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ROVIDITESJEGYZEK

Al: Aggregatios index

Amp: Amplitado

CAMP: Ciklikus adenozin-monofoszfat
DHEA: Dehidroepiandroszteron

DHT: Dihidrotesztoszteron

EI: Elongatios index

Elmax: Maximalis elongatiés index

EV: Osztradiol-valerat

FSH: Folliculus stimulélé hormon

Gi fehérje: adenilat-ciklazt gatlo protein
GnRH: gonadotropin felszabadité hormon
Hct: Haematocrit

LH: Luteinizal6 hormon

NO: Nitrogén-monoxid

NOS: Nitrogén-monoxid szintetaz
PCOS: Policisztas ovarium szindroéma
ROS: Reaktiv oxigén szabadgyodk

t V2: Fél-amplitudo 1d6



A tudomanyos munkat nem a kézvetlen
haszna alapjan kell megitélni.
Onmagaért, a tudomany szépségéért kell végezni.”

(Marie Curie)

1. BEVEZETES

A haemorheologia, ahogy Alfred Levin Copley, a tudomanyag atyjaként is
emlegetett amerikai haematologus 1951-ben megfogalmazta: ,, 4 vér sejtes és plazmatikus
komponensei makro- és mikroszkopikus dimenzidju dramlastandanak, valamint a vérrel
kontaktusban 1évé érfal rheologiajanak dsszefoglalo megjelolése.” [1]. Az utobbi
¢évtizedekben egyre szélesebb korben kezdték el a haemorheologiai kutatasokat, igy egyre
tobb és tobb pathologias folyamat véraramlasra, €s kifejezetten a vorosvérsejtekre gyakorolt
hatasardl kaphatunk informaciot, koszonhetéen az alkalmazhatd mérési modszerek széles
skalajanak, mint a kiillonbozé fény-transzmisszion, fény-reflektancian alapuld

mérémodszereknek, az ektacytometrias, mikroszkopos és filtracios technikaknak [2—6].

A haemorheologiai paramétereket, mint a teljes vér- és plazmaviszkozitast, a
vorosvérsejt deformabilitast és aggregatiot szamos tényez6 befolyasolja. Ezek a befolyéasolo
tényezOk mar jol ismertek, azonban az egyes paraméterek egymasra hatdsit még nem
ismerjiik teljesen. Kordbbi kutatdsok mar kimutattdk, hogy a haematocrit és a teljes
vérviszkozitas kapcsolata nem linearis [7], ahogy az aggregatio-haematocrit kapcsolat sem
[8]. Leirtak tovabba, hogy a haematocrit-viszkozitas kapcsolat [7], a centrifugalas okozta
mechanikus trauma [9], valamint az aggregatio, a deformabilitas €s a sejtmembran stabilitas

is faji eltéréseket is mutat [10,11].

Szamos pathologias folyamat soran tapasztalunk valtozasokat a haemorheologiai
paraméterekben. FOként a sziv- és érrendszert érintd betegségekben, mint a magas

vérnyomas, a myocardialis infarctus, de metabolikus elvaltozasok esetén is, mint a ll-es
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tipusti diabetes mellitus, vagy az inzulin rezisztencia [6,12-18]. A policisztas ovarium
szindroma (PCOS) nagyon gyakori megbetegedés a reproduktiv kora nék korében [19-25].
Bar a kardiovaszkularis és metabolikus elvaltozasok PCOS-ben gyakoriak, tovabba a
haemorheologiai paraméterek nemi eltéréseket is mutatnak, ennek ellenére a policisztas
ovarium szindromaban jelentkezd haemorheologiai valtozasokat leir6 tudomanyos
publikaciok szama kevés.

Vizsgalataink egyik része az aggregatio-haematocrit kapcsolat fajok (human,
patkany, kutya, sertés) kozotti kiilonbségeinek feltarasara iranyult, mig masik részében a
policisztds  ovarium  szindréma haemorheologiai hatdsait kivantuk vizsgalni,

patkanymodellben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Haemorheologiai paraméterek

A haemorheologiai paraméterek kozott elkiilonithetiink macro-rheologiai (teljes
vérviszkozitas, plazma viszkozitas) és micro-rheoldgiai (vorosvérsejt deformabilitas,
aggregatio, membran stabilitds) paramétereket. A paraméterek egymasra hatasat az 1. dbra

mutatja be.

Haematocrit %

-Felszin-térfogat arany

-Belsé viszkozitis @ Fibrinogén és
-Membran viszkozitas omersckie / globulin szint

- Morfologiai adottsigok Vorosvérsejt
aggregatio

Vorosvérsejt deformabilitis | /

Teljes vér viszkozitas \

Lipid
frakciok

Fehérvérsejt szim, (TG)
thrombocyta szam és

Plazma

viszkozitas

aggregatio A mikrokeringés morfologiai
és funkcionalis allapota
Nyirofesziiltség,
hemodinamika
1. abra

A haemorheologiai paraméterek és mas befolyasold tényezok egymasra hatasa
(A Sebészeti Miitéttani Tanszék abraanyaga alapjan)

2.1.1. Vorosvérsejt aggregatio

Az erythrocytdk reverzibilis 0Osszekapcsolodasat stasisban, illetve alacsony
nyiréfesziiltség (<20 s') mellett, vorosvérsejt aggregationak nevezziik [3,6,17,26-29]. Az
aggregatio két fazisra oszthato, az elsé par masodperc (1-5 mp) alatt lezajlik, ekkor a sejtek

rouleaux, vagyis pénztekercs format vesznek fel, majd az ezt kovetd hosszabb (10-60 mp)



szakaszban, ezek mar tobbfelé elagazd alakzatokat alkotva Osszekapcsolodnak (2. abra)

[3,6,17,30].

@ v

A B

2. abra
A vorosvérsejt aggregatio soran kialakulo rouleaux, és haromdimenzios aggregatumok sematikus €s
mikroszkdopos képe
(Yeom és Lee 2015; Simmonds és mtsai 2013. alapjan [28,31])

Az aggregatio létrejottének folyamata még nem teljesen tisztazott, kialakulasat
jelenleg két kiilonbozd elmélet probalja megmagyarazni. Az elsd az ugynevezett ,,depletios
modell”, amely szerint a vordsvérsejtek folyamatosan kozelednek egymashoz, ezaltal
kiszoritva a sejtek koziil a nagy makromolekuldkat, igy létrehozva a makromolekula-
szegény depletios zonat. Ebben az esetben az aggregatio 1étrejottét a plazma makromolekula
koncentracioja és a depletids zona kozott 1étrejové ozmotikus gradiensnek tulajdonitjak. A
masik elmélet, a ,,bridging hipotézis”, ami azt feltételezi, hogy az egymashoz kozel keriil6
erythrocytak kozott a makromolekulak alakitanak ki nem-kovalens keresztkotéseket, ezek a
gyenge kotések a disaggregatios (aggregatio ellen hatd) er6k hatasara felbomlanak

[3,6,17,30-33].

s

oldatban vizsgaltdk az aggregatio mértékét. Azt talaltdk, hogy az aggregatio fligg a
szuszpendalo kozeg dextran koncentracidjatél és a benne talalhatd makromolekulak

molekulatomegétol. A legmagasabb aggregatiot 3-4 g/dL dextran koncentracional és 500



kDa molekulatomegnél talaltak [30]. Ezek az eredmények sem adnak azonban biztos
magyarazatot egyik hipotézisre sem. Az eredmények alapjan kovetkeztethetiink a ,,depletios
modellre”, azaltal, hogy azt feltételezziik, hogy a kezdeti interakcios energia emelkedés a
novekvé makromolekula koncentracioval (ami az aggregatio emelkedését okozza), a
megemelkedett ozmotikus nyomdasnak koszonhetd, mig az emelkedd dextran
koncentracioval bekovetkezd késdbbi csokkenés hatterében a depletids zona keskenyedése
allhat. A ,bridging hipotézisre” tobb magyarazat is lehet, tobbek kozott az, hogy a
koncentraci6 véltozasaval a dextrdn molekulak konformécidja is valtozik, ezaltal

befolyasolva a vorosvérsejtek kozott keresztkotések 1étrejottét [30].

A 1étrejovo aggregatumok jellemzo6 tulajdonsagai a méretiik, valamint a porozitasuk.
Utobbi jelent6sen befolyasolja a vér rheologiai tulajdonsagait: amennyiben az aggregatum
porozusabb, az csokkenti annak effektiv stirliségét, ezaltal lehetové teszi a vorosvérsejtek

kozotti térben a folyadék aramlésat. A két tulajdonsag egymas fiiggvényében vald vizsgalata

crer

Mehri és mtsai kiilonb6z6 haematocrit (Hct) értékii szuszpenziok alkalmazasaval
vizsgaltak a létrejovo aggregatumok méretét. 5% Hct esetén a méret nem fliggott jelentésen
a nyirofesziiltségt6l, azonban 10% Hct-nal alacsonyabb nyirofesziiltség esetén nétt az
aggregatumok mérete. Emellett mérték a mintak viszkozitasat, és megallapitottak, hogy az
aggregatum méret novekedése nem all linearis kapcsolatban az emelkedd viszkozitassal

[34].

Az aggregatio mértékét kiillonbozo cellularis és plazmatikus elemek befolyasoljak.
Ide sorolhatdé a szuszpendald kozeg (pl. a vérplazma) Osszetétele, a vorosvérsejtek
tulajdonsagai (felszini sajatsagok, mechanikus jellemzdk), de befolyasolo tényezd a nyirderd

nagysaga is, ami az egyik legjelentdsebb disaggregatios erd. Ezen kiviil az aggregatio



kialakulasa ellen hat az elektrosztatikus repulzi6 (a felszini negativ toltések kovetkeztében)
€s a membran sajat merevsége (aminek f6 meghatarozdja a membrant alkotd lipid kettds
réteg fehérje tartalma). Az aggregatiot eldsegitd (Un. aggregatios) erdk kozott kiemelten
fontos a szuszpendaldé kozeg Osszetétele, mivel a nagy méretli plazmafehérjék (pl.
fibrinogén, IgM, C-reaktiv protein) elésegithetik, mig egyes plazmaproteinek csak enyhén
(IgG, haptoglobin, al-glycoprotein), vagy egyaltalan nem jatszanak szerepet (transzferrin,
coeruloplazmin, albumin) az aggregatio kialakulasdban; illetve a megfeleld deformabilitas,
ami elengedhetetlen a parhuzamos membranfelszinek kialakitdsdhoz, ami az aggregatio
1étrejottehez sziikséges [5,6,17,28,31,35,36]. Mivel a vorosvérsejt aggregatio kialakulasahoz
sziikséges a megfeleld deformabilitas (2.1.2. fejezet), e paraméter romlasa magaval hozza az
elégtelen aggregatiot is. A reaktiv szabadgyokok hatasara csokken az aggregatio mértéke,
azonban az aggregatumokban az erythrocytdk kozotti kapcsolat eréssége megnd. Ez azt
jelenti, hogy bar nehezebben aggregalodnak a vorosvérsejtek, a 1étrejovo aggregatumok csak

nagyobb eréhatasra fognak szétesni [37].

Leirtdk tovabba, hogy egyes jelatviteli utvonalak is hat4ssal vannak az aggregatiora
(3. abra). Extracellularis ligandok kozott megtalalhatdbak hormonok, illetve kiilonb6z6
prosztaglandinok, amelyek befolyasoljak a vordsvérsejt aggregatiot. A Kkatekolaminok,
azaltal, hogy reguléljak az oxigén szallitast és a sejtanyagcserét, kihatnak a kapillarisokban
az aggregatio modositasaval a véraramlasra. Muravyov és mtsai (2014) o és [ adrenerg
receptor agonistak jelenlétében mérték az aggregatiot. Kimutattak, hogy az a-receptor
stimuldlasa nagyobb hatassal van az aggregatiora, jelentésen megemelve azt [38]. Azt mar
korabban megallapitottak, hogy a prosztaglandinok hatassal vannak a micro-rehologiai
paraméterekre [39,40]. A PGEL, PGE2, PGI2 csokkentik az aggregatiot, a PGF2a azaltal,

hogy segiti a Ca®" sejtbe jutasat, emeli az aggregatiot [38].



Az intracellularis jelatviteli utvonalaknak is jelent0s szerepe van az aggregatio
szabalyozasaban. A Ca?* bearamlas serkentése, illetve a kiaramlds blokkoldsa esetén
emelkedett aggregatiot mutattak ki, a bearamlas csokkentésével pedig az aggregatio is
csokkent. Ezen kiviil etilén-glikol-bisz(2-aminoetil)-tetraecetsav (EGTA) Ca?" keltor
hatasara is csokken az aggregatio mértéke. Az aggregatio Osszefiiggésben van az adenilil-
ciklaz-cAMP-G-protein rendszerrel is. A Gi fehérje stimuldlasaval az aggregatio
serkenthetd, mivel hatasara az adenilil-ciklaz aktivitasa csOkken, amivel csokken a cAMP
mennyisége, eziltal az intracellularis Ca®* koncentracié megemelkedik. A foszfodiészteraz
(PDE) szabalyozza az intracellularis cAMP szintet, igy részt vesz a vordsvérsejtek micro-
rheologiajanak szabalyozasaban, blokkolasaval az aggregatio csokken [38]. Az erythrocytak
membranjaban szamos kinaz és foszfataz talalhato [41,42]. In vitro kutatasokban kimutattak,
hogy a foszforilaci6 modositja a vazfehérjék mikodését [43]. A protein kinaz-A
stimulalasaval az aggregatio jelentdsen csokken, mig protein kinaz-C hatdsara csak kis
mértékli csokkenés lathatd. A Lyn protein tyrozin kindz hatdsdra szintén csokkent

aggregatiot talalunk, azonban ezt a hatast az inhibitor képes eliminalni [38].

Ca?* bearamlas

Adrenalin

3. dbra
A vorosvérsejtek micro-rheologiai paramétereinek szabalyozasaban részt vevé jelatviteli utvonalak
aAR: a-adrenerg receptor; BAR: B-adrenerg receptor; Gi, Gs: heterotrimer GFP ko6t6 prtoeinek; AC: adenilil-
ciklat
(Muravyov és mtsai 2014. alapjan [38])
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Az aggregatio nagy jelentdséggel bir a keringés kiilonbozé szakaszaiban (2.1.2.
fejezet). Szamottevo aggregatio az atmeneti zénaban alakul ki, ezzel 1étrehozva az axialis
migracio jelenségét, amely sordn a vorosvérsejtek osszetomoriilve, az érpalya axisa mentén
haladnak, ahol ezaltal nagyobb lesz a haematocrit €s az aramlasi sebesség. Az érpalya szélén

az un. Poiseuille-zona alakul ki, ami egy sejtszegény teriilet, kisebb aramlasi sebességgel

[5,17].

