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1. BEVEZETES

Alfred L. Copley 1951-ben definialta a haemorheologia fogalmat a vér
alakos és plazmatikus komponenseinek, valamint a vérrel kontaktusban 1évo
érfal makro- és mikroszkopikus dramlastananak tudomanyaként.

A haematocrit, a plazma viszkozitas és a fibrinogén koncentracié mellett a
vér viszkozitdsat befolydsold tényezOk koziil kiemelt fontossagu micro-
rheologiai paraméter a vordsvérsejt deformabilitas és a vorosvérsejt aggregatio.

A vorosvérsejtek deformabilitasa jellemezheté a nyirderd hatasara
1étrejovo passziv alakvaltozas mértékével. A megfelelé deformabilitasnak az
ugynevezett egyenkénti aramlas zonaban (ératméré < 8 um) van a legnagyobb
jelentOsége, hiszen a szervezetben szamos helyen (szivizom, agy) a 3-5 um vagy
annal kisebb atmérdjii microcapillarisokon csak a megfeleléen elnytjthato
vorosvérsejtek tudnak athaladni. A deformabilitds paraméter meghatarozasanak
jelentdsége ebben rejlik, hiszen a barmilyen okbol kérosodott, rigidebbé valo
vorosvérsejtek a szoveti microcirculatio teriiletén okoznak tovabbi zavarokat.

A vorosvérsejteknek a deformabilitdsat szamos celluldris faktor hatarozza
meg, melyek igen érzékenyek a sejtek homeostasisanak valtozésaira.
A deformabilitas 6 meghataroz6i a cytoskeletalis struktura, a sejt
morphologiaja, felszin-térfogat ardnya, a belsd viszkozitds (haemoglobin-
tartalom), valamint a sejtmembran sajat viszkozitasa.

A bikonkav erythrocytdk masik fontos micro-rheologiai tulajdonsaga a
stasis soran vagy alacsony sebesség-gradiensnél létrejove reverzibilis
osszekapcsolodas, az aggregatio. A vorosvérsejtek aggregatiojat, annak mértékét
plazmatikus ¢€s celluldris faktorok egyiittesen hatarozzak meg. A plazmatikus
faktorok koziil fontos a fibrinogén koncentracio, illetve in vitro koriilmények
kozott mas, nagy ¢és elagazd térszerkezeti makromolekuldk jelenléte.
A cellularis faktorok koz¢ tartozik a vordsvérsejtek alakja, deformalhatosaga és

az igen nehezen meghatarozhaté glycocalyx 0sszetétel.



A fokozott vordsvérsejt aggregatio kovetkezményeként a tomeges
aramldsi szakaszban ndé a particulum-méret, kovetkezményes viszkozités
emelkedéssel az alacsonyabb  sebesség-gradiens tartomanyokban. A
mikrokeringésben nagyobb  disaggregalé  energidra van sziikség az
aggregatumok feltoréséhez, csokkenhet a szoveti haematocrit.

Mara, a modern rheologiai mérémodszerek elterjedésével igazi
multidiszciplinaris teriilett¢ valt a haemorheologia az alap- és alkalmazott
kutatasoktol a klinikai vizsgéalatokig. A vizsgalt problémdak nagy része
természetszertien klinikai kérdéskorok, amelyekre a valaszt gyakran a kisérletes
orvostudomanyban hasznalt allatmodellek képesek adni. A vér és plazma
viszkozitas, haematocrit, vordsvérsejt deformabilitds, vOorosvérsejt aggregatio,
fibrinogén koros, gyakran jelzd értékii valtozasokat mutatnak cardiovascularis és
cerebrovascularis korképekben, peripherias érbetegségekben, gerontologiai
vonatkozasokban, anyagcsere betegségekben, gyulladasos-, ischaemia-
reperfusios és septicus folyamatokban, tovabba a 1épfunkcié csokkenésekor
vagy elvesztésekor.

A kutatasok sordn az eredmények validitdsanak, értékelhetdségének és
extrapolalhatosaganak az alappillérét képezi, hogy a kialakitott kutatdsi modell
tervezése ¢s kivitelezése korszerli laborallat-tudomanyi elvek szerint ¢és
standardizalt koriilmények kozott  torténjen, beleértve a  megfeleld
laboratoriumi/kisérleti allatfa) megvalasztasat, az esetszam €s a nemi aranyok
meghatarozasat, a vérvétel helyének, mennyiségének, valamint a mintakezelési
¢s mintaelokészitési koriilményeket is. Ezen elvek és standardok nélkiil a
kiilonb6zd laboratoriumi allatfajokbol, mas-mas kutatd csoportoktol szarmazo
kutatasi eredmények biztonsdggal nem hasonlithatoak 0Ossze, €s nem
extrapolalhatdbak megfeleléen a human klinikai gyakorlatbol felmertiild
kérdéskorokre.

A faji haemorheologiai kiilonbségekrél egyre tobb ismeret all a

rendelkezésre, azonban a laboratoriumi 4llatok nemi kiilonbségei kevésbé
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ismertek. Humén vonatkozasban jol kimutathatéak a nemi haemorheologiai
kiilonbségek, amelyek szignifikdnsak lehetnek. E kérdéskor vizsgalata a
kisérletes modellekben kialakitott csoportok nemi eloszlasat tekintve lehet fontos.

Az egyes mérOémiiszerek eltérd érzékenységgel mutathatnak ki
valtozasokat a laboratoriumi allatfajok vérmintaiban. Feltételezhetd, hogy a
vorosvérsejt deformabilitas ektacytometrias méréseinél az alkalmazhat6 oldatok
viszkozitasdnak ndvelésével a voOrosvérsejt deformabilitds faji- €s nemi
kiilonbségei 1is ¢érzekenyebben kimutathatoak mind normal, mind az
Osszehasonlitd vizsgalatokhoz alkalmazott hdkarositott, rigid vorosvérsejtek
vonatkozéasaban.

Feltételeztiik, hogy az eltér6 mintakezelési ¢és méréstechnikai
koriilményekbdl adodé kiilonbségek megkozelithetik, vagy akar el is fedhetik a
kisérleti csoportok kozott indukalt pathophysiologiai folyamatokban kimutathato
jelentds, gyakran szignifikans haemorheologiai valtozasok mértékeét.

Kutatasaink néhany, az Aallatkisérletes haemorheologiai méréstechnikai
standardok kialakitdsdban fontos kérdéskor elemzésére iranyultak a
mintakezelési és miszer-érzékenységi Osszehasonlitd vizsgalatokkal, azzal a
céllal, hogy a kisérletes sebészeti kutatasokban alkalmazott allatmodellek
tervezés€hez, és a haemorheologiai mérések jol 6sszehasonlithatd eredményeket

ado kivitelezéséhez adatokat szolgaltassunk.



2. CELKITUZESEK

1. A laboratoriumi allatfajok koziil a CD outbred patkany €s az inbred beagle
kutya f6 haemorheologiai paramétereinek (teljes vér viszkozitas, plazma
viszkozitas, voOrosvérsejt deformabilitds és voOrdsvérsejt aggregatio)
lehetséges nemi kiilonbségeinek elemzését tliztikk ki célul, a Sebészeti
Mitéttani Tansz€k haemorheologiai kutato-laboratoriumaban vizsgalt
egeészséges allatok alapadataibol.

