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Gyakoribb roviditések jegyzéke

Al aggregatios index

BFU  blood flux unit

EIl elongatids index

Fbg  fibrinogén koncentracid

Fvs fehérvérsejt

GoE  gonadectomia

Hgb  haemoglobin

Htc  haematocrit

I/R ischaemia-reperfusio

MCH atlagos corpuscularis haemoglobin tartalom (mean corpuscular hemoglobin)
MCHC atlagos corpuscularis haemoglobin koncentracié (mean corpuscular hemoglobin concentration)
MCV atlagos corpuscularis térfogat (mean corpuscular volume)

(0] ozmolalitas
PV plazma viszkozitas
SS nyirofesziiltség (shear stress)

Thr  thrombocyta

TVV teljes vér viszkozias
Vvs  vOrosvérsejt

XD  xantin dehidrogenaz
X0 xantin oxidaz
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1. BEVEZETES

crers

¢lettanardl és korélettanardl, mégis az aramlastani, rheologiai tulajdonsdgok még mindig
szamos megvalaszolatlan kérdést vetnek fel.

A haemorheologia a vér sejtes és plazmatikus komponensei makro- és mikroszkdpikus
dimenzioji 4ramlastananak, valamint a vérrel kontaktusban 1évd érfal rheologidjanak
Osszefoglald megjeldlése — igy definidlta e tudomanyt Alfred L. Copley, 1951-ben.
E diszciplina, ami a sebészet szdmara is igen fontos, sok évszados gyokerekre vezethetd vissza.
A vér és a vérzés, az élet és a halal a keringési rendszer miikddésével illetve ledllasaval vald
Osszefliggései az okor (s talan még régebbi korok) embereit is intenziven foglalkoztattak. A
keringési rendszer anatomidja, élettana és korélettana megismerésének tobb dogma
kialakitasaval, elvetésével, tjabb és tjabb felfedezésekkel tarkitott torténete sok szdzadon
keresztiil huz6do folyamat volt.

A biorheologia és a haemorheologia maig fejlodd teriiletet jelent. Az 1960-1980 kozotti
idészak a vér vizsgalatara alkalmas viszkoziméterek megjelenésével és a filtracios modszerek
kifejlesztésével nagy lendiiletet adott a klinikai és alapkutatdsoknak egyarant. Az utobbi két
évtizedben tovabbi felpezsdiilés latszik a vorosvérsejt deformabilitds ¢és aggregatio
meghatarozasara alkalmas modern micro-rheologiai mérémiiszerek és laboratériumi technikak
kifejlesztése révén.

A klinikai és alapkutatasok soran az egyre szélesebb korben végzett haemorheologiai
vizsgalatok ellenére a korfolyamatokban kimutatott eltérések valddi in vivo jelentésége a mai
napig sem tisztdzott pontosan. Megvalaszolatlan kérdések vannak az idéfaktor, a lokalis-
szisztémas rheologiai és a szimultan microcirculatios torténések vonatkozasaban. Hol van e
valtozasok reverzibilitdsanak-irreverzibilitdsdnak hatdra? Nem ismertek minden részletében
azok a mechanizmusok, amelyek révén az érrendszer kiilonb6z6 szintjein az endothel
felszinen kialakuld nyirofesziiltség-profil szabalyozo jelleget 6lt, vagy az érpalyan beliil az
alakos elemek eloszlasat, adott esetben endothelium felé val6 sodrodasat alakitjak. Nem teljes
mértékben tisztdzott még, hogy a kiilonb6zo sebészeti beavatkozasok miatt —sziikségszeriien—
megvaltozott érgeometria és dramlasi tulajdonsagok mikor érnek el olyan mértéket, amely
mar thromboticus szovédmény kialakulasdhoz vezethet. A megeldzési €s terapias lehetdségek
tovabbra is részletesebb elemzésre varnak. Tovabbi kérdéskor a kiilonbozo, sziikségszeri
sebészeti beavatkozasok hatasa: érleszoritas-felengedés, érvarratok behelyezése vagy ér-
prothesisek beliltetése. Nem teljesen tisztdzottak mindezek haemorheologiai és
mikrokeringési hatdsai, s nem ismert pontosan e beavatkozasok additiv jellege sem. A
valtozasok mértékének és in vivo jelentéségének részletesebb vizsgalata kozelebb vihet a
célzott haemorheologiai terapids lehetdségek kidolgozasahoz is, amelyre sajnos még mindig
nincs elegendd meggydz0 adat.

Az orvosbiologiai kutatasokban ma még nélkiilozhetetlen, de megfeleld indokoltsaggal,
szigori szabalyok szerint és az allatkiméleti elvek betartasaval végzett allatkisérletek soran
szamos kihivassal kell szembenézni. A méréstechnikai koriilmények meghatirozasa, a
modszertani  adaptdciés problémak megolddsa, az eredmények extrapolalhatdsagat,
Osszehasonlithatosagat is megalapozd komparativ mérések elvégzése, a fajspecifikus
kiilonbségek feltarasa, mind része ennek a munkanak.

Tudomanyos kutatomunkdm az elmualt masfél évtizedben (a PhD disszertacio
elkészitése utan az elmult 12 évben) a haemorheologiai és microcirculatios vizsgalatokra
fokuszalt, dontéen az ischaemia-reperfusios kisérletes sebészeti kutatasok szolgalatdban.



dc_1064 15

2. A KUTATASOK CELKITUZESEI
A célkitiizések harom {6 téma koré csoportosultak.
I. Haemorheologiai mddszertani 6sszehasonlitd vizsgalatok, méréstechnikai standardizacio

L.1.

L.2.

L.3.

L.4.

L5.

L.6.

L7.

A vervételi lokalizacio megvalasztasdnak fontossagat kivantuk elemezni, a lehetséges
arterio-venosus  illetve  aorto-porto-cavalis ~ micro-rheologiai  kiilonbségek
vizsgélataval Sprague-Dawley patkanyokban.

A vorosvérsejt deformabilitds ektacytometrias méréstechnikai adapticidja sordn a
mintavételnél alkalmazott anticoagulansok vordsvérsejt deformabilitasra kifejtett
hatasat kivantuk vizsgalni CD patkanyok és beagle kutyak vérmintain.

A vérmintak tarolasi idejének és homersékletének micro-rheologiai hatdsait vizsgaltuk
CD patkanyok és beagle kutyak szobahémérsékleten €s hiitéssel tarolt vérmintain.
Kiilonbozo g erovel végzett centrifugalds micro-rheologiai hatdsanak vizsgalata
kiilonboz6 fajok (patkany, kutya, sertés €s ember) vérmintain.

A vorosvérsejt deformabilitas filtrometrias méréstechnikai adapticidja sordn a
kismennyiségii vérminta felhasznélési lehetdségének és a sejtméret-porusmeéret arany
problémajanak elemzése inbred A/J egerek, outbred CD patkanyok, keverék és beagle
kutyadk vérmintain.

Az ektacytometrias vizsgalatoknal a mérésekhez alkalmazott szuszpendalo kozeg
viszkozitasanak hatdsa a deformabilitds mérés érzékenységére jelentds lehet, ezért
ennek objektiv dsszehasonlitd elemzését tiztiik ki célul Sprague-Dawley patkanyok és
beagle kutydk vérmintain.

Az ozmotikus gradiens ektacytometria mérések standardizacidja kapcsan az
alkalmazott nyirofesziiltség hatasdnak elemzése CD patkany, beagle kutya, sertés és
human vérmintékon, és az elongatiés index — ozmolalitas gorbék részletes elemzésével
nyert uj leiro paraméterek kidolgozasa.

I1. Faji- és nemi haemorheologiai killénbségek vizsgalatai

IL.1.

I1.2.

IL.3.

A modszertani standardok figyelembe vételével a faji kiilonbségek részletes
haemorheologiai vizsgdlata a teljes vér- és plazma viszkozitas, haematocrit/viszkozitas
arany, a vorosvérsejt deformabilitas (filtrometria, hagyomanyos €s ozmotikus gradiens
ektacytometria, membranstabilitas) ¢és vOrosvérsejt aggregatio Osszehasonlitd
elemzésével kisérleti/laboratoriumi allatfajok (egér, patkény, kutya, sertés) vérmintain.
A nemi kiilonbségek haemorheologiai vizsgalatat kivantuk elvégezni a teljes vér- és
plazma viszkozitas, a fibrinogén koncentracid, a vordsvérsejt deformabilitds és a
vorosvérsejt aggregatio tekintetében CD patkanyokon ¢és beagle kutyadkon,
,laboratorium-specifikus” adatbazis 1étrehozasaval.

Vizsgalni kivantuk a gonadectomia haemorheologiai kovetkezményeit him és ndstény
Sprague-Dawley patkanyokon, harom hdnapos utankdvetéssel.

I11. Az ischaemia-reperfusio haemorheologiai és microcirculatios vonatkozasai

III.1.

II1.2.

II1.3.

11.4.

A szisztéemas és lokalis haemorheologiai valtozdasok vizsgalatat tiztik kis célul
végtagi-, izomlebeny, bél- és here ischaemia-reperfusio és cerebralis hypoperfusio
soran CD patkany-, beagle kutya- és sertés modelleken.

A végtagi ischaemia-reperfusio feltételezhetéen eltérd haemorheologiai hatasait
kivantuk kimutatni him és nostény ép, valamint gonadectomisdlt Sprague-Dawley
patkanyokban.

Az aorta abdominalis infra- és suprarenalis leszoritasa-felengedése kapcsan
egylittesen kivantuk vizsgalni a maj, a bél és a vese mikrokeringését a sav-bazis- és a
micro-rheologiai paraméterek arterio-venosus valtozasaival patkdnymodellen.
Periférias érszakaszon mikrosebészeti modszerekkel kialakitott arterio-venosus ér-
anastomosis (CD patkany), és miivi ér-graft implantacio (beagle kutya) kovetéses
vizsgalatat kivantuk elvégezni a megvaltozott keringési viszonyok micro-rheologiai
paraméterekre kifejtett hatdsanak elemzése és a lehetséges postoperativ szovodmények
kialakulasanak eldrejelzése céljabol.
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3. AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIII., ,, Az allatok védelmérdl és kiméletérol” alkotott
torvény és az Europai Unio 2010. évi EEC 63 direktiva eldirdsait betartva végeztik a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag (DE MAB) altal nyilvantartasba vett, a
Hajd(-Bihar megyei Allategészségiigyi- és Elelmiszer Ellendrzési Allomas altal kiadott
hat6sagi engedélyek alapjan. Az engedélyszamok az adott kisérletek leirasanal keriilnek
feltiintetésre.

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Tudomanyos Bizottsag
Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsiga (DE OEC RKEB/IKEB) engedélyével
(,,Haemorheologiai paraméterek valtozasainak vizsgalata haematologiai betegségek valogatott
eseteiben”, RKEB/IKEB 3625-2012 regisztraciés szamt protokollal, NSZSZ {igyiratszam:
IX-R-052/00944-2-2012) egészséges Onkéntesektdl szarmazd vérmintdkat vizsgalhattunk
egyes modszertani dsszehasonlité tanulméanyok elvégzéséhez.

A kiilonbozo kisérletek ¢s vizsgalatok elvégzésekor az akkor rendelkezésre allo
eszkozpark, az adott kisérleti protokoll és a kisérleti/laboratoriumi allat vérvételi
lehetdségeinek sajatossaga szerinti kiterjesztésben keriiltek meghatidrozasra az egyes
paraméterek.

3.1. Haemorheologiai modszerek
3.1.1. Kapillaris viszkozimetria

A vér és a plazma viszkozasat Hevimet-40 kapilléris viszkoziméterrel (Hemorex Kft.,
Budapest) végeztik. A késziilék magyar technikai fejlesztés (Dr. Matrai Arpad,
Dr. Fendler Kornél) és tovabbfejlesztés (Dr. Kollar Lajos, Kenedi Istvan) eredménye. A
rendszer két temperalt olajfiirdobe (37 °C) meriild kapillaris cs6bdl all (hossz: 500 mm, belsd
atmérd: 0,6 mm), amelyek mentén 40-40 par fotodetektor talalhatdo. A nyomas-gradiens a
mintafolyadék sajat hidrosztatikus nyomasabdl ered. A folyadék (~0,6-0,7 ml anticoagulalt
vérminta vagy plazma) kapillarisba toltését kdvetden a késziilék opto-elektronikusan rogziti a
folyadékoszlop tetején képzddd meniscus helyzet-idé diagramjat a feliilrl érkezé é€s rola
visszaverddo fény helyzetének detektalasaval. Az adatokbol a csatlakozd komputer kiszamitja
a kapillaris belsd fala és a minta k6zott keletkez sebesség-gradiens értékeket, amelyekhez
hozzarendeli az aktudlis hidrosztatikai nyomasbdl eredd nyirdfesziiltséget. E két szarmaztatott
paraméter hanyadosai adjak az &ramlads soran szamithatdo dinamikus viszkozitas értékeket
newtoni és nem-newtoni (Casson-tipusi folydsi gorbe) folyadékokra nézve, utobbit a
sebesség-gradiens fliggvényében megadva (10-240 s™).

A teljes vér viszkozitasanak jellemzésére a hazai és nemzetkdzi konvencidknak
megfeleléen leggyakrabban a 90 s sebesség-gradiensnél mért értékeket [mPas] hasznaltuk.
A haematocrit/viszkozitds adatok elemzésével foglalkozd tanulmanyunkban felhasznéltuk a
10s™ ésa 200 s értékeknél nyert adatokat is.

A vérviszkozitds haematocrit-fliggd, ezért ahol valamennyi sziikséges paraméter
rendelkezésre allt, a vérviszkozitast Matrai ¢s munkatarsai altal ajanlott matematikai formula
segitségével 40%-0s haematocritra korrigalt formaban is megadtuk:

TVVagn/ PV = (TV Ve / PV)* 070

ahol TVVag, = a 40%-0s haematocritra korrigalt teljes vér viszkozitas; TVVy, = az
adott haematocritl minta teljes vér viszkozitasa; PV = a minta plazma viszkozitasa; Htc = a
minta haematocritja, amely képletbdl a TV Ve, kifejezhetd.

3.1.2. Filtrometria

A filtrometrids méréseket Carat FT-1 tipusu filtométerrel végeztiik (Carat Diagnosztika
Kft., Budapest), amely a St. George’s Filtrometer hazai tovabbfejlesztésii valtozata. A
berendezés vizszintes aramlasi terét egy fiiggblegesen elhelyezett Nuclepore® polycarbonat

4
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anyagll szirOmembran két részre osztja: a szlrd el6tti  és  utdni  térre.
A toltécsovon keresztiil injektaljunk a mintat a szlirdkamraba és a mérdcsbe. A sziirési
folyamat és a mérés a csap megnyitasaval indithatd, aminek hatdsara a Ap hidrosztatikai
nyomaskiilonbség (4ltaldban 4 vizcm) hatasara a folyadékaramlds megindul a mérécsébol a
szliromembranon keresztiil a tartaly felé. A folyadékoszlop meniscusanak fotodetektorok el6tt
valo elhaladdsa eredményezi a helyzet-idd adatokat. A mérési folyamat elsd fazisaként
kalibraciot végziink, leggyakrabban pufferelt sdoldattal (normal foszfat puffer, phosphate
buffered saline, PBS), majd a mérendd sejtszuszpenziot toltjiik a késziilékbe és meginditjuk a
mérést. A sejtszuszpenzid kozege szintén PBS, igy a kalibraciés méréshez viszonyitott
(relativ) filtracioés sebesség meghatarozhatd. A sejtszuszpenzid atszlirddése alatt a relativ
filtracios sebesség a szlrd porusainak fokozatos eltdmdédése miatt csokken. Ennek
kovetkeztében az egymast kovetd 20 ul térfogatti folyadékszegmensek relativ filtracios
sebességébol linedris extrapolacioval meghatarozhaté a kezdeti relativ filtracidos sebesség
(initial relative filtration rate, IRFR). A voOrosvérsejt szuszpenzid haematocritjanak
ismeretében a relativ sejt-tranzitido (relative cell transit time, RCTT) kifejezheto:
RCTT = [(IRFR™' - 1)/Htc] + 1

A standardok szerint a méréseket a vérvételtdl szamitott 2 oran belil, 22+1 °C-os
kornyezetben, 5% haematocriti  vorosvérsejt-PBS  szuszpenzion (ozmolalitds: 295+5
mOsm/kg; pH: 7,4), 4 vizem filtracios nyomas mellett, 5 um porusatmérdjii Nuclepore® filter
alkalmazaséaval kell végezni. A mérések kivitelezéséhez a vordsvérsejt-PBS szuszpenzio
készitésénél (tobbszori centrifugaldas, PBS-ben torténd mosas) mechanikusan és akar
ozmotikusan is sériilhetnek a sejtek. Standardizalasi nehézséget jelent a sejtméret-poérusmeéret
arany kérdése, amely a miszer érzékenységét is jelentdsen meghatarozza. A haematocrit
mellett fontos befolyasold tényezé még a filtereken 1év6 porusok szama, mérete és esetleges
¢les széle, amely a sejtek mechanikai sériilését okozhatja, valamint a szuszpenzid
ozmolaritdsa ¢€s pH-ja. A mintaelokészités sordan nem lehet teljesen leukocyta- ¢&s
thrombocyta-mentes szuszpenzidt késziteni, igy ezek befolydsold hatasaval (filtracios
sebesség csokkenés, porus-eltomddés) szamolni kell. A metodika kiilonbozd laboratoriumi
allatfajokra torténd adapticidja soran fontos kérdés tovabba a mérésekhez sziikséges
mintamennyiség. A filtrométerbe vald betdltéshez, két- vagy hdromszori méréshez sziikséges
mennyiségli standard 5%-os vOrdsvérsejt-PBS szuszpenzid elkészitéséhez ugyanis mintegy
2-2,5 ml vér vételére van sziikség.