Az aggregatio szamos koros folyamatban emelkedik. Ilyen példaul az obesitas,
diabetes mellitus, amely soran az erythrocytakat ér6 oxidativ stressz jelentOsen
megemelkedik, csokken az antioxidansok mikdodése, a membran fragilitisa nd [44].
Kiilonb6z6 cardio-vascularis betegségek, hypertensio, atherosclerosis, stabil és instabil
angina, acut myocardialis infarctus, szepszis, malignus tumorok, hyperlipoproteinaemiak, -
thalassaemia soran is emelkedett aggregatiot tapasztaltak. A megnovekedett aggregatio
hatterében akar genetikai eltérés is allhat, kimutattak, hogy a nitrogén-monoxid szintetazt
(NOS) kodold gén VNTR (valtozé szamt tandem ismétlédés) polimorfizmusa hatassal van
az aggregatio mértékére. A VNTR-56 és 66 polimorfizmussal rendelkez6 egyének esetében
csokken a disaggregatiohoz sziikséges nyirofesziiltség kiiszobértéke [6,17,44-49]. Grau és
mtsai kozepesen (2022) sulyos SARS-CoV-2 (sulyos akut 1égzdészervi szindroma-
koronavirus; COVID-19) fert6zott beteg bevonasaval végeztek haemorheologiai
vizsgalatokat. Megallapitottdk, hogy a betegek vordsvérsejtjei tartdosan elongalodtak,
membranjukon kitiiremkedések, nyalvanyok jelentek meg. A vorosvérsejt aggregatioban
szamottevd valtozast nem taldltak, azonban megfigyelték, hogy magasabb nyiroerd

sziikséges az aggregatio-disaggregatio egyensuly fenntartasahoz [50].

2.1.2.1. Vérosversejt aggregatio meghatarozdsa
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El6észor két fontos fogalmat kell elkiiloniteni, ezek az aggregatio €s az aggregabilitas.
Az aggregatio kifejezés nem csak magat a folyamatot jelenti, de annak mértékének
kifejezésére is hasznaljuk. Ebben az esetben a cellularis és plazmatikus befolyéasolo tényezok
mindegyike érvényesiil. Szamszerlsithetd dimenzié nélkiili paraméterként (pl. aggregatios
index), vagy az aggregatumot alkoto vérsejtek szamaval, leirhat6 a dinamikaja az aggregatio
képzddés idejét vizsgalva (fél-amplitadé id6), és a képzddott aggregatumok erdssége,
amennyiben meghatarozzuk, hogy mekkora nyiroerd sziikséges a disaggregatiohoz. Ezzel
ellentétben a vorosvérsejtek aggregabilitisa csak abban az esetben vizsgalhatd, ha a
molekulatomegii dextran oldat), igy a plazmatikus befolyasolo tényezok hatdsa kizarhato.
Ha ez a feltétel teljesiil, akkor kiilonb6z6 sejtpopulaciok aggregabilitasa 6sszehasonlithatova
valik a standard kornyezet alkalmazasanak kovetkeztében. Az ezzel a minta elokészitési
modszerrel végzett mérések soran kapott eredmények alapjan kdvetkeztethetiink a sejt belsd
jellemzdire, mint a membran mechanikai tulajdonsagai, glycocalyx allapota és Gsszetétele,
¢és a sejtalak. A plazmaban szuszpendalt vorosvérsejtekkel mért paraméterek esetében az

aggregabilitas kifejezés nem hasznalhat6 [51].

Az aggregatio mértékének meghatarozdsara kiilonbozé modszerek allnak
rendelkezésiinkre.
Egy aggregatum mérete meghatarozhatd direkt mikroszkopos vizsgélattal azaltal,

hogy megszamoljuk az azt alkotd vorosvérsejtek szamat [49].

Az egyik els6 modszer, amivel az aggregatio mértékét vizsgaltak, az erythrocyta
szedimentacids rata (ESR). Ennél, a klinikai diagnosztikdban napi szinten gyullad4sos
folyamatok igazolasara hasznalt modszernél, a vérmintat 4:1 aranyban Na-citrat oldattal
keverve vizsgaljak, és meghatarozott id6 (altalaban 1 ora) elteltével mérik meg a vérsejtek
stillyedésének mértékét [26,52].
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Elérhet6ek ultrahangon alapulé mérdmaddszerek, amelyek segitségével lehetdségiink
nyilik az aggregatio folyamatat non-invaziv médon, in vivo vizsgalni [27,31]. Hasznalhato
rontgen képalkotas, tovabba atomeré mikroszkopia, vagy scanning elektronmikroszkop
(SEM), ami az erythrocytak felszini t6ltései altal adott elektromos valaszon alapul, mivel az
aggregatio soran, az alakvaltozds kovetkeztében, a voOrdsvérsejtek membranjanak
hatérfeliileti polarizacioja altal indukalt elektromos valasz megvaltozik, ezt a valtozast

lathatjuk a SEM alkalmazasaval [53].

A kutatasokban legelterjedtebb moddszerek a fény-intenzitds valtozason alapuld
technikak. A fény-transzmisszion alapulé méréseknél (pl. Myrenne MA-1 aggregometer), a
vérmintan athalad6 fény intenzitds valtozasabol kovetkeztetiink az aggregatio mértékére.
Magasabb aggregatio esetén megnd az atjuté fény mennyisége, mivel a vorosvérsejtek
Osszekapcsoloddsa miatt a particulumok kozotti tér nagyobb lesz ezéltal tobb fény jut
keresztiil a mintan [3,4,54]. A fény-reflektancia elvén miikodo késziilékeknél (pl. LoRRca
MaxSis Osmoscan ektacytometer) a vorosvérsejtekrol visszaverddd fény intenzitas
valtozasat detektaljuk, majd ebbdl szamitjuk az aggregatios indexet. Ebben az esetben az
aggregatios index emelkedésével a detektalt fény mennyisége csokken, mivel az
aggregatumok kialakulasaval a kozottiik levé tér megnd, mig a particulumok szama relative

csokken, igy kevesebb lesz az a feliilet, ami képes a fényt visszaverni [3,6,55].

2.1.2. Vorosvérsejt deformabilitas

A vorosvérsejtek deformabilitdsan a nyiréerd hatdsara bekovetkezd passziv
alakvaltozasra vald képességiiket értjiik [5,56-58]. A deformabilitas mértéke fiigg a
morfologiai tulajdonsagoktol (bikonkéav sejtalak), a sejtfelszin-térfogat aranytol, a sejt
abszolut térfogatatol, az intracellularis viszkozitastol (a sejten beliili haemoglobin

koncentracio) és a sejtmembran Osszetételétdl, ami a sejtmembran sajat viszkozitasara van
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hatassal [5,17,18,57,59]. Az emlitett befolyasoldo tényez6kon kiviil az ozmotikus
kornyezetnek is jelentds hatasa van a sejtek deformalhatosagara, mivel a kornyezet
ozmolalitdsa kihat a sejtek hidrataltsadgi allapotara. A legnagyobb foku deformabilitas a
fiziologias ozmolalitasu (kb. 300 mOsm/kg) kozegben érheté el. Hypo- illetve
hyperozmotikus kornyezetben a sejtek zsugorodasa és duzzadasa kovetkeztében a felszin-

térfogat arany valtozik, ezaltal deformabilitas romlas kovetkezik be [45,57,60].

A vordsvérsejt deformabilitasnak kiemelt szerepe van a keringés egyes szakaszaiban.
A tomeges aramlas szakaszaban, ahol az ératméré nagyobb, mint 300 um, a megfeleld
[5,56,58]. Az atmeneti zona teriiletén (ératméré: 8-300 pm) az axialis migracio
kialakuldsaban jatszik ez a paraméter fontos szerepet, azonban igazan kulcsfontossagu
funkcidja az egyenkénti aramlas zdénajaban van (ératmérd: <8 pm), hiszen a vékony

kapillarisokon vald atjutashoz nélkiilozhetetlen a sejtek alakvaltoztatasa [5,57].

Ismertek olyan velesziiletett, illetve szerzett elvaltozasok, betegségek, amelyek
jelentds deformabilitas romléassal jarnak. Csokkent deformabilitast talalunk minden olyan
korkép esetén, ami a vordsvérsejtek alakvaltozasaval, igy a felszin-térfogat arany
felborulasaval jar, mint a herediter vagy szerzett spherocitosis, elliptocytosis,
stomatocytosis, sarlosejtes anaemia, a kronikus faradtsag szindroma és a vashidnyos
allapotok [61-64]. A felszin-térfogat arany fenntartasaban kiemelt szerepe van a Na+/K+-
ATPaz-nak (natrium-kalium adenozin trifoszfataz), mivel segit fenntartani az elektrokémiai
gradienst a sejtmembran két oldalan. Diabetes mellitus, magas vérnyomas,
hypercholesterinaemia soran csokken a Na+/K+-ATPaz aktivitasa a vorosvérsejtekben, igy
a felszin térfogat arany csokken. Ezen kiviil csokken a membran fluiditasa, ami a sejtek
rigidebbé valasat okozza, ezzel szintén deformabilitas romlast idézve el6 [12-16]. A

vorosvérsejtek rendkiviil érzékenyek az oxidativ stresszre. Hyperglycaemia, mas
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metabolikus elvaltozasok, elhizds vagy gyulladasos folyamatok soran megemelkedik a
reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) mennyisége, ami csokkenti az endothelialis nitrogén-
monoxid szintetdz (eNOS) aktivitasat, igy csokken a nitrogén monoxid (NO) mennyisége,
ami endothelidlis diszfunkciot okoz. A ROS direkt kérositja a sejtmembrant lipidperoxidacio
révén, szulthidril kotések kialakitdsaval roncsolja a transzmembran fehérjéket, tovabba
karos a haemoglobin molekuldkra és a strukturalis proteinekre [65]. Amikor NOS és ROS
egyszerre vannak jelen, peroxinitrit (ONOO") képzbdik, ami konnyedén atjut a foszfolipid
kettos rétegen, és a sejten beliil nitrdlja a fehérjéket. Ez a protein nitrilacié csokkenti az
antioxidans enzimek és az eNOS aktivitasat [37,65,66] (4. abra). Grau és mtsai (2022)
leirtdk, hogy COVID-19 fertézés esetén a vorosvérsejt deformabilitds jelentésen csokken,
amit az emelkedett NOS aktivitds sem tud ellenstilyozni. Ennek hatterében a fokozott

oxidativ stressz, valamint a korabban emlitett morfologiai elvaltozasok allhatnak [50].
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A vorosvérsejt deformabilitas romlast kivalto folyamatok kiilonb6z6 betegségek vonatkozasaban
(Németh és mtsai. 2014.; Paneni és mtsai. 2013.; Radosinska és mtsai. 2016. alapjan [12,65,66])
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2.1.2.1. Vorosveérsejt deformabilitas meghatdrozdsa

A deformabilitas mértékének meghatarozasira tobb modszer is elérhetd. A
legrégebben alkalmazott lehetéségek a filtracids technikék, ahol meghatarozott porus
atméro6ji filteren engedik keresztiil az ismert, alacsony haematocrit értékii (altalaban 5-10%)
vOrdsvérsejt szuszpenzidt, majd az atjutasi ido segitségével szamitjak ki a deformabilités
mértékét (pl. Carat FT-1 filtrométer). Késébb alakultak ki az igynevezett mikropipettas
aspiracios technikdk, ahol a sejtek individudlisan vizsgalhatoak. A manapsag leginkabb
elterjedt moddszer az ektacytometria, amely sordn magas viszkozitdsi médiumban
szuszpendaljak a mintakat, és ezt a szuszpenziot teszik ki kiilonb6z6é mértékii nyirderdknek.
Ebben az esetben a deformabilitds mértékét a nyirderd hatdsara elnytld sejteken szorodo
l1ézerfény keltette diffrakcios kép segitségével hatdrozzak meg (pl. Rheoscan-D, LoRRca

Maxsis Osmoscan ektacytometer) [2,5,67] (5. abra).
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5. abra

A LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer altal felvett diffrakcids kép (A), €s az ez alapjan kapott elongatios index
értékek értelmezése a nyirdfesziiltség fliggvényében (B)
(A Sebészeti Miitéttani Tansz€k abraanyaga alapjan)

2.2. Fajok kozotti kiilonbségek

Az egyes gerinces fajok kozott korabbi tanulmanyokban mér szamos macro- és
micro-rheologiai kiilonbséget irtak le. Ezek hatterében tobb tényezd allhat. llyen a
kiilonboz6 fajok vorosvérsejtjeinek alaki és méretbeli eltérései. Az alakbéli eltérések egyik
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f6 oka, a sejtmag jelenléte, illetve annak hianya. A madarak, halak, hiillok, kétéltliek magvas
vorosvérsejtekkel rendelkeznek, ezaltal ezen sejtek alakja gombhoz hasonlo, ellentétben az
emldsokre jellemz6 sejtmag nélkiili bikonkav formaval. A masik oka az alaki
kiilonbségeknek az eltérések a citoplazma és a membran Osszetételében. Ezek a tényezok, a
kiilonboz6 vordsvérsejtszamokkal, vérplazma Gsszetételekkel, és az egyes fajokra jellemzo

érgeometriai sajatossagokkal egyiitt jelentdsen befolyasoljak a véraramlast [5,17].

A teljes vér viszkozitast szamos paraméter befolyasolja, ilyen a haematocrit, a
vorosvérsejt deformabilitds és aggregatio, vagy éppen a ozmotikus kornyezet (fizioldgias
osmolalitas: human: 300 mOsm/kg; patkany: ~298 mOsm/kg; kutya: 290-310 mOsm/kg;
sertés: ~295 mOsm/kg) [68—70], és a plazma makromolekula Gsszetétele, foként a fibrinogén
koncentracidja (human: 2,65 g/L; patkany: 2,33 g/L; kutya: 1,82 g/L; sertés: 1,72 g/L) [6],
ami a plazma viszkozitason keresztiil hatassal van a teljes vér viszkozitas mértékére [5,17].
Korabbi tanulmanyokban kimutattak, hogy a teljes vér viszkozités faji kiillonbségeket mutat,
példaul magas nyirofesziiltségen (90 mPas, €s af616tt) mérve human mintanal 6,0 mPas-ot,
patkanynal 6,3; kutyaban 5,3; sertés esetén 7,2 mPas atlag viszkozitast mértek [71,72].
Ehhez hasonloan a plazma viszkozitds esetében is talalunk eltérést az egyes fajok kozott

(human: 1,2 mPas, patkany: 1,0 mPas, kutya és sertés 1,6 mPas) [71,73,74].

A deformabilitast vizsgalva tobb kutatasban is azt talaltdk, hogy a patkany, illetve a
sertés vorosvérsejtjei jobban deformaldédnak, mint a kutyaké vagy a juhoké [9,75]. A
vOrdsvérsejt aggregatio mutatja a legnagyobb faji diverzitast. Az aggregatio tekintetében az
allatfajokat harom csoportba sorolhatjuk: vannak, amelyek vordsvérsejtjei alig
aggregalodnak, ilyenek a ragesalok és juh; a féemldsdk és sertés vére jobban aggregalodik,
a 16 és a macska vére pedig hyperaggregalodik. A leggyakrabban hasznalt kisérleti allatok

koziil a patkany bir a legalacsonyabb aggregatioval, ezt koveti a sertés, majd a kutya [5,10].
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2.3. Policisztas ovarium szindroma

A policisztds ovarium szindroma (PCOS) az egyik leggyakoribb endokrin
megbetegedés a fogamzoképes nék korében [22-25,76—79], amely soran a nemi hormonok
egyensulya zavart szenved, ami a petefészkekben cisztak kialakulasahoz vezet [80].
Prevalenciaja atlagosan 8-12% [22,24,81-84], de ez nagyban filigg az alkalmazott
diagnosztikai kritériumoktol. Kialakulasanak folyamata maig nem teljesen tisztazott,
azonban azt mar leirtdk, hogy genetikai, kornyezeti és életmoddbeli faktorok egyarant
szerepet jatszanak benne [80,85,86]. A genetikai okokat tekintve tobb kozvetité gén és
utvonal is ismert, amelyeknek mutécioi feleldsek lehetnek a PCOS kialakulasaért, ilyen a
NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid) fiiggd deacetilaz sirtuin-1 (SIRT1) gén, vagy a TGF-
B, aminek SNP mutécioja és a PCOS kialakulasa kozott koreai ndk esetében Osszefiiggést
mutattak ki. A TGF-p rs1800469T, rs4803457T allélok és az rs1800469C és rs4803457CC
genotipusok pozitiv asszocidcidt mutattak, mig az rs1800469C rs4803457T és az
rs1800469T-rs4803457T haplotipusokkal negativ kapcsolatot talaltak a PCOS-sel [87]. A
betegség csaladi halmozddast is mutat, tobben leirtdk mar, hogy a policisztds ovarium
szindromas nék lanyai nagyobb eséllyel szenvednek PCOS-ben, mint az egészséges ndk

gyermekei [86,88].