2. Allatkisérletekben ~a  vérmintak  taroldsanak  haemorheologiai
vonatkozésair6l kevés irodalmi adat érhetd el, ezért vizsgalni kivantuk a
rheologiai paraméterek kiillonb6zd hdémérsékletli tarolds hatasara
bekovetkezd lehetséges valtozdsait a taroldsi 1d6 fiiggvényében
CD patkany ¢€s beagle kutya vérmintakban.

3. A vorosvérsejt deformabilitds korszerli meghatarozasara alkalmas slit-
flow ektacytometridval kiilonb6zd viszkozitdst vorosvérsejt-szuszpendalo
kozegek alkalmazéasaval nyert adatok Osszehasonlitd elemzeését kivantuk
elvégezni Sprague-Dawley patkanyok és beagle kutydk faji- és nemi
haemorheologiai kiilonbségeinek érzékenyebb kimutathatosaga céljabol.

4. Az ¢ép ¢és a hokezelt vorosvérsejtek deformabilitasi paramétereinek
Osszehasonlitod vizsgalatait kivantuk elvégezni, a slit-flow ektacytometria
érz€kenységének  kiillonbozd  viszkozitdsti  szuszpendald  kozegek
alkalmazasa esetén torténd meghatarozasaval Sprague-Dawley patkanyok

¢s beagle kutyak vérmintain.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Nemi Fkiilonbségek haematologiai és haemorheologiai elemzése
laboratoriumi dallatokon
3.1.1. Kisérleti dllatok és vérvételi protokoll

Vizsgalataink sordn felndtt, kozépsulyu, him és ndstény CD outbred
patkanyok és inbred beagle kutyak haemorheologiai paramétereit hasonlitottuk
0ssze a Debreceni Egyetem Orvos- ¢s Egészségtudomanyi Centrum Sebészeti
Miitéttani Tanszékének kutatasi programjaiba vont allatok koziil az egészséges
kontroll csoportok adatainak felhaszndldsdval. Az adatokat ny0jtd kisérletek
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsig (DE MAB) altal
nyilvantartott engedélyszamai: 6/2000., 7/2006., 34/2007., 37/2007. DE MAB.

A vérvételek beagle kutyaknal zart rendszerben, Vacutainer® csovek
hasznélataval torténtek a vena cephalica punctigjaval 22 G-s vérvételi tlivel.
Patkanyok esetén a vérmintat fecskenddvel nyertiik a lateralis farok vena (24-26
G-s ti1) punctidja, vagy anaesthesiaban cardialis (22 G-s t{i) punctio révén.

Haematologiai, vorosvérsejt aggregatiés ¢€s ektacytometrian alapulo
vorosvérsejt  deformabilitasi  mérésekhez anticoagulansként K;3;-EDTA-t
hasznaltunk (beagle kutya: 7,5%, 0,04 ml, BD Vacutainer® csévek; CD patkany:
1,5 mg/ml koncentracioban fecskenddben). Vér viszkozitas ¢és filtrometrian
alapuldé vorosvérsejt deformabilitdsi mérésekhez Na-heparin anticoagulanst
hasznaltunk (beagle kutya: 143 IU, BD Vacutainer”; CD patkany: 10-15 U/ml
fecskenddben). A fibrinogén koncentraciot Na-citrattal anticoagulalt vérmintak
plazm4jabdl hataroztuk meg (beagle kutya és CD patkany: 0,129 M, BD

Vacutainer” csovek).

3.1.2. Haematologiai paraméterek meghatarozasa
A mennyiségi és mindségi haematologiai paramétereket Sysmex F-800
microcell counter-rel (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Japan) hataroztuk

meg. A vizsgalatokhoz 70 ul anticoagulalt vér sziikséges.
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Osszehasonlitd vizsgalatainkhoz 82 him és 86 ndstény beagle kutya,

valamint 106 him €s 43 ndstény CD patkany adatait hasonlitottuk 6ssze.

3.1.3. Haemorheologiai paraméterek vizsgalata
3.1.3.1. A teljes vér és plazma viszkozitas meghatarozasa

A teljes vér és plazma viszkozitdst (TVV, PV [mPa.s]) Hevimet-40
kapillaris viszkoziméterrel (Hemorex Kft., Budapest) mértiik.

A magyar fejlesztésli viszkoziméter két darab, egyenként 500 mm
hosszusaga €s 0,6 mm belsd atmérdjii fiiggdleges kapillaris mérékamrabol all,
melyek temperalt olajfiirddbe vannak agyazva, biztositandé a mérések soran az
alland6 37 °C-ot. A mérésekhez 1 ml anticoaguldlt teljes vér vagy plazma
sziikséges. A viszkozitdsmérések soran a nyomas-gradienst a folyadéknak a
hidrosztatikai nyomasa biztositja.

Az 0Osszehasonlitd elemzéshez 32 him ¢és 27 ndstény beagle kutya,
valamint 20 him és 12 néstény CD patkany plazma viszkozitds és 90 s’

sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitas adatait hasznaltuk fel.

3.1.3.2. A fibrinogén koncentraciéo mérése

Sysmex CA-500 coagulometer (TOA Medical Electronics Co., Ltd.,
Japén) segitségével hataroztuk meg a fibrinogén koncentraciot (Fbg [g/1]) Clauss
modszere alapjan. Az Osszehasonlitd vizsgalatokhoz 32 him és 27 ndstény

beagle kutya, illetve 20 him és 12 nostény CD patkany adatait hasznaltuk.

3.1.3.3. A vordsvérsejt deformabilitds meghatarozasa

3.1.3.3.1. Filtrometria

A mérésekhez Carat FT-1 filtrométert (Carat Kft., Budapest) hasznaltunk,
mely a St. George’s filtrometria technikdjan alapszik.
A vizsgélatokhoz vordsvérsejtek normal foszfatpufferben (PBS;

osmolaritds: 295 + 5 mOsm/kg; pH: 7,4) elkészitett 5%-0s szuszpenzioi
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sziikségesek. A vorosvérsejt-PBS szuszpenzid konstans filtraciés nyomassal
(4 cmH,0) 5 um atlagos pérusméretli polycarbonat Nucleopore® filteren halad
keresztil. A fotodetektorokkal torténd helyzet-id6 érzékelés alapjan
meghatarozhaté filtracids sebességbdl a kapcsolt szoftver kiszamolja a kezdeti
relativ filtracios rata (initial relative filtration rate, IRFR) és a szuszpenzio
haematocritjanak ismeretében, a relativ sejt-tranzitid6 (relative cell transit time,
RCTT) paramétereket: RCTT = [(IRFR™' — 1)/Hct] + 1

Az 0Osszehasonlitd vizsgalatainkhoz 32 him és 27 ndstény beagle kutya,

valamint 20 him és 12 ndstény CD patkany adatait hasznaltuk.

3.1.3.3.2. Ektacytometria

A vordsvérsejt deformabilitas ektacytometrias méréséhez Rheoscan-D200
slit-flow ektacytometert (Sewon Meditech Inc., D¢l-Korea) hasznaltunk.
A készilékben vakuum-generalt nyirdfesziltseg (SS; 0,5-20 Pa) hatisara
200-220 um magas, 40 mm hosszisagi résben aramlik a minta. A mérés a
nyiréerd hatasara elongalodd vordsversejtekrél szorodd laser diffractids
mintazatanak az elemzésén alapul.