3.1.3. Hagyomanyos és ozmotikus gradiens ektacytometria

A vorosvérsejt deformabilitds ektacytometrias (Iézer diffrakcios ektacytometria) elven
valo mérése azon alapszik, hogy a vorosvérsejtek nyirderd hatasara vald elongaldédasa soran a
vorosvérsejt-szuszpendald kozeg hatdrarol az  eltérd denzitds miatt visszaverddd
lézernyalabok az elnyuldas mértékében szorodnak. A rogzitett diffraktogrammbol kifejezhetd
az elongatiés index (EI) a nyirofesziiltség (shear stress, SS [Pa]) fiiggvényében. Adott
nyirofesziiltségnél a magasabb EI értékek jobb elnyujthatdésagot, jobb deformabiltast
titkkroznek.

A moddszer nagy eldnye, hogy a vordsvérsejt deformabilitds meghatdrozasahoz igen kis
mennyiségli vér szikséges (5-6 pul). A mérésekhez az antikoaguldlt vérmintat
(5-6 pl nativ vér, Ks-EDTA 1,5-1,8 mg/ml) magas viszkozitasu (altaldban 20 mPas feletti, de
preferaltan 30 mPas kortili) makromolekula vagy polimer oldatban (0,6-1 ml, 70 kDa dextran
vagy 360 kDa polyvinyl-pyrrolidon, PVP; pH=7,3-7,4) szuszpendaljuk kozvetleniil a mérések
¢€s a nyirderd membranra valé attevodéséhez, az elongatidhoz.

Az ektacytométerek kiilonbozo felépitésiiek lehetnek mérdkamrajuk geometridja és
mérési technikajuk szerint.
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A Rheoscan-D200 slit-flow ektacytometerrel (Sewon Meditech Inc., Korea) torténd
mérésekhez egyszerhaszndlatos mérokamrara van sziikség, amelyben két hengeres tartalyt
200-220 um magassagi, 40 mm hosszusagu rés kot Ossze. Az egyik tartaly gumidugdval
fedett. A mintat (6 pl vér 600 pl szuszpenzids oldatban) a fedetlen tartalyba kell tolteni. A
késziilék a gumidugot tiivel atszarja, amin at vakuumot general néhany masodpercre. Ennek
hatdsdra a viszkézus minta egy része athalad a résen kezdetben gyors, majd a vakuum
megsziinésével lassuld dramlasi sebességgel. Az aramlasi csatornara vetiil a 1ézer, a tuloldalon
CCD kamera rogziti a diffraktogrammot, amelyet a fent ismertetett modon analizal. A
nyirofesziiltség kiszamitasa (0,5-20 Pa tartomanyban) a nyomasértékekbdl és a rés
geometriajabol adodik. A minta viszkozitas adataira itt nincs sziikség a kalkulacidhoz. A
késziilék nem temperalt.

A LoRRca MaxSis Osmoscan rotacios ektacytometeres (Mechatronics BV, Hollandia)
mérések soran a mintat (5 pl vér 1 ml szuszpenziés oldatban) a statikus belsé (bob) és a forgd
kiils6é (cup) cilinder kozotti térbe (szélesség: 0,3 mm) toltjik (Couette-rendszer). A cup
meghatarozott szogsebességgel forgdmozgast végez, ekdozben a mintara lézernyalab vetil.
A nyirofesziiltség (bedllithato 0,3-75 Pa kozott, leggyakrabban: 0,53-30 Pa tartomanyban) a
forgas sebességébdl, a Couette-rendszer geometriajabol (rés kopeny) és a minta
viszkozitdsabol szamithatd ki. Ehhez a mérések elején pontosan meg kell adni az oldat
viszkozitasat. A késziilék temperalt, a mérések 37 °C-on torténnek.

Az elongatios index (EI) — nyirofesziiltség (SS) adatok Gsszehasonlitasa torténhet egy
adott nyirofesziiltség értéknél mért EI megadasaval, vagy a teljes EI-SS gorbe
parametrizalasaval. Ehhez a Lineweaver-Burke féle analizist hasznaltuk: meghatarozasra
keriilt a maximalis elongatios index (El.x) és ennek feléhez tartozé nyirdfesziiltség (shear
stress, SS) érték (SS;; [Pa]) az alabbi képlet alapjan: 1/EI = SSy/5/ Eljax X 1/SS + 1/ Eljax

Deformabilitas romlast jelez az Ely.x csokkenése és az SS;, emelkedése. Tovabbi
elemzéshez Az El . és az SS;, egymashoz viszonyitott aranya is hasznalhato.

A kereskedelmi forgalomban elérhetd kiillonboz6 geometridji ektacytométerek
(Rheodyn SSD rotaciés-, LORCA-, RheoScan-D slit flow ektacytometer) &sszehasonlitd
elemzését €s az elongatios index — nyirdfesziiltség gorbék parametrizalasdnak standardizacios
Osszehasonlitasat nemzetk6zi munkacsoportban végeztik. A mérések ismételhetdsége
mindharom késziiléknél elfogadhaté volt (varidcios koefficiens, CV <5%) 1 Pa
nyiréfesziiltség felett. Ez alatt (0,5 Pa) csak a LORCA mérések CV% értéke maradt 5% alatt.
A vorosvérsejtek 0,001-0,005% glutaraldehiddel valo elegyitésével, a rigid és ép sejtek 40%-
os mixturajaval, vagy 48 °C-on 9 percig tarté hokezeléssel eldidézett deformabilitas romlast
mindharom késziilék jo érzékenységgel mutatta ki. A legmagasabb standardizalt differencia

értékeket a LORCA ¢és a Rheoscan-D késziilékek adtak. (A megallapitasok alapjaul szolgald
koézlemények: (1) Baskurt OK, Hardeman MR, Uyuklu M, Ulker P, Cengiz M, Németh N, Shin S, Alexy T,
Meiselman HJ, Biorheology 2009;46:251-264.; (2) Baskurt OK, Hardeman MR, Uyuklu M, Ulker P, Cengiz M,
Németh N, Shin S, Alexy T, Meiselman HJ, Scan J Clin Lab Invest 2009;69:777-788.)

A LoRRca késziilékkel végezhetd ozmotikus gradiens ektacytometria (osmoscan)
mérésekhez 250 pl mennyiségii vért szuszpendalunk 5 ml PVP oldatban. A modszer sordn az
ElI mérése allando nyirofesziiltség mellett (leggyakrabban 30 Pa) torténik, mikozben a
szuszpendald kozeg ozmolalitasa valtozik. Ezt a vér-PVP szuszpenzid, valamint 0 és 500
mOsm/kg ozmolalitdsu PVP oldat folyamatos adagolasaval éri el a késziilék. Az igy kapott
jellegzetes elongatids index-ozmolalitas gorbék az alabbi paraméterekkel jellemezhetdek:

- maximalis EI (EI max) — ami nem azonos a parametrizacidéval nyert El,,x értékkel
- az El max felét ado EI érték a hyperozmolaris irdnyban (EI hyper)

- minimalis EI érték a hypoozmolaris iranyban (EI min)

- az ezekhez tartoz6 ozmolalités értékek: O (EI max), O hyper, O EI min [mOsm/kg]
- a gorbe alatti terliletbol szamolt Area
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3.1.4. Vorosvérsejt membran (mechanikus) stabilitasi teszt

A membran stabilitas (mechanikus stabilitas) teszt soran két hagyomanyos
deformabilitds mérés torténik, amelyek kozott adott nagysagu és  id6tartamu
nyiréfesziiltséggel zajlik a mechanikus stressz eldidézése. Az expozicios id6 ¢és a
nyirdfesziiltség nagysaga valtoztathatd. A kapott EI-SS gorbék analizise a fentiekben
ismertetett modon torténik. Kiszdmitottuk tovabba a mechanikus stressz elotti €s utani értékek
egymashoz viszonyitott aranyat is.

3.1.5. Fénytranszmisszios aggregometria

A Myrenne MA-1 erythrocyta aggregometer (Myrenne GmBH, Németorszag)
fénytranszmisszios elven, Schmid-Schonbein altal leirt modszer szerint miikodik. A késziilék
vérmintat befogadd része egy 2°-0s csiszolt liveg lencsébdl és egy rahajthatd iiveg
targylemezbdl all (cone-plate rendszer). A mintegy 20 pl anticoaguldlt (K3;-EDTA, 1,5-1,8
mg/ml) vérmintat a lencse kdzepére cseppentjiik, majd a targylemez rdhajtdsaval a minta kor
alakban szétteriil, széle felé novekvd vastagsagban a lencse domborulata mentén. A
targylemez felett egy infravords dioda, a lencse alatt egy infravords detektor helyezkedik el. A
lencse egy rotor altal forgathatd egységbe van dgyazva, amely meghatarozott szogsebességgel
forgdmozgast végez 600 s’ sebesség-gradienst generalva a mintara, amelyben igy a
vorosvérsejtek disaggregalddnak, a minta fénytranszmisszidja csokken. Amint a rotor leall, a
sejtek aggregalodni  kezdenek, koztik a plazma fazis szélessége nd, igy a
fényateresztoképesség is fokozodik. A disaggregalt allapothoz képest a folyamat 5. vagy 10.
masodpercében meghatarozott intenzitds adatokbol szdrmaztathatoak az aggregatios index
értékek. A mérésekhez két iizemmodd valaszthatd: amennyiben a rotor teljesen ledll, azaz a
sebesség-gradens 0 s, M modrél, ha lassan forog 3 s™ sebesség-gradiens mellett, M1 modrol
beszéliink. {gy Gsszesen négy index paraméter hatdrozhaté meg: M 5's, M1 55, M 10 s, M1
10 s. Fokozott vordsvérsejt aggregatio esetén ezek az index paraméterek ndvekednek. A
késziilék nem temperalt.

3.1.6. Syllectometrian alapulé aggregometria

A LoRRca késziilékkel torténd mérések az aggregalodd vordsvérsejteket tartalmazod
vérmintardl visszaver6dd lézer szorddasanak elemzésén alapul (syllectometria). A
mérékamraba 1 ml anticoagulalt vérmintat kell tolteni. A mérések 37 °C-on torténnek. A
kiils6 henger (cup) forgémozgasaval (beallithato, rutinszertien: 10 s, 500 s™) a mintaban 1évé
vorosvérsejtek disaggregalodnak, majd a rotor leallasaval aggregalddni kezdenek. A statikus
hengerbdl eredd 1ézer mintarol visszaverddd nyalabjait szintén a belsd cilinderbe épitett két
fotodidda érzékeli. A folyamat mintegy 120 masodpercig kovethetd, jellegzetes intenzitas-ido
gorbét rogzitve.
A késziilek altal meghatéarozott legfontosabb paraméterek:

- aggregatios index (Al, [%]): az intenzitdismaximum megjelenésétol a 10. masodpercig
visszaverddd fény intenzitasvaltozasabol (Isc.,, — Iscy) szdrmazo gorbe feletti tertilet (4)
gorbe feletti s alatti teriilet (B) 0sszegéhez viszonyitott aranya: A = A/(A+B).

- amplitudo (Amp, [au]): a maximalis és minimalis intenzitas értékek kozotti kiillonbség a
vizsgalt 120 méasodperc sordn.

- fél-ampitudo id6 (t;,, [s]): a maximalis és minimalis intenzitas értékek kozotti
kiilonbség felének eléréséhez sziikséges 1d6 a maximalis intenzitds értékek
megjelenésétol.

Fokozott vorosvérsejt aggregatio esetén az Al, az Amp novekszik, a t;; altalaban csokken.

A kereskedelmi forgalomban elérhetd kiilonb6zé geometriaji és mukodési elvi,
vorosvérsejt aggregatio meghatarozasara szolgald késziilékek (Myrenne MA-1 aggregometer,
LORCA ektacytometerrel végzett syllectometria, RheoScan-A aggregometer) dsszehasonlito
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elemzését nemzetk6zi munkacsoportban végeztik. A mérések variancidja mindharom
késziiléknél elfogadhatd tartomanyon beliil van (CV<5%). Az aggregatios folyamat
idoparamétereit jellemzdé értékeknél talaltunk magasabb varianciat. Az aggregatio
csokkentését (plazma higitds) vagy fokozdsat (1% dextran 500) a legérzékenyebben a

Myrenne és a LORCA késziilékek tudtdk kimutatni. (A megéllapitas alapjaul szolgalé kdzlemény:
Baskurt OK, Uyuklu M, Ulker P, Cengiz M, Németh N, Alexy T, Shin S, Hardeman MR, Meiselman HJ, Clin
Hemorheol Microcirc 2009;43:283-298.)

3.2. Haematologiai, haemostaseologiai és egyéb laboratoriumi vizsgalatok

A haematologiai paraméterek, a laktat koncentracid, a vér pH és a vérgaz paraméterek
vizsgalatdhoz K3-EDTA-t (1,8 mg/ml, BD Vacutainer”), a coagulatios idé paraméterek és a
fibrinogén koncentracié meghatarozasahoz Na-citratot (0,129 M, BD Vacutainer”™) tartalmazo
csOvekbe vettiik a vért.

Sysmex F-800 tipusu haematologiai automataval (TOA Medical Electronics Co., Japan)
hataroztuk meg az altalanos haematologiai paramétereket: fehérvérsejtszam (Fvs [10°/ul]),
vorosveérsejtszam (Vvs [106/ul]), haemoglobin koncentraci6 (Hgb [g/dl]), haematocrit (Htc
[%]), atlagos vordsvérsejt térfogat (mean corpuscular volume, MCV [fl]), atlagos vorosvérsejt
haemoglobin tartalom (mean corpuscular hemoglobin, MCH [pg]), atlagos vordsvérsejt
haemoglobin koncentracié (mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC [g/dl]),
thrombocyta szam (Thr [10°/ul]), lymphocyta és monocytatgranulocyta %, vordsvérsejt
eloszlasi szélesség variacios koefficiens (red cell distribution width coefficient of variation,
RDW-CV [%]) és atlagos thrombocyta térfogat (mean platelet volume, MPV [fl]).

A laktat koncentracié (mmol/l) és a vér pH meghatarozasara vérgaz analizator automatat
hasznaltunk (ABL555 Radiometer Copenhagen, Denmark).

A vér coagulatios idoparaméterek, mint a prothrombin id6 (PI [s]), az aktivalt parcialis
thromboplastin id6 (APTI [s]), tovabba a fibrinogén koncentracid (Fbg [g/dl]) meghatarozasa
Sysmex CA-500 automata coagulometerrel tortént (TOA Medical Electronics Co., Japan).

3.3. Hemodinamikai és mikrokeringési vizsgalatok

Adott kisérleteknél a szivfrekvencia [1/min] és az arterids kozépnyomds [Hgmml]
mérését hemodinamikai monitorozéd rendszerrel végeztik (Haemosys konfiguracio,
Experimetria Kft.). A rendszerrel a rectalis hdmérsékletet is mértiik.

A mikrokeringés vizsgalatara laser Doppler-es szoveti aramlasmérdt hazsnaltunk (LD-
01 Laser Doppler Tissue Flowmeter Experimetria Kft.; standard pencil probe MNP100XP,
Oxford Optronix Ltd., UK). A késziilék relativ aramlasi egységet mér (blood flux unit, BFU),
ami a mozgo vorosvérsejtekrol visszaverddo 1ézer (hulldmhossz = 780 nm + 10 nm, energia a
méréfej végénél = 0,5-1,0 mW, LD szignal= 10 Hz - 19 kHz) hullimhossz-valtozasanak
detektaldsan alapszik. A transzmitter szaloptikan keresztiil kibocsatott laser fénynyalab
visszaverddik vagy részlegesen elnyelédik a vizsgalt szovetekben, mintegy 0,5-1 mm
mélységben. A mozgasban 1évé vordsvérsejtekrol szorddd fénynyaldb hulldmhosszéban
valtozas torténik (Doppler-shift), amelyet a mérofejben elhelyezkedd fogadd szaloptika
segitségével érzékel a késziilek. Az elektronikus jellé alakitott informdaciot szoftver analizalja
tovabb. A bekdvetkezett valtozds nagysdga aranyos a vizsgalt régidban 1évé mozgd
vorosvérsejtek szdmaval €s sebességével, de nem fiigg a mozgasuk irdnyatol.