Szamos tiinettel rendelkezhet, amik egy spektrumot alkotnak, ami igy nagy egyéni,
illetve rasszok kozotti eltérést is mutat (pl. dél-azsiai, illetve skandinav ndk esetében nem
jelenik meg olyan kifejezetten a hirsutismus) [80]. Az egyik leggyakoribb tiinet a petefészek
diszfunkcio, ami okozhat irregularis menstruaciot, vagy amenorrheat [19,21,89,90]. Az
amenorrhea lehet primer, amely valamilyen kromoszomalis vagy anatomiai okbdl (pl. ciszta)
alakul ki; és szekunder, amelyben a hypothalamus altal termelt hormonok szintje zavart,
ennek kovetkeztében a menstruacido harom vagy tobb hoénapig elmarad [80]. Ez utdbbi

crcr
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luteinizald6 hormon (LH) és a folliculus stimuldldé hormon (FSH) elégtelen szintjét
eredményezi [80]. A PCOS-es betegeknél altalaban az LH szint emelkedett, mig az FSH
szintje a normal tartomanyban van [25,76,78]. E két hormon megfelelé regulacidja
elengedhetetlen a megfelelé menstruacios ciklus fenntartasahoz [80,91]. Amennyiben az
LH-FSH egyensuly felborul, a petesejt vagy nem érik meg, vagy pedig nem tud

felszabadulni, ezaltal a ciklus leall [80].

A magas androgén szint egy masik jellemz6 tiinete a PCOS-nek [19-21,76—
79,89,90]. A hyperandrogenismusnal két tipust kiilonithetiink el, ezek a klinikai
hyperandrogenismus, amely tobbek kozott hirsutismusban vagy alopéciaban nyilvanul meg;
¢és a biokémiai hyperandrogenismus, amelyben a keringé androgének szintjében all be
valtozas [19]. Fizioldgias esetben a ndi szervezetben a petefészkek és a mellékvesék egyenld
mértékben termelnek tesztoszteront, ami a keringd tesztoszteron szint koriilbeliil felét fedezi,
mig a masik fele a kering6 androsztendion (amit szintén a petefészek és a mellékvese termel)
periférias atalakuldsabol szarmazik. Az androgének azonban nem csak az 6sztrogén szintézis
kozti termékei, hatdssal vannak a tliszOk érésére is. A normal petefészek miikodéshez
sziikséges, hogy az androgén szekrécid Osszhangban legyen az Osztrogén termeléssel,
mindkettének optimalisan kell miikddnie a megfelelé ovulacidhoz. Ezek miikodése nagyban
fligg az LH és FSH koncentraciotol [78]. A fent emlitett hormonok termelése, szabalyozasa
a hypothalamus-hypophysis-ovarium tengely mentén zajlik. A hypothalamus altal termelt
GnRH serkenti a hypophysisben az LH és FSH termelését. Az LH stimulalja a theca sejteket,
amelyekben megno a tesztoszteron termelés, ami az FSH 4ltal serkentett granulosa sejtekben
alakul at 6sztrogénné. Ezen kiviil az LH nagyfokii megemelkedése a ciklus kozepén (LH
csucs) valtja ki az ovulaciot, ami tovabbi fokozatos FSH emelkedést idéz eld. A termel6dd
Osztrogén a ciklus nagy részében negativ feedback mechanizmussal hat az LH, FSH ¢és

GnRH termelésre, azonban a ciklus kézepén (12-14. nap) pozitiv visszacsatolast idéz eld,
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igy tovabb emelve a luteinizald €s a folliculus stimulélé hormonok szintjét, ezzel idézve eld
az LH csucsot [78,91]. Megemelkedett androgén szinteket azonban nem csak a hormonalis
szabalyozas felboruldsa idézhet eld, el6fordul, hogy a petefészekben jelen levd cisztak
termelnek androgéneket, igy okozva elférfiasodé megjelenést, amelynek jelei példaul a
novekvo testsily, a hasi elhizés, erds6dd szornovekedés az arcon és a test egész teriiletén,

valamint a férfiakra jellemz6 kopaszodas és a hang elmélytilése [80].

A betegség harmadik nagyon jellemz0 tiinete a petefészkekben megjelend cisztak (6.
abra) [19-21,76-80,89,90]. A peteérés folyaman az un. ,,szunnyadd” petesejtekbol elészor
elsddleges tliszOk, majd érett tiiszOk lesznek. Ezek az érett tiiszOk folyadékkal telt tiregek,
amelyekbdl a tliszOrepedés soran szabadul fel a petesejt, el@segitve ezzel a késébbi
megtermékenyitést, a hatramarado tiiszoburok pedig sargatestté, majd fehértestté alakul és
felszivodik. Amennyiben a tiisz6 nem tud megrepedni és a petesejt nem jut ki, az érett tiiszo
cisztava alakul. Ezeket nevezziik ,funkcionalis” cisztanak. Ha az owvulacido elmarad,
amenorrhea 1ép fel. Abban az esetben, ha sok ilyen ciszta alakul ki, policisztas ovariumokrol
beszélhetiink. Egy-egy ciszta atmérdje 10 mm is lehet, igy nem ritka az ovariumok

megndvekedése sem, ami igy elérheti akar a 10 cm-es atmérét is [80].
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6. abra
Az egészséges (A, B) és policisztas petefészkek (C, D) sematikus és ultrahangos képe
(Kavitha és mtsai. 2017. alapjan [77])

A harom f6 tiineten kiviil szdmos mas elvaltozas is megjelenhet. A PCOS-ben
szenvedd betegek nagy része tulsulyos, sok betegnél alakul ki Il-tipust cukorbetegség
(aminek els6 jelei lehetnek a cukor utani erds vagy és a fokozott vizeletiirités), inzulin
rezisztencia (IR), aknék, magas vérnyomas, tovabba egyéb kardiovaszkularis elvaltozasokra
fokozottan hajlamosak, eléfordul kismedencei fajdalom, hanyinger, hanyas, alvasi apnoe
[19-21,80,92]. A policisztas petefészekkel rendelkez6 betegeknél megné a méh daganatos
elvaltozasainak lehet6sége, ami az ovarialis diszfunkcié miatt kialakulé endometrialis
hyperplasia talajan alakulhat ki [80]. A teherbeesés nehézkes, gyakran csak in vitro
fertilizacios (IVF) eljarassal érhet6 el, és gyakoriak a vetélések, illetve a Kis sziiletési sulyt
csecsemOk [77,80]. Kimutattak, hogy PCOS-ben megemelkedik a reaktiv oxigén
szabadgyokok (ROS) mennyisége a méh és petefészek szovetében, ami ndveli a szervezetet
ért oxidativ stresszt [93]. A ROS a korabban leirt médon képes membrankarositas altal

rontani mind a deformabilitason, mind pedig az aggregation.
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Nem csak fizikai, de pszichologiai szimptomak is megjelenhetnek, ezek hatterében
allhat maga a hormonalis egyensuly felboruldsa, ilyenkor beszéliink elsédleges pszichés
tiinetekrdl, mig a masodlagos tiineteket a ndiség megélésének veszélyeztetettsége idézi eld
(pl. infertilitas, férfias sz6rnovekedés), ilyenek a szorongas, depresszios epizodok, akar

major vagy bipolaris depresszi6 is [94,95].

Diagnozisanak standardizalasaban az els6 jelentds 1épést a NIH (National Institutes
of Health) konszenzusa jelentette, amely inkabb tobbségi vélemény alapjan alkotott
diagnozis kritériumokat, mintsem a klinikai bizonyitékokra alapozott. Ezt valtotta fel a 2003-
ban tartott rotterdami konszenzuson felallitott kritérium rendszer. A Rotterdam kritériumok
kimondjak, hogy a harom gyakori tiinet (irregularis menstruacio, hyperandrogenismus,
policisztas petefészkek) koziil a diagnozis felallitasahoz legalabb ketté megléte sziikséges
[19-21]. A kivizsgalas el6tt fontos kizarni egyéb betegségek meglétét, amik példaul
okozhatnak hyperandrogenismust, mint a Cushing-szindroma, a velesziiletett mellékvese
megnagyobbodas vagy az androgén termel$ tumorok. Az oligo- illetve amenorrhea esetén
szérum FSH ¢és 0sztrogén szintek mérésével kizarhato a hypogonadotrop hypogonadismus,
¢s a korai petefészek kimeriilés (amit magas FSH ¢és alacsony 0sztrogén szint jelez) [19]. A
policisztas morfologia igazolasara ultrahangos vizsgalat hasznalhaté. Amennyiben 12 vagy
annal tobb, 2-9 mm atmérdjli folliculust, vagy jelentdsen megnétt petefészek térfogatot
latunk (>10 mL), akkor jelenthet6 ki a policisztas petefészek szindroma kialakulasa. Fontos
megjegyezni, hogy az oralis fogamzasgatlot szedd ndk esetében ez a morfologiai vizsgalat

nem alkalmazhato, mivel az ezen készitmények modositjak az ovariumok szerkezetét [19].

A diagnosztikai kritériumok alapjan négy PCOS fenotipust kiilonithetiink el (7. abra).
Az elsd, klasszikus fenotipus esetén mindharom feltétel teljesiil (oligo/anovulacio,
hyperandrogenismus, policisztas petefészkek). A masodik esetén hyperandrogenismus és

oligo- vagy ameorrhea, a harmadiknal (ovulaciés PCOS) androgén tobblet és policisztas
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petefészkek, mig a negyediknél (nem hyperandrogén PCOS) oligo- vagy amenorrhea és

policisztas ovariumok allnak fenn [78,81,94,96].

OvULAcIOs PCOS

POLICISZTAS OVARIUM ).
(PCO)

1. Tirus' PCOS
(HA) (AO)

NEM

II. Tirust PCOS ,
HYPERANDROGEN

7. abra
A policisztas ovarium szindroma fenotipusai
(Mohécsi és mtsai. 2015. [94])

A terdpias célok elsd sorban a menstruicidos ciklus helyreéllitasa, a
hyperandrogenismus tiineteinek kezelése, a szénhidrat anyagcserét érintd elvaltozasok,
valamint az esetlegesen fellépé infertilitas kezelése [83]. A terapids megoldasok az
¢letmddbeli  valtoztatdsokon keresztiil, farmakologiai modszereken &t, a sebészeti
eljarasokig terjednek. A PCOS-re jellemzd ,,funkcionalis” cisztdk maguktol is képesek

felszivodni, azonban eléfordulhat a megrepedésiik, vérzésiik, ami hirtelen jelentkezd, erds

alhasi fajdalmat okoz [80].

A nem farmakologiai mddszerek kozott szerepel az étrend megvaltoztatasa, illetve a
rendszeres testmozgads bevezetése, ami a testtomeg csokkentésével segit az inzulin
rezisztencian, javitja a menstruacios funkciot és ezaltal emeli a Sikeres terhességek aranyat

[77]

A farmakologiai modszerek esetében a hyperandrogenismus és a rendszertelen
menstruacié kezelésére ordlis fogamzasgéatlok alkalmazhatok, amennyiben nem a

fogamzoképesség novelése a terapia f6 célja [77,97]. A metformin szintén alkalmas a

23



hyperandrogenismus csokkentésére, alacsony dozist anti-androgénekkel kombinalva, mivel
hatasara csokken a szabad tesztoszteron és androsztendion szint, valamint emeli a
szexhormon k&té globulin (SHBG) mennyiségét [77,80,98]. Ezen kiviil jol hasznalhato az
inzulin rezisztencia kezelésében, hiszen fokozza az inzulinérzékenységet, de a hirsutizmus,
az aknéképzddés mértékét is csokkenti, és ovulacio indukalasra is alkalmazhat6 klomiphén-
citrat kezelés kiegészitéseként [77,80,97]. A klomiphén-citrat egy szelektiv Osztrogén-
receptor modulator, amelynek gatldé hatasa van az Osztrogén negativ feedback
mechanizmusara, ez altal emelve az FSH és normalizalva az LH szintet, ezzel idézve eld
ovulaciot, az in vitro fertilizacios eljarasok soran ez a leggyakrabban hasznalt peteérést
elosegitd készitmény [97]. Ovulacid indukciora alkalmazhaté még letrozole terapia, amelyet

elsésorban mellrak kezelésére hasznalnak, de peteérést stimulalo hatésa is ismert [80,97].

Amennyiben a cisztak a kezelések hatasara par honapon beliil nem szivédnak fel,
akkor sebészileg kell Oket eltavolitani. Erre alkalmas modszer példaul az ugynevezett
laparoszkopos petefészek drilling, nagyobb cisztak esetében pedig laparotomias beavatkozas

végezhetd. Stlyos esetekben akar a teljes petefészek és méh eltavolitasara is sor keriilhet

[80].

2.3.1. Policisztas ovarium szindroma kisérletes modellek

A szakirodalomban szamos allatmodellt talalhatunk a PCOS vizsgalatara.
Patkanyoknal indukalhat6 folyamatos fénnyel (24 oras megvilagitas), vagy kronikus
hideggel torténé kezeléssel [99,100]. Elérhetéek transzgén allatok [99], azonban a
leggyakrabban alkalmazott protokollokban, valamilyen hormon kezeléssel generaljak a
betegséget. Hasznalnak  androgéneket, mint a tesztoszteron [101-104], a
dehidroepiandroszteron (DHEA) [105-108], vagy a dihidrotesztoszteron (DHT) [109-113],

ismertek aromataz inhibitort (pl. letrozole) [114-116], progeszteron receptor antagonistat
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(pl. a mifepristone) [117], és Gsztrogént alkalmaz6 (pl. 6sztradiol valeratot (EV)) modellek
Is [114,118,119]. Az alkalmazhat6 kezelések nemi hormonszintekre gyakorolt hatasat az .

tablazat foglalja Ossze.

A kiilonbozé modelleket az orvosbiologiai kutatdsok szamtalan teriiletén
alkalmaztak és kiilonbdzo elvaltozasokat irtak le. Osztradiol-valerat indukalta modellben
ovarium szovettani vizsgalatanal csokkent mennyiségili, de nagyobb méretli sargatesteket,
cisztas folliculusokat talaltak [120-123]. A m4j vizsgalatanal Mohammadi és mtsai (2017)
szoveti nekrozist és hyperaemiat, emelkedett kollagén expressziot mutattak ki [124].
Tesztoszteron alkalmazasa esetén emelkedett testtomeget, cisztas folliculusokat, a sargatest
hianyat [102,125], emelkedett LH ¢és tesztoszteron szinteket, a majban lipid cseppeket
[103,104] irtak le. DHEA kezelés hatasara megemelkedett tesztoszteron, &sztradiol,
LH/FSH aranyt mutattak Ki, az ovariumban cisztas folliculusokat, megemelkedett fibrin és
kollagén szinteket, a sargatestek hianyat figyelték meg [106,107]. Wu és mtsai metformin
¢s pioglitazone kombinaciojat alkalmaztdk EV indukalt PCOS patkanymodellben.
Megallapitottak, hogy a kezelés gatolta a tesztoszteron szint emelkedését, el0segitette az
ovuléciot, csokkentette a cisztas folliculusok szdmat, gatolta az inzulin szint emelkedését
[126].