A mintaelOkészités soran a 6 pl mintat 600 pl, magas -altalaban 20 mPa.s
feletti- viszkozitasu, isotonids polyvinyl-pyrrolidon (PVP, 360 kDa) oldatba
mértiik. A magas viszkozitasu kozegre azért van sziikség, hogy a mérések soran
az alkalmazott nyirdfesziiltség sejtekre torténd ataddsa megtorténjen, lehetdve
téve azok elongatiojat. A késziilek a laser-diffractogram elemzésével hatdrozza
meg a vorosvérsejtek elongatids index (EI) értékét adott nyirofesziiltség (SS)
érték mellett. Az EI a sejt deforméalhatdsagaval parhuzamosan no.

Az EI-SS gorbék Osszehasonlitdsdhoz a 3 Pa-ndl mért EI értékeket és a
Lineweaver-Burk analizissel kalkulalt maximalis elongatids index (El.x) és
ennek feléhez tartozo nyirdfesziiltség (SSy, [Pa]) értéket hazsnaltuk:

1/E1 =SS,/ Elnax X 1/SS + 1/Elax

Az SS,, értek novekszik a vorosvérsejt deformabilitas csokkenésével.
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Az Osszehasonlitd vizsgalatainkhoz 24 him és 22 ndstény beagle kutya,

valamint 15 him és 18 néstény CD patkany adatait hasznaltuk.

3.1.3.4. A vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa

A vOrosvérsejt aggregatio meghatarozasat fénytranszmisszids elven
miikodé6 Myrenne MA-1 erythrocyta aggregometerrel (Myrenne GmbH,
Németorszag) végeztiik. A mérésekhez 20 pl anticoagulalt vérminta sziikséges.

A késziilek vérmintat befogadod része egy atlatszo iiveg targylemezbdl és a
sebesség-gradienst létrehozo rotor altal forgatott, 2°-0s csiszolt liveg lencsébdl
all. A targylemez felett infravords dioda, a lencse alatt egy infravoros detektor
helyezkedik el.

A mérések soran a targylemez és a kup kozé helyezett vérmintat 600 s™
sebesség-gradienssel néhany masodpercig disaggregalja a késziilék, majd a
sebesség-gradiens hirtelen nullara (M mod) vagy igen alacsony értékre, 3 s"'-ra
(M1 mod) csokken. Ekozben a vérminta fényatereszté képességének
megvaltozasa alapjan a késziilék aggregatidos indexet szamit az aggregatids
folyamat 5., illetve 10. masodpercében. Fokozott aggregatio esetén mind az M,
mind az M1 paraméterek emelkednek.

Az O6sszehasonlitd vizsgalatainkhoz 18 him és 42 ndstény beagle kutya,

valamint a 38 him és 18 néstény CD patkany adatait hasznaltuk.

3.1.4. Statisztikai analizis

A bemutatott eredményeket atlag + szoras (atlag = S.D.), tovabba median
€s 25/75 percentilis értekek formajaban adtuk meg. Az 6sszehasonlitashoz
Student t-probat vagy Mann-Whitney rank sum tesztet végeztiink az adatok

normalitasa alapjan. A szignifikancia szintet p<0,05-nél hataroztuk meg.



. ror

haematologiai és haemorheologiai paramétereire
3.2.1. Kiserleti allatok és mintavétel

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIII., , Az dllatok védelmérol és
kiméletérol” alkotott torvény eldirasait betartva végeztiik, a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsig (DE MAB) altal 37/2007. szamon
nyilvantartasba vett hatosagi engedéllyel.

Az eldzetes vizsgalatokba egészséges ndstény CD outbred patkanyokat
(n=5, 329 + 83 g) és beagle kutyakat (n=5, 12,1 + 2,13 kg) vontunk be.

Patkanyokt6l altalanos anaesthesidban (Na-pentobarbital, 35 mg/kg, i.p.)
cardialis punctio révén, beagle kutyaktdl a vena cephalica punctidjaval zart
rendszerben 6-8 ml vérmintat vettiink allatonként K;-EDTA-t tartalmazo
vérvételi csovekbe (7,5% 0,04 ml, BD Vacutainer®). Beagle kutyaktol tovabbi
6 ml vért vettiink Na-heparint tartalmazo vérvételi csovekbe (143 IU, BD

. ® . o,y . . I3
Vacutainer ) a viszkozitasi vizsgalatokhoz.

3.2.2. Taroldsi és mintaelokészitési protokoll

A vérmintdkat egyenként 10 részre osztottuk. Hét részmintat
szobahdmérsékleten taroltunk (22-23 °C). A haemorheologiai paraméterek
meghatarozasat az aldbbi idOpontokban végeztiik: 0. ora (10-15 perccel a
vérvétel utan), majd 2, 4, 6, 24, 48 ¢s 72 drakat kovetden.

A maradék harom almintat nedves jégen taroltuk egy zart dobozban. A
jeget nylon zacskoban helyeztiik el, melyen a mintdkat tartd allvany allt, igy
elkeriilhettiik a mintdk kozvetlen érintkezését a jéggel. A zart dobozban a
hémérsékletet a vizsgalat teljes iddtartama alatt folyamatosan monitoroztuk
(0. ora: 4,4 °C; 24. 6ra: 6,1 °C; 48. 6ra: 6,8 °C; 72. ora: 9,8 °C).

A méréseket a mintavételt kovetden 24, 48 ¢és 72 oOraval veégeztik. A
laboratoriumi méréseket megelézden a mintdkat 20 percre szobahdmérsékletre

helyeztiik.



3.2.3. Laboratoriumi mérések

A haematologiai paramétereket a 3.1.2. fejezetben leirtaknak megfeleléen
Sysmex F-800-as haematologiai automatidval hataroztuk meg mindegyik
vérminta valamennyi almint4jabol. Az eredmények koziil az atlagos vorosvérsejt
térfogat (mean cell volume, MCV [f1]) valtozasanak értékeit ismertetjik.

A teljes vér és plazma viszkozitds meghatarozasa a 3.1.3.1. fejezetben,
vorosvérsejt deformabilitas filtrometrids mérése a 3.1.3.3.1. fejezetben leirtalk
szerint tortént. Ezeket a méréseket csak a beagle kutyak hiitve tarolt mintain
végeztiik a vizsgalatokhoz sziikseges vérmennyiség miatt.

Ektacytometrids elven (Rheoscan-D200 slit-flow ektacytometer) a
K;-EDTA-val anticoagulalt szobahdmérsékleten vagy hiitve tarolt vérmintakbol
keriiltek meghatdrozasra a 3.1.3.3.2. fejezetben leirtak szerint.

A vordsvérsejtek  aggregatidjanak  vizsgdlata Myrenne < MA-1

aggregometerrel a 3.1.3.4. fejezetben ismertetett modon tortént.

3.2.4. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + szoras (atlag + S.D.) formdjadban adtuk meg. A
valtozasok elemzését a friss vérmintdk 0. oOrajahoz viszonyitva egyiranyu
ANOVA teszttel (Dunn- és Bonferroni-modszer), a szobahdmérsékleten és
hiitve tarolt mintdk vizsgdlt paraméterei kozott jelentkezd kiilonbségek
elemzését Student t-probaval vagy Mann-Whitney rank sum teszttel végeztiik az

adateloszlas normalitdsa szerint, p<0,05 szignifikancia szint mellett.