A mérések soran a jel stabilizdlédasa utdn a BFU adatokat off-line elemeztiik 20
masodperces stabil periddusok atlagértékeit hasznalva.
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4. HAEMORHEOLOGIAI MODSZERTANI OSSZEHASONLITO VIZSGALATOK,
MERESTECHNIKAI STANDARDIZACIO

4.1. A vérvétel helyének jelentosége (arterio-venosus és aorto-porto-cavalis kiillonbségek)
Hatter, célkitiizés:

Klinikai vizsgalatok igazoltdk a macro-rheologiai paraméterek arterio-venosus
kiilonbségeit vascularis korképekben, a micro-rheologiai valtozokrol azonban kevés klinikai
vagy experimentalis adat ismert. Az allatkisérletes modellekben gyakran van sziikség
kiilonb6z6 anatomiai lokalizacidji erekbdl torténd vérvételekre a lokdlis és szisztémas
rheologiai valtozasok vizsgalataihoz, tobbek kozott ischaemia-reperfusio soran, amikor a
kirekesztett régidban pangd vérben olyan metabolikus valtozasok johetnek létre, amelyek
reperfusiokor az egész szervezetre kifejthetik hatasukat.

Szamos mddszertani tanulmany utal arra, hogy a vér oxigenizaltsaga befolyasolhatja a
vizsgalt haemorheologiai paramétereket, amely igy fontos méréstechnikai standardizacios
szempont. A fiziologias artérids €s vénas parcidlis vérgaz értékek kiilonbségei jol ismertek,
azonban a micro-rheologiai paraméterek altalanos arterio-venosus illetve aorto-porto-cavalis
kiilonbsége még nem tisztazott teljesen, s kimutathatosdga nagymértékben fligg az
alkalmazott mérémodszer érzékenységétol is.

A kérdéskor vizsgalatara két tanulmanyt végeztiink, kiilonb6zé mérdmiiszerekkel.

Anyagok és modszerek 1:

Elsé kisérletiinkben (engedélyszam: 37/2007., 6/2008. DE MAB) 12 néstény CD
patkanytol (testsuly: 328,91+53,68 g) altatasban (Na-thiophental, 60 mg/kg, i.p.) 26 G-s tlvel
pungalva vért vettiink parhuzamosan az aorta abdominalis-bol és a vena cava caudalis-bol Na-
EDTA-t (1,5 mg/ml) tartalmazé fecskenddkbe. A vérgaz paraméterek (pCO,, pO, [Hgmm])
¢s a vér pH mellett az altalanos haematologiai paraméterek, a vorosvérsejt deformabilitds
(RheoScan-D200 slit-flow ektacytometer; PVP viszkozitas: 30,51 mPa.s, ozmolalitds = 327
mOsm/kg; pH = 7,37) és a voOrosvérsejt aggregatio (Myrenne MA-1 erythrocyta
aggregometer) keriilt meghatarozasra.

Eredmények 1:

Az élettani viszonyoknak megfeleléen a pO, értékek az aortabol, a pCO, értékek a vena
cava caudalis-bdl nyert vérmintdkban voltak magasabbak (p<0,001), mig a vér pH értékek
nem mutattak jelentOs aorto-cavalis kiilonbséget. A fehérvérsejtszam, a vorosvérsejtszam ¢€s a
haematocrit értékek nem szignifikdns mértékben, de magasabbak voltak a venas
vérmintakban. A 3, 5, 10 és 20 Pa nyirdéfesziiltség mellett mért elongatiés index értékek a
venas vérmintdkban kismértékben magasabbak voltak az artérids adatokhoz képest. Az
aggregatios index értékek az artérids vérmintakban voltak magasabbak (M1 5 s, p=0,003).

Anyagok és modszerek 2:

A masik tanulmanyban (engedélyszam: 37/2007. DEMAB, 6/2008. DEMAB), miutan
beszerzésre keriilhetett a LoRRca MaxSis Osmoscan késziilék, pontosabb ¢és szélesebb kori
analizisre nyilt lehetdség. A kisérletben 13 Sprague-Dawley patkdnyt (Janvier Co.,
Franciaorszag) hasznaltunk fel: 8 him (381,5+13,4 g) és 5 ndstény (292,2+20,9 g) nemi
eloszlasban. Altalanos anaesthesidban (Na-thiopental 60 mg/kg, i.p.) median laparotomiat
végeztiink és atraumatikus preparalasi technika alkalmazasaval feltartuk a vena portae-t,
valamint az aorta abdominalis és a vena cava caudalis infrarenalis szakaszat.

A vérvételekhez ebben a kisérletben is 26 G-s tiih6z csatlakoztatott anticoagulanst (Na-
EDTA, 1,5 mg/ml) tartalmazo fecskenddt haszndltunk. A vérmintdk vétele a kovetkezd
sorrendnek megfeleléen tortént: 1. vena portae, 2. vena cava caudalis, 3. aorta abdominalis.
Minden érbdl 0,6-0,8 ml mennyiségii vért vettiink. A mintékat a lehetd legrovidebb idén beliil
lemértiik (teljes in vitro id6: <30 perc).
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Eredmények 2:

A laktat koncentracié kismértékben, de szignifikansan magasabb volt az artérias
vérmintakban (vs. szisztémds vénds vérmintak: p=0,001; vs. portalis vénas vérmintak:
p=0,064). Vér pH értéke magasabb volt az artérids vérmintdkban (vs. szisztémas vénas
vérmintak: p=0,002; vs. portalis vénds vérmintak p=0,008), amig a szisztémas vénas €s a
portalis vénas mintadkban majdnem azonosak voltak.

A vérgdz paraméterek az élettanilag vartak szerint alakultak. A pO2 az artérids vérben
volt a legmagasabb (vs. szisztémds vénas vérmintdk: p<0,001; és vs. portalis vénds
vérmintak: p<0,001), mig a pCO, a szisztémas vénas vérben (vs. szisztémas vénas vérminta:
p=0,028; ¢és vs. portalis vénds vérminta: p=0,063). A fehérvérsejtszam kisebb volt az artérias
vérmintakban, mint a szisztémas vénas (p=0,013) és portalis vénas vérmintakban (p=0,009).
Bar nem szignifikdnsan, de a voOrdsvérsejtszam ¢és a haematocrit értékei kismértékben
magasabbak voltak a szisztémas és a portalis vénas vérmintdkban. A thrombocyta szam
kismértékben nagyobb volt a szisztémds vénds és portalis vénas vérmintdkban. A tobbi
vizsgalt haematologiai paraméter értékeiben nem volt szdmottevo kiillonbség.

A legmagasabb EI értékeket a szisztémas vénds vérmintdkban, a legalacsonyabbat az
artérias vérmintdkban mértilk, mig a portalis vénas értékek a ketté kozé estek. A 3 Pa
nyirofesziiltségnél mért EI értékek az artérias vérmintakban szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak a szisztémas vénas (p=0,036) és portalis vérmintdkhoz képest (p=0,039). Az Elnax
értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az artérids vérmintdkban, mint a szisztémas
vénas vérmintakban (p=0,004). Az SS,,, értékek magasabbak voltak az artérids vérmintakban,
mint a szisztémas vénds vérmintadkban (p=0,023). Az artérids és portalis vénds vérmintak
kozti kiillonbség nem volt szignifikans.

A portalis vénas vérmintdkban kismértékben torzuld El-ozmolalitds gorbéket lattunk
fluktuald értékekkel ¢és kevésbé meredek lefutassal a magasabb ozmolalitas értékeknél (350-
400 mOsm/kg). A minimalis elongatios index értékek kismértékben magasabbak voltak a
szisztémds ¢és portalis vénas vérmintadkban. A maximalis EI értékek nem kiillonboztek
egymastol, csak a vénas vérmintakban voltak kissé¢ emelkedettek. Az EI hyper mérsékelten
nagyobb volt mindkét vénas mintdban az artérias vérmintdkhoz képest. Az EI max-nal
mérhetd ozmolalitas kismértékben ugyan, de magasabb volt a szisztémas vénds vérmintakban,
mint az artériasban. A legalacsonyabb a portalis vénas mintaban volt (p=0,072).

Az artérias vérben az 5. masodpercben mért vorosvérsejt aggregatios index M paraméterei
bizonyultak a legalacsonyabbnak a szisztémas vénds €s a portalis vénds vérmintakhoz képest, de
a kiilonbség nem volt szignifikdns. Az 5 mésodperces M1 paraméter az artérids vérmintakban
volt magasabb, mint a szisztémdas vérmintaban. A legmagasabb M1 értékeket a portalis vénas
vérmintdkban mértiik (p=0,055 vs. szisztémas vénas). Az M 10 s index értékek mar jelentds
kiilonbséget mutattak. A vena cava caudalisbol vett mintdban volt a legalacsonyabb, amely
szignifikansnak bizonyult az artérias (p=0,001) és a portalis vénas (p<0,001) mintadkhoz képest.
A 10. mésodperces M1 értékek esetén nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. Az artérias
vérmintdkban mérsékelten magasabbak voltak a szisztémas vénas értékekhez képest, mig a
legmagasabb értékeket a portalis vénas mintakban mértiik.

Konklizio:

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy az ektacytometerrel meghatarozott vorosvérsejt
deformabilitds és a fénytranszmisszios elven miikodd aggregometerrel mért vordsvérsejt
aggregatio patkdny aorta abdominalis-bol, vena cava caudalis-bdl illetve vena portae-bol nyert
vérmintdkban nem azonos, aldtdmasztva a mintavételi lokalizacié pontos megtervezésének

fontossagat az adatok dsszehasonlithatdésaga szempontjabol.
A fejezet alapjaul szolgalo kozlemények: (1) Hevér T, Kiss F, Sajtos E, Matyas L, Németh N, Korea-Aust Rheol
J2010;22:59-64.; (2) Klarik Z, Kiss F, Mikoé I, Németh N, Clin Hemorheol Microcirc 2013;53:217-229.
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4.2. Az anticoagulansok hatasa a micro-rheologiai paraméterekre
Hatter, célkitiizés:

Az Aaltalanosan javasolt anticoagulans szer a legtobb haemorheologiai vizsgalathoz
(vorosvérsejt deformabilitds, vordsvérsejt aggregatio meghatarozas kiilonb6zé moddszerei) a
etilén-diamin-tetraacetilsav  kdlium so6ja (K3;-EDTA, 1,5-1,8 mg/ml). Azonban erek
kantilalasakor, intravascularis beavatkozasoknal, ¢r-anastomosisok készitésekor az
allatkisérletekben is sziikséges lehet a heparin natrium-sojanak lokalis vagy szisztémas
alkalmazasa. Igy ezekben a kisérletes modellekben a heparin is elfogadott és sziikséges
anticoagulans a haemorheologiai vizsgéalatokhoz. A heparin vordsvérsejt deformabilitasra
kifejtett hatasairdl kevés adat all rendelkezésre, s feltételezésiink szerint eltérd mértéki
valtozasokat okozhat az allatfajokban.

Anyagok és modszerek:

Ndstény CD patkanyoktol (n=5, 300,4+30,9 g) altatasban (60 mg/kg pentobarbital, i.p.)
a sziv punctidja révén, €és nostény beagle kutyaktol (n=5, 12+£2,13 kg) a vena cephalica-bol
zart vérvételi rendszerben vért vettiink 1,5 mg/ml K;-EDTA-t és 10 U/ml Na-heparin-t
tartalmaz6 Vacutainer® csdvekbe. A méréseket a vérvételt kovetden 1 6ran beliil elvégeztiik.
Meghatéaroztuk a haematologiai paramétereket (Sysmex F-800 microcell counter), valamint a
vordsvérsejt deformabilitast slit-flow ektacytometerrel.

Eredmények:

Ahogy varhaté volt, a thrombocytaszam jelentdsen alacsonyabb volt mindkét faj Na-
heparinos vérmintdiban a K3;-EDTA-s mintdkhoz képest, mig a tobbi haematologiai paraméter
nem mutatott szamottevo eltérést. A vorosvérsejt deformabilitast jellemzo elongatios index
adatokban azonban jelentds kiilonbség mutatkozott a két vizsgalt allatfaj vérmintai kozott.
Patkanyoknal az EI identikus volt a Na-heparinos és a K3-EDTA-s vérmintakban, mig beagle
kutydknal a heparinos vérminta EI értékei 2,5 és 10 Pa nyirofesziiltség tartomdnyban
szignifikansan alacsonyabbak voltak a K3-EDTA-s vérmintakénal.

Konkluzio:

Az adatok a kiilonb6z6 anticoagulans szereket tartalmazo vérmintak haemorheologiai
Osszehasonlithatosaganak nehézségeire, lehetséges faji kiilonbségeire, a megfeleld mintavételi
protokoll megtervezésére és az adekvat kontroll vizsgalatokra hivhatjak fel a figyelmet. Az
eziranyu Osszehasonlitd vizsgalatok folytatdsa tobbféle anticoagulans szer alkalmazéasaval és
szélesebb korli faji  Osszehasonlitdssal -beleértve a humdn vérmintdk micro-rheologiai

elemzését is- indokolt lehet.
A fejezet alapjaul szolgald rovid kozlemény: Németh N, Baskurt OK, Meiselman HJ, Miké I, Clin Hemorheol
Microcirc 2009;43:257-259.

4.3. A tarolasi ido és hémérséklet eltéro hatasa Kiilonbozé allatfajok vérmintain
Hatter, célkitiizés:

Szamos alkalommal meriil fel a vérvétel és az elvégzett laboratoriumi mérések kozott
eltelt id6, az in vitro tarolas (,.in vitro aging”) befolyasolé hatdsdnak probléméja. Ez nemcsak
a mindennapi analitikai munka soran fontos kérdés, hanem a vérmintak egyes laboratoriumok
kozotti transzportja szempontjabdl is (akar masik orszdgba/allamba). Ilyenkor nemcsak az
id6, hanem a homérséklet és annak allanddsaga is alapvetd fontossagu a kés6bbi megbizhatod
mérések szempontjabol. A vorosvérsejtek tarolasa soran metabolikus deplécid, megzavart ion
homeostasis (lassulé majd lealld ion pumpdk), protein és lipid modosulasok (oxidacid,
degradécio, keresztkotések) jonnek 1étre, amelyek a sejtvolumen, igy a felszin-térfogat ardny,
az intracellularis haemoglobin koncentracié valtozasa, tovabba a protein és lipid moédosulasok
miatt a membran viszkoelasztikus tulajdonsagaiban bekovetkezd valtozdsok modosithatjak a
vorosvérsejtek deformabilitasat.
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A haemorheologiai paraméterek kapcsan metodika-fiiggd klinikai laboratoriumi adatok
mar elérhetdek, huméan vérmintdk vizsgalatira ajanlasok ismertek. Allatkisérletes
vonatkozasban azonban a kiilonb6z6 fajok vérmintdinak érzékenységérdl e téren is alig
ismertek adatok egyes haematologiai paraméterek kivételével.

Anyagok és modszerek 1:

Vizsgalatunk soran (engedélyszam: 37/2007. DE MAB) néstény CD patkanyoktol (n=5,
329+83 g) terminalis vérvételként a reggeli orakban altatdsban (Na-pentobarbital, 35 mg/kg,
1.p.) a sziv direkt punkcidjaval, és nem-termindlis vérvételként beagle kutydktdl (n=5,
12,1+2,13 kg) a vena cephalica-bol zart vérvételi rendszerbe (BD Vacutainer”, K3-EDTA)
7-8 ml vért vettiink. Meghatarozasra keriiltek a haematologiai paraméterek (Sysmex F-800
automata), a vér- és plazmaviszkozitds (Hevimet-40 kapillaris viszkoziméter), a vOordsvérsejt
deformabilitds (RheoScan-D200 slit-flow ektacytometer) és a voOrdsvérsejt aggregatio
(Myrenne MA-1 erythrocyta aggregometer). Az elsé méréseket 10-15 perccel a vérvétel utan
elvégeztiik (0. 6ra). A vérmintak egy részét 4-8 °C-on hdszigetelt dobozban elhelyezett tort
jeget tartalmazd tasakok mellett taroltuk 24, 48, illetve 72 o6rdig. A dobozon beliili
hémérsekletet monitoroztuk (0. 6ra: 4,4 °C, 24. o6ra: 6,1 °C, 48 ora: 6,8 °C, 72. ora: 9,8 °C).
A mérések elott a hiitve tarolt vérmintékat 20 percig szobahdémérsékleten hagytuk és dvatosan
atforgattuk. A vérmintdk masik felét szobahdmérsékleten (22-23 °C) taroltuk, ¢és 2, 4, 6, 24,
48 és 72 ora elteltével mértiik.