Kiilonb6z6 kutatd csoportok kiilonféle alternativ kezeléseket is alkalmaztak.
Ghafurniyan és mtsai (2015) zold tea extraktummal kezelték EV indukalt PCOS-es
patkanyokat. A kezelés hatasara a cisztas folliculusok szamanak szignifikans csokkenését
tapasztaltak [123]. Reddy és mtsai (2016) letrozole indukalt PCOS patkany modellben
vizsgaltak a kurkumin jotékony hatésait. A kurkumin normalizalta a szérum lipid szinteket,
valamint elésegitette a sargatestek megjelenését, ezaltal megsziintette az amenorrheat [115].
Tanulmény késziilt a hagyomanyos kinai orvoslasban hasznalt Heqisan hatasar6l DHEA

indukalt PCOS patkany modellben. A Heqisan normalizalta a hormonszinteket, valamint
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hatasara javulast tapasztaltak az inzulin rezisztenciaban is [105]. Masszi és mtsai (2013)
DHT indukalta PCOS patkanymodellben vizsgéltdk a kiilonb6z6 vazoaktiv dgensekre adott
vaszkularis vélaszt, valamint, hogy a D-vitamin terdpia milyen moédon képes ezt
befolyasolni. Eredményeik alapjan a DHT hatéséara a noradrenalin okozta vazokonstrikcio
emelkedett, ami a D-vitamin terapia hatasara csokkent. Az aorta vazorelaxacidoja DHT
hatasara csokkent, azonban ezt a D-vitamin részben helyreallitotta [113]. Zhang és mtsai
(2019) a vetélés és halva sziiletés problémakorét vizsgaltak. Vemhes patkanyoknal idéztek
eld androgén tobbletet, DHT kezelés alkalmazasaval, valamint inzulin rezisztenciat idéztek
eld, és vizsgaltak a magzati talélést [93]. A kontroll allatoknal az élve sziiletett utdbdok szama
jelentésen csokkent. Ezen kiviil a hyperandrogén allatokban emelkedett ROS produkciot
mutattak ki a petefészkekben. Masik csoportjuk esetében N-acetil-cisztein (NAC) kezelést
alkalmaztak, hatasara emelkedett az alom egyedszama, valamint az élve sziiletett patkanyok
aranya [93].

Kisérletes PCOS allatmodell rheologiai vizsgalatara vonatkoz6 adatokat nem

talaltunk.
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l.tablazat: Az egyes kezelések nemi hormonszintekre gyakorolt hatdsa (Osuka ¢és mtsai 2018., Shi és Vine

2012., Paixdo és mtsai 2017. alapjan [99,127,128])

Alkalmazott kezelés Hormon
Tesztoszteron LH FSH LH/FSH arany

Tesztoszteron T, — i Ll 7

DHEA 1, — = |1,— 1

DHT 1, — — N.A. N.A.
Osztradiol-valerat Nl Nl l,— N.A.

Letrozole 1 1 1, — N.A.
Mifepristone 1 1 ! N.A.

Konstans fény l,— — l N.A.

1= emelkedett, |=csokkent, —»=nem valtozott, N.A.=nincs adat
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3. CELKITUZES

1. Célul thztik ki az egyes fajok (human, patkany, kutya és sertés) fiziologias
haematocrit mellett mért aggregatidjanak osszehasonlitasat.

2. A kérdéskort tovabb vizsgalva célunk volt kiillonb6z6 mérémodszerek segitségével
meghatarozhat6 aggregatios paraméterek (statikus és kinetikus) Osszehasonlitdsa
kiilonb6z6 haematocrit értékre beallitott vérmintakat alkalmazva, és azok fajok
kozotti kiilonbségeinek feltarasa.

3. Kérdésként mertilt fel, hogy mely paraméterek lehetnek hasznosak az aggregatidhoz
,»optimalis” haematocrit tartomany meghatarozasahoz, és hogy ezen értékek fajok
kozott mutatnak-e diverzitast.

4. Célunk volt egy haemorheologiai vizsgalatokhoz alkalmazhaté PCOS patkany
modell bedllitasa.

5. A bedllitott modellen egy atfogd haematologiai és haemorheoldgiai vizsgalat
elvégzése, kifejezetten a PCOS vordsvérsejt aggregatiora kifejtett hatdsanak

vizsgalata.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa kiilonb6zé haematocrit értékekre
beallitott vorosvérsejt-autolég plazma szuszpenziokban, négy faj vonatkozasaban

4.1.1. Kiserleti allatok és human mintavétel

Az allatkisérletet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (DEMAB)
regisztralta az allatkisérletekrél szold6 EU-iranyelv (63/2010 EU-iranyelv) és a magyar
allatvédelmi torvény (1998. évi XXVIII. torvény ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérdl™)
figyelembevételével (engedély regisztracios szamok: 13/2014/DEMAB; 7/2014/DEMAB;
24/2016/DEMAB). A human vérmintakat énkéntesekt6] kaptuk, méréseinket a Debreceni
Egyetem Regionalis Kutatasetikai Bizottsag engedélyével végeztiik (engedély szam: DE-

RKEB 3189-2010).

A vérmintainkat 6 Wistar him patkanybdl (testtomeg: 353+80 g; kor: 6 hénap;
érzéstelenités: 60 mg/kg thiopenthal [Tiobarbital Braun 1g; B. Braun, Melsungen,
Németorszag], intraperitonealisan; mintavételi hely: vena cava caudalis); 6 him Beagle
kutyabdl (testtomeg: 18,05+2,05 kg; kor: 3 év; érzéstelenités: 10 mg/kg ketamin [CP-
Ketamin hidroklorid 10%, Produlab Pharma BV, Hollandia] + 1 mg/kg xilazin [CP-Xylazin-
hidroklorid, 2%; Produlab Pharma BV, Hollandia] + 0,25 mg/kg diazepam (Seduxen, 0,5%,
Richter Gedeon Nyrt., intramuscularisan; mintavételi hely: vena cephalica); és 7 Hungahib-
39 ndstény sertésbol (testtomeg: 15,26+1,02 kg; kor: 3 honap; érzéstelenités: 15 mg/kg
ketamin + 1 mg/kg xilazin, intramuscularisan; mintavételi hely: vena saphena) vettiik, K3-
EDTA-t tartalmaz6 vérvételi csovekbe (1,8 mg/mL; BD Vacutainer® Becton, Dickinson and

Company, USA).

Human vérmintainkat 7 egészséges, férfi onkéntes szolgaltatta (atlagéletkor: 29+6

év). A vérvétel a vena mediana cubiti punctiojaval tortént, zart vérvételi rendszerben, 21G
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atmérdjii t hasznalataval, K3-EDTA tartalmu vérvételi csovekbe. A laboratoériumi

méréseket a vérvételtdl szamitott 4 6ran beliil végeztiik el.

4.1.2. Minta eldkeészités

A vérmintakat centrifugaltuk (3000 rpm, 10 perc), a plazmat félretettiik, és a ,,buffy
coat” -ot eltavolitottuk. Ezt kovetden a vorosvérsejt-szuszpenziot PBS oldattal 1:1 aranyban
higitottuk. Ismét centrifugaltuk (3000 rpm, 10 perc), majd eltdvolitottuk a feliiluszot, és ezt

a mosasi 1épést még egyszer megismételtiik.

Meghataroztuk a vordsvérsejt szuszpenzidé haematocrit értékét (Sysmex F-800 és
Sysmex K-4500, TOA Medical Electronics Corp. Ltd., Japan), és ennek ismeretében

elkészitettiik a 20, 40, 60%-os vorosvérsejt-autolog plazma szuszpenzidinkat.

4.1.3. Vorosvérsejt aggregatio meghatdrozasa
5.1.3.1. Vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa fény-transzmisszios elven

A fény-transzmisszion alapuldé mérémodszerek kozil a Myrenne MA-1
aggregometert alkalmaztuk (Myrenne GmbH, Németorszag) (8. abra). A méréshez 20 ulL
antikoagulalt vérre van sziikség, amelyet egy 2°-os szogben csiszolt, rotor segitségével
forgathato tliveglencsére visziink fel. A késziilek fedelét lecsukva egy iiveg lemez elteriti a
mintat az {iveglencsén, majd a lencse forgd mozgasaval 500 s™ sebesség-gradienst general,
amivel az esetlegesen jelenlevd aggregatumok disaggregalodnak. Ezt kdvetden a késziilék
négy aggregatidés index paraméter meghatarozasara képes, ezek az M 5Ssec, M1 S5sec, M
10sec és M1 10sec paraméterek. Az M 5 sec és M 10sec esetében a disaggregatiot kovetden
a lencse forgasa teljesen megall (stasis), és ebben az allapotban méri az ateresztett fény
intenzitasat az aggregatios folyamat 5., illetve 10. masodpercében. Az M1 5sec és M1 10sec

paraméterek esetén a lencse mozgasa nem all meg teljesen, csak lelassul (3 s2). A
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transzmittalt fény intenzitasat a lencse alatt talalhat6 infravoros detektor méri. A fényforras
a késziilék fedelében, az liveglemez mogott talalhatd. A késziilék nem temperalt, a méréseket
szobahdmérsékleten (22-25 °C) végeztiik. Minden paraméter esetében 4 mérés tortént, ezek

atlagaval dolgoztunk tovabb [3-6,67,129].

Fény-transzmisszio mértéke
*

3 10 Idé [sec]

B disaggregatio

8. abra
A Myrenne MA-1 aggregométer (A) és miikddési elve (B)
(Sebészeti Mitéttani Tanszék fénykép- és abraanyaga)

4.1.3.2. Vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa fény-reflektancian alapulé modszerrel

Fény-reflektancian  alapulé6 méréseinket a LoRRca MaxSis Osmoscan
ektacytometerrel végeztiik (Mechatronics BV, Hollandia) (9. abra). A Myrenne MA-1
aggregometerrel ellentétben, 700-1000 uL antikoagulalt teljes vérre van sziikség a méréshez.
A késziilek Couette-rendszerben mér, ami egy statikus hengerbdl (bob) és egy forgathato
hengerkopenybdl (cup) all. A vérmintat a két henger kozott talalhatdo 0,3 mm-es résbe
juttatjuk be. A mérés els6 fazisa ebben az esetben is a disaggregatio, amit a hengerkdpeny
forgatasaval generalt sebesség-gradiens (600 s) segitségével ériink el, majd a késziilék 120
mp-en keresztiil rogziti a visszavert fény intenzitdsdban bekovetkezd valtozésokat. A
fényforras (670 nm) és a detektor is a bobba beépitve taldlhat6. A LoRRca késziilék nem
csak az aggregatio korai, gyors fazisarol (rouleaux képzbdés, 5-15mp), hanem a teljes

aggregatios folyamatrdl szolgaltat adatokat. A mérés soran kapott adatokbol tobb paramétert
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is kiszamol a késziilék, ezek az aggregatios index (Al, [%]), az amplitadé (Amp, [au]), és a

fél-amplitado ids (t1/2, [s]) [3,6,129].

Lézerdioda

Vorosvérsejt szuszpenzio

Fotodiodak

[~ Uveg cilinderek

Termosztat

9. abra

A LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer (A) és aggregatio mérésének mitkodési elve (B)
(Sebészeti Mitéttani Tanszék fénykép- és abraanyaga)

4.1.4. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a SigmaStat program segitségével végeztiik (Systat
Software Inc., San Jose, California, USA). Az adatok eloszlasatol fliggden Student t-probat,
Mann-Whitney és ANOVA teszteket hasznaltunk. Statisztikailag szignifikdnsnak a p<0,05

értékeket tekintettiik.

Az adatok atlag+S.D., valamint box and whiskers forméaban &brazoltuk. Utobbi
tartalmazza a mediant, 25% és 75% percentiliseket, valamint a hibasavok jelzik a maximum

¢s minimum értékeket.
4.2.Policisztas ovarium szindréma hatasa a micro-rheolégiai paraméterekre
4.2.1. Kiserleti allatok, kezelési és mintavételi protokoll

A sziikséges engedélyek  Dbirtokdban  (engedély  regisztracidos  szdma:
17/2019/DEMAB) a kutatisba 18 Wistar, 3 hénapos, ndstény patkanyt vontunk be. Az

allatokat véletlenszeriien két csoportba osztottuk (n=9/csoport), igy kontroll csoportra
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(testtomeg: 291,64+20,6g) és a PCOS csoportra (testtomeg:264,5+25,1g). A kontroll csoport
semmilyen kezelésben nem részesiilt. A PCOS csoport, az alap vérvételt kovetden, 4
mg/allat Osztradiol-valeratot (Estradiol valerate, Y0000046, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) kapott 0,5 mL szezam olajban oldva (Sesame oil, S3547, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA), subcutan injekcio formajaban (10. abra). Vérvételek torténtek a
kezelés el6tt, majd azt kovetden havonta, a lateralis farokvéna punctiojaval, 26G-s kaniil
(Becton, Dickinson and Company, USA) hasznalataval, K3-EDTA tartalma csdvekbe,
altatasban, ketamin-Xilazine-atropin keverékével (100 mg/kg, CP-Ketamin hidroklorid 10%,
Produlab Pharma BV, Hollandia; 10 mg/kg, CP-Xylazin-hidroklorid, 2%; Produlab Pharma

BV, Hollandia 0.05 mg/ttkg, atropinum sulfuricum 0.1%, Egis Pharmaceuticals PLC,

Budapest, Magyarorszag).

10. abra
Az éllatok hormonkezelésének folyamata
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fényképanyaga)

4.2.2. Oestrus ciklus meghatarozas

Az allatok oestrus ciklusanak ellendrzését hiivelykenetek mikroszkdopos
vizsgalataval végeztiik. A kisérlet megkezdése el6tt, majd havonta, 5 egymast kdvetd napon
vettiink az allatoktol mintat lavage technikaval [130,131], sziir6s pipettahegyet és 250-500
ul desztillalt vizet hasznalva (11. abra). A keneteket egy éjszakan at, szobahdmérsékleten

szaritottuk, majd modositott Giemsa protokoll szerint festettik [132]. A keneteket
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metanolban (Methanol Technical, 20903, VWR International, USA) fél percig fixaltuk, majd
Giemsa festékkel (PanReac AppliChem Giemsa's Azur-Eosin-Methylene Blue solution,
251338, ITW Reagents) 1 percig festettiik, desztillalt vizzel mostuk, és egy éjszakan at
szobahdmérsékleten szaritottuk. A kiértékelés fénymikroszkoppal (Nikon Eclipse E200,

Nikon Europe BV, Hollandia) tortént (12. abra).