3.3. Kiilonbozo viszkozitasu szuszpendalo oldatok hatdasa laboratoriumi dllatok
vorosversejt deformabilitas mérésének érzékenységére
3.3.1. Nemi kiilonbségek tovabbi ektacytometrids vizsgdlatai
3.3.1.1. Kisérleti allatok és mintavétel

Kisérleteinket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag
(DE MAB) altal 37/2007. szamon nyilvantartiasba vett hatésagi engedéllyel
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végeztilk 10 him (455,6 £ 38,1 g) és 10 ndstény (284,8 + 14,3 g) egészséges,
8 hoénapos Sprague-Dawley (SD) patkany, tovabba 10 him (12,9 + 1,6 kg) és
10 ndstény (12,3 £ 2,3 kg), egészséges, 3-4 éves beagle kutya bevonasaval.

A vérvételek a reggeli o6rdkban (8 és 10 6ra kozott) torténtek. Patkanyok
esetén a lateralis farok vena 26 G-s tiivel torténd punctiojaval 0,5 ml vérmintat
vettlink Na-EDTA-t (1,5 mg/ml) tartalmazé a fecskenddébe. Kutydk esetén a
vérvétel zart vérvételi rendszerben tortént a vena cephalica punctidja révén
(K5-EDTA, 7,5% 0,04 ml; BD Vacutainer”).

Mindegyik vérminta ektacytometrids voOrosveérsejt deformabilitasi
vizsgalatat parhuzamosan elvégeztiik harom, kiilonb6z6 viszkozitdsa polyvinyl-

pyrrolidon (PVP) oldat hasznalataval, az alabbiak szerint.

3.3.1.2. Mintael6készités €s vorosversejt deformabilitas mérés

Normal foszfat puffer (PBS) felhasznalasaval 14,57; 20,11 ¢és 30,51 mPa.s
viszkozitasu polyvinyl-pyrrolidon (PVP, 360 kDa; Sigma Aldrich Co.) oldatokat
készitettiink. A tovabbiakban 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasi PVP-PBS
oldatokként lesznek emlitve. Az oldatok osmolaritdsa 295-327 mOsmol/kg,
a pH értékiik 7,34-7,37 volt.

A tovabbi mintaelOkészités ¢€s a  voOrosvérsejt deformabilitas

meghatarozasa a 3.1.3.3.2. fejezetben leirtak szerint tortént.

3.3.2. Ektacytometrias méresek érzekenységének vizsgalata laboratoriumi
dllatok hokezelt vorosvérsejtjeivel
3.3.2.1. Kisérleti allatok €s mintavétel
Vizsgélatainkba 8 ndstény, egészséges Sprague-Dawley patkanyt (334 +
55,8 g) és 8 ndstény, egészseéges beagle kutyat (11,05 + 1,41 kg) vontuk be.
Patkdnyok esetén a vérvétel A4ltalanos anaesthesidban  tortént
(Na-thiopenthal 60 mg/kg, i.p., Thiopenthal®, Biocheme GmbH, Ausztria):

median laparotomidt végeztiink, majd 26 G-s tli és a hozzd csatlakoztatott
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anticoaguldnst (Na-EDTA, 1,5 mg/ml) tartalmazo fecskendd segitségével 1,5 ml
vérmintat vettiink a vena cava caudalis punctidja révén. A vérvételt kovetden az
allatokat exsanguinaltuk.

Beagle kutyaktol a vena cephalica punctiojaval zart vérvételi rendszerrel

vettiik a vért (K3-EDTA, 7,5% 0,04 ml; BD Vacutainer®).

3.3.2.2. Mintael6készités és hokezelés

A nativ vérmintak ektacytometrids vizsgalatat kovetden a mintdkat 1000 g
erdvel 10 percig 15 °C-on centrifugaltuk, majd a vorosvérsejteket normal PBS-
sel kétszer mostuk (700 g, 10 perc, 15 °C).

A mosott vordsvérsejtekbdl 10% haematocrit értékii vordsvérsejt-PBS
szuszpenzidkat készitettiink. Mindegyik szuszpenzidban ektacytometrids
modszerrel meghataroztuk a vorosvérsejt deformabilitast, majd a szuszpenziokat
48 °C-os vizflirdébe helyeztik 9 percig, mikozben a mintdkat enyhén
mozgattuk.

A hokezelést kovetden a mintakat azonnal szobahdmérsékletre (22 °C)

hitottiik, majd meghataroztuk a mintak vorosvérsejt deformabilitasat.

3.3.2.3. Haematologiai és morphologiai vizsgalatok

A nativ és a vOrdsvérsejt-PBS szuszpenzidk haematologiai paraméterei
koziil a haematocrit (Htc [%]) és a vorosvérsejt atlagos térfogat (MCV [fl])
értékeket elemeztiik. A vordsvérsejt-PBS szuszpenziokban a hokezelés hatasara
bekovetkezd vorosvérsejt morphologiai valtozasok megfigyelésére a mintakat
zsirtalanitott  targylemezre cseppentettik, majd feddlappal boritottuk.

A vizsgalathoz Nikon Eclipse E200 mikroszkopot hasznaltunk.

3.3.2.4. A vorosvérsejt deformabilitds meghatarozasa
A nativ mintak, a normal és hdkezelt vordsvérsejt-PBS szuszpenziok

vorosveérsejt deformabilitas meghatarozasa a 3.1.3.3.2. fejezetben leirtak szerint
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tortént, parhuzamosan 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasi PVP-PBS szuszpenzios

oldatok alkalmazasaval.

3.3.2.5. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag & szoras (S.D.) formdjaban tilintettiik fel.

A 15, 20 és 30 mPa.s viszkozitasu PVP médiumok hasznalataval
meghatarozott eredmények értékeinek -csoporton beliili- Osszehasonlitdsadhoz
egyiranyl ANOVA tesztet hasznaltunk (Dunn- €s Bonferroni-modszer).

A him és ndstény allatok eredményei kozotti kiillonbséget az adateloszlas
normalitdsanak fliggvényében Student t-prébaval vagy Mann-Whitney rank sum
teszttel elemeztiikk. Mindkét faj him és ndstény allataindl megadtuk a variacios
koefficienst (CV%).

A nativ mintdk és a vordsvérsejt-PBS szuszpenzidk eredményeinek
Osszehasonlitdsdhoz Student t-probat vagy Mann-Whitney rank sum tesztet
hasznéaltunk. A hdkezelés eldtti és utani eredmények Osszehasonlitdsa a
normalitds alapjan paros t-probaval vagy Wilcoxon signed rank teszttel tortént.

A szignifikancia szintet p<0,05 értéknél allitottuk be.

A hdkezelés elbtt €s utan mért adatok vonatkozésaban kiszamitasra kertilt
a standardizalt differencia értéke is. A normal sejtek és a hdkezelt, rigidebb
vorosvérsejtek deformalhatosaga kozotti kiilonbség jol kimutathato.