Eredmények 1:

A haematologiai paraméterek koziil a vorosvérsejt atlagos térfogat (MCV [f]]) értékek az
els6 6 oran belill egyik faj vérmintdjaban sem mutattak jelentds valtozast szobahémérsékleten
valo tarolas esetén. 24 ora elteltével mar mindkét faj esetén jelentdsen ndtt az MCV értéke,
legnagyobb mértékben patkanyoknal (kozel 25%-os ndvekedés). Hiitéssel tortént tarolasnal az
MCYV novekedése mindkét allatfajnal kikiiszobolhetd volt a vizsgalt 72 ora alatt.

Az 1 ml vagy afolotti sziikséges mintamennyiség miatt (4.1.1. fejezet) a filtrometrias- és
viszkozitds méréseket csak a beagle kutyak hiitéssel tarolt mintainal tudtuk elvégezni. A teljes
vér viszkozitisdban (sebesség-gradiens: 90 s™) a hiitéssel torténé tarolds esetén 24 Ora
elteltével tapasztaltunk emelkedést, amely valtozas az alapértékhez képest szignifikdns
mértékiinek bizonyult. A plazma viszkozitas ezzel parhuzamosan csokkent, 48 ora elteltével
mutatott szignifikans eltérést. A filtrometrids vorosvérsejt deformabilitds mérések soran
meghatarozott kezdeti relativ filtracios rata (IRFR) értékeiben a tarolds soran folyamatos
csokkenés mutatkozott, amely a 72 6ra elteltével szignifikansan mértéket ért el. A relativ sejt-
tranzitidé (RCTT) értékek emelkedtek, mértéke mar a tarolas 24. orajaban szignifikans volt,
romlo6 vOrdsvérsejt deformabilitasra utalva.

A vorosvérsejt deformabilitds ektacytometrids mérését és az aggregatios vizsgalatokat
minden mintdn el tudtuk végezni. A patkdny vérmintdk vorosvérsejt deformabilitas
értékekben a szobahdmérsékleten valod tarolds soran az els6 6 Ordban valtozast nem
tapasztaltunk, de ezt kdvetden jelentds €s folyamatos elongatios index csdokkenés mutatkozott.
24 o6ra elteltével a 10-20 Pa kozotti nyirofesziiltség tartomanyban volt jelentds romlas, majd
48 ¢és 72 oOra mulva az alacsonyabb nyirofesziiltség értéknél is szignifikdns EI romlast
tapasztaltunk az alapértékekhez képest (p<0,001). Hiitéssel vald tarolasnal ez a romlas
kivédhet6 volt. A beagle kutydk vérmintdiban az EI értékek allandonak mutatkoztak az els6 6
oraban, szobahomérsékleten. A valtozasok mértéke mérsékeltebb volt: 24 és 48 ora elteltével
EI emelkedés, majd 72 ora elteltével szignifikdnsan csdkkenés volt megfigyelhetd, amely
hiitéssel elkertilhet6 volt.

Beagle kutydk vérmintdiban a taroldsi 1d6 fiiggvényében fokozatos vordsvérsejt
aggregatios index (M 5 s, M1 5 s) csokkenést tapasztaltunk (két éranként 6-8%-o0s csokkenés),
amely 24 ora elteltével is folytatddott. A hiités lassitotta, de nem akadalyozta a folyamatot.
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Patkany vérmintak aggregatios index értékeiben (M 5 s, M1 5 s) mar 2 6ra elteltével 40-60%-o0s
csokkenését észleltiik, amely csokkenés tovabb folytatodott 6 ora elteltével is. Meglepé mddon
24 o6ra taroléas utan az aggregatios index értékek ndvekedni kezdtek, megkozelitve, majd elérve
a kiindulasi értékeket. A 4-8 °C-on torténd tarolassal az aggregatios index értékek mindvégig
alacsonyabbak maradtak az alapértékekhez képest.

Ezt a paradox jelenséget -megerdsitésképpen- egyliittmiitkodésben az Antalya-i Egyetem
haemorheologiai kutatélaboratoriumaban hasonld fénytranszmissziés aggregometerrel is
kimutattuk. Mikroszkdpos vizsgalattal kimutathatdé volt, hogy a jelenség hatterében az
echinocyta sejtalakok nagymennyiségli képzddése allhat, ami jellemz6é a kdrnyezeti hatasokra
igen érzékeny patkany vorosvérsejtekre. Ismert, hogy ezek a sejtalakok nehezen aggregalddnak.
Az 1d6 eldrehaladasaval és a sejtek duzzadasaval e formak szama kevesebb lett. A discocyta,
stomatocyta és a sphero-stomatocyta alakok mar konnyebben aggregalddnak, paradox mddon
igy ,,normalizalva” az aggregatios index értékeket.

Konkluzio 1:

Adataink a vérmintak tarolasa és a haemorheologiai laboratoriumok kozotti esetleges
széllitasa kapcsan nyujthatnak tdmpontot. A tarolasi id6 €s homérséklet kapcsan mutatkozo
nagyfokt kiilonbség a két vizsgalt laboratoriumi allatfaj vérmintajanak érzékenységében
jelentdsen befolyasolhatja a kisérletekben nyert eredmények értékelhetdségét. Beagle kutya és
patkdny vérmintaknal a deformabilitasi méréseket 4-6 oran beliil el kell végezni, de a legjobb
2 oran beliil. Az aggregatios méréseket patkany vérmintdk esetén lehetdleg kozvetleniil a
vérvételt kdvetden el kell végezni.

Anyagok és modszerek 2:

Nemzetk6zi munkacsoportban human vérmintdkon is elemeztiik a tarolasi 1d6 és
hémérséklet hatasat. Tiz egészséges férfi Onkéntestdl (életkor: 25-52 év) az antecubitdlis
vénak egyikébdl vért vettliink (Na-heparin, 15 U/ml), majd a mintdkat 20 részre, almintakra
osztottuk (2 ml/alminta): 10 szobahdmérsékleten (25+2 °C), 10 hiitében (4+£2 °C) keriilt
tarolasra 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 illetve 24 6ra id6tartamra. A vordsvérsejt deformabilitast LORCA
ektacytométerrel, a vorosvérsejt aggregatiot a Myrenne MA-1 késziilékkel analdg fotometrids
aggregometerrel mértiik. Az 6sszehasonitoé elemzéshez az elongatids index — nyirdfesziiltség
gorbék parametrizalasaval nyert SS;, értékeket (a maximalis elongatios index értékek feléhez
tartozo nyirofesziiltség) ¢s az aggregatios folyamat 10. masodpercénél meghatarozott M index
értéket hasznaltuk.

Eredmeények 2:

Az SSi, értékek 6 oran keresztiil stabilak voltak mind szobahOmérsékleten, mind
hiitében val6 tarolas soran. Nyolc ords tarolasnal az értékek szignifikdnsan megemelkedtek
(p<0,01), ezzel parhuzamosan a maximalis elongatidos index (Eln.x) értékek jelentdsen
csokkentek (p<0,01). Ezt kdvetéen az SS;, az Elyax értékekkel egylitt csokkent. A hiités a
folyamatot kismértékben lassitotta. A vordsvérsejt agggregatio M indexe a 4. orat kdvetden a
tarolasi idovel csokkent, amelyet a hiités jelentdsen lassitott.

Konkluzio 2:

Egészséges human vérmintdk ektacytometrids deformabilitds értékei 6 oran, a

fénytranszmisszos elvii aggregatios mérések szobahdmérsékleten 4 oran beliil stabilak. Az
aggregatids mérések ideje hiitéssel mintegy 12 o6rdig prolongéalhatd, deformabilitas
méréseknél 6 oran til mar romlasra kell szamitani.
A fejezet alapjaul szolgalo kozlemények: (1) Németh N, Baskurt OK, Meiselman HJ, Kiss F, Uyuklu M, Hevér
T, Sajtos E, Kenyeres P, Toth K, Furka I, Miko I, Korea-Aust Rheol J 2009;21:127-133.; (2) Uyuklu M, Cengiz
M, Ulker P, Hevér T, Tripette J, Connes P, Németh N, Meiselman HJ, Baskurt OK, Clin Hemorheol Microcirc
2009;41:269-278.
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4.4. A centrifugalas eltéro hatasa kiillonboz6 allatfajok vérmintain
Hattér, célkitiizés:

A laboratoriumi mérésekhez valdé mintaelokészités sordn a centrifugalas (kiilonbozo
hémérséklet, id6 és g erd kombinacidiban) a mindennapok része. Haemorheologiai
méréseknél a kiilonbozd vordsvérsejt-autolog plazma €s vordsvérsejt-puffer szuszpenziok
készitéséhez elengedhetetlen a mintdk tobbszori centrifugalasa, a sejtek ,,mosdsa” kiilonbozd
pufferekben. A centifugalds soran jelentés mechanikus stress érheti a sejteket.
A vorosvérsejtek potencidlis karosoddsa nagyban fligg az alkalmazott mechanikus stressz
nagysagatol és idotartamatol. A centrifugdlas soran a vorosvérsejtek viztartalma csokkenhet,
amely az atlagos corpuscularis haemoglobin koncentraciéo emelkedéséhez, igy deformabilitas
romlashoz és a nyirofesziiltséggel szembeni kisebb tliroképességhez vezet. A mechanikus
karosodasban a centrifugalas sordn fontos tényezd a sejtekre hatdé nyomas is (tubusfal-sejt és
sejt-sejt kozotti relacidban). Maga a plazma, a plazmaproteinek fontos szerepet jatszanak a
vorosvérsejtek mechanikus stresszel szembeni ellendlloképességiik tekintetében, a haemolysis
ellen val6 védelemben.

Kevés adat ismert azonban a kiilonb6zd idejii és erejli centrifugélds haemorheologiai
paraméterekre kifejtett hatdsarol. A cellularis és plazmatikus Osszetevok kiillonbségeinek
titkkrében feltételeztiik, hogy a centrifugalds micro-rheologiai hatasa is eltéré mértékii lehet a
kisérleti/laboratoriumi allatfajok (pl. patkany, kutya, sertés) és az ember vérmintaiban.

Anyagok és modszerek:

A vizsgalatokhoz (engedélyszam: 19/2011. DE MAB) az alébbi allatfajok egészséges
egyedeinek vérmintait hasznaltuk fel: 8 him Sprague-Dawley patkany (408 + 59,7 g, 6-8
honapos), 7 néstény beagle kutya (12,6 + 1,3 kg, 17-19 honapos) és 9 ndstény Hungahib
sertés (16,2 = 1,9 kg, 10-12 hetes). A human vérmintak 15 egészséges dnkéntestdl szarmaztak
(11 nd, 4 férfi, életkor: 26-40 év) (engedélyszam: DE OEC RKEB/IKEB 3625-2012). A
vérvételek a reggeli ordkban torténtek patkanyoktol altatdsban (60 mg/kg Thiopenthal, i.p.)
terminalis vérvételként a szivbol, beagle kutyaktdl a vena cephalica punkciojaval, sertésbol
boditasban (10 mg/kg ketamin + 1 mg/ xylazin kg, im.) a vena saphena medialis
punkciojaval. Emberben a vena mediana cubiti-bdl vették a vért. A punkcidk mindegyik faj
esetében 21 G-s tlivel torténtek, zart vérvételi rendszerben (BD Vacutainer®, K5-EDTA, 1,8
mg/ml). Roviddel a vérvételeket kdvetden a mintdkat négy részre osztottuk: alapmérésekre €s
harom kiilonb6z6 beallitastt centifugalas vizsgalatara. A szinte végtelen kombinacidju
centrifugalési beallitasok koziil az alabbiakat valasztottuk: 500 g, 1000 g vagy 1500 g mellett
10 percig, 15 °C-on (Hettich Universal 32 R centrifuga, Hettich Co., Németorszag). A
centrifugalt mintdkat a mérések el6tt Ovatosan atforgattuk a homogenizalas érdekében.
Meghatarozasra keriiltek a haematologiai paraméterek (Sysmex F-800-as automata), a
vorosvérsejt aggregatio (Myrenne MA-1 aggregometer), a voOrdsvérsejt deformabilités,
ozmotikus gradiens ektacytometrias paraméterek, valamint a membranstabilitas (alkalmazott
mechanikus stressz: 100 Pa, 300 s) (LoRRca MaxSis Osmoscan). A méréseket 1-2 oran beliil
el tudtuk végezni.

Eredmények:

A centrifugalads a kutya vérmintakban okozott kismértékben sejtduzzadast (az MCV
2-5%-kal nétt). Jellemz6 véltozas volt mindegyik faj valamennyi centrigufalt vérmintaiban,
hogy az MCHC kismértékben novekedett, legnagyobb mértékben a huméan vérmintakban
(4-12%). A kiilonbségek azonban nem érték el a szignifikans mértéket.

A centrifugalas egyik beallitas mellett sem okozott kimutathaté deformabilitas
valtozast. Az ozmotikus gradiens ektacytometrids paraméterek sem valtoztak jelentOsen.
A membranstabilitasi teszt soran a human vérmintak kivételével egyik fajnal sem mutatkozott
jelentds differencia az alapmintdk és a kiillonbozd bedllitasokkal centrifugédlt vérmintak
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membranstabilitasi értékei kozott. Az emberi mintakban a magasabb g erd mellett végzett
centrifugélds hatasara a membranstabilitasi teszt soran alkalmazott mechanikus stressz
hatdsara mar kevésbé romlott a deformabilitas.

A vorosvérsejt aggregatios index értékek valtozasai voltak a leginkabb szembetlindek.
A patkény vérmintak valamennyi index értéke az alkalmazott g eré novelésével csokkent. Az
1500 g-vel végzett centrifugalasnal ez a csokkenés 50%-nal nagyobb mérékii volt (p<0,001).
A kutya vérmintakban hasonlo6 iranyt, de joval kisebb cs6kkenés mutatkozott leginkabb a 5.
masodperces index értékekben (M1 5 s 1500 g-nél: p<0,001). Ezzel szemben a sertés
vorosvérsejtek aggregatios index értékei novekedtek a centrifugalas hatdsara, mar az 500 g
er6t alkalmazo bedllitasnal is. M-modban, azaz stasisnal végzett méréseknél az alapmintdkhoz
képest kozel kétszeresére néttek az index értékek valamennyi centrifugélt mintdban (M 5 s, M
10 s, p<0,001). M1-modban, azaz 3 s™ sebesség-gradiensnél végzett aggregatios méréseknél
(M1 5 s, M1 10 s) ez a novekedés kisebb mértékben ugyan, de megfigyelheté volt. A
legstabilabbnak a human vérmintdk bizonyultak: a centrifugilds hatasara egyik index
paraméter sem mutatott szamottevd valtozast.

Osszegzés, konkluzio:

Az eredmények alapjdn elmondhatd, hogy az 500 g, 1000 g vagy 1500 g erdvel
10 percig 15 °C-on végzett centifugalds hatdsara a vorosvérsejt deformabilitas (beleértve az
ozmotikus gradiens ektacytometrids paramétereket is), valamint a membranstabilitds
(5 perces, 100 Pa nyirofesziiltség alkalmazasa utan) nem valtozik jelentdsen patkany, kutya,
sertés és emberi vérmintakban. A vOrosvérsejt aggregatioban azonban kiilonb6zé mértéki és
iranyu valtozasok varhatdak. Patkany és kutya vorosvérsejt aggregatios index értékei (M 5 s,
MI1 555, M 10 s, M1 10 s) az alkalmazott g eré novelésével csokkennek, a sertések értékei mar
500 g-nél jelentésen megemelkednek (1500 g-ig mar alig véltoznak), mig a human

vorosvérsejtek értékei stabilak maradnak.

A fejezet alapjaul szolgald kozlemény: Kiss F, Toth E, Miszti-Blasius K, Németh N, Clin Hemorheol Microcirc
2016;62(3):215-227.

4.5. Filtrometria: sejtméret-porusméret arany befolyasolé hatasa
Hatter, célkitiizés:

A voOrdsvérsejt deformabilitds filtrometridval valé meghatdrozdsa a klinikai
haemorheologiai laboratoriumokban is széles kdorben ismert moddszer, amelynek magyar
(pécsi és debreceni) vonatkozdsai is vannak. A vizsgalatokhoz sziikséges mennyiségii, a
standard eldirasok szerinti 5%-o0s haematocritii vorosvérsejt szuszpenzid eldallitasahoz 2-2,5
ml vér vétele sziikséges. Allatkisérletes vonatkozasban —fleg a laboratériumi kisallat
modelleken— ez a vérmennyiség komoly problémat jelent. Ezért korabbi vizsgalatainkban a
szuszpenzi6 Htc-jat 5%-r6l 1%-ra csokkentettilk, s igy lehetdvé valt patkdnyokon
utankovetéses vizsgalatok kivitelezése is, alkalmanként 0,5 ml vér vételével. Azonban a
modszer magaban rejti annak veszélyét, hogy a kiilonb6z6 haematocriti szuszpenziok adatai
kozott jelentds kiillonbségek adodhatnak. Fontos szempont emellett az adott allatfaj
vorosvérsejtjeinek alakja, mérete és az alkalmazott filterek porusdtmérdje (sejtméret-
porusméret arany), amelyek befolyasolhatjak a mérések érzékenységét.