11. abra
Hiivelykenet mintavétel
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fényképanyaga)

Pro-oestrus Oestrus
r' * '. 3 " \ . " -
%@"’%ﬁ :

s,
P

Nbaias

08 R AR

12. 4bra

A oestrus ciklus fazisainak mikroszkopos képe
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fényképanyaga)
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4.2.3. Laboratoriumi mérések
4.2.3.1. Testtdmeg €s vércukorszint meghatarozas

Hetente mértilk az allatok testtomegét, és vércukorszintjét (AccuCheck Active
vércukormérd, Roche Diabetes Care GmbH, Németorszag) (13. abra). A kisérlet 120. napjan
oralis gliikdz tolerancia tesztet (OGTT) végeztiink, az aldbbiak szerint: 12 oras éheztetés
utan 2 g/ttkg glikkozt [133,134] 1,5 ml desztillalt vizben oldottunk, és gavage technikaval
megetettiilk az allatokkal. A vércukorszintet (mmol/L) 6 kiilonb6zd idépontban (a gliikkoz

beadésa eldtt és 15, 30, 60, 90, 120 perccel azutan) mértiik.

13. abra
Vércukorszint mérés patkanynal
(A Sebészeti Mtéttani Tanszék fényképanyagabol)

4.2.3.2. Haematologiai paraméterek meghatarozasa

A kvantitativ és kvalitativ haematologiai paramétereket a Sysmex K-4500
haematologiai automataval hataroztuk meg (14. abra). A késziilék apertura-impedancia
elven hatarozza meg a fehérvérsejtszamot (Fvs, [x10%L]), vorosvérsejtszamot (Vvs,
[x10%2/L]) és a thrombocyta szamot (Thr, [x10%L]), mig spektrofotometrias elven méri a

hemoglobin tartalmat (Hgb, [g/dL]). Ezen mért adatokbol kalkulalja ki a haematocrit (Hct,
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[%]), az atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV, [fL]), az atlagos vordsvérsejt haemoglobin
tartalom (MCH, [pg]) és az atlagos vorosvérsejt haemoglobin koncentraciéo (MCHC, [g/dL])

értékeket. A mérésekhez 80 uL antikoagulalt vérre van sziikség.

14. abra

Sysmex K-4500 haematologiai automata
(Sebészeti Miitéttani Tanszék fényképanyaga)

4.2.3.3. Haemorheologiai paraméterek meghatarozasa

A voOrosvérsejt aggregatio méréseket a 4.1.3.1. fejezetben leirt Myrenne MA-1

aggregometerrel végeztiik.

A vorosvérsejt deformabilitdist a LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer
segitségével mértikk. A méréshez 10ul teljes vért szuszpendalunk 2 mL PVP oldatban
(Polyvinyl-pyrrolidone: 360 kDa Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, pH=7,0-7,2;
ozmolalitas: 294-295 mOsm/kg; viszkozitas=25.2-28.0 mPas). A 4.1.3.2. fejezetben
ismertetett Couette rendszerbe juttatjuk be a szuszpenziot, majd a cup forgasaval 0,3-30 Pa
nyirofesziiltséget fejtiink ki a mintara. A mérés soran a késziilék a mintat atvilagitja a 670nm-
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es lézerfénnyel, a keletkezd diffrakcidos mintazatokat CCD kamera rogziti. A diffrakcios
képek szélességébdl (W) és hosszabol (L) szamolja a szoftver az elongatios indexet (El),
ami a deformabilitast leird dimenzio nélkiili érték, az (L-W) / (L+W) képlet segitségével. A
deformabilitds mérés soran a kapott EI értékeket az alkalmazott nyirofesziiltség (SS, shear
stress, [Pa]) fliggvényében abrazoljuk. A kapott gorbe parametrizaldsaval tobb mas
paraméter is meghatarozhato, ilyen a maximalis elongatiés index (Elmax), az ennek feléhez
tartoz6 nyirofesziiltség (SSi2, [Pa]), és ezen két paraméter hanyadosa (Elmax/SS12). A
parametrizalashoz a Linewaver-Burke egyenletet hasznaljuk, ami 1/EI= SSi/2/ Elmax X 1/

S$S+1/ Elmax [5,67,135].

4.2.3.4. Hormonszint mérések

A PCOS kialakulasanak igazolasara ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
modszerrel hormonméréseket végeztiink (LH, FSH, tesztoszteron, IBL International GmbH,
Németorszag). Az LH és FSH szint meghatirozasa szilard fazist szendvics ELISA-t
hasznaltunk, ahol a 96 lyuku mikrolemez feliiletén anti-LH, illetve anti-FSH antitestek
talalhatoak. A mintakat torma-peroxidaz enzimmel konjugalt antitestekkel inkubaltuk 30
percig, majd lemostuk a nem kotédott konjugatumokat, és hozzaadtuk a szubsztratot a
reakciohoz. A tesztoszteron mérések kompetitiv ELISA moédszerrel torténtek. Az ismeretlen
antigénnel ,,versengtek” a lyukak feliiletén talalhaté antitestek kotShelyeiért. EgQy oOra
inkubaci6 utan a lemezt mostuk, leallitva ezzel a reakcidt, majd hozzaadtuk a szubsztratot.
Mindkét modszer végén, a szinintenzitast ELISA microplate olvasé késziilék (Tecan Infinite

M200, Tecan Trading AG, Svajc) segitségével mértiik, majd a standard gérbénket hasznalva

crer
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4.2.4. Szovettani vizsgalatok

A Kkisérlet végén, a petefészkeken szovettani vizsgalatot végeztiink. Az allatokat
haromszoros dozis altato (300 mg/ttkg, ketamin-hidroklorid 10%; 30 mg/ttkg, xilazin-
hidroklorid) beadéasat kovetéen terminaltuk. A petefészkeket 10%-0S neutralis
formaldehidben fixaltuk (Leica Biosystems Inc., Leider Lane Buffalo Grove, IL, USA),
majd paraffinba agyaztuk. 6 um-es szeleteket készitettiink, és hematoxilin-eozin festéssel
festettiik (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). A tiisz0k, a sargatestek és a cisztas

tiiszOk szdmat minden patkany petefészkében 10x nagyitas mellett hataroztuk meg.

4.2.5. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a SigmaStat program segitségével végeztikk (Systat
Software Inc., San Jose, California, USA). Az adatok eloszlasatol fliggen csoportokon beliil
paros t-tesztet és Wilcoxon tesztet, csoportok kozotti 6sszehasonlitashoz Student-féle t-
probat és Mann-Whitney tesztet hasznaltunk. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05

értékeket tekintettiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa Kiilonb6zé haematocrit értékekre
beallitott vorosvérsejt-autolég plazma szuszpenziokban, négy faj vonatkozasaban

5.1.1. Haematologiai paraméterek

A mintdk haematologiai eredményeit vizsgalva megallapithato, hogy az elkésziilt
szuszpenziok haematocrit értékeinek beallitasa sikeres volt. A vordsvérsejtek mérete és
denzitasa nem valtozott szignifikansan, kivéve a sertés mintak esetében 40% haematocrit

értéknél, ahol az MCH, és 60% haematocrit értéknél, ahol az MCHC valtozott (Il. tablazat).

5.1.2. Vorosvérsejt aggregatio
5.1.2.1. Vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa fény-transzmisszios modszerrel

A Myrenne MA-1 aggregometerrel meghatarozott négy indexparaméter koziil, a
stasisban, 5 masodpercnél mért, M 5s paraméterre fokuszaltunk, mivel ezen paraméternél
lattuk a legszamottevobb valtozdsokat. Az M 5s paraméter szignifikans fajok kozotti
kiilonbségeket mutatott a nativ haematocrit esetében (human vs. patkany: p <0,0001; human
vs. sertés: p <0,0001; kutya vs. patkany: p = 0,005; kutya vs. sertés: p = 0,0164). A
kiilonbségek a vorosvérsejt-autolog plazma szuszpenziokban is szignifikansak mutatkoztak
20% haematocriton (human vs. sertés: p = 0,0187), 40% haematocrit mellett (human vs.
sertés: p = 0,0006; ember vs. patkany: p <0,0001; sertés vs. patkany: p = 0,0251; kutya vs.
patkany: p <0,0001) és a 60% haematocritra allitott szuszpenziokban (human vs. patkany: p

< 0,0001; human vs. kutya: p = 0,0002; patkany vs. sertés: p = 0,02) (15. abra).

39



Il. tablazat: Az egyes fajok valogatott haematologiai paraméterei kiillonb6z6 haematocrit értékeknél

Human (n=7) Patkany (n=6)
alap 20% 40% 60% alap 20% 40% 60%
Hct [%] 46,41+3,16 20,93+0,63* | 43,07+0,87* | 61,57+1,11% 44,59+2,77 17,78+2,31%* 39,27+1,55 58,78+1,21%
RBC [T/L] 5,32+0,34 2,4+0,13% | 4,95+0,22* | 7,13+0,39* 7,59+0,84° 3.1940,41* 6,91+0,33 10,2+0,45%
Hgb [g/dL] 16,11+1,29 729+0,28*% | 14,.99+0,5% | 21,93+0,6* 14,64+0,79 6,02£0,84* | 13,02+0,61* | 19,18+0,28*
MCYV [fL] 87,25+3,39 87,41+3,53 87,11£3,59 | 86,57£3,52 56,58+1,42° 55,68+1,99 56,87+1,91 57,93+1,75
MCH [pg] 30,26+1,17 30,43+1,21 30,33+1,42 30,8+1,32 18,58 +£0,82° 18,82 +0,78 | 18,85+ 0,66 16,17 +£7,12
MCHC [g/dL] 34,7+0,69 34,43+1,37 | 34,39+1,13 | 35,14+1,45 32,85+0,75 33,8+0,59 33,13+0,45 32,65+0,52
Kutya (n=6) Sertés (n=7)
alap 20% 40% 60% alap 20% 40% 60%
Hct [%] 55,88+4,49°+ | 19,93+1,17* | 39,23+2,01* | 60,9943,65* | 43,61 £9,93# | 23,31 +£1,75* | 41,56+2,62 | 58,48+ 6,7*
RBC [T/L] 8,08+0,43° 2,95+0,28* 5,81+0,4* 8,84+0,56* 6,87+1,3°# 3,72+0,35* 6,59+0,4 8,69+0,55*
Hgb [g/dL] 17,03+1,99+ 6,43+£0,81* | 12,76+£1,37* | 18,854+2,44% | 7,94+0,68°+# 4,254+0,3* 6,24+2.3 8+0,9
MCYV [fL] 66,66+10,25°+ | 67,83+4,24 | 67,61£2,77 | 69,09+4,09 | 63,23 +4,45°+ | 62,66 4,74 63,19+ 4,1 67,13 £3,47
MCH [pg] 21,05+1,95° 21,7+1,19 21,91£1,45 | 21,26+1,78 | 12,38 £2,83°+# | 11,99+23 9,43 + 3 2% 10,27 £0,18
MCHC [g/dL] 30,68+4,56 32,2143,31 32,5543,16 30,97+4,2 | 18,91 £3,64°+# | 18,35+2,05 | 1523 +5,98 | 13,95+ 2,88*

atlag +SD, *vs alap, ° vs. human alap, + vs. patkany alap, # vs. kutya alap, p<0,05
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15. abra:

M 5 s aggregatios index paraméter (Myrenne MA-1 aggregométer) nativ haematocriton (a), valamint
vorosvérsejt- autolog plazma szuszpenzidokban 20% (b), 40% (c) és 60% (d) haematocrit mellett.
medidn, 25% és 75% percentilis, valamint a maximum és minimum értékek.

Az aggregatios index értékeket a haematocrit fliggvényében abrazoltuk, az egyes
pontokra illesztett, legmagasabb regressziés koefficienst add gorbék derivalasaval
megkaptuk az egyes indexparaméterek csticspontjahoz tartozo haematocrit értékeket. (16.
abra). Human vérmintanal ez 43,95%, kutyanal 42,48%, sertésnél 47,63%-nak bizonyult.

Patkany vérmintak esetében csak az M1 10s adatokkal szamithattunk maximum pontot, ami

44 44% haematocrit értéknél volt.
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16. abra:
Human (a), patkany (b), kutya (c) és sertés (d) vérmintak M5 aggregatios index paramaterek a haematocrit
figgvényében. A nyilak az illesztett gorbék maximum pontjat mutatjak.
#p<0,05 vs. alap, *p<0,05 vs. 40%

5.1.2.2. Vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa fény reflektancian alapulo
modszerrel

Az reflektometrids moddszerrel mért aggregatiés index (Al [%)] szignifikdns
kiilonbségeket mutatott az egyes fajok kozott, nativ haematocriton (human vs. kutya: p =
0,0351; sertés vs. patkany: p = 0,0207; sertés vs. kutya p <0,0001), valamint a vorosvérsejt-
autolog plazma szuszpenziokban 20% haematocrit mellett (human vs. kutya: p = 0,0006;
patkany vs. kutya: p < 0,0001; kutya vs. sertés: p = 0,0274), 40% haematocrit értéknél
(human vs. sertés: p =0,0039); human vs patkany: p <0,0001; sertés vs. patkany: p=0,0081;
sertés vs. kutya; p=0,0371; kutya vs. patkény: p <0,0001), és a 60%-o0s szuszpenziok esetén
(humén vs. sertés: p =0,0002; human vs. patkdny: p <0,0001; kutya vs. patkany: p =0,0032)
(17. abra). Csak patkany adatok esetén tudtuk kiszamitani az aggregatio maximumahoz
tartoz6 haematocrit értéket: 43,3% (y = —0,0835x2 + 7,2315%x-70,481). A t6bbi fajnal a

gorbék ennél a paraméternél nem adtak maximum pontot.
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17. abra:
Aggregatios index értékek (LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer) nativ haematocriton (a), valamint
vorosvérsejt- autoldg plazma szuszpenziokban 20% (b), 40% (c) és 60% (d) haematocrit mellett.
medidn, 25% és 75% percentilis, valamint a maximum és minimum értékek.