Minél nagyobb ez a kiilonbség adott miiszer esetén, annal érzékenyebb
maga a késziilek. Az erre szolgaldo 6sszehasonlitd paraméter a Cohen-modszer
szerint kalkulalt standardizalt differencia:

standardizalt differencia = atlagyoneon - atlagyezere / »,pooled” S.D.
A ,,pooled”, azaz Osszegzett S.D.: a kontroll és a kezelt adatok négyzetre

emelt standard deviacio értékeinek atlagabol vont négyzetgyok.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Nemi kiilonbségek haematologiai és haemorheologiai elemzése
laboratoriumi dallatokon

4.1.1. Haematologiai paraméterek

A fehérvérsejt szam (Fvs [x10°/ul]) patkanyok esetén szignifikans nemi
kiilonbséget jelzett, a himeknél magasabb értékeket mutatva. Beagle kutyak
tekintetében nem volt nyilvanvald nemi kiilonbség.

A thrombocyta szam (Thr [x10°/ul]) mindkét vizsgalt 4llatfajnal a nSstény
allatokban mutatkozott magasabbnak, amely patkanyok esetén bizonyult
szignifikansnak.

A vorosvérsejt szam (Vvs [x10%ul]) mindkét fajnal a himeknél volt
szignifikdnsan nagyobb, emelkedett haematocrit értékek (Htc [%]) mellett.

A haemoglobin koncentracié (Hgb [g/dl]) és az atlagos vordsvérsejt
terfogat értekekben (MCV [fl]) nem tapasztaltunk szignifikans nemi
kiilonbségeket.

Az atlagos corpuscularis haemoglobin tartalom (MCH [pg])
szignifikdnsan nagyobb volt mindkét faj ndstény 4allataiban. Az atlagos
corpuscularis haemoglobin koncentracio6 (MCHC [g/dl]) azonban csak a beagle
kutydknal mutatott magasabb értékeket a ndstény allatokban, szignifikans

mértékli nemi kiilonbséget jelezve.

4.1.2. Haemorheologiai paraméterek
4.1.2.1. Teljes vér és plazma viszkozitas

A 90 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitas értékek (TVV
[mPa.s]) patkdnyokndl a ndstényeknél voltak magasabbak, de nem érték el a
szignifikancia szintet. Beagle kutydk esetén a himek mutattak kismeértékben
magasabb vér viszkozitas értékeket.

A plazma viszkozitds (PV [mPa.s]) a ndstény patkanyokban volt

szignifikdnsan magasabb a himekhez képest, a szignifikdnsan magasabb
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fibrinogén koncentracid (Fbg [g/dl]) mellett. Beagle kutyak him és ndstény
egyedeiben mind a plazma viszkozitas, mind a fibrinogén koncentracié hasonlo

volt.

4.1.2.2. Vorosvérsejt deformabilitas

A voOrosvérsejt-PBS szuszpenzidk filtracidos paraméterei nem mutattak
szignifikdns kiilonbségeket a nemek kozott, bar mindkét faj esetén a
ndstényeknek enyhén alacsonyabb volt a relativ sejt-tranzitidé (RCTT) értéke a
him allatokkal Osszevetve, kismértékben jobb vorosvérsejt deformabilitasra
utalva. A nemenkénti atlagértékek kiilonbsége CD patkanyoknal 2,2%, mig
beagle kutyaknal 8,7%-nak felelt meg.

Az ektacytometer haszndlataval kifejezettebb nemi kiilonbségeket
talaltunk. CD patkdnyoknal a ndstények rendelkeztek jobb, vagyis magasabb
elongatids index (EI) értékekkel, mig beagle kutydkndl a himekben taldltunk
magasabb EI értékeket.

Az EI-SS gorbék  0Osszehasonlitisara alkalmas paramétereknél
patkanyokban a 3 Pa nyiréfesziiltségnél mért EI értékek szignifikdnsan
magasabbak voltak a ndstények esetén, mig az El., értéke nem mutatott
szignifikdns nemi eltérést Az SS,, [Pa] értékek alacsonyabbak voltak a
nostényekben, bar a kiilonbség nem érte el a szignifikans mértéket.

Beagle kutydk esetétn a himek rendelkeztek jobb vordsvérsejt

deformabilitast mutatdkkal, bar a kiilonbség nem érte el a szignifikdns szintet.

4.1.2.3. Vorosvérsejt aggregatio

CD patkanyokndl a ndstények mutattak magasabb aggregatiés index
értékeket, kifejezett nemi kiillonbséget adva (M 5 sec: 77,8%; M1 5 sec: 25%;
M 10 sec: 87%; M1 10 sec: 36,3%). Beagle kutyak esetén a himeknél
tapasztaltunk nagyobb aggregatiés index értékeket. A nemi kiilonbségek
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mértéke bar jelentds volt, nem érte el a patkdnyokndl tapasztalt aranyokat (M 5

sec: 39,5%; M1 5 sec: 41,7%; M 10 sec: 4%; M1 10 sec: 16,5%).

A nemi kiilonbségek haemorheologiai vonatkozéasairdl egyre tobb, a
klintkumbol szarmazéd irodalmi adat érhetd el. A férfiakban a teljes vér és
plazma viszkozitds, a haematocrit €s a fibrinogén koncentracié magasabb, a
vorosvérsejtek nagyobb foku aggregatios készséggel és  kisebb foku
deformalhatosaggal jellemezhetéek, mint azonos kort ndkben.

Allatkisérletes  vonatkozasban a fajok kozotti  haemorheologiai
kiilonbségekrdl az Gjabb mérdmodszerek kifejlesztésével és elterjedésével egyre
tobb ismeret all rendelkezésre, a nemi kiilonbségekrdl azonban kevés adat
ismert, és rendszerezett 6sszehasonlitd tanulméanyt nem talaltunk.

A haemorheologiai nemi kiilonbségekben mutatkozo eltérések mértéke a
két faj Osszehasonlitaisdban nem korrelalt egyméssal. A human adatokkal
ellentétesen a magasabb vOrosvérsejt aggregatios készség nem tarsult csokkent
vorosveérsejt deformabilitdssal himekben. Egységes magyarazatot az eltérésekre
nem talaltunk, valdésziniileg e két micro-rheologiai paramétert meghatarozo
szamos plazmatikus €s cellularis faktor Osszetett kiilonbségei, és egymadsra

hatasa allhat a hattérben.

. ror

4.2. A tarolasi ido és homérséklet hatisa laboratoriumi dllatok vérmintainak
haematologiai és haemorheologiai paramétereire
4.2.1. Haematologiai paraméterek

A haematologiai paraméterek koziil a vorosvérsejt atlagos térfogat (MCV
[fl]) értekek szobahdmérsekleten valo tarolas esetén egyik faj vérmintdjaban
sem mutatott jelentds valtozast az elsd 6 ordn beliil. 24 6ra elteltével mindkét faj

esetén nott az MCV, patkanyoknal 25%-kal. A beagle kutydk MCV értéke
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24 ora elteltével is folyamatosan nétt a vizsgélati idStartam alatt (24 ora: 9%,
48 ora: 19%, 72 ora: 28%)).

Hiitéssel tortént tarolasnal az MCV novekedése mindkét allatfajnal
kikiiszobolhetd volt a vizsgalt 72 ora alatt, bar kutydk esetén 72 ora elteltével

5%-0s emelkedést tapasztaltunk.

4.2.2. Haemorheologiai paraméterek
4.2.2.1. Teljes vér és plazma viszkozitas

A teljes vér viszkozitdsaban a hiitéssel torténd tarolas esetén mar 24 ora
elteltével emelkedést tapasztaltunk. A plazma viszkozitasban ellentétes iranyt
tendenciat figyelhettiink meg, amely 48 ora elteltével mutatott szignifikans

csOkkenést.