A kérdéskort tobb allatfaj kiilonb6zé haematocriti vordsvérsejt-szuszpenzioit hasznalva
vizsgaltuk eltéré porusatméri filterekkel.

Anyagok és modszerek:

Osszehasonlité vizsgalataink soran (engedélyszam: 13/2003. DE MAB) els6ként him
A/J egerek (n=16; 25,71£3,86 g), CD patkanyok (n=16; 278,6+£37,34 g) és keverék kutyak
(n=12; 19,95+4,84 kg) vérmintdibol normal foszfatpufferben (PBS; pH=7,4, ozmolalitas=300
mOsm/kg) 1, 2, 3, 4 és 5%-o0s haematocriti vordsvérsejt szuszpenziot készitettiink. Minden
mintdban meghataroztuk a haematologiai paramétereket (Sysmex F-800 microcell counter).
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A mintdkat Carat FT-1 filtrometerrel mértiikk 3 és 5 um porusatmérdji polikarbonat
filteren, alland6é nyomas mellett (4 vizecm). Meghatarozasra keriilt a kezdeti relativ filtracios
sebesség (initial relative filtation rate, IRFR), valamint a szuszpenzid haematocritjanak
ismeretében a relativ sejt-tranzitidd (relaive cell transit time, RCTT) (3.1.2. fejezet).

Eredmények:

Mindharom fajban a legmagasabb IRFR értékeket az 1%-os, a legalacsonyabbakat az
5%-0s szuszpenzidkban mértiik. A kiilonbség a standardnak tekintett 5%-o0s mintahoz képest
szignifikansnak bizonyult egér esetén a 1 és 2%-os mintaban, patkanynal az 1, 2 és 3%-os
mintdkban mind a 3, mind az 5 pm-es filterrel mérve. Kutyanal az 5 um-os filterrel csak az
1%-0s, mig 3 pme-os filterrel az 1, 2 és 3 %-os szuszpenziok értékei is jelentdsen kiilonboztek
a standardtol. Azonban az RCTT értékek nem valtoztak konzekvensen. Egerek és patkanyok
vérmintaiban a legalacsonyabb RCTT értekeket az 1%-0s, a legmagasabbakat az 5%-o0s
haematocriti mintdkban mértik 5 pum porusatmérdjii filteren, mig keverék kutydk
vérmintaiban az 1 és 2%-0s haematocriti szuszpenziok RCTT értékei jelentdsen nagyobbak
voltak, mint a 3-5%-0s mintdkban. A 3 um porusatmérdjii filteren végzett méréseknél ez a
jelenség mindharom faj vérmintdban megftigyelheto volt.

Egy masik kisérletsorozatban beagle kutyaknal (n=5; 13,25+1,76 kg) is tovabb
vizsgéltuk a sejtméret-pérusméret arany kérdését, amely sordn kiilonbséget talaltunk a
keverék kutya adatokhoz képest is: az RCTT 1-2%-0s haematocriti szuszpenzidkban keverék
kutydknal tapasztalt emelkedése beagle kutydk vérmintdiban nem volt egyértelmiien
megfigyelhetd, fliggetleniil attol, hogy az atlagos vordsvérsejt térfogat értékekben nem volt
kiilonbség (70 + 2,33 vs. 70,03 + 3,26 f1).

Az IRFR ¢és RCTT paraméterek egymashoz vald viszonyat ezutdn matematikai
elemzésnek vetettiik ald (IRFR-RCTT adatpar gorbék kiilonb6zé haematocrit mellett.
Kimutattuk a filtraciés mérések lehetséges torzitd hatasat (amely abbol kovetkezik, hogy az
RCTT-t ad6 egyenletben a Htc nevezdként szerepel). Ez fOként laboratériumi kisallatok (egér,
patkdny) vérmintainak vizsgalatakor jelentkezhet, e moddszerrel nehezen meghatarozhato
sejtméret-poérusméret hatar alatt.

Konkluzio:

Az adatok alapjan megallapithato volt, hogy a jol 6sszehasonlithatdé mérésekhez 3 pm
porusatmérdjii filter esetén egérben, patkanyban, keverék- és beagle kutydban csak 3-5%
haematocriti, 5 um pérusatméréji filter esetén egérben és patkdnyban 1-5% haematocritq,

keverék- és beagle kutyaban 3-5% haematocriti vordsvérsejt szuszpenzi6 hasznalata ajanlott.
A fejezet alapjaul szolgald kozlemények: (1) Németh N, Gulyas A, Bélint A, Pet6 K, Brath E, Kiss F, Furka I,
Baskurt OK, Mik¢ I, Microsurgery 2006;26:33-37.; (2) Németh N, Baskurt OK, Meiselman HJ, Furka I, Miko 1,
Korea-Aust Rheol J 2009;21:155-160.

4.6. Ektacytometria: a szuszpendalo kozeg viszkozitasanak hatasa
Hatter, célkitiizes:

Ahhoz, hogy a vorosvérsejtek elongalddni tudjanak az ektacytometrias méréseknél,
nyirderdnek kell dket kitenni, ami a vérplazméhoz képest magas viszkozitasu makromolekula
(polyvinyl-pyrrolidon, PVP vagy dextran-70) oldatban valosul meg. Ez a szuszpendalé kozeg
adja at a nyirderdt a vordsvérsejt membrannak. Ha a viszkozitas alacsony, akkor erd hatasara
a sejtek elnyulds nélkiil, pérgd mozgast végeznek a mintdban, jelentdsen megvaltoztava a
mérések szenzitivitasat is. A kereskedelmi forgalomban is elérheté (készen megrendelhetd)
vagy elkészithetd PVP oldatok viszkozitdsa human vonatkozdsban akdr nagymértékben is
befolyéasolhatja a vorosvérsejt deformabilitdsi méréseket.

Allatkisérletes vonatkozasban nem ismertek erre vonatkozo Osszehasonlitd adatok.
Feltételeztiik, hogy a PVP oldatok viszkozitasanak novelésével a vordsvérsejt deformabilitas
valtozasai is érzékenyebben mutathatdak ki.
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Anyagok és modszerek:

Osszehasonlitd  vizsgalatunk  soran  (engedélyszam: 37/2007. DE MAB)
10 him (12,9+1,6 kg) ¢és 10 ndstény (12,3£2,3 kg) inbred beagle kutyatol a
vena cephalica, valamint 10 him (455,6+38,1 g) és 10 ndstény (284,8+14,3 g) Sprague-
Dawley patkanytol a lateralis farokvéna punctioja révén vért vettiink (K;-EDTA, 1,5 mg/ml) a
vorosvérsejt deformabilitas meghatarozasahoz (RheoScan-D200 slit-flow ektacytometer).
Parhuzamos mérésekhez 15, 20 és 30 mPas viszkozitasu, izotonias PVP (360 kDa,
osmolalitas= ~295 mOsm/kg, pH=~7,4) oldatot hasznaltunk.

Eredmények:

A mérésekkel szignifikans kiilonbségeket taldltunk ugyanazon vérmintak -eltérd
viszkozitasi PVP oldat alkalmazdsdval meghatirozott vorosvérsejt elongatios index (EI)
értékeiben. A legmagasabb EI értékeket, azaz a nyirderd hatdsara legnagyobb mértékben
bekovetkezd deformabilitast mindkét vizsgalt allatfaj vérmintain a 30 mPas viszkozitastit PVP
oldat alkalmazasaval mértiikk. A him-ndstény 0sszehasonlitasban is a legnagyobb kiilonbség a
nagyobb viszkozitast kdzegben mutatkozott, azaz a mérések itt érzékenyebbek voltak. A 20
mPas viszkozitasu kozegben az El-nyirofesziiltség gorbe bar alacsonyabb értékeket adott,
stabil és jol értékelhetd adatokat biztositott. A 15 mPas-os mintakban a gorbék lefutdsédban a 2
Pa alatti és a 10-15 Pa feletti nyiréfesziiltség tartomanyban enyhe foku torzulést tapasztaltunk.

A mérések reprodulkalhatosdga is eltérd volt az egyes mintdkban. A legnagyobb
variabilitdst mindkét allatfajnal a 30 mPas viszkozitasi kozegben tortént méréseknél
tapasztaltuk 2-3 Pa alatt, jellemzden a 0,5-1 Pa nyirdofesziiltség tartomanyban. A nyiroerd
novekedésével a CV% értékek 5% ala csokkentek, leghamarabb a 30 mPas-os oldat
hasznélataval (patkany: 4 Pa, kutya: 3 Pa). Ugyanez a 15, illetve 20 mPas-os oldatok esetén
csak a nagyobb nyirofesziiltség értékek elérésével volt lathatd (patkany: 6-7 Pa, kutya: 5-6 Pa).

Konklizio:
Az adatok az ektacytometrids méréseknél alkalmazott PVP oldatok elkészitésekor ad6do
viszkozitéas kiilonbségek okozta szignifikdns mértékii elongatids index eltérésekre hivhatjak fel

a figyelmet, tAmpontot nyujtva a kisérletek eredményeinek dsszehasonlithatosagahoz.
A fejezet alapjaul szolgdld kozlemény: Kiss F, Sajtos E, Matyas L, Magyar Zs, Furka I, Miko6 I, Németh N,
Korea-Aust Rheol ] 2010;22:113-118.

4.7. Uj adatelemzési és interpretalasi modszer az ozmotikus gradiens ektacytometria
meérésekhez
Hattér, célkitiizés:

A vorosvérsejtek deformabilitasat jelentdsen befolyasoljdk a mikrokdrnyezeti tényezok,
mint a pH és az ozmolaritas. Utobbi foként a sejtek térfogat valtozasabol addddéan okoz
deformabilitasi eltéréseket, amint a sejtek zsugorodnak vagy duzzadnak a valtozés
nagysagatol és iranyatol fiiggben az optimalis allapothoz képest. Az ozmotikus gradiens
ektacytometridt (osmoscan) az 1980-as évek elején fejlesztették ki, amely a voOrdsvérsejt
deformabilitast méri allandd nyirdfesziiltség alkalmazdsa mellett, mig az ozmolalitds
fokozatosan valtozik. A mérések soran jellegzetes elongatidés index (EI)-ozmolalitas (O)
gorbét nyeriink. Az osmoscan gérbe maximumpontja azt az ozmolalitast reprezentalja, amely
értéknél a vorosvérsejtek a lehetd legnagyobb mértékben tudnak elongalodni az adott
nyiréfesziiltség hatasara.

Ezekhez a mérésekhez nagy precizitdsu ektacytometrids mérések kellenek, amelyek
nagy fejlédést mutattak az 1990-es években. Mégis jonéhany év telt el, mire a legujabb
rotacios ektacytometrids méréseknél is beépitésre keriilt az osmoscan funkcio.

Az ozmotikus gradiens ektacytometria igen érzékeny moddszer a vOrdsvérsejt
deformabilitds analizisére, egyuttal az optimalis ozmolalitds tartomdny vizsgalatara is
lehetdséget ad normal és pathophysiologias koriilmények kozott. Az EI-O gorbék alakja igen
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nagy variabilitdst mutathat fliggéen a cellularis tulajdonsdgoktol (mechanikai sajatsagok,
denzitds, morphologia). Haematologiai betegségekben, amikor a vorosvérsejtek
morphologidja, struktardja és a sejtfelszin/térfogat arany megvaltozik, ez a modszer is
informativ kiegészitje lehet a diagnosztikus paramétereknek (hereditaer spherocytosis,
elliptocytosis, stomatocytosis, sarldsejtes anaemia).

Ugyanakkor a modszertani koriilmények eltéréek lehetnek, hiszen az eredményeket
befolyésolja az alkalmazott nyirdfesziiltség nagysaga. Az irodalomban elérhetd legtobb adat
olyan mérésekbdl szadrmazik, amelyeknél 20 vagy 30 Pa nagysagu nyirofesziiltséget
alkalmaztak, kiilonosebb magyarazat nélkiil. Felmeriil a kérdés, hogy mennyire
Osszehasonlithatéak ezek az adatok. Nem ismert, hogy az osmoscan eredmények 1, 2, 3, 5,
10, 20 vagy 30 Pa nyirofesziiltségnél mennyiben kiilonbéznek egymastdél. Mennyire
Osszehasonlithatd a magasabb nyiréfesziiltség mellett nyert eredmény az in vivo
viszonyokkal, ahol 10 Pa feletti nyirofesziiltség ritkasdg? Eziranyu optimalizaciorol Heo és
mtsai, 2015-ben megjelent munkdja és szintén ebben az évben kozdlt tanulmanyunkon kiviil
Osszehasonlito analizisrdl sz6l6 nem tudunk az irodalomban.

Mennyiben valtozik az osmoscan gorbék karakterisztik4ja €s a gorbékbdl szarmaztatott
paraméterek értékei a mérésekhez alkalmazott nyirdfesziiltség fliggvényében? Az eltérések
mutatnak-e kiilonbséget kisérleti/laboratoriumi allatfajok és az ember Gsszehasonlitdsdban?
Az osmoscan gorbék morphologiai valtozasai miként interpretalhatéak? A gorbék mely
paraméterei birnak jelzé értékkel bizonyos deformabilitas romlds esetén? Milyen uj
paraméterek kalkuldlhatéak az EI-O adatsorokbol, amelyek a vorosvérsejt deformabilitas
romlést érzékenyen jelezhetik? Vizsgalatainkat e kérdések megvalaszolasara terveztiik.

Anyagok és modszerek:

Az 0Osszehasonlitd haemorheologiai vizsgalatokra megadott engedély birtokaban
(19/2011. DEMAB) a reggeli 6rakban vérvétel tortént 9 him CD outbred patkanybél (371,9 +
28,3 g) a lateralis farokvéna punctidja révén, 6 him és ndstény beagle kutyabol (11,2 + 1 kg) a
vena cephalicabol, valamint 15 ndstény juvenilis Hungahib sertésbol (18,2 + 2,7 kg) a vena
saphena medialis punctidjaval. A vérmintdkat zart vérvételi rendszerben vettiik Ie
(Vacutainer®, K;-EDTA, 1,8 mg/ml) 22 G-s ti haszndlataval, kivéve patkdnyok esetén, ahol
25 G-s tivel kozvetleniil az anticoagulanst tartalmazoé fecskenddbe vettiik a vért. A human
vérmintak 15 Onkéntes, egészséges felndtt férfitdl €s notdl (26-40 éves) szarmaztak
(engedélyszam: DE OEC RKEB/IKEB 3625-2012). A vérmintak vétele a reggeli ordkban
tortént, az antecubitalis vendk egyikébdl. Az anticoagulans K3-EDTA volt.

A tanulmény egyik alfejezetében 5 egészséges onkéntes (a fenti csoportbol) vérmintdja
centrifugdlésra keriilt (800 g, 10 perc, 15 °C), a sejteket izotonids foszfat pufferben (PBS)
mostuk, majd 40% haematocrita (v/v) vorosvérsejt-PBS szuszpenziot készitettlink, amelyeket
0,001 % vagy 0,005 % glutaraldehiddel (GA) kezeltiink. A célunk az volt, hogy a rigiddé tett
sejtek deformabilitds romlasanak mértékét meghatarozhassuk, vizsgalva azt, hogy ez
mennyiben manifesztalodik az osmoscan adatokban. Kerestiik a legérzékenyebb klasszikus
vagy 1j osmoscan paramétereket, amelyek a legjobban képesek leirni e kiilonbségeket.

A mérések soran meghatarozasra keriilt az elongatios index az ozmolalitas
fliggvényében, ezek adatsorabol kalkuldlja a késziilék a 3.1.3. fejezetben ismertetett leirod
paramétereket, mint az osmoscan gorbe nevezetes pontjai (maximalis elongatids index, a
hypoosmolaris tartomanyban meghatdrozhatdé minimalis elongatidés index, a maximalis
elongatiés index hyperosmolaris tartomanyba esé 50%-os értéke, az ezekhez tartozo
ozmolalitas értékek), valamint a gorbe alatti teriilet Area parameter.

