia is, mellyel kapcsolatban ismert, hogy az epe hatassal van a
szivfrekvencidra és az artérids kozépnyomasra, ezért célunk volt ezen allapot hatdsdnak
vizsgalata a micro-rheologiai paraméterekre patkany és sertés modellben. Ezen kiviil célul
tlztiik ki egy uj, klinikai alkalmazas eldtt 4ll6 kettds, thrombocyta- és véralvadasgatld
készitmény (APAC) hatasainak vizsgalatat a haematologiai és haemorheologiai paraméterekre.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a bilhaemia kozvetleniil befolyasolja a
hemodinamikai paramétereket €¢s micro-rheologiai romlast okoz. A mar korabban leirt artérias
kozépnyomas és a szivfrekvencia csdkkenését tapasztaltuk mindkét faj tekintetében, melynek
nagysaga ¢s dinamikdja fajok kozotti kiilonbozdségeket mutatott. Az epe nem volt hatdssal a
vorosvérsejtek deformabilitdsara, viszont az aggregatiora kifejtett hatasa eltérd volt a fajok
kozott. A patkanyok vordsvérsejtjei érzékenyebben reagaltak az epe beadasat kovetden in vitro
és in vivo egyarant. In vitro egy lehetséges dozisfliggd hatast is megfigyeltiink.

Bar az orvoslas mindennapjaiban az thrombocyta- és véralvadasgatld készitmények
sz¢les palettdja érhetd el, a kardiovaszkularis betegségek Osszetettsége és a fokozott vérzéses
szovodmeények elkeriilése végett, mégis fontos 1j, potencidlisan eldnydsebb készitmények
alkalmazasa a populacio megfeleld csoportjainal. Tanulmanyunk volt az els6, amely egy ilyen
szer, az APAC beadasanak micro-rheologiai 0sszefiiggéseit vizsgalta és hasonlitotta Gssze a
klinikumban mar alkalmazott frakcionalatlan heparinnal (UFH). Eredményeink alapjan
elmondhato, hogy az UFH és az APAC hasonlo micro-rheologiai tulajdonsagokkal rendelkezik.
Az APAC alkalmazasa elény0s lehet olyan betegeknél, akiknél az alkalmazott terapia tobb,
kiilonboz6 hatasmechanizmusu készitménybdl all, hogy a szerek kozott esetlegesen fellépd

szinergista hatas és a fokozott vérzésnek a kockazata elkeriilhetd legyen.
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9. SUMMARY

Different diseases and treatments have an impact on both haematological and
haemorheological parameters, but for rare diseases there is less haemorheological data are
available. This includes, among others, bileaemia, for which bile is known to affect heart rate
and mean arterial pressure, and we aimed to investigate the effect of this condition on micro-
rheological parameters in rat and pig models. In addition, we aimed to investigate the effects of
a new dual antiplatelet and anticoagulant preparation (APAC), which is about to be clinically
applied, on haematological and haemorheological parameters.

Our results suggest that bilhaemia directly affects haemodynamic parameters and causes
micro-rheological deterioration. We observed a decrease in mean arterial pressure and heart
rate in both species, with interspecies differences in magnitude and dynamics. Bile had no effect
on red blood cell deformability, but its effect on aggregation time differed between species. Rat
red blood cells were more sensitive to bile administration both in vitro and in vivo. A possible
dose-dependent effect was also observed in vitro.

Although a wide range of antiplatelet and anticoagulant drugs are available in everyday
medicine, due to the complexity of cardiovascular disease and the need to avoid increased
bleeding complications, it is important to use new, potentially more beneficial drugs in
appropriate population groups. Our study was the first to investigate the micro-rheological
correlates of the administration of such an agent, APAC, and to compare it with unfractionated
heparin (UFH) already used in the clinic. Our results suggest that UFH and APAC have similar
micro-rheological properties. The use of APAC may be advantageous in patients with multiple
agents with different mechanisms of action to avoid potential synergistic effects between agents

and the risk of increased bleeding.
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