4.2.2.2. Vorosvérsejt deformabilitas

A kezdeti relativ filtraciés rata (IRFR) értékeiben a tarolds soran
folyamatos csokkenést figyelhettink meg, mely a 72 o¢ra elteltével
szignifikdnsan alacsonyabb értékhez vezetett a kiindulasi értékhez képest.

A relativ sejt-tranzitidd (RCTT) értékek a tarolds sordn emelkedést
mutattak, melynek mértéke mar a tdrolds 24. oOrdjdban is szignifikéns
mértéklinek bizonyult.

E két paraméter valtozdsai a hiités ellenére romld vordsvérsejt
deformabilitasra utaltak a tarolasi 1d0 el6rehaladtaval.

Az ektacytometiaval ~meghatarozott vOrosvérsejt  deformabilitési
paraméterekben a szobahdmérsekleten tarolt patkany vérmintdk esetén az elsd
6 Oraban valtozast nem tapasztaltunk, de ezt kovetden jelentds és folyamatos EI
csokkenés mutatkozott. 24 oOra elteltével a valtozasok még csak a vizsgilt
legmagasabb nyirofesziiltség értékeknél (10, 20 Pa) meghatiarozott EI
értékekben mutatkoztak, de 48 és 72 ora elteltével mindegyik nyirofesziiltség
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tartomanyban szignifikans deformabilitds romlast tapasztaltunk. Hutéssel vald
tarolasnal ez a romlas kivédhetd volt.

A beagle kutyak vérmintai esetén is az EI értékek stabilnak mutatkoztak
az elsd 6 oraban. A patkdny mintdknal tapasztaltakkal ellentétesen, enyhe EI
emelkedést észleltiink. 24 ¢és 48 ora elteltével ez az emelkedés az alacsonyabb
nyirofesziiltség tartomanyokban volt jellemzé, mig 72 o6ra elteltével
szignifikdnsan csokkent EI értékek voltak mérhetéek mindegyik vizsgalt
nyiréfesziiltség tartomanyban. Hiitéssel megakadalyozhato volt az EI értékekben

tapasztalt valtozas.

4.2.2.3. Vorosvérsejt aggregatio

A szobahdmérsékleten tarolt patkany vérmintdk 10 secundumos
tizemmodban mért vorosvérsejt aggregatids index értékeiben bifazisos jellegli
valtozast tapasztaltunk mind az M, mind az M1 paraméterek vonatkozdséban.
Mar 2 ora elteltével az aggregatids index értékek szignifikans, 40-60%-os
csokkenését észleltiikk, amely csokkenés tovabb folytatodott 4, illetve 6 oOra
elteltével. Azonban 24 o6ra tarolas utan az aggregatiés index értékek novekedni
kezdtek, megkozelitve, majd elérve, és az M1 index paraméter esetében 72 ora
multdn meghaladva a kiindulasi értékeket. A 4-8 °C-on torténd hiitve tarolassal
az M ¢és M1 értékek szignifikdnsan alacsonyabbak maradtak a kiinduldsi
értékekhez képest.

Beagle kutydk vérmintaiban a tarolasi id6 fliggvényében fokozatos
voOrosvérsejt aggregatios index csokkenést tapasztaltunk. 6 ora elteltéig sem az
M, sem az M1 paraméternél nem észleltiink szignifikans valtozast, de 24 ora
elteltével jelentds aggregatids index csokkenést tapasztaltunk. 24 oOran tali
tarolasnal a hiités lassitotta, de nem akadalyozta meg az aggregatios index

csokkenést.
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Eredményeink szerint, a mintatarolas ideje és homérséklete jelentdsen
befolyasolja a micro-rheologiai paramétereket, patkdnyok vérmintaiban
rovidebb 1don beliil és jelentdsebb mértekben, mint beagle kutya vérmintak
esetén.

Az észlelt micro-rheologiai valtozdsok egy részének magyarazataul
szolgalhatnak a voOrdsvérsejt deformabilitdst meghatarozo faktorokban, mint a
sejtmembran feliiletének a sejt térfogatdhoz viszonyitott ardnyaban, valamint a
sejt alakjaban, méretében, felszin-térfogat aranyaban bekovetkezd valtozasok. A
szobahOmeérsekleten tarolt vérmintak MCV érték novekedése szerepet jatszhatott
a vorosvérsejtek deformalhatosdganak csokkenésében is.

A vOrosvérsejtek aggregatids index valtozasainak vonatkozéaséban,
feltételezhetd, hogy a hattérben részben a plazma proteinek degradatidja, a
megvaltozott sejtfelszini toltésmintdzata és a glycocalyx valtozasai allhatnak,
azonban a morphologiai valtozasoknak is kulcsfontossagli szerepe lehet.
A patkany vorosvérsejtek rendkiviil érzékenyek a mikrokornyezeti valtozasokra.
Az echinocyta formak jelenléte a deformabilitas értékek romlasaval jar, tovabba
ezek a sejtalakok aggregatiéra nem, vagy csak nehezen képesek. A patkany
vorosvérsejtek  kornyezeti hatdsokra vald érzékenysége jelentdés mértéki
echinocyta-atalakuldshoz vezet, igy érthetd az aggregatios index csokkenése. A
tarolas elérehaladtaval, amikor a sejtek a hypoxia €s az energia depletio miatt mar
nem képesek fenntartani volumenjiiket, duzzadni kezdenek, s igy az echinocyta

alakok szama 1s csokken.

4.3. Kiilonbozo viszkozitasu szuszpendalo oldatok hatdsa laboratoriumi dllatok
vorosvérsejt deformabilitis mérésének érzékenységére
4.3.1. Nemi kiilonbségek tovabbi ektacytometridas vizsgalatai

Mind a Sprague-Dawley (SD) patkanyok, mind beagle kutydk elongatios

index értékei a 15 mPa.s viszkozitasa PVP oldat alkalmazasakor bizonyultak a
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legalacsonyabbaknak, mig a legmagasabb értékeket a 30 mPa.s viszkozitasu
kozeg hasznalatdval mérhettiik. A 15 és 20 mPa.s-os oldatokban meghatarozott
elongatios index értékek kozotti kiillonbség nagysagrendileg hasonld volt a 20 és
30 mPa.s-os oldatok haszndlatdval kapott eredmények kozotti kiillonbségével.

A legnagyobb variabilitdst mindkét allatfajnal a 30 mPa.s viszkozitast
kdzegben tortént méréseknél tapasztaltunk.

Mindkét faj és mindkét nem esetén a 15 és 20 mPa.s viszkozitast kozeg
alkalmazasa esetén a 3 Pa-ndl meghatarozott EI értékek szignifikdnsan
alacsonyabbak (p<0,001) voltak a 30 mPa.s viszkozitasi kozeg hasznalatakor
mértekhez képest. Szignifikans nemi kiilonbségeket patkanyokban talaltunk a 20
¢s a 30 mPa.s viszkozitasu kozegek alkalmazasakor (p=0,027; p=0,01).