Ezek ismeretében az osmoscan gorbék morphologidjat és foképpen a minimalis és
maximalis elongatiés index kozotti gorbeszakasz jellegzetességeit tovabbelemezve
kalkuléltuk az alébbi 1}, az irodalomban eddig nem hasznalt paramétereket:
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- AEI = a maximalis és a minimalis EI értékek kozotti kiilonbség

- AO = a maximalis és a minimalis EI értékekhez tartozé ozmolalitas értékek kiilonbsége

- AEI/AO

- El'max / EI min = a maximalis és a minimalis EI értékek egymashoz viszonyitott aranya
(rED)

- O (EI max) / O min = a maximalis és minimalis EI értékekhez tartozd ozmolalitas
értékek egymashoz viszonyitott aranya (rO)

- rEI/ 1O

Eredmeények:

Az EI-O gorbék a legszabalyosabb és legstabilabb lefutast a 20 és 30 Pa nagysagu
nyiréfesziiltség érték alkalmazédsdval mutattdk. A 10 Pa alatt a gérbék maximum pontja
fokozatosan balra ¢és lefelé tolodott €s a hyperosmoticus tartomanyban gyakran undulacio
jelent meg az EI adatokban. Alacsonyabb nyirofesziiltség alkalmazasa mellett ez a jelenség
még kifejezettebbé valt, és nagysagat tekintve jol latszott a fokozatossag is. Ez a tendencia 2-
3 Pa-ig konzekvensnek tlint. 1 Pa-ig végzett mérések esetén a gorbék extrém mértékben
valtak irregularissa, foként a kutya, sertés ¢és human vérmintaban - gyakorlatilag
értékelhetetlen gorbeszakaszokat is adva. Patkanyok esetében még az 1 Pa-ig végzett mérések
is stabilnak tlintek.

A klasszikus osmoscan paraméterek jol tiikrozték ezeket a kiillonbségeket. A
maximalis elongatios index (EI max) értékek 20 ¢és 30 Pa nyirofesziiltség mellett a kutya és a
sertés vérmintdkban mutattdk a legalacsonyabb értékeket. Ennél magasabb érték adodott
patkany vérmintdban, mig a legmagasabb értékeket a human vérmintdk mutattak. Ezek a
fajok kozotti kiilonbségek eltlinni latszodtak, ahogy a mérésekhez alkalmazott nyirofesziiltség
is csokkent. Az EI max értékekhez tartozd osmolalitas a legmagasabb értékeket a sertés
vérmintdban mutatta, ennél alacsonyabbat mértiink a human, a kutya és a patkany
vérmintakban, ebben a sorrendben. Az EI max értékek 20 és 30 Pa 6sszehasonlitisaban nem
mutattak emlitésre méltd kiilonbséget, habar 20 Pa-nal igen kismértékii csokkenés ugyan, de
mar latszott. Az O (EI max) esetén az adatok mar jelentésebben kiilonboztek, mar 20 és 30 Pa
kozott is. Az O (EI max) csokkenése az alkalmazott nyirofesziiltség esetében (1-30 Pa) kozel
linedris volt (patkany R*=0,907, kutya R*=0,955, sertés R*=0,979, huméan R*=0,986).

A hyperosmolaris tartomany paraméterei a maximalis EI értékek altal meghatarozottak,
hiszen ennek felét jelenti az EI hyper. Az adatok egyértelmiien mutattdk az el6zdekben leirt
valtozasokat, a sertés vérmintdkban jol latszott az osmoscan gorbék magasabb osmolalitas
értekek felé valo eltolddasa. A minimalis elongatids érték €és a hozzatartozd ozmolalités jelzi
azt a pontot, amely alatt a legtobb vordsvérsejt rupturdlt, amint tovabb csokken az
ozmolalitdas. Amikor az osmoscan gorbék morphologidja szabalyos volt, ez a pont
egyértelmilen meghatarozéva valt, de 3-5 Pa alatt a gorbék ezen szakaszanak lefutasa
szabalytalanna valt, igy a paraméterek meghatarozasa is bizonytalan volt.

Az alkalmazott nyirofesziiltség csokkentésével az elongatids index-ozmolalitds gorbék
alatti teriilet (Area) is egyre zsugorodott. 10 Pa ¢és ennél kisebb nyiréfesziiltség értékeknél az
Area értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a 30 Pa-hoz képest valamennyi vizsgalt faj
vérmintaiban. A fennallo fajok kozotti kiilonbség egészen 2 Pa-ig jol kovethetd volt: a
legmagasabb értékeket a human és a patkdny, a legalacsonyabbakat a kutya és a sertés
vérmintak adtak.

Az altalunk kalkulalt ) paraméterek koziil a AEI értékek kozel azonosak voltak
patkany, kutya €s human vérmintdkban 20 és 30 Pa mellett végzett méréseknél, mig a sertés
adatok ennél joval alacsonyabbak voltak, hiszen az EI max is sokkal alacsonyabb, mig az EI
min magasabb volt sertésekben.

Az alkalmazott nyirofesziiltség csokkenésével a fajok kozotti kiilonbség egyre
kifejezettebbé valt, a human adatok nagyaranyt csokkenést mutattak. Ez a csokkend
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tendencia még kifejezettebb volt a AO estében. A legmagasabb értékeket a sertés vérmintak
adtak, mindvégig jelezve az osmoscan gorbék szélesebb mivoltat a tobbi fajhoz képest. E két
paraméter aranya (AEI/AQO), ezért a legalacsonyabb a sertés vérmintdban volt.

Az EI max / EI min (rEI), valamint az ezekhez tartoz6 ozmolalités értékek (O (EImax) /
O min, rO) és ezek egymashoz viszonyitott ardnya (rEI/rO) a legnagyobb kiilonbségeket 5 Pa
alatt mutatta. Mig a rO értékek inkabb fokozatos csokkenést mutattak a nyirdfesziiltség
csokkenésével, addig a rEI értékek a legmagasabb értékeket 2-5 Pa kozott mutattak, mint
kiugro csucsot képezve. A rEl/rO értékek 3 Pa-ig csokkentek, majd 1 Pa-nal ujra emelkedni
latszodtak, vélhetden az osmoscan gorbék irregularitasa miatt.

A rigiddé tett voOrdsvérsejtek osmoscan vizsgalatai sordn, amelyet 5 Onkéntes
vérmintajan végeztiink, a nativ mintdkhoz hasonlitva vorosvérsejtek deformabilitasi
paraméterei nem mutattak kiugré mértékli valtozast a minta eldkészités soran, a 40%-os
vorosvérsejt PBS szuszpenzidoban. Habar sem a mennyiségi, sem a mindségi haematologiai
paraméterek nem valtoztak a glutaraldehides kezelés soran (0,001 % vagy 0,005 % GA), a
deformabilitds értékek -ahogy az varhaté is volt- fokozatos és nagymértéki csokkenést
mutattak, mind a nativ, mind a kezelés nélkiili vorosvérsejt szuszpenzié adatokhoz képest. Az
osmoscan mérések soran is egyértelmien kimutathaté volt a deformabilitds romléssal
parhuzamosan csokkend EI max és O (EI max) értékek, az Area zsugorodasa: az egész
osmoscan gorbe balra lefelé tolodasa révén.

A glutaraldehides kezelés tehat koncentraci6 fiiggden szignifikdns mértékli vordsvérsejt
deformabilitds romlast idézett eld egyértelmiien romld osmoscan eredmények mellett.
Vizsgalva, hogy mely paraméterekkel fejezhetd ki legérzékenyebben a deformabilitds romlés ,
kiszamitasra keriiltek a Cohen-moddszer szerint kalkulalt standardizalt differencia értékek az
alkabbiak szerint: standardizalt differencia = atlagyoneon - atlagyezelt / \/Z(S.D.zkommu ; S.D.zkezeh)
Minél magasabb az adott Osszehasonlitdsban a strandardizalt differencia értéke, annal
érzékenyebb az adott modszer vagy paraméter a fennallo kiilonbségek kimutatésara.

Deformabilitas romlas (pl. 0,005 % GA kezelés révén) a legnagyobb érzékenységgel a 3
Pa-nal mért EI (6,19), az SS1/,(4,53), €s a Elnax/ SSi/2 (4,24) paraméterekkel volt kimutathato.
Sorrendben magas standardizalt differencia értékeket (>2) talaltunk az osmoscan adatokban
leginkabb az ijonnan kalkulalt paraméterek esetén: AO (3,57) > rO (3,37) > rEl/rO (3,19) >
AEI/AO (2,54) > Area (2,43) > EI max (2,26) > AEI (2,02) (38. abra). Ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy az osmoscan gorbék 1j kalkuldlt paraméterei a klasszikus paramétereknél
érzékenyebben jelzik a vorosvérsejt deformabilitasban bekovetkezd romlast.

Osszegzés, konklizié:

Az elongatids index — ozmolalitas gorbékben rejlé informacidtartalom jobb kiaknazéasa
érdekében 1 kalkulalt paramétereket alkalmaztunk. A foébb eredményeket az aldbbiakban
foglalhatjuk Ossze: (1) Az osmoscan adatok 20 vagy 30 Pa nyirofesziiltség alkalmazésa
mellett nem térnek el szignifikdnsan egymastol. (2) 20 Pa nyirofesziiltség alatt az EI max, az
O (EI max), az EI min és az Area paraméterek kozel linedrisan csokkennek a nyirofesziiltség
figgvényében, kiillonbozé meredekséggel a vizsgélt fajok vérmintdiban. (3) 3 Pa
nyirofesziiltség alatt a mérések egyre nagyobb mértékben valnak instabilla. (4) Az 0 kalkulalt
paraméterek, mint a minimalis és maximalis EI abszolut és relativ kiilonbsége (AEIL rEI) a
hozzatartoz6 ozmolalitas értékek (AO, rO), valamint ezek egymashoz viszonyitott
aranyszamai (AEI/AO ¢és rEl/rO) alkalmasnak tlinnek az osmoscan gorbék részletesebb
analizisére. A paraméterek vorosvérsejt deformabilitds valtozds sordn mutatott erejét
vizsgalva glutdraldehiddel rigiddé tett vordsvérsejteket a legmagasabb standardizalt

differencia értékeket a AO, a rO, a rEI/rO és a AEI/AO paraméterek esetén talaltuk.
A fejezet alapjaul szolgald kozlemény: Németh N, Kiss F, Miszti-Blasius K, Scand J Clin Lab Invest
2015;75:213-222.
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5. FAJI- ES NEMI HAEMORHEOLOGIAI KULONBSEGEK VIZSGALATA

5.1. Fajok kozti haemorheologiai eltérések és hasonlosagok
Hatter, célkitiizés:

A vér aramléstani tulajdonsdgainak faji diverzitasa nagy. Az irodalomban fellelhetd
komparativ haemorheologiai kozlemények foként a magvatlan bikonkav vordsvérsejtekkel
rendelkezd emlds6k haemorheologiai kiilonbségeivel foglalkoznak. Ezek a komparativ
vizsgalatok a huméan haemorheologiai pathologids eltérések jobb megértését is szolgalhatjak
(pl. vorosvérsejt morphologiai eltérések kapcsan) amellett, hogy a kisérletes orvostudomany
szamara nyUjtanak osszehasonlito adatokat.

A Tanszék Haemorheologiai Kutatélaboratériumaban 2002 6ta folynak a szisztematikus
Osszehasonlitd vizsgalatok kiilonbozd kisérleti/laboratoriumi allatfajok (inbred egér, outbred
patkany, outbred nyul, keverék €s beagle kutya, sertés), valamint az utobbi néhany évben
huméan vérmintdk haemorheologiai paramétereinek elemzésére. Egy résziikket az el6zd
fejezetekben ismertetett méréstechnikai tanulmanyok keretében, méasokat célzott kérdéskorrel,
adott haemorheologiai paraméter fajok kozotti kiilonbségeinek feltarasa érdekében végeztiik.

A teljes vér- és plazma viszkozitas, a vOrdsvérsejt deformabilitds, valamint a
vorosveérsejt aggregatio vonatkozdsdban jelentds faji kiilonbségek voltak kimutathatéak.
A vizsgialt fajok teljes vér viszkozitdsa nem minden tekintetben all Osszhangban a
haematocrittal vagy a plazma viszkozitassal, amely felveti a viszkozitds-Htc kapcsolat
fajspecifikus sajatsagainak lehetdségét, valamint aldtdmasztja a micro-rheologiai paraméterek
eltéré mértek viszkozitas-befolydsold hatésat.

A vér oxigénszallitd kapacitdsa szempontjabdl fontos paraméter a teljes vér viszkozitas
haematocrithoz valé viszonya, amely jo kozelitéssel exponencidlis karakterisztikaju gorbével
jellemezhetd. A haematocrit/viszkozitds hanyados a haematocrit fliggvényében parabolikus
profilt mutat. A goérbe csicsa az ,,optimalis haematocrit”-nak felel meg, ahol a lehetd
legmagasabb haematocrit a lehetd legalacsonyabb viszkozitassal parosul az oxigénszallitd
kapacitas ¢és a vér fluiditdsa szempontjabol. Szamos korképben megfigyelték, hogy az
,,optimalis haematocrit” jelentdsen eltolodik az €lettani értékekhez képest.

Allatkisérletes vonatkozasban err8l kevés adat ismert: foként konstans haematocrit
értékek melletti haematocrit/viszkozitas adatok érhetoek el, illetve szamolhatdéak ki.
A haematocrit, a vorosvérsejt alak és térfogat, valamint a vér- és plazma viszkozitasban
megfigyelhetd faji kiilonbségek alapjan feltételezhetd, hogy az ,,optimalis haematocrit”
kiilonbdzhet a laboratdriumi allatfajok kozott.

Anyagok és modszerek:

A kérdéskor részletesebb vizsgdlatdra kisérletiinkben (engedélyszam: 6/2006. és
37/2007. DE MAB) 12 CD patkanytol (458+37 g) altatisban (35 mg/kg Na-pentobarbital,
1.p.) a szivbdl 10-14 ml vért vettiink 10 U/ml Na-heparin tartalmazo fecskenddbe, és 12
beagle kutyatol (10,7+1,9 kg) a vena cephalica punkcidjaval 14 ml vért bocsatottunk le Na-
heparinnal bevont fali Vacutainer® csovekbe (10 U/ml). Mindegyik vérmintit 7 részre
osztottuk. Ebbdl az elsd szamitott a nativ vérmintanak, a tobbibdl centrifugalassal (500 g,
5 perc) nyert autoloég plazma hozzdadéasaval vagy elvételével kiilonb6zé haematocritih mintdkat
készitettiink (haematocrit: 20-65%). Célunk minél szélesebb haematocrit tartomany vizsgalata
volt. A haematologiai paraméterek meghatarozasa mellett a teljes vér- és plazma viszkozitast
Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel mértiik. A vorosvérsejt deformabilitdst Rheoscan-D200
ektacytometerrel, a vorosvérsejt aggregatiot Myrenne MA-1 aggregometerrel hataroztuk meg.

Eredmények:

A haematocrit ¢és plazma viszkozitds nem mutatott kiilonbséget a patkany és kutya
vérmintak kozott (44,46+2,98% vs. 45,91+4,57%, p=0,377; 1,1£0,07 mPas vs. 1,11+0,06
mPas, p=0,735), patkanyban kisebb atlagos voOrosvérsejt térfogat (53,68+2,19 fl
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vs.70,03+3,26 fl, p<0,001) és nagyobb vordsvérsejtszam volt mérhetd (8,21+0,65 x10%/ul
v8.6,6+0,64 x10°/ ul, p<0,001), mint beagle kutydkban.

A vorosvérsejt aggregatio index értékek jelentésen nagyobbak voltak beagle kutyaban,
mint patkanyban (M 5 s: 16,9842 vs. 3,77+1,51, p<0,001; M1 5 s: 21,94+1,67 vs. 12,08+3,64,
p<0,001). A vordsveérsejt deformabilitds elongatiés index értékei (3 Pa-nal) patkanyban
bizonyultak szignifikdnsan magasabbnak a kutya értékeihez képest (0,371+0,009 vs.
0,244+0,032, p<0,001). Mindez jobb vorosvérsejt deformalhatosagra, de kevéssé kimutathato
aggregatios készségre utalhat a patkanyok vérmintéiban.

Patkanyoknal joval magasabb viszkozitas értékeket mértiink, a viszkozitas-haematocrit
gorbék meredeksége nagyobb volt, mint beagle kutydknal. A gorbéket illesztett linearis és
exponencialis fliggvények matematikai analizisével hasonlitottuk Ossze. A kiilonbségek az
elemzett 10, 90 és 200 s sebesség-gradiens értékeknél szignifikansnak bizonyultak (42%, 30%,
26%; p<0,001).

A haematocrit/viszkozitds gorbéket Gauss-tipusu illesztett fliggvény matematikai
analizisével hasonlitottuk ssze. A 10 s sebesség-gradiensnél mért értékeknél nem volt csticsa
a gorbéknek: a haematocrit/viszkozitas ardny kozel linearis csokkenést mutatott a haematocrit
figgvényében (patkany: r=-0,786, p<0,001; beagle kutya: r=-0,581, p<0,001). 90 és 200 s
sebesség-gradiensnél mért értékeknél illesztheté volt a Gauss-gorbe (90 s patkany: r=0,349,
p=0,0119; beagle kutya: r=0,376, p=0,0009; 200 ! patkany: r=0,361, p=0,0091; beagle kutya:
1=0,531, p<0,001), amelybél kalkulalhaté volt az ,,optimélis haematocrit” érték: 90 s™ sebesség-
gradiensnél patkanyban 36,5%, beagle kutyaban 39,7%; mig 200 s sebesség-gradiensnél
patkanyban 43,2%, beagle kutyaban 42,4%.