A nativ haematocrittal rendelkez6 vérmintak amplitadoja (amp [au]) fajok kozott
szignifikansan kiilonbozo6tt (human vs. patkany: p <0,0001; human vs. kutya: p <0,0001;
human vs. sertés: p = 0,0096; kutya vs. patkany p <0,0001; vs. sertés p <0,0001; patkany vs.
sertés p = 0,0423). A patkany, kutya és sertés vorosvérsejt — autolog plazma szuszpenziok
értékei 20%-0s haematocrit mellett jelentésen eltértek a human mintaktol (p <0,0001, p =
0,0024 és p <0,0001). A 40%-os szuszpenziok esetén erds szignifikans kiilonbségeket
lattunk minden lehetséges kombinacioban (p <0,0001). A 60%-os szuszpenziok
szignifikansan kiilonboztek az human és kutya (p <0,0001), human és patkany (p = 0,0101),

patkany és kutya (p < 0,0001), valamint patkany és sertés (p = 0,0001) k6zott (18. abra).
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18. abra:

Amplitado értékek (LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer) nativ hematocriton (a), valamint
vorosvérsejt- autoldg plazma szuszpenzidokban 20% (b), 40% (c) és 60% (d) haematocrit mellett.
median, 25% és 75% percentilis, valamint a maximum és minimum értékek

A teljes intenzitds valtozas esetében minden fajnél kiszamitdsra keriilt a korabban
emlitett csticsponthoz tartozd haematocrit érték: 40,86% embernél (y =-0,0287x2 + 2,2881
x —23,641), 39,37% patkdnynal (y = -0,0027x2 + — 0,212). 0,0183), 44,29% kutyénal (y =
—0,0233x2 + 2,064 x —25,884) és 52,8% sertésnél (y = —0,0056x2 + 0,5921x— 4,9259) (19.

abra).
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Human (a), patkéany (b), kutya (c) és sertés (d) vérmintak amplitudo értékei a haematocrit fliggvényében. A
nyilak az illesztett gorbék maximum pontjat mutatjak.
#p<0,05 vs. alap, *p<0,05 vs. 40%

A nativ haematocritt mintak fél-amplitaido id6 (t1/2 [s]) értékeiben szintén

szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki a vizsgalt fajok kozott (human vs. kutya: p =

0,0025; kutya vs. patkany: p = 0,004; kutya vs. sertés: p < 0,0001). 20%-0s haematocrit

mellett szignifikans kiilonbséget talaltunk patkany és human (p = 0,035), a patkany és a

kutya (p = 0,0002) és a patkany vs. sertés (p = 0,0001); 40%-0s mintdinkban a human vs.

sertés (p < 0,0001), human vs patkany (p < 0,0001), patkany vs kutya (p = 0,0015) és kutya

vs sertés (p = 0,0268); 60%-0s haematocritnal @ human vs. sertés (p = 0,0001), human vs.

kutya (p < 0,0001), human vs. patkany (p < 0,0001), a patkany vs. kutya (p = 0,001) és a

kutya vs. sertés (p = 0,0275) 0sszehasonlitasok esetén (20. dbra). Human, kutya és sertés

mintakban a t1/2 a haematocrit értékkel emelkedett, az aggregatios folyamat lassult. Kutya

¢és sertés mintak adataira az illesztett gorbék maximum pontjait a korabban ismertetett
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modon azonositottuk: 54,21% kutydknal (y = —0,0051x2 + 0,5529 x — 6,5992) és 58,5%
sertéseknél (y =—0,0004x2 +x 0.0004x2 + 0.0. 1.43). A patkany mintakban minimum pontot

tudtunk szamolni, ami 46,15% (y = 0,0234x2 — 2,1889x + 51,847).
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20. abra:
Fél-amplitado id6 értékek (LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer) nativ hematocriton (a), valamint
vorosvérsejt- autoldg plazma szuszpenziokban 20% (b), 40% (c) és 60% (d) haematocrit mellett.
median, 25% és 75% percentilis, valamint a maximum és minimum értékek

5.2. Policisztas ovarium szindroma hatasa a mikro-rheologiai paraméterekre

5.2.1. Oestrus ciklus meghatarozas

A hiivelykeneteket megvizsgalva azt talaltuk, hogy a PCOS csoport oestrus ciklusa
a kisérlet 90. napjatol leallt pro-oestrus (77,78%) és met-oestrus (22,22%) fazisban, és nem
normalizalddott, mig a kontrollok oestrus ciklusa normalis maradt a kisérlet ideje alatt (111.

tablazat).
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I11. tablazat: Az oestrus ciklus fazisainak megoszlasa az allatokban a kisérlet kezdetén (alap), valamint a 30.,
60., 90. és 120. napon. Az egyes fazisokban a patkanyok szazalékos aranyat

Alap 30 nap 60 nap 90 nap 120 nap
Kontroll|[PCOS|Kontroll| PCOS | Kontroll| PCOS | Kontroll| PCOS | Kontroll| PCOS
Pro-estrous - 33,3%| 22,22% | 33,33% | 44,44% | 56% | 62,5% |77,78%| 12,5% |77,78%

Estrous | 66,6% |33,3%| 55,56% - 22,22% |11,11%]| 25% - 62,5% -
Met-estrous| 33% - 22% (44,44%| 11,11% |33,33%| 12,5% |[22,22%| 25% |22,22%

Di-estrous - 33,3% - 22,22%| 22,22% - - - - -

5.2.2. Laboratoriumi mérések
5.2.2.1. Testtomeg ¢és vércukorszint meghatarozas

A kontroll allatok testtomege a relativ értékeket vizsgalva szignifikansan emelkedett
az alap adatokhoz képest (p=0,017) a 4. hoénapra. A PCOS csoportban az abszolut (120. nap
vs. alap p=0,003) és a relativ (120. nap vs. alap p=0,03) értékekben is emelkedést talaltunk

(21. abra).

Az allatok viselkedésében nem figyeltiink meg semmilyen valtozast. A bundajuk
rendezett volt, a szemiik tiszta, és nem volt 1athatd porfirines elszinez6dés. Nem lattunk

kiilonbséget a taplalék- és vizfogyasztasban a két csoport kdzott.

O30nap #@60nap #90nap ™ 120 nap

0.8 -

Testtimeg (relativ értékek)

21. 4bra:

A kontroll és a PCOS csoport testtomegének valtozasai.
Atlag + S.D.; *p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. kontroll
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A vércukorszint (22.a. abra) a PCOS csoportban folyamatosan emelkedett, a 4.

honapra szignifikansan magasabb volt, mint a kiindulasi érték (p=0,021).

Az OGTT alatt a kontrollcsoport és a PCOS csoport vércukorszintje is szignifikans
emelkedést mutatott 15 perccel a gliikoz beadasat kovetden az alap adatokhoz képest (22.b.
abra). A PCOS csoportban a 30. percig emelkedett a vércukorszint, majd meredek
csokkenést figyeltiink meg. A kontroll csoport értékei csokkentek a 15 percnél mért cstcs
utan. Mindkét csoport esetében minden idépontban szignifikansan magasabb eredményeket
kaptunk, mint az alapméréseknél, azonban statisztikailag nem volt szignifikans kiilonbség a

két csoport kozott (22.b. abra).

O30nap Z60nap @90 nap MW120nap 12 1 *  ——Kontroll -4 PCOS
1,8 - 11
1,6
1.4 -
1,2
1,0 +
0.8
0,6
0.4 -
02 +
0,0

a Kontroll PCOS

Iy

1
= =

(relativ értékek)

Veércukorszint
Vércukorszint [mmol/L]

(=2

alap 15perc 30 perc 60 perc 90 perc 120 perc

22. abra:
A vércukorszint valtozasai (a) és az OGTT eredményei (b) a kontroll és a PCOS csoportban.
Atlag = S.D.; *p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. kontroll

5.2.2.2. Haematologiai paraméterek meghatarozasa

A PCOS csoportban a vorosvérsejt szamban (120. nap vs. alap p=0,015, 120. nap vs.
kontroll p<0,001), a haematokrit (120. nap vs. alap p=0,004, 120. nap vs. kontroll p=0,004)
¢és a haemoglobin értékekben (60. nap vs. alap p<0,001, 60. nap vs. kontroll p<0,001, 120.
nap vs. kontroll p<0,001) szignifikans csokkenést talaltunk az alapértékekhez és a kontroll

csoporthoz viszonyitva. Tovdbba a PCOS csoportban szignifikdnsan csokkent a
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fehérvérsejtszam (120. nap vs. alap p=0,03, 90. nap vs. kontroll p=0,041), és szignifikansan
nétt a thrombocytaszam (120. nap vs. alap p<0,001) és az MCV (90. nap vs. kontroll
p=0,006, 30. nap vs. alap p=0,015, vs. kontroll p= 0,017). Az MCH értékekben (90. nap vs.
alap p<0,001, vs. kontroll p=0,006, 120. nap vs. alap p=0,002; 30. nap vs. kontroll p=0,02),
szignifikans emelkedés volt megfigyelhetd a PCOS csoportban a kezdeti csokkenés utan.
Folyamatos novekedés volt tapasztalhato az MCHC-értékekben (60. nap vs. alap p<0,001,

90. nap vs. alap p=0,003, 120. nap vs. alap p=0,001) (IV. tablazat).
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IV. tablazat: Valtozasok a haematologiai paraméterekben a kontroll és a PCOS csoportban.

Alap 30 nap 60 nap 90 nap 120 nap
Kontroll 4,37+0,83 5,27+0,87 5,11%1,61 5,41+1,73 4,61+1,1
FVS [109/L] ontro ) ) ) ) ) ) > ) ) )
PCOS 5,25+£1,05 # 5,82+1,4 4,84+1,48 3,97+0,97 *# 3,96+1,3 *
Kontroll 7,12+0,71 6.86+0,42 7,38+0,49 7,424+0,38 * 7,48+0,32 *
VVS [1012”_] ) > ) > > > ) ) )
PCOS 7,33+0,34 6,68+0,3 * 6,41+0,55 *# 6,8+0.39 *# 6,85+0,54 *#
Kontroll 41,56+4,2 40,24+2.6 43,01+£2,48 43,11£1,96 4442 *
Hct [%]
PCOS 42,89+1,82 38,37+1,74 *# 37,3443,89 *# 40,12+2,17 *# 40,17+2,56 *#
Kontroll 13,8+1,4 13,37+0,94 14,34+0,86 14,29+0,68 * 14,56+0,73 *
Hgb [g/dL]
PCOS 14+0,58 12,68+0,61 # 12,39+1,31 # 13,46+0,81 *# 13,47+0,83 *#
+ + + 14+1,12 58,85+1,3
MCV [fL] Kontroll 58,3+0,74 58,6+1,05 58,33+1,22 38, , , ,
PCOS 58,5+1,17 57,43+1,7 *# 58,1£2,00 58,94+0,91 # 58,75+1,71
MCH [pg] Kontroll 19,4+0,52 19,540,61 19,45+0,65 19,28+0,56 19,48+0,57
PCOS 19,11+0,45 18,93+0,69 # 19,27+0,63 19,840,67 *# 19,71+0,66 *
Kontroll 33,240,82 33,24+0,68 33,34+0,75 33,14+0,44 33,09+0,39
MCHC [g/L] On bl b b b b 77 b b b b
PCOS 32,66+£0,41 # 32,97+0,48 33,18+0,44 * 33,54+0,96 * 33,56+0,68 *
Kontroll +12 +213,4 +11 559,9+195,3 600,6+185,4
Thr [10%/L] ontro 608,6+£120,7 597,33+£213,45 659+118.,9 , , , ,
PCOS 534,29+87,69 # 665,2+204,4 * 595,94+136,97 578,67+145,7 645,53+92,57 *

AtlagS.D.; *p<0.05 vs. alap, # p<0.05 vs. kontroll
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5.2.2.3. Haemorheologiai paraméterek meghatarozasa

A 3 Pa-nal mért elongatios index (EI 3Pa) értékek emelkedtek a 60. (vs. alap
p=0,047) és a 90. napra (vs. alap p<0,001) a PCOS csoportban. Az Elmax esetében
szignifikans emelkedést figyeltiink meg a PCOS csoportban (120. nap vs. alap p=0,035). Az
SSY; értékek szignifikansan csokkentek a 90. napon (vs. alap p<0,001, vs. kontroll p<0,001)
és a 120. napon (vs. alap p<0,001). A 90. napon (vs. alap p<0,001) és 120. napon (Vvs. alap

p<0,001) az EImax/SS % arany szignifikansan megemelkedett (V. tablazat).

Az M 5s (120. nap vs. alap p<0,001, 120. nap vs. kontroll p=0,004) és M1 5s index
paraméterekben (120. nap vs. alap p<0,001, 120. nap vs. kontroll p=0,015) (23. a, b abra) a
PCOS csoportban jelent6s, folyamatos novekedés volt megfigyelheté. Az M 10s (120. nap
vs. alap p=0,005) és M1 10s (120. nap vs. alap p<0,001) paraméterekben (23. ¢, d abra)
szintén novekedés volt tapasztalhatd, az els6 két honapban, de ezt kovetden ezen
paraméterek értekei csokkentek, és a két csoport kozott ekkor méar nem volt statisztikailag

szignifikans kiilonbség.

O30nap @60nap #90nap M120 nap

M1 5s (relativ értékek)
S =N W R T ®

M 5s (relativ értékek)
S =N W R N W

Kontroll PCOS

=
=

wm
|

'S
I

w
I

w
I

[
I

M 10s (relativ értékek)

=l
I

2 M1 10s (relativ értékek)

Kontroll PCOS Kontroll PCOS

o

23. abra:
A vordsvérsejtek aggregatids index paramétereinek valtoztatasa
M 5s (a), M1 5s (b), M 10s (¢) és M1 10s (d).
Atlag £+ S.D.; *p<0,05 vs. alap, # p<0,05 vs. kontroll
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5.2.2.4. Hormonszint mérések

Az FSH szintekben egyik csoportban sem talaltunk szignifikans kiilonbséget, sem
sajat alapértékeikhez, sem egymas értékeihez viszonyitva. Az LH értékek szignifikdnsan
megemelkedtek a PCOS csoportban a 120. napra az alapértékekhez képest (p=0,036). A

tesztoszteronszint mindkét csoportban emelkedett (V1. tablazat).

5.2.2.5. Szovettani vizsgalatok

A PCOS csoport esetében az ovarium és az uterus makroszkopos eltéréseket
mutatott: nagy petefészkek, a felszini rétegen keresztiil is jol lathato cisztas tiiszokkel, a méh

megnagyobbodott és 6démas volt (24. abra).

24. abra
Egészséges petefészek (A), policisztas allat méhének (B) és petefészkének (C) makroszkopos képe
(A Sebészeti Miitéttani Tanszék fényképanyagabol)
A petefészkek szovettani Vvizsgalata policisztas elvaltozasokat mutatott a PCOS
csoportban, mig a kontroll csoport normalis petefészek szerkezettel rendelkezett. A PCOS
csoportban sok cisztas tiisz0 volt, csokkent a sargatestek szama, és szignifikansan csokkent

az ép folliculusok szdma (V1. tablazat). A kontroll csoport petefészkeiben tobb elsddleges,

masodlagos és antralis folliculus volt lathatd. (25. abra).
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V. tablazat: Valtozasok a vorosvérsejt deformabilitast leird paraméterekben a kontroll és a PCOS csoportban.

Alap 30 nap 60 nap 90 nap 120 nap

El 3Pa Kontroll 0,38+0,01 |0,38+0,02 |0,4+0,01 * [0,38+0,01 0,39+0,01 *

PCOS 0,38+0,02 |0,38+0,01 [0,39+0,01 *|0,39+0,01 *# | 0,39+0,01
El max Kontroll 0,55+0,02 0,56+0,02 |0,57+0,02 * | 0,56+0,03 0,57+0,03 *
PCOS 0,54+0,02 |0,57+0,02 * [0,57+0,01 * [ 0,56+0,03 * |0,56+0,24 *
SSu» [Pal Kontroll 1,78+0,22 [1,79+0,3 1,73+£0,22 | 1,73+0,19 1,14+0,33 *
PCOS 1,62+0,2 # | 1,75+0,2 * |1,78+0,18 * | 1,16+£0,34 *# | 1,24+0,24 *
El max / SSu» [Pac] Kontroll 0,31+0,04 |0,33+0,08 |0,33+0,05 |0,32+0,03 0,49+0,11 *
PCOS 0,34+0,04 |0,33+0,04 [0,33+0,04 |0,47+0,1 *# |0,46+0,09 *

Atlag+S.D.; *p<0.05 vs. alap, # p<0.05 vs. kontroll

VI. tablazat: Relativ valtozasok (alapértékhez képest) az FSH, LH és tesztoszteron szintekben, a kontroll és a PCOS csoportokban.

60 nap 120 nap

Kontroll 0,996+0,021 0,998+0,029

LH (relativ értékek)
PCOS 1,000,012 1,008+0,022"
Kontroll 0,986+0,039 0,988+0,056

FSH (relativ értékek)
PCOS 0,985+0,037 1,018+0,062
Kontroll 1,376+0,292 1,533+0,677

Testosterone (relativ értékek)

PCOS 1,206+1,032 1,472+1,000

Atlag+S.D.; +p<0.05 vs. 60 nap
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VII. tablazat: Tiisz6k, sargatestek és cisztak szama a kontroll és a PCOS csoportban.