A 15 és 20 mPa.s-os kozegek esetén szignifikansan alacsonyabb El.,
értékeket kaptunk a 30 mPa.s-os oldatnal mért eredményekhez képest. Kutyak
vérmintdiban a legmagasabb El,,., értékeket a 20 mPa.s-os kozegnél észleltiik,
ami him allatoknal szignifikdnsan magasabb volt a 30 mPa.s-os oldatnal mért
adatokhoz képest (p=0,007). A 15 és a 20 mPa.s-os oldatok esetén az SS,, értéke
szignifikdnsan magasabb volt a 30 mPa.s-os oldatndl mértekkel Osszevetve
(SD patkany himeknél: p=0,001 és p=0,04, ndstényeknél: p<0,001 és p=0,037;
beagle kutya himeknél: p<0,001 és p<0,001, ndstényeknél: p<0,001 és p=0,004).

Szignifikans nemi kiillonbséget csak patkdnyoknal talaltunk a 20, illetve a
30 mPa.s viszkozitdsu oldatok hasznalataval (p=0,017 és p=0,005).

4.3.2. Ektacytometrias mérések érzékenységének vizsgalata laboratoriumi
allatok hokezelt vorosversejtjeivel
4.3.2.1. Haematologiai és morphologiai valtozasok

Mindkét allatfajnal a szuszpenzidok vordsvérsejtjei legnagyobb részben
megtartott morphologiaval rendelkeztek, csak néhany echinocytoid alak volt

mikroszképpal megfigyelhetd. A hokezelés hatdsara az echinocyta ¢és
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fragmentalodott sejtalakok szamédnak novekedését észleltiik a normalis discoid
alakok csokkenésével parhuzamosan.
4.3.2.2. A vorosvérsejt deformabilitds valtozasai

Mindkét faj vérmintdiban az elongatidés index értékek szignifikansan
alacsonyabbak voltak a vordsvérsejt-PBS szuszpenzidk esetén a nativ, normal
vérmintak mérési eredményeihez képest.

A hokezelést kovetden az EI értékek szignifikansan alacsonyabbnak
(p<0,001) mutatkoztak mindegyik PVP oldat hasznélata soran.
A legalacsonyabb értékeket ebben a vizsgalati sorozatban is a 15 mPa.s,
a legmagasabbakat a 30 mPa.s viszkozitdsu oldat alkalmazasanal kaptuk.

Patkanyok esetén a hokezelés hatasara az EI-SS gorbek lefutasa 1 és 2 Pa
kozotti nyirdfesziiltség tartomanyban jelentdsen eltért a normalistdl a 15 és 20
mPa.s-0s kozegek haszndlatakor, mig a 30 mPa.s viszkozitasi oldattal az
alacsony nyirofesziiltség tartomanyban is a megszokott gorbealakot lathattuk.

A hokezelés eldtti és utani allapot meghatarozott mérési eredményei a
legnagyobb kiilonbséget a 30 mPa.s viszkozitasti kozeg hasznalatakor mutattak.

Bar a legalacsonyabb EI értékeket a 15 mPa.s-os oldatnal figyelhettiik
meg, a standardizalt differencia itt mutatta a legnagyobb variabilitast. Az 1 Pa
alatti nyirofesziiltség tartomanyban a legalacsonyabb értékeket a 15 és 20 mPa.s
viszkozitasu kozegek alkalmazasakor kaptuk. 3 Pa nyirofesziiltségig a
standardizalt differencia értékek emelkedtek, majd ezt kdvetden csokkend
tendenciat mutattak. A 30 mPa.s viszkozitasi kozeggel mért értekek
viszonylagosan stabilak voltak, nem mozogtak olyan széles tartomanyban, mint
a masik két oldat alkalmazasanal. Az 5 Pa feletti nyirofesziiltség tartomanyban a
20 ¢és 30 mPa.s viszkozitast kozegekkel mért értékek nagyban hasonlitottak
egymasra.

Beagle kutyak vérmintdinal is megfigyelhettik, hogy az EI értékek
szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkoztak a vordsvérsejt-PBS szuszpenziok

esetén a nativ vérmintak értekeihez képest (p<0,001).
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A hokezelés mindegyik paraméterben szignifikans csokkenéshez vezetett,
bar a valtozas mértéke nem volt olyan kifejezett, mint a patkdny vordsvérsejtek
esetén. Az EI értékekben a legnagyobb kiilonbséget (p<0,001) 3 Pa
nyirofesziiltségnél figyelhettik meg. Az El,., emelkedését feltehetdleg, az
elongatios index gorbék megvaltozott lefutdsa eredményezhette. Az SS,, értékek
emelkedése mindharom PVP kozeg esetén bar kisebb foku volt, mint amit
patkany vordsvérsejteknél tapasztaltunk, de szignifikans kiilonbségként
mutatkozott a hdkezelés eldtti allapothoz viszonyitva (p<0,001).

A standardizalt differencia értékek jelentdsen alacsonyabbak voltak, mint
a patkanyoknal. A 2 Pa alatti nyirdéfesziiltség tartoményban a legmagasabb
értékeket a 30 mPa.s viszkozitasi kozegnél lattuk, majd a magasabb
nyirofesziiltség értékeknél mar mindharom kozeg esetén egymdashoz kozeli
eredményeket kaptunk.

A standardizalt differencia adatok arra utalnak, hogy a patkany
vorosvérsejtek joval érzékenyebben reagéltak a hdkezelésre, mint a beagle

kutyak vordsvérsejtjei.

A vorosvérsejt deformabilitds korszerli meghatarozasara alkalmas
haemorheologiai  laboratériumi  miiszer, a Rheoscan-D200 = slit-flow
ektacytometer, melynek érzékenysége eltérd lehet a faji- és nemi kiilonbségek
kapcsan.

Az ektacytometrias mérések €érzékenységének Osszehasonlitd vizsgalatait
a vorosveérsejtek hokezelésére bekovetkezd deformabilitds romlas mértékének
kimutathatosagaval folytattuk.

Mindkét allatfaj vorosvérsejt deformabilitasi  értékei  szignifikdns
kiilonbséget mutattak a nativ vérmintdk és a vordsvérsejt-PBS szuszpenzidk
Osszehasonlitdsakor is. Ennek hatterében feltehetleg a vordsvérsejt-PBS
szuszpenzidk jelentdsen alacsonyabb haematocrit értéke allhat. A nativ

vérmintak legaldbb négyszer-otszor magasabb altagos haematocrit értékkel
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rendelkeztek (patkany: 44,56%, kutya: 54,58%), mint a vorosvérsejt-PBS
szuszpenzidk, amiket 10%-os haematocrit értékre készitettiink eld.

A vartaknak megfeleléen mind a patkany, mind a kutya vorosvérsejtek
elongatios index értékeiben szignifikans csokkenést eredményezett a sejtek
hdékezelése, de a patkdny vorosvérsejtek deformabilitds romléasa kifejezettebbnek
bizonyult.

Kutyak esetén nem tapasztaltunk olyan mértékii kiilonbséget a hokezelés
eldtti és utani allapotok mérési eredményei kozott, mint a patkdny vérmintaknal.
Az elongatids index - nyirdfesziiltség gorbék lefutdsa szabdlyos maradt, és a
standardizalt differencia értékek is jelentdsen alacsonyabbak voltak a patkany
eredményekhez képest. A patkany mintdkhoz hasonloéan a 30 mPa.s viszkozitasu
PVP oldattal voltak biztosithatdoak a legmagasabb standardizalt differencia

értékek az alacsony nyirofesziiltség tartomanyban.