Osszehasonlito jelleggel a haematocrit értékek eloszlasat négy tartomanyra (quadrans
I-IV) osztottuk. Az adatokbol jol latszozz, hogy patkanyndl az alacsonyabb sebesség-gradiens
értékeknél a haematocrit viszkozitasnoveld hatdsa erdteljesebb, mint beagle kutyanal. Ez a
fokozottabb aggregatio tényét veti fel. Azonban a Myrenne MA-1 aggregométerrel mért
aggregatidos index értékek a beagle kutyaénal alacsonyabbak voltak. Raadasul a patkany
elongatios index értékek magasabbak, azaz a vordsvérsejtjeik elnytjthatésaga nagyobb mértékii
volt. Ezt a megfigyelést mas munkacsoportok adatai is megerdsitik.

A Myrenne késziilék az aggregatiés folyamat 5. és 10. masodpercében mért
fényateresztoképességbol szamolja ki az aggregatios index értékeket. Ez a tény magyarazhatja
azt, hogy ha az aggregatios folyamat gyors, akkor ezek az index értékek mar nem tiikrozhetik
meggydzéen az adott faj voOrdsvérsejtjeinek aggregatios készségét, hiszen a mért
idépont(ok)ban a folyamat nagy része mar le is zajlott. A meghatarozott idépontban térténd
aggregatios mérésekkel szemben a folyamat kinetikajat is kovetd €s elemz6 mddszerek, mint
a LORCA késziilekkel hasznalhato syllectometria bévebb informacioval szolgalhat egy adott
faj vorOsvérsejt aggregatiorol. Az el6z0 vizsgalat utdn néhany évvel beszerzett rotatids
ektacytometer erre lehetdséget adott.

Osszehasonlito haemorheologiai méréseket kiilonbozd mérémodszerekkel, szamos
tanulmanyban végeztiink: haematologiai paraméterek, vordsvérsejt deformabilitas adatok
(hagyomanyos ¢s ozmotikus gradiens ektacytometria, membranstabilitas), valamint
fénytranszmisszids €s syllectometrids modszerekkel mért vordsvérsejt aggregatios értékek
kiilonbozd  kisérleti/laboratériumi  allatfajok (egér, patkany, kutya, sertés) ¢€s ember
vonatkozasaban.

Osszegzés, konkluzio:

A vordsvérsejt deformabilitas mérések adatainak Osszevetésével a vizsgalt fajok kozott
az aladbbi Osszehasonlitas adhatd meg: El.,. sertés<patkany<ember<kutya<egér, SSi;,
sertés<egér~patkany<ember<kutya. A vOrdsvérsejt membranstabilitasban jelentds faji
kiilonbség mutatkozik az alkalmazott mechanikus stressz nagysagatol és expozicios idejétol
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fliggden. Kimutattuk, hogy a mechanikus stressz a kdzeg ozmolalitasatol fliggden javitja (200
mOsm/kg-nél) vagy rontja (250-300 mOsm/kg-nél) a deformabilitidst. Ennek mértéke szintén
faji kiilonbségeket mutat: patkany ¢€s sertés vérmintakban kifejezetten javult a deformabilitas
alacsony ozmolalitasu kdozegben mérve.

A vizsgalt speciesek ozmotikus gradiens ektacytometrias (osmoscan) paramétereinek
Osszehasonlitdsdban a legszembetlindbb kiilonbséget a sertésvérmintak elongatids index —
osmolalitds gorbéinek jobbra tolodasa, azaz magasabb ozmolalitds tartomanyban valo
elhelyezkedése jelentette. A maximalis elongatids indexhez tartozd ozmolalitas értéke joval
300 mOsm/kg felett volt (20 Pa-nal mérve: 401,2+28,9, 30 Pa-nal 409,7+29,3 mOsm/kg).
Inbred egereknél is 300 mOsm/kg feletti értékeket mérhettiink a legmagasabb elongatios
indexnél. Ugyanakkor az egerek elongatiés index értékei magasabbak voltak, mint a
sertéseknél, de mindkettének joval magasabb volt az O (EI max) értéke patkannyal, kutyaval
vagy emberrel vald dsszehasonlitdsban.

A vorosvérsejt aggregatio tekintetében a dinamikus paramétereket is figyelembe véve

elmondhat6, hogy a patkdnyban a leggyorsabb és legnagyobb mértékli az erythrocyta
aggregatio. Egérben joval lassabban meg végbe a folyamat, mig a kutya, a sertés a vizsgalt
paraméterek nagysagrendje tekintetében az emberrel komparabilis.
A fejezet alapjaul szolgald kozlemények: (1) Németh N, Alexy T, Furka A, Baskurt OK, Meiselman HJ, Furka I,
Miké I, Biorheology 2009;46:155-165.; (2) Németh N, Magyar Allatorvosok Lapja 2011;133:612-619.;
(3) Németh N, Kiss F, Klarik Z., Miké I, Clin Hemorheol Microcirc 2014;57:1-8.; (4) Németh N, Kiss F, Miszti-
Blasius K, Scand J Clin Lab Invest 2015;75:213-222.; (5) Kiss F, Klarik Z, Téth E, Pet6é K, Miké I, Németh N,
J Anim Physiol Anim Nutr (Berl) 2015;99:1074-1083.; (6) Kiss F, Toth E, Miszti-Blasius K, Németh N,
Clin Hemorheol Microcirc 2016;62:215-227.; (7) Németh N, Ségor V, Kiss F, Ulker P, Clin Hemorheol
Microcirc 2016 — ePub, doi: 10.3233/CH-152031.

5.2. Laboratdériumi allatfajok haemorheologiai nemi kiilonbségei
5.2.1. Alapkiilonbségek
Hatteér, célkitiizések:

A klinikumban az utdbbi években egyre tobb irodalmi adat érhetd el a nemi kiilonbségek
haemorheologiai jellemzdirdl. Férfiaknak magasabb a vér és a plazma viszkozitdsa, a
haematocritja és a fibrinogén koncentracidja a nokéhez képest, akiknek vorosvérsejt
deformalhatdsdga nagyobb, aggregatios készsége kisebb mértékli. Ez egészségeseknél nem
jelenthet ,,jobb” vagy ,,rosszabb” 6sszehasonlitast, hiszen a teljes keringési rendszer felépitése, a
hemodinamikai sajatsagok, a metabolikus tényezék sok mas élettani folyamat mellett
Osszefliggésben vannak a rheologiai faktorokkal. Ugyanakkor a cardio-cerebrovascularis
betegségek rizikofaktorainak tekintetében haemorheologiai nemi és életkorbeli kiilonbségek
mutatkoznak. A klinikai vizsgalatok tervezésénél, de az experimentdlis orvostudoméanyban a
kisérleti csoportok nemi dsszetételének meghatarozasanal is ezt a kérdést figyelembe kell venni.
Allatkisérletes vonatkozasban alig ismert ezirdanya adat, rendszerezett Osszehasonlitd
tanulmanyt nem talaltunk.

Feltételeztiik, hogy a kiilonb6zo laboratoriumi allatfajokban a faji sajatsagok mellett a
haemorheologiai nemi kiilonbségek is jelentdsek lehetnek, befolyasolva a kisérleti csoportok
nemi Osszetételének kialakitdsat és az eredmények értékelhetdségét. Célul thztik ki egy
»laboratorium-specifikus”, reprezentativ adatbdzis elkészitését a nemi kiilonbségek
haemorheologiai elemzésére, a kutatolaboratoriumunkban 2002-2008 koézott mért kontroll
adatok ¢és kiegészitd dsszehasonlitod vizsgalatok alapjan.

Eredmeények:

A rheologiai szempontb6l fontos haematologiai paraméterek koziil a fehérvérsejtszam
CD patkanyok esetén szignifikdns nemi kiilonbséget adott, a himeknél magasabb értékeket
mutatva (p=0,003). Beagle kutydkndl nem volt nyilvanval6 kiilonbség. A thrombocyta szam
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mindkét vizsgalt allatfajban a ndstény allatokban mutatkozott magasabbnak, amely azonban
beagle kutydk esetén volt szignifikans (p=0,001). A voOrdsvérsejtszdm mindkét fajnal a
himeknél volt nagyobb (p<0,001, p=0,001), emelkedett haematocrit értékek (p=0,001,
p=0,007) mellett. Az atlagos vordsvérsejt haemoglobin tartalom szignifikdnsan nagyobb volt
mindkét faj néstény allataiban (p=0,002, p<0,001).

A teljes vér viszkozitdis 90 s sebesség-gradiensnél mért értékei patkanyokban a
nostényeknél voltak magasabbak, de a vizsgalt esetszammal nem érték el a szignifikancia
szintet. Beagle kutydk esetén a himek mutattak kismértékben magasabb értékeket. A plazma
viszkozitds a ndstény patkanyokban volt szignifikdnsan magasabb a himekhez képest,
magasabb fibrinogén koncentracid mellett. Beagle kutydknal a plazma viszkozitds és a
fibrinogén koncentracié kozel hasonld volt himekben és néstényekben.

A vorosvérsejt deformabilitds filtrometrids méréseinél azt taldltuk, hogy a kezdeti
relativ filtracios sebesség (IRFR) és a relativ sejt-tranzitidd (RCTT) értékei mindkét faj him
¢s nostény egyedeiben kozel estek egyméshoz. Kutyaknal lehetett a himeknél kismértékben
alacsonyabb IRFR-t és magasabb RCTT-t megfigyelni, de szignifikdns kiilonbség nem
mutatkozott a vizsgalt esetszamban.

Az ektacytometeres (Rheoscan D-200 slit flow ektacytometer) vizsgalatok soran azt
talaltunk, hogy CD patkdnyoknal a ndstények rendelkeztek magasabb elongatios index
értékekkel. Beagle kutyak esetén a himek mutattak magasabb értékeket, bar a kiilonbség nem
érte el a szignifikancia szintet. A kiilonbségeket az elongatios index — nyirdfesziiltség gorbék
¢és parametrizalt 6sszehasonlité adatai is jol mutattak.

A vorosvérsejt aggregatio tekintetében a helyzet forditott volt: patkdnyoknal a
néstényekben mértiink magasabb aggregatios index értékeket, mig beagle kutydknal a
himekben voltak magasabb az értékek. A nemi kiilonbségek beagle kutydk 10 secundumos M
index értékei kivételével szignifikansak voltak.

Konklizio:

A laboratériumi allatfajok nemi haemorheologiai kiilonbségei jelentdsek lehetnek, a human
adatokkal nem korreldlnak. A kisérletek tervezésekor és az adatok értekelésekor mindezek
figyelembe vétele fontos, hiszen a taldlt nemi haemorheologiai kiilonbségek megkdzelithetik,

vagy akar el is fedhetik az adott kisérletekben vizsgalt valtozasok valodi mértékeét.
A fejezet alapjaul szolgaldo kozlemény: Németh N, Kiss F, Furka I, Miko I, Clin Hemorheol Microcirc
2010;45:263-272.

5.2.2. A gonadectomia hatasa
Hatter, célkitiizés:

A micro-rheologiai faktorok (vordsvérsejt aggregatio, vordsvérsejt deformabilitas) nemi
kiilonbségeire utald adatok felvetették a kérdést, hogy a nemi hormonszint-valtozasok, igy a
miivi gonadectomia (GoE) okozhat-e tovabbi eltéréseket, s mennyiben egyenlitddnek ki a
nemek kozott talalt rheologiai kiilonbségek. E kérdéskornek tovabbi fontos klinikai
relevancidja lehet. A nemi hormonok, elsdsorban az oestrogen ischaemia-reperfusioval
szembeni védo hatdsat szdmos tanulmany tamasztja ald. Ezt a hatdst a testosteron
vonatkozadsdban is kimutattdk mar. A gonadok fizioldgids (pl. menopausa) vagy patologias
hormonalis funkcidvaltozdsa Osszetett hatdst gyakorol szdmos élettani paraméterre,
haematologiai valtozokra (pl. fehérvérsejt- ¢és thrombocyta szam), vér coagulatios
paraméterekre, az endothel-funkciokra, a komplex neuroendrocrin és immunrendszerre.
Nemcsak a fiziologids valtozasok, mint a menopausa, de a trauma, 1€zi6 vagy leggyakrabban
tumorok miatt végzett sebészi orchidectomia és ovariectomia kovetkeztében kialakult
hormonalis eltérések vagy hormon-szubsztiticido tekintetében is kevésbé ismertek és
ellentmondasosak a haemorheologiai valtozasok.
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Anyagok és modszerek:

A kisérletben (engedélyszam: 37/2007. DE MAB) 20 azonos kort him (455,16+38,23 g)
és 16 nostény (286,63+£13,32 g) Sprague-Dawley patkanyt vizsgaltunk. Nostényekben az
oestrus ciklus aktudlis fazisdnak megitélésére hiivelykeneteket vettiink (Giemsa-festés,
leukocytak és hamsejtek aranyanak vizsgalata). Valamennyi ndstény allat a kisérlet kezdetén
pro-oestrus fazisban volt.

A Kontroll him (n=10) és Kontroll ndstény (n=6) csoportokban a vérvételeken kiviil
beavatkozas nem tortént. A GoE him csoportban (n=10) altatasban (60 mg/kg Thiopenthal®,
1.p.) a scrotum megnyitasat kovetéen mindkét oldali here €s a mellékhere eltavolitasra kertilt,
majd a bdrsebet zartuk (4/0 Dexon®). GoE ndstény csoportban (n=10), altatdsban 2 cm-es also
median laparotomia sordn mindkét oldali ovarium és a tuba uterina a cornu uteri-k distalis
felével egyiitt eltavolitasra keriilt, majd réteges sebzaras kovetkezett. A miitét eldtt, az 1., 2. és
3. postoperativ honapban vérvétel tortént a farokvéna punctidjaval (0,6-0,8 ml alkalmanként,
anticoagulans: 1,5 mg/ml Na-EDTA). A miitétet kovetden, valamint az 1. postoperativ napon
mindegyik csoport allatai fajdalomesillapitot kaptak (2,5 mg/kg Flunixin®, s.c.).

A vérmintdkbol meghatarozasra keriiltek a haematologiai paraméterek, a vordsvérsejt
deformabilitds ektacytometrids modszerrel (Rheoscan D-200 slit flow ektactometer,
szuszpenzios oldat: PVP 360 kDa, viszkozitas = 28,8 mPas, ozmolalitds = 305 mOsm/kg; pH
= 7,36) és a voOrOsvérsejt aggregatio fénytranszmissziés modszerrel (Myrenne MA-1
aggregometer). A plazma mintadkbol elektrokemilumineszcencids modszerrel tortént a
testosteron ¢és oestrogen (E2) szint mérése.

Eredmények:

A kiindulasi testalyhoz képest a kontroll ndstények nem mutattak szamottevé valtozast,
mig a kontroll himek sulya novekedett a 3 honapos kdvetési periodus sordn (relativ valtozas
mértéke az alap vs. 3. honap tekintetében: 1,25+0,12, p=0,024). A GoE ndstények testsulya
fokozatos és szignifikans mértékii novekedést mutatott (1. honap: 1,22+0,19, 2. hénap:
1,2940,23, 1. honap: 1,32+0,21), amely szignifikans volt az alapértékekhez képest (p=<0,001)
¢s a kontroll ndstények azonos honapi (1. honap: p=0,011, 2. honap: p=0,016, 3. hénap
p=0,011) és GoE himek adataihoz képest is (1. hoénap: p=0,038, 2. honap: p=0,007, 3. honap
p=0,004). A GoE himek testsulya a kontroll himekéhez hasonlé maradt.

Ovariectomiat kovetden az oestrogen szint 40-50%-kal csokkent (alap: 24,79+15,7
pg/ml, 1. honap: 13,9£2,34 pg/ml, 2. hénap: 16£2,4 pg/ml, 3. hénap: 14,8+5,1 pg/ml,).
Orchidectomia utdn a testosteron szint a méréshatar szintje ala esett (alap: 8,56+3,67 nmol/l,
1. honaptol: <0,069 nmol/l).

A rheologiai szempontbdl fontos haematologiai paraméterek koziil a fehérvérsejtszam a
GoE csoportokban mutatott jelentds valtozast: az 1. postoperativ honapban emelkedett
(p=0,006 vs. alap, p<0,001 vs. Kontroll) majd a 2. postoperativ hénapban (GoE ndstények:
p=0.049 vs. Kontroll) és a 3. héonapban (GoE himek: p=0,002 vs. Kontroll) is magasabb
értéket mutatott. A voOrdsvérsejtszam ¢€s a haematocrit kismértékben a himekben volt
mindvégig magasabb, fliggetleniil a gonadectomiatol. A thrombocyta szam a GoE himekben
szignifikdnsan emelkedett az 1. és 3. postoperativ hoénapban az alapértékekhez (p=0,022,
p=0,007) és a GoE ndstény csoporthoz képest (p<0,001, p=0,005).