Kontroll PCOS
Folliculus szam 6.71+6.01 1.5£1.0
Sargatest szam 2.83+£2.13 1.63+0.9
Ciszta szam 0 5+4.42*
Ciszta atmérd (um) 0 690+92.14*

Atlag+S.D.; *p<0.05 vs. kontroll

25. abra:
Reprezentativ képek a normal petefészek (A) és a policisztas petefészek (B) szovettani megjelenésérol. A
nyilak az ép folliculusokat (A) és a helyiiket atvevo cisztakat (B) jeloli
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6. MEGBESZELES

6.1. Vorosvérsejt aggregatio meghatarozasa Kiilonb6z6é haematocrit értékekre
beallitott vorosvérsejt-autolég plazma szuszpenziokban, négy faj vonatkozasaban

A vordsvérsejt aggregatio pontos folyamata és mechanizmusa még nem teljesen
tisztazott, azonban jol ismertek a plazmatikus és sejtszintli befolyasold tényezdk
[45,55,129,134]. A 6 befolyasold tényezOk kozé sorolhatjuk a plazmafehérjéket, mint a
fibrinogén, az immunglobulinok vagy a transzferrin. A fibrinogént tekintjiik a legfontosabb
plazmafehérjének a vorosvérsejt aggregatio 1étrejotte soran, ez egy pozitiv akut fazis protein,
igy szintje megemelkedik gyulladasokban vagy sziv- és érrendszeri betegségek soran
[45,55,136,137], ami magyarazza az aggregatio emelkedését inflammatorikus
folyamatokban. Az aggregatio mértékét az egymas ellen hatd aggregatidos (aggregatiot
tamogatd) és disaggregatios (aggregatio ellen hatd) erdk egyiittesen hatdrozzak meg.
Utobbiak koz¢ sorolhatd a nyirderd, a vorosvérsejtek felszini toltése €s a membran
tulajdonsagai, mint a glycocalyx Osszetétele és a rigiditas mértéke [45,55,129]. A sejtek
alakja, mérete, és nem utolsésorban a szama (haematocrit) is jelentOs szerepet jatszik a

folyamat soran [45,129,138].

A haemorheologiai paraméterek koziil az aggregatio mutatja a legnagyobb faji
diverzitast [71,139]. Ennek hatterében szamos tényez6 all. Ide tartoznak a kiilonboz6 fajok
vorosvérsejtjeinek alaki és méretbeli eltérései, a fibrinogén kotddésének jellegzetességei, az
adott allatfajra jellemz6 haemodinamikai és érgeometriai tulajdonsagok, a taplalkozasuk,
¢letmodjuk, valamint a vorosvérsejtek glycolcalyx Osszetételében taldlhatd kiilonbségek
[71,129,139]. Kiilonbségeket talalunk az egyes fajok normal fibrinogén szintjében is
(human: 150-300 mg/dl [129], CD patkany: 128-153 mg/dl; beagle kutya: 177-229 mg/dL
[25]; sertés: 213 —273 mg/dl [46]). Ezek a kiilonbségek az aggregatio diverzitasat is
okozhatjak, mivel a fibrinogén szint befolyasolja az aggregatio mértékét. Windberger és

mtsai (2003) ,,referencia tartomanyokat™ allitottak fel a Myrenne stasisban mért aggregatios
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index értékeihez, kiillonb6zo fajok 40% haematocrit értékre beallitott vérmintait vizsgalva.
Ez patkdnyoknal 0,3-1,2; kutyaknal 2,7-4; sertéseknél 2,2-4,6 [71]. A 40%-0s
szuszpenzioinknal kapott aggregatidos index értékek atlaga minden esetben ezekbe az

intervallumokba esett.

A taplalkozas is kiemelt szerepet jatszik a haemoreologiai paraméterek értékeiben.
A magas koleszterinszint nem csak kozvetlen hatdssal van a sziv- és érrendszerre, hanem
kozvetett hatasként a teljes vér viszkozitast is novelheti [140]. A viszkozitas exponencialis
kapcsolatban all a haematocrit értékkel. A haematocrit/viszkozitas arany fajonként eltérd, ez
az arany a haematocrittal emelkedik, de egy ,,optimalis” haematocrit érték utan (ami a
maximalis oxigénszallitasi kapacitds haematocrit értéke) csokkenés kovetkezik be. A
megnovekedett teljes vér viszkozitasa kovetkeztében a haematocrit/viszkozitas arany
csokken, ezaltal csokken a vér oxigénszallito képessége. A nativ haematocrita patkany
mintdkban magasabb, mint a kutyamintakban. Ez az ,,optimalis” érték az alkalmazott
nyiréfesziiltségtél fiigg. A leggyakrabban alkalmazott nyirdfesziiltségnél (90 s?) a

haematocrit/viszkozitas arany maximuma patkanyban 36,5% Hct, kutyaban 39,7% [7].

Korabbi tanulmanyok megallapitottak, hogy a haematocrit jelent6sen befolyasolja az
aggregatiot, de ez a kapcsolat nem linearis [8,141-145]. A Myrenne MA-1 aggregométerrel
kapott M 5 s index paraméterben a vizsgalt 20%-0s haematocrittal rendelkez6 mintakban
csOkkenést tapasztaltunk a teljes vérhez képest minden faj esetében. A human, kutya és
sertés adatokban egyfajta ,,csiicspont” volt megfigyelhetd, amelyet az aggregatios index
csokkenése kovetett. Deng és mtsai (1994) human mintakat vizsgalva ezt a csucsot 40-42%
haematokrit koriil talaltak [8], tanulmanyunkban ez a szamitott csucsérték az MSs
indexparaméter esetén emberben, kutyaban ¢€s sertésben kdzel 40% haematocrit volt. Ez a
csticspont patkany mintdinkban csak az M1 10 s paraméternél volt megfigyelhetd. Ez arra

utal, hogy a patkany aggregatio a folyamat elsé 5-10 masodperce kdzott megy végbe.
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A fent emlitetteket a LORRca késziilékkel mért aggregatios index értékek is
megerdsitik, mivel ez a paraméter az aggregatios folyamat elsé 10 masodpercében lezajlo
fényintenzitas valtozasat reprezentalja, és ennél a paraméternél csak a patkanyvér mutatta a
,»csucspontot” (43,3%). A 20%-0s haematocriti szuszpenziokban a kutyamintak értékei
szignifikdnsan magasabbak voltak, 40-60%-ban a patkany és az emberi mintdk eredményei

szignifikansan kiilonboztek a tobbi fajtol.

A fény-reflektancian alapuldé mérések soran a human, kutya és sertés mintdk nem
mutattak a fent emlitett ,,csticspontot”. Ezek esetében a 20%-0s szuszpenziok aggregatios
indexei magasabbak voltak, mint a 40%-os mintaké. Emellett a t1/2 folyamatosan
emelkedett, az aggregatios folyamat a haematocrit emelkedésével lelassult. A legnagyobb
novekedést a human mintakban talaltuk, ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a vizsgalt fajok
koziil az emberi vorosvérsejtek aggregatios képessége a legérzékenyebb a haematocrit

valtozasara.

Az Altalunk leirt ,,optimalis” haematocrit értékek nem egyeznek meg a
Hct/viszkozitas arany optimalis értékével. Nem csak jelentésben van kiilonbség, hiszen a
Hct/viszkozitas arany optimuma a gérbe azon pontja, ahol a lehet6 legmagasabb haematocrit
érték a lehetd legalacsonyabb viszkozitas értékkel parosul adott sebesség gradiens mellett
[17], mig a tanulméanyunkban leirt csiics az aggregatio csticsat jelzi; de vannak értékbeli
kiilonbségek is. A kordbban emlitett maximalis aggregatidhoz tartozé Hct-értékek
patkanyokban ¢és kutydban minden paraméter esetén magasabbak, mint a korabbi
vizsgalatokban leirt Hct/viszkozitas arany optimalis értékei [7]. A fokozott aggregatio
elésegiti a plazma-skimming kialakuldsat a kapillarisokban, ami azt jelenti, hogy a
vorosvérsejtek szama csokken az érlumenben [141,146,147]. Ennek eredményeként csokken
a szovetek vérellatasa, ezaltal csokken az oxigénszallitasuk. Ez lehet az oka annak, hogy a

maximalis oxigénszallitasi kapacitas Het értéke alacsonyabb, mint az aggregatiés maximum
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Hct értéke. Ez arra utal, hogy a szovetek megfeleld vérellatasa csak akkor biztosithatd, ha a
vorosvérsejt-aggregatio nem ¢éri el a maximalis szintet. A talzott aggregatio ronthatja az

oxigénellatast.

Korabbi vizsgalatokban kimutattak, hogy a patkanyok ty értéke 6tszor alacsonyabb,
mint a sertések ¢és tizszer alacsonyabb, mint a kutyak esetében [10]. Vizsgalatunkban a
kutyak nativ haematocrita mintainak t1/2 értékei is szignifikdnsan magasabbak voltak, mint
a human, patkény és sertés vérmintak esetében (kutya > patkany > sertés > ember). A normal,
nativ haematocrit esetén a kutya vorosvérsejtjeinek aggregatioja a leglassabb, az emberi
vérsejteké pedig a leggyorsabb. A kutyak nativ haematocriton mért értékeinek atlaga
szignifikansan magasabb, mint a tobbi fajé, valamint a kutyak Al értékei a legalacsonyabbak.

Ez a jelenség a haematocrit és az aggregatio nem-linearis kapcsolataval magyarazhato [8].

Az aggregatios folyamat felgyorsulasa patkany mintainkban a kozépsé Hct
tartomanyban volt megfigyelhetd. A fél-amplitddo id6 értékei csokkentek, amint azt Deng
¢és mtsai (1994) is leirtak [8]. Ugyanakkor a t1» minimumahoz tartozé Al volt a legmagasabb,
igy a patkdny vorosvérsejtek aggregatiojanak jelentds része a folyamat elsé 10
masodpercében zajlik le. A kiilonbdzé mérédmodszerek sajatossagai (fény-transzmisszion,
illetve  fény-reflektancian  alapuldo  modszerek, — statikus-kinetikai ~ paraméterek)

magyarazhatjak ezeket a kiilonbségek [3,55,129].

Az amplitddé tekintetében Deng ¢és mtsai a 40%-os mintakban talaltdk a
legmagasabb értékeket [8]. Vizsgalatunk egyértelmiien azt mutatja, hogy a legnagyobb
fényintenzitas valtozas a 40-50%-os Hct tartomanyban van, azonban ez fajonként eltérd. A
legalacsonyabb értékeket patkanyokban mértiik, majd ezt a sertés-, ember- és kutyamintak

kovették. Ebbdl kovetkezik, hogy a patkanyvér aggregalddik legkevésbé, amint azt korabbi
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Osszehasonlito vizsgalatok is mutattak [9,10,71]. A teljes vér esetén a legalacsonyabb Amp

értékeket patkanyban talaltak [10], amit vizsgalatunk is megerdsitett.

Vizsgalatunk limital6 tényez6i az alacsony esetszam ¢és a mddszertani adottsagok (pl.
minta-elokészités, mérési modszerek, miszerspecifikaciok). Ezek az adatok azonban
kiegészité informacios értékkel birhatnak, és ez altal jobban feltarhatjuk a fajok kozotti
haemorheologiai kiilonbségeket és a vorosvérsejtek aggregatios tulajdonsagait valtozo

haematocrit értékek mellett.
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6.2. Policisztas ovarium szindréma hatasa a mikro-rheologiai paraméterekre

A policisztas ovarium szindroma (PCOS) etiologidgja még nem teljeskoriien
tisztazott, azonban koézismert, hogy a PCOS a fogamzoképes nék egyik leggyakoribb
endokrinologiai betegsége [22—-24]. A PCOS szamos hatassal van a vérkeringésre, megemeli
plazma viszkozitast, ami egy macro-rheologiai paraméter, ezaltal hatassal lesz a micro-
rheoldgiai paraméterekre [148]. Emellett a PCOS-t megndévekedett tesztoszteron, luteinizalo
hormon (LH), éhgyomri inzulinszint, magasabb triglicerid- és fibrinogén koncentracio
jellemzi. A fibrinogén szint pozitiv korrelaciot mutat a plazmaviszkozitassal [149]. A
megnovekedett plazma viszkozitas noveli a teljes vér viszkozitdsat, és ez ronthatja a
véraramlast [101]. Simmonds és mtsai fokozott vordsvérsejt-aggregatiot, teljes vér- és
plazma viszkozitast, csokkent haematocritot €s valtozatlan vorosvérsejt-deformabilitést irtak
le PCOS-ben szenvedd néknél, Osszehasonlitva a korban egyeztetett egészséges

kontrollokkal [101].

A f6 terapias célok a menstruacios ciklus regularitasanak helyreallitasa, az infertilitas
kezelése és a szénhidrathdztartds stabilizdlasa. A medddseégi kezelések kozé tartoznak a
progeszteronterapia és a Klomiphén-citrat [84]. Az inzulin-rezisztencia és a Il-es tipusu
diabetes esetén a leggyakrabban metformin terapiat alkalmaznak [84]. Az elmult években a
kiilonb6z6 inozitol szarmazékok, amelyek kulcsszerepet toltenek be az inzulin jelatviteli
folyamatokban, mint masodlagos hirvivok, altalanos gyogyszerré valtak az inzulin-
rezisztencia kezelésében. Ezenkiviil a kiilonboz6 inozitol izoformak hatassal vannak az

ovulaciora, ezaltal segithetnek a medddéség kezelésében [150,151].

Ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre az Osztradiol-valerat (EV) gliikkéz
metabolizmusra gyakorolt hatasarol patkdnyokban. A kutatasok emelkedett éhgyomri

vércukorszintrél szamoltak be, vagy nem talaltak kiilonbséget a kezelt és a kontroll csoport
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kozott [114,120,126,152]. Danasea és mtsai megemelkedett éhgyomri gliik6z szintet irtak
le, de oralis gliikoz tolerancia teszt soran nem mutattak ki kiilonbséget [114]. Kisérletiinkben
folyamatosan emelked6 éhgyomri vércukorszintet tapasztaltunk a PCOS-csoportban, az
OGTT mérések soran azonban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kdzott

[127].