4.4. Az eredmények hasznosithatosdaga a kisérletes sebészeti kutatdasokban

A humén laboratériumi alkalmazasra kidolgozott haemorheologiai
méréstechnikai Utmutatokhoz hasonlo, allatkisérletekre ¢és haemorheologiai
témaju kisérletes sebészeti kutatdsokra vonatkozo ajanlas nem ismert.

A laboratériumi 4allatfajok haemorheologiai, és kiemelten a micro-
rheologiai paramétereinek (vordsvérsejt deformabilitas, vordsvérsejt aggregatio)
Osszehasonlitod vizsgéalatai adatokat szolgéltathatnak a faji- és nemi kiilonbségek
jobb megértéséhez, valamint a mintavételi, mintakezelési, mintatarolasi,
mintaelokészitési  standardok  kialakitasahoz, figyelembe véve adott
mérdmiiszerek érzékenységét is.

A CD patkanyok ¢és beagle kutydk vérmintiiban talalt szignifikans
mértékli haemorheologiai faji- és nemi kiillonbségek megismerése segitheti a
kisérleti csoportok megtervezését. Ajanlott a homogén, egynemii csoportok

kialakitasa, vagy az adott pathophysiologiai valtozas eleve nemi bontasban
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torténd vizsgalata, hiszen a kiilonb6z6 egyedszamu, kevert nemii csoportok
eredményei elfedhetik, torzithatjak a kisérleti csoportok kozotti valds
kiilonbsegeket.

A vérmintak kezelésére, tarolasara vonatkozd 0Osszehasonlitdo adatok a
laboratoriumi mérések biztonsagat novelhetik. A nem megfeleléen kezelt, vagy
a vérvétel id6pontjdhoz képest til késén mért minta eredményei nagymértékben
eltérhetnek a valds adatoktol. Kiilondsen igaz ez a patkanyok voOrdsvérsejt
aggregatids értékeire. Az Osszehasonlitd adataink felhasznalhatoak lehetnek a
laboratoriumok kozotti mintaszallitdas hatasdnak megitélésére, amely az
eredmények kiértékeléséhez nyljthat timpontot.

Az  cektacytometrids méréseknél a  valtozdsok  kimutathatdsaga
szempontjabdl a 30 mPa.s viszkozitasu PVP oldat hasznalata ajanlott. Ett6l
eltérd oldat alkalmazasa esetén figyelembe kell venni azt a tényt, hogy mas-mas
viszkozitasu szuszpendaldé kozeg hasznalatival nyert eredmények egymassal
nem vethetdek Ossze.

Az eredmények szerint elmondhat6, hogy vizsgalt laboratoriumi allatfajok
vérmintdira vonatkozoan a nem megfeleld mintakezelési, mintael6készitési és
méréstechnikai koriilményekbdl fakadd valtozasok, valamint a faji- és nemi
kiilonbségek megkozelithetik, vagy akar el is fedhetik a kisérletes sebészeti
modellekben vizsgélt pathophysiologiai valtozdsok mértékét. Ezért az
osszehasonlito adatok tdmpontot nyUjthatnak a kisérletek tervezéséhez, a

haemorheologiai mérések kivitelezéséhez €s az eredmények értékeléséhez.
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5. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEFOGLALASA

1. Kimutattuk, hogy CD patkdnyokban a ndstények rendelkeznek jobb
vorosveérsejt deformabilitas értékekkel, mig beagle kutydknal a himek.
Ezzel szemben a voOrdsvérsejt aggregatio CD patkanyokndl a
ndstényekben, beagle kutyaknal pedig a himekben fokozottabb mértékii.
Mindez ellentmond a human adatoknak, hiszen az irodalomban ismert,
hogy a férfiakndl mutatkozé fokozottabb vordsvérsejt aggregatio

,,rosszabb” vordsveérsejt deformabilitasi értékekkel kisért.

2. El6szor irtuk le, hogy CD patkany és beagle kutya vérmintak tarolasaval a
micro-rheologiai paraméterek (vordsvérsejt deformabilitas és vorosvérsejt
aggregatio) valtozasanak mértéke kiilonbséget mutat a két laboratoriumi
allatfaj kozott. A vordsvérsejt deformabilitds mérések szobahdmérsékleten
valo tarolas mellett 4-6 oOran belil stabilak, de patkdny vérmintak
vorosversejt aggregatio meéréseit lehetéleg mar 1 o6ran belil el kell

végezni.

3. El6szor irtuk le patkany vérmintdban a mintatarolds soran a kezdeti,
2 6rén beliil jelentkezd, 40-60%-os aggregatids index csokkenést és 24 ora
utani paradox emelkedését. A jelenség beagle kutydk vérmintdiban nem
volt kimutathaté és az irodalomban fellelhet6 humdan Osszehasonlitd

vizsgalatokban sem ismert.

4. Kimutattuk, hogy a slit-flow ektacytometrias méréseknél a 15, 20 és 30
mPa.s viszkozitdsi polyvinyl-pyrrolidon (PVP) oldatok alkalmazasaval
Sprague-Dawley patkanyok €s beagle kutydk vérmintainak vordsvérsejt
deformabilitas értékeinek kiilonbozdsége eltérd mértékben mutathatd ki.
A legnagyobb mértékben kimutathatd faji- ¢és nemi kiilonbségeket

a 30 mPa.s viszkozitdst oldat hasznélataval kaptunk.
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5. El6szor mutattuk ki, hogy Sprague-Dawley patkdnyok és beagle kutyak
vorosvérsejtei eltérd mértékben érzékenyek a hdkezelésre (48 °C, 9 perc).
A kiilonbségeket a 30 mPa.s viszkozitdsi PVP oldat hasznalataval

mutattuk ki a legérzékenyebben.

Reményeink szerint ezek az eredmények hozzajarulhatnak a faji- és nemi
haemorheologiai kiilonbségek jobb megértéséhez, valamint a mintakezelési,
mintataroldsi €s mintaelOkészitési standardok kialakitisahoz, s egy

allatkisérletes haemorheologiai méréstechnikai utmutat6 kidolgozasahoz.
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jelenlegi Ph.D. hallgatéinak, Dr. Sajtos Erikdnak, Dr. Hevér Timednak,
Dr. Matyés Lilinek és Dr. Klarik Zoltannak, a Ph.D. kutatéi munka soran végzett
laboratoriumi mérésekben ny(jtott készséges egylittmikodeéstikért.

Koszonom a Sebészeti Miitéttani Tanszek valamennyi munkatarsdnak a
segitségét, akik nélkiil nem valosulhatott volna meg a csapatmunkat megkivano
kutatas.

Nem utols6 sorban pedig szeretném megkdszonni Sziileimnek,
Testvéremnek ¢és teljes Csalddomnak a szeretetteljes tamogatast, és hogy
szilletésemtol kezdve, Onzetlen szeretetiikkel Ilehetové tették hosszas
tanulmanyaimat. Valamint halds koszonettel tartozom Bardtaimnak és
Szeretteimnek, akik egyetemi és Ph.D. éveim alatt a mindennapok sordn részesei
voltak életemnek. Sajnos, nem mindnydjan kisérhették végig a megtett utamat,
de mig mellettem lehettek, banatomban vigaszt, 6romomben Oszinte, vidam

tarsasagot nyujtottak.
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