A PCOS indukalasara egyetlen dozisban 4mg/allat Gsztradiol-valeratot kaptak az
allatok 0,5 mL szezam olajban, subcutan injekcié formajaban [114,118,119]. Az 6sztradiol-
valerat egy elnyujtott hatast 0sztrogén forma, amely a gonadotropin felszabaditdé hormon
luteinizalo hormon (LH) és folliculus stimulalé hormon (FSH) felszabadulas és/vagy tarolas
elégtelenségét eredményezi [127,128]. Az EV-indukalt modellben a tesztoszteronszintre
gyakorolt hatas dozis fiiggd, mig 2 mg EV hasznalatdval a tesztoszteronszint emelkedik
[99,114,123,124,127,128,152,153], addig 4 mg EV adasaval a szabad tesztoszteron szintje
tobbnyire csokken patkdnyokban, bar ez utobbi doézissal is szdmoltak be emelkedett
tesztoszteronszintrdl [99,114,120,126,154]. Vizsgalatunkban a tesztoszteron szint mindkét
csoportban emelkedett volt, de nem volt szignifikans kiilonbség sem a csoporton beliil az
egyes idépontok kozott, sem a kontroll és PCOS csoportok kozt. Ellentmondésos adatokat
talaltunk az EV-kezelés LH-szintekre gyakorolt hatasara vonatkozoan iS. Szamos
tanulmanyban leirtak, hogy az LH-szint emelkedett az EV-indukalt patkany modellben
[120,123,124,127,153,154], mig masok csokkendé LH-szinteket talaltak [99,124,127]. Az
Osztrogén-indukalt modellekben altalaban az FSH-szint csokkenését mutattak ki, vagy nem
talaltak valtozast [109,118,122,123,127,128,152,155]. Vizsgalatunk soran az LH szintek
emelkedtek a PCOS csoportban, mig az FSH szintekben egyik csoportban sem talaltunk

kiilonbséget.
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Az EV kezelés hatasara a patkanyok oestrus ciklusa zavart szenved és ledll, az
allatoknal amenorrhea 1ép fel [122]. Az emberi menstruacios ciklusnak két fazisa van: a
follicularis és a lutealis fazis. A follicularis fazis a menstruacio elsé napjan kezddédik és az
ovulécioig tart (1-14 nap); a luteélis fazis, az ovulacié utan kezdddik és 14 nappal azutan ér
véget (15-28 nap) [91]. Ezzel szemben patkanyok ivari ciklusanak négy fazisa van, ezek a
pro-oestrus, az oestrus, a met-oestrus és a di-oestrus [130,131,156,157]. A kiilonb6z6
fazisokban mas és mas sejttipusok keriilnek talsulyba a hiivelykenetekben, ez alapjan lehet
megallapitani, hogy egy adott pillanatban mely fazisban van a vizsgalt allat (VI11. tablazat).
Lara és mtsai, valamint Ramadoss és mtsai megallapitottak, hogy a patkanyok oestrus
ciklusa EV kezelés hatasara oestrus illetve di-oestrus fazisban leallt [156,158].
Vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a PCOS csoport oestrus ciklusa pro-oestrus (77,78%) és
a met-oestrus (22,22%) fazisban allt le. A kontroll allatok ciklusa normal maradt a kisérlet
végéig. Mivel a Lee-Boot hatas (himek jelenléte nélkiil a néstény ragcsalok ciklusa leall

vagy lelassul [159]) kizarhato, igy az aciklicitas a hormonkezelésnek tulajdonithato.

VIII. tablazat: Az patkany hiivelykenetekben dominalé sejttipusok az oestrus ciklus fazisai szerint (Cora és
mtsai. 2015., Ajayi és mtsai 2020. alapjan [130,131])

Oestrus ciklus fazisai | Idotartam Dominalé sejttipusok

, . ‘mseitek . lenés &

Pro-0estrus 14 éra Kicsi, kerek hamsejte , egységes megjelencs &

meret
Thlnyomorészt magvatlan keratinizalt hamsejtek,
Oestrus 24-48 6ra esetenként magvas hamsejtek és késoi fazisban
neutrofilek
Met-0estrus 6-8 6ra Magvatlan keratinizalt ‘heErr}s’e‘Jtek ¢s neutrofilek
kombinécioja

Di-0estrus 48-72 éra NellJ.troﬁ.lek, kis ¢s nagy, sejtmaggal' r§n,delk§zo

hamsejtek, kevés magvatlan keratinizalt sejt
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A nok fertilitasa az életkor elérehaladtival csdkken, ami a petefészkek miikodésében
bekovetkezett valtozasok, a petesejtek mennyiségének és mindségének csokkenése,
valamint a hormonalis valtozasoknak tulajdonithaté [160-163]. Ezt az tgynevezett
petefészek-oregedést patkanyoknal is megfigyelték, Anzalone és mtsai arrdl szamoltak be,
hogy kozépkoru patkanyokban kevesebb folliculus talalhato, mint fiatal allatokban [164].
Az altalunk alkalmazott modellnél a petefészkekben megnétt a cisztas folliculusok és a
primer tlisz0k szama [99,122,123,126-128,152,165], és nem talaltunk 0j sargatestek
[99,121,122,152,165,166], helyettiik regressziv régi sargatesteket helyezkedtek el a
petefészekben [165]. Vizsgalatunkban a PCOS csoportban sok cisztas folliculust talaltunk,
csokkent a sargatestek és az egészséges tliszok szama. Kang és mtsai (2015) modelljiikben
folyamatos fényt alkalmaztak a PCOS el6idézésére, 0k megnagyobbodott petefészkeket
talaltak, és szabad szemmel lathato, nagy cisztakat figyeltek meg a petefészkek felszinén
[100]. Mirabolghasemi ¢és mtsai (2017) megvizsgaltadk a méhszovetben 1étrejovo
valtozasokat, és azt talaltak, hogy a lumen hamszovetének és a méhfal vastagsaga a PCOS-
csoportban megnovekedett [118]. Makroszkoposan a méh megnagyobbodott és 6démas lett,

a petefészkek megnéttek, és a felszini rétegen keresztiil cisztas tiiszok jelentek meg.

Kisérletiinkben a voOrdsvérsejtszam, a haemoglobin és a haematocrit szint
csokkenését, valamint az aggregatios indexek emelkedését talaltuk a PCOS csoportban, ami
mar a kutatas els6 honapjaban is lathato volt. A PCOS csoportban szignifikans EI emelkedeést
figyeltiink meg 3 Pa-nal mért EI és az Elmax értékek esetében, ez a valtozas a beadott nagy
mennyiségii 6sztrogén hatasara kovetkezhetett be. Egy in vitro kisérletben Farber és mtsai
(2018) kimutattak, hogy az exogén dsztrogén noveli a vorosvérsejtek deformabilitasat, mig
a vorosvérsejt aggregatioban nem talaltak kiilonbséget [167], azonban Brun és mtsai (2021)
leirtdk, hogy az Osztradiol csokkenti a deformabilitast és fokozza az eryptosist [166]. A

fehérvérsejtszamban a PCOS csoportban szignifikdns csokkenést tapasztaltunk, mig a
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kontrollok értékei szintén csokkentek, de nem azonos mértékben. Ezekben a valtozasokban
az allatok oOregedése is szerepet jatszhat. A ndstény patkanyok fehérvérsejtszama és
elongatios indexe az 6regedés elérehaladtaval csokken, mig a vorosvérsejt aggregatios index

paraméterei enyhe novekedést mutatnak [132,168].

Vizsgéalatunk soran PCOS-specifikus valtozasokat ¢észleltink a metabolikus
paraméterckben (testtomeg-novekedés és emelkedett ¢hgyomri vércukorszint), a nemi
ciklusban (aciklicitas) és szovettani jellemzékben (érett tiiszOk hidnya, cisztak megjelenése).
A hormonkezelés jelentds valtozasokat okozott a vizsgalt periddusban a haematologiai
(vorosvérsejtszam, haematocrit, haemoglobin szintek) és haemorheologiai paraméterekben.
El6észor irtuk le a vorosvérsejt aggregatio és deformabilitas emelkedését az Osztradiol-valerat
kezeléssel kivaltott PCOS soran patkanyokban. Eredményeink felhivjak a figyelmet a micro-

rheoldgiai vizsgalatok fontossagara a tovabbi PCOS-re iranyul6 kutatasok soran.
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7. FOBB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. Megallapitottuk, hogy a voOrdsvérsejt aggregatio és a haematocrit kapcsolata
fajonként eltérd. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt fajok kozil a
human vorosvérsejtek aggregatios képessége a legérzékenyebb a haematocrit
valtozésara.

2. Az alacsonyabb vagy magasabb haematocrit esetén tapasztalhatd kisebb mértékii
aggregatio nem minden vizsgalt paraméterben mutatkozik meg. A legszembet{in6bb
eltéréseket a fény-transzmisszids modszerrel stasisban (M5s moddban) és fény-
reflektancia elven meghatarozott amplitidod paraméterekkel lehetett Kimutatni.

3. Elsoként allapitottuk meg az aggregatio maximumahoz tartozé haematocrit értékek
fajok kozotti (human, patkany, kutya, sertés) eltéréseit, mind statikus, mind
dinamikus aggregatids paraméterek esetében.

4. A policisztas ovarium szindroma (PCOS) allatmodelljében torténd vizsgalatok soran,
a human betegekben leirt jellegzetes tiineteket és elvaltozasokat figyeltiink meg, mint
testtomeg novekedést, emelkedett éhgyomri vércukorszintet, megszakadt oestrus
ciklust, valamint az érett tiisz0k hianyat és nagymeéretii cisztak megjelenését.

5. A vizsgalt idGszakban jelent6s valtozasokat lattunk a haematologiai
(vorosvérsejtszam, haematocrit és haemoglobin  értékek csokkenése) és
haemorheoldgiai paraméterekben. El6szor irtuk le, hogy a vordsvérsejtek
aggregatioja és deformabilitasa fokozodott az 6sztradiol-valerat altal indukalt PCOS

soran patkanyokban.
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8. OSSZEFOGLALAS
Az egyes haematologiai és haemorheoldgiai paraméterek kolcsondsen hatéssal

vannak egymadsra. Ismert, hogy a haematocrit-teljes vér viszkozitds viszonya nem linearis,
ahogy a haematocrit-vorosvérsejt aggregatio kapcsolat sem, azonban a szakirodalomban
fajok kozotti kiilonbségekre nem talaltunk adatokat. Célunk volt a haematocrit és a
vorosvérsejt aggregatio kapcsolatanak és annak fajok kozotti kiillonbozdségének feltarasa,
amelyhez kiilonb6z6 Het értékre beallitott vvs-autolog plazma szuszpenzidkat hasznaltunk,
négy faj (human, patkany, kutya, sertés) vérmintait hasznalva. Ezen kiviil célul tiiztiik ki egy
atfog6 haematologiai és haemorheoldgiai vizsgalat elvégzését policisztdas ovarium
szindroma (PCOS) patkany modellben.

Eredményeink alapjan az aggregatio-haematocrit kapcsolat jelentds faji
kiilonbségeket mutatott, az emberi vérmintdink aggregatidos értékei bizonyultak a
legérzékenyebbnek a haematocrit valtozasara. Magasabb, illetve alacsonyabb haematocrit
tartomanyban csokkend aggregatiot talalunk, ez legkifejezettebben az MSs fény-
transzmisszios index paraméter és a fény-reflektancia elvén meghatdrozott amplitido
paraméter esetén mutatkozott meg. Leirtuk, hogy a vorosvérsejt aggregatidbhoz tartozo
,,optimalis” haematocrit érték faji kiilonbségeket mutat.

Bar a policisztas ovarium szindréma szinte népbetegségnek szamit, és leirtak, hogy
cardio-vascularis betegségekre hajlamosit, ennek ellenére a PCOS haemorheologiai
paraméterekre gyakorolt hatasarol kevés adat érheté el. Az alkalmazott allatmodellben a
human betegeknél leirt valtozasokat figyeltiink meg, mind hormonalis, mind metabolikus
paraméterek tekintetében, ami testtomeg novekedésben, emelkedett ¢éhgyomri
vércukorszintben, aciklicitadsban és policisztds petefészkek megjelenésében mutatkozott
meg. A kezelt csoportban szignifikans csokkenést lattunk a vorosvérsejtszam, haematocrit
¢s haemoglobin értékekben. El6szor irtuk le, hogy Osztradiol-valerat indukalta PCOS

patkanymodellben a vordsvérsejt aggregatio és deformabilitas fokozodik.
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9. SUMMARY
The individual hematological and hemorheological parameters mutually influence

each other. It is known that the hematocrit-whole blood viscosity relationship is not linear,
and neither is the hematocrit-red blood cell aggregation relation. However, scientific
publication data is not available. In various pathological states of the body, hemorheological
parameters show significant changes. Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a common
disease among women, and it is well known that it predisposes to cardiovascular diseases,
however, little data is available on the effect of PCOS on hemorheological parameters.

We aimed to explore the relationship between hematocrit and red blood cell
aggregation and its differences between species (human, rat, dog, and pig). To examine we
used RBC-autologous plasma suspensions adjusted to different Hct values. In addition, we
aimed to perform a comprehensive hematological and hemorheological study in a PCOS rat
model.

Based on our results, the aggregation-hematocrit relationship shows significant
interspecies differences, the aggregation values of our human blood samples proved to be
the most sensitive to hematocrit changes. We observed a decreasing aggregation in the
higher and lower hematocrit ranges, this was most pronounced in the case of the M5s light
transmission index parameter and the amplitude parameter determined by the light
reflectance method. We described that the "optimal™ hematocrit value for red blood cell

aggregation shows interspecies differences.

In the used PCOS animal model, we observed the changes described in human
patients, for hormonal and metabolic parameters, such as increased body weight, elevated
fasting blood glucose levels, acyclicity, and the appearance of polycystic ovaries. In the
treated group, we saw a significant decrease in the red blood cell count, hematocrit, and
hemoglobin values. We described the first time that red blood cell aggregation and

deformability increased in an estradiol-valerate-induced PCOS rat model.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Azért, hogy ez a disszertacio elkésziilhetett, sokaknak tartozom kdszonettel.

Elsésorban szeretném megkoszonni Témavezetémnek, Dr. Dedk Addm adjunktus
Urnak, aki mar alap- és mesterképzésem alatt itt folytatott TDK munkam soran is segitett,
tamogatott és biztositotta a jo hangulatot. A késobbiekben, PhD tanulményaim megkezdése
elott és kozben is barmikor fordulhattam hozza, mindig nyitott volt az 4j Gtletekre, igy olyan
kutatés lehetett alapja a disszertacidmnak, amit tényleg teljes szivvel-lélekkel tudtam véghez
vinni.

Koszonetem szeretném kifejezni Prof. Dr. Németh Norbert tanszékvezeté Urnak,
aki évekkel ezel6tt megszerettette velem a haemorheologiat, TDK hallgatoként elinditott és
végig tamogatott azon az uton, ami ehhez az értekezéshez vezetett.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Miké Irénnek és Prof. Dr. Furka Istvainnak
(1935-2021), hogy tanulhattam toliik.

Nagyon koOszondom a temérdek segitséget, és Oszinte baratsagat Dr. Somogyi
Viktorianak, aki bevezetett a laboratoriumi mérések rejtelmeibe.

Szeretném megkdszonni tdmogatasat, segitségét, baratsagat, a sok laborban toltott
orat Dr. Tanczos Bencének, Varga Adamnak és Matrai Addmnak, nélkiilik nem sikeriilt
volna eljutnom idaig.

Hatalmas kdszonet illeti a Sebészeti Miitéttani Tanszék minden korabbi és jelenlegi
munkatarsat, aki kozvetleniil, vagy kozvetve segitségemre volt a PhD tanulmanyaim alatt.

Ko6szonom Haramura Gizellanak, a Klinikai Laboratoriumi Kutatd Tanszék vezetd
laboratériumi analitikusanak, az ELISA mérésekhez nyujtott szakmai segitségét.

A szdvettani vizsgalatok kivitelezésében nyujtott segitségéért halaval tartozom Dr.

Deadk-Pocsai Krisztinanak.
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Kiemelt kdszonet illeti csaladtagjaimat, testvéreimet, de legfoképpen Sziileimet, akik
mindig teljes vallszélességgel mellettem alltak, tamogattak eddigi tanulmanyaim soran.

Ko6szonom a kitartasat, hogy mindig meghallgatott és ha kellett meg is nyugtatott,
legjobb baratnémnek, Csemer Andrednak.

Hatalmas koszonetet érdemel Férjem, aki az elmult években a legnagyobb tamaszom
volt, aki egyetlen szoval képes megnyugtatni €s meggydzni, hogy nem adhatom fel.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni mindazoknak, akik kételkedtek
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