A vorosvérsejt deformabilitas kiindulasi értékei jol tiikrozték a korabban leirt nemi
kiilonbségeket, amelyek megtartottak maradtak a kontroll csoportokban. A GoE csoportokban
ezek a kiilonbségek konvergalddni latszottak egymashoz. A GoE himekben és néstényekben
magasabb elongatids index értékeket mutatott az 1. postoperativ honapban (EI 3 Pa-nal:
p=0,002, p=0,004 vs. alap), majd a 2., és kifejezettebben a 3. honapban is magasabb értékeket
talaltunk (p<0,001, p=0,019 wvs. alap). A goOrbék parametrizdlasaval nyert adatok
megerdsitették a kiilonbségeket. A gonadectomizalt himek El,, €s annak feléhez tartozo
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SSy); értékek szignifikans mértékben csokkentek a masodik és harmadik postoperativ honapra,
jelentds vorosvérsejt deformabilitas valtozasra utalva.

A vorosvérsejt aggregatio a 2. postoperativ hdnapban szignifikdns novekedést mutatott
mind a GoE ndstény, mind a GoE him csoportban. A legnagyobb mértékii aggregatios index
emelkedés a GoE ndstényeknél volt megfigyelhetd, szignifikdns mértékben kiilonbozve a
Kontroll adatoktol (M 5 s: p=0,003; M1 5 s és M 10 s: p<0,001; M1 10 s: p=0,002).
A 3. postoperativ honapra az aggregatios index értékek kismértékben csokkentek, de a GoE
néstényekben még mindig szignifikdnsan magasabbak voltak a Kontroll értékekhez képest
(M 10 s: p=0,034; M1 10 s: p<0,001).

Konkluzio:

A gonadectomia hatdsdra a micro-rheologiai paraméterek tehat eltéré mértékben
valtoztak him €s ndstény patkanyokban. Az oestrogen szint csokkenése nagyobb aranyu
romlést okozott a vorosvérsejt aggregatioban és deformabilitdsban, mint a testosteron szint

csokkenése. A valtozéasok a 2. €s a 3. postoperativ honapban voltak a legnagyobb mértékiiek.
A fejezet alapjaul szolgalo kozlemény: Németh N, Kiss F, Magyar Zs, Miszti-Blasius, Furka I, Clin Hemorheol
Microcirc 2012;50:231-243.

6. AZ ISCHAEMIA-REPERFUSIO HAEMORHEOLOGIAI ES MICROCIRCULATIOS
VONATKOZASAI
6.1. Szisztémas és lokalis haemorheologiai valtozasok vizsgalata

Az ischaemia-reperfusio Osszetett modon van hatassal a vér macro- és micro-rheologiai
paramétereire. Kutatdmunkank sordn tobb kisérletes modellt alkalmaztunk, kimutatva a
vorosvérsejt deformabilitas szignifikdns mértékli romlasat 1 6ras végtagi ischaemiat kovetden
patkdnyokban az 1. és 2. postoperativ napokon, amely a xantin-oxid4z inhibitor allopurinollal
kivédhetd volt. A 2001-2004 kozott végzett végtagi ischaemia-reperfusidés haemorheologiai
kutatisaink eredményeinek fobb kovetkeztetéseit az aladbbiakban lehetett dsszefoglalni:

- A vorosvérsejt deformabilitds szignifikans mértékben romlik ischaemia-reperfusio
soran ¢és azt kovetéen az 1-3. postoperativ napon. A kdrositd hatdsok egy része
kivédhet6 antioxidans szerek alkalmazasaval.

- Az idofaktor (ischaemia idoétartama) és a homérséklet (lokalis hiités hatasa)
meghatarozo tényezok a valtozasok nagysaga tekintetében.

- A lokdlis és szisztémdas micro-rheologiai valtozasok valédi mértéke azonban még
mindig kevéssé ismert, s foként a mikrokeringési zavarok dsszefiiggéseiben tovabbi,
komplex vizsgélatok sziikségesek.

Kimutattuk, hogy végtagi ischaemiat kovetéen a csokkend vér pH és lokalis
haemoconcentratio a reperfusio elsd¢ oOrdjaban arterio-venosus kiilonbségeket mutathat. A
lokalis és szisztémas rheologiai kiilonbségek és valtozasok ujabb vizsgalatai (2015-ig) tovabbi
adatokat nyujtottak végtagi-, izomlebeny-, bél- és here ischaemia-reperfusio és cerebralis
hypoperfusio sordn patkany-, kutya- €s sertés modelleken, valamint az aorta abdominalis
infra- és suprarenalis leszoritasa-felengedése kapcsan egyiittesen vizsgalt maj-, bél- és vese
mikrokeringési valtozasok, valamint sav-bazis- és micro-rheologiai paraméterek arterio-
venosus elemzésével patkdnymodellen.

6.1.1. Végtagi ischaemia-reperfusio haemorheologiai hatasanak nemi kiilonbségei és
gonadectomia utan kimutathato eltérései
Hatter, célkitiizés:

A haemorheologiai faktorok nemi kiilonbségeinek, a gonadectomia micro-rheologiai
paraméterekre kifejtett hatdsainak, tovabba az ischaemia-reperfusio sordn bekdvetkezd
valtozasok eddigi ismeretében felmertiilt a kérdés, hogy a 1étrejové haemorheologiai eltérések
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mennyire mutathatnak nemi kiilonbségeket. Tovabbi kérdés, hogy gonadectomiat kovetden
kialakul6 ischaemia-reperfusio soran varhato-e additiv jellegt kiilonbség?

Célul taztiik ki az 1 oras végtagi ischaemia €s az azt kovetd reperfusid micro-rheologiai
hatdsanak vizsgalatat him és ndstény patkanyokban, elemezve a gonadectomia utan létrehozott
I/R befolyésol6 hatasat.

Anyagok és modszerek:

Kisérleteink soran (engedélyszam: 37/2007., 17/2008. DE MAB) Sprague-Dawley
patkényokat az alabbi csoportokba soroltuk: I. Kontroll him (n=8, 573,6£82 g) és II. Kontroll
néstény csoportok (n=8, 326+11,8 g): 2 Oras altatds és a tobbi csoporthoz hasonloan
vérvételek torténtek. II1. Ischaemia-Reperfusids (I/R) him (n=7, 586,2+54,1 g) és IV. I/R
néstény csoportok (n=7, 306,7£14,9 g): altatasban a bal hatsé végtag 1 oOrds ischaemiajat
tourniquet-vel 1déztiik eld. Az ischaemia meglétét LD-01 laser Doppler szoveti
aramlasmérdvel igazoltuk. Az ischaemia eldtt és utan, valamint az 1., 2., 3. és 7. postoperativ
napon a lateralis farokvéndbol vért vettiink (0,3-0,5 ml; Na-EDTA 1,5 mg/ml). V.
Gonadectomia és végtagi Ischaemia-Reperfusidos (GoE+I/R) him (n=10, 508,8+33,2 g) és VL.
GoE+I/R néstény csoportok (n=10, 384,8+43,3 g): a gonadectomiat kdvetd 3. honapban
tortént az ischaemia-reperfusio és a vérvételek kivitelezése. A miitétet kovetden, valamint az
1. postoperativ napon az allatok analgeticumként Flunixin®-t kaptak (2,5 mg/kg, s.c.). A
vérmintakbol meghatdroztuk a haematologiai paramétereket, a vorosvérsejt deformabilitdst
(Rheoscan D-200 slit flow ektacytometer) €s a vOrdsvérsejt aggregatiot (Myrenne MA-1
aggregometer). A valtozasok kimutathatésaganak mértékét a Cohen-modszer szerint kalkulalt
standardizalt differencia kiszdmitasaval is elemeztiik.

Eredmények:

A him GoE+I/R csoportban taldltuk a legmagasabb fehérvérsejtszam emelkedést
(1. postoperativ nap: p<0,001 vs. alap, vs. Kontroll him és vs. GoE+I/R ndstény, p=0,002 vs.
I/R him). Ezek a kiilonbségek a vizsgalt postoperativ idészakban végig megmaradtak. A
GoE+I/R ndstényekben hasonld, de kisebb mértékli fehérvérsejtszam emelkedés volt
megfigyelhetdé (1. és 2. postoperativ nap: p<0,001 vs. alap, vs. Kontroll néstény, vs. I/R
ndstény; 3. nap: p=0,007 vs. alap, p=0,008 vs. Kontroll ndstény; 7. nap: p=0,003 vs. alap,
p<0,001 vs. Kontroll és I/R ndstény).

A vorosvérsejt deformabilitas tekintetében a Kontroll csoportokban egyik nemnél sem
mutatkozott szamottevo valtozas. Az I/R csoportokban az 1-3. postoperativ napokon latszott
jelentds vorosvérsejt deformabilitds romlds, amely ndstényeknél nagyobb mértékii volt.
A 3 Pa nyirofesziiltségnél mért elongatidos index értékek a GoE+I/R ndstény csoportban
szignifikansan alacsonyabbak voltak kozvetleniil az ischaemia utan (p=0,003 vs. alap,
p<0,001 vs. I/R ndstény, p=0,016 vs. GoE+I/R him). Az 1. postoperativ napon az I/R ndstény
¢s mindkét GoE+I/R csoportban az EI értékek tovabb csokkentek, himeknél szignifikans
kiilonbséget mutatva az ép és gonadectomisalt csoportok kozott is  (p=0,025).
A 3. postoperativ napon tovabbi romlds mutatkozott az I/R himeknél, s legnagyobb mértékben
az I/R ndstényeknél (p<0,001 vs. alap és Kontroll ndstények). A 7. napra az értékek
normalizalédtak.

A kalkuldlt El. és SS;, értékek ezeknek megfeleléen valtoztak, megerdsitve az
elongatios index adatokat. A postischaemias vérmintdk koziil a GoE+I/R ndstényeknél
mutatkozott az alapértékekhez viszonyitott legmagasabb standardizalt differencia érték (1,09),
mig az 1-3. postoperativ napokon az I/R ndstény csoport vérmintdiban talaltuk a legnagyobb
értekeket (1,06, 0,97 és 2,28).

A vordsvérsejt aggregatio a GoE+I/R ndstény csoport postischaemias mintaiban
szignifikansan emelkedett volt (M 5 s: p<0,001 vs. I/R néstény; M 10 s: p=0,019 vs. alap).
Az 1. postoperativ napon mind a négy ischaemia-reperfusidés csoportban szignifikdnsan
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megemelkedtek az aggregatios index értékek, az alapértékekhez viszonyitva. A 3. napon az I/R
him csoportban egy Ujabb aggregatio fokozodas mutatkozott, amely a 7. napon mar nem
latszott.

Osszegzés, konklizio:

A valtozasok Osszegzéseként elmondhato, hogy az 1 6ras végtagi ischaemia-reperfusio
haemorheologiai hatdsai nemi kiilonbségeket mutattak patkdnyokban. Jelentds vordsvérsejt
deformabilitds romlast az 1-3. postoperativ napokon figyelhettiink meg, legnagyobb
mértékben ndstényekben a 3. napon. A gonadectomia tovabbi ,rheologiai rizikofaktort”
jelenthet a micro-rheologiai paraméterek valtozasainak tiikrében. Gonadectomisalt
ndstényekben az ischaemiat kovetden talaltunk romlott vorosvérsejt deformabilitast fokozott

vorosvérsejt aggregatioval parosulva.
A fejezet alapjaul szolgald kozlemény: Németh N, Kiss F, Hevér T, Brath E, Sajots E, Furka I, Miké I, Clin
Hemorheol Microcirec 2012;50:197-211.

6.1.2. Latissimus dorsi izomlebeny ischaemia-reperfusio haemorheologiai hatasai
Hatter, célkitiizes:

A rekonstrukcids sebészetben megfeleld indikacioval jol alkalmazhatd latissimus dorsi
izomlebeny ischaemia-reperfusidjdnak haemorheologiai hatasairdl kevél adat ismert. Célul
tliztlik ki az 1 oras ischaemia és az azt kovetd reperfusio hatdsdnak elemzését egy hetes
kovetéses vizsgalat soran canis modellen.

Anyagok és modszerek:

A vizsgalatokat beagle kutyakon végeztik (engedélyszam: 6/2006. DE MAB).
Altatasban (ketamin 10 mg/kg €s xylazin 1 mg/kg, i.m.) mindkét oldalon a musculus latissimus
dorsi-t ellatd thoracodorsalis ér-idegképleteket kipreparaltuk, az izmot a mellkasfalrol
levalasztottuk, a perforans agakat coagulaltuk. Bal oldalon a lebeny (~25x10 cm) érnyelét
atraumatikusan 1 Orara leszoritottuk. A jobb oldali lebeny kontrollként szolgalt. A lebeny
mikrokeringését laser Doppler szoveti aramlasmérével monitorozuk. A leszoritas eldtt, majd a
reperfusio 5., 15., 30., 45. és 60. percében a vena thoracodorsalisbdl vért vettiink (24 G-s brantil,
alkalmanként 0,5 ml), parhuzamosan a kontroll oldalrdl is, a haematologiai paraméterek ¢€s a
vorosvérsejt aggregatio fénytranszmissziés meghatarozasara. Mindkét oldalon a lebenyek belsé
feliilétrdl izombiopsiat vettiink a leszoritas eldtt, utan és a reperfusio 60. percében, valamint
parhuzamosan a kontroll oldalon is. A méréseket €s a mintavételeket kdvetden a lebenyeket 0-s
polyamid varréanyaggal (Ethilon) eredeti poziciojukban rogzitettiik, majd a borsebet egyszerii
csomos Oltésekkel zartuk (3/0-s Prolene).

A postoperativ napok soran az allatok fajdalomcsillapitot és antibiotikumot (Demalgonil,
Baytril) kaptak, és napi sebkontrollt, sziikség esetén seb toilett-et végeztiink (Betadinos
kezelés). Vérvételek az 1., 3., 5. és 7. postoperativ napon torténtek a v. cephalica-bol (22 G-s ti,
K;3-EDTA-s Vacutainer vérvételi csovek). A 7. postoperativ napon altatdsban reoperaciot
végeztiink, feltaruk mindkét oldalon a lebenyeket, és elvégeztiik a mikrokeringési méréseket, a
lebenyt dréndlod v. thoracodorsalis-bol vért vettiink, majd izombiopsidk vétele tortént. Ezt
kovetden az llatok tulaltatasra kertiltek.

Eredmények:

A fehérvérsejtszdm az ischaemids oldalon emelkedett a reperfusio 5. és 30. percére az
alaphoz (5’: p=0,019, 30’: p=0,042) és a kontroll oldalhoz viszonyitva (5’: p=0,01, 30’:
p=0,011). A haematocrit az ischaemias oldalon a reperfusio 30. percére szignifikansan nott
(p=0,007) és a 60. percben is jelentdsen magasabb volt, mint a kontroll oldalon (p=0,031) . A
vorosveérsejt aggregatios index emelkedése korabban mutatkozott: az ischaemia végére,
valamint a reperfusio 5. percére szignifikdns mértékben mind az alapértékekhez (p<0,001,
p=0,007), mind a kontoll oldalhoz képest (p<0,001, p=0,047).
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Osszegzés, konkluzio:

A vizsgalatok alapjan az 1 oras ischaemianak kitett in situ izomlebeny reperfusidjanak
elsé 5 percében fokozott aggregatio volt mérhetd (tovabb ~30 percig), amely nem a lokalis
vénas haematocrit emelkedésének volt kdszonhetd. Mindez a lebenyek Osszetett eredetii
mikrokeringési zavarara utalhat. Az I/R egyértelmiien karositotta a lebenyeket. A vizsgalt
oxidativ stressz markerek koziil a glutathion-peroxidaz aktivitds nem mutatott jelentds
valtozast a 7. postoperativ napra, de a redukalt glutathion mennyiség mindkét oldali
lebenyben csokkent. A karbonil-tartalom mar az ischaemia végére megemelkedett a leszoritott
lebenyekben, ¢és tovabbi novekedést mutatott a reperfusio 60. percére. A 7. napra mar mindkét
oldali lebenyben jelentdsen fokozott volt. A thiobarbiturat reaktiv anyag tartalom a reperfusio
végére emelkedett meg a leszoritott oldali lebenyben. A 7. napra szignifikdns kiilonbség
adodott a kontroll oldalhoz képest. Ekkorra a szovettani vizsgélatok jelentds leukocyta
infiltraciot, degenerativ rostok jelenlétét és a myocytak eosinophylidjat mutattak ki.

A fejezet alapjaul szolgald kozlemény: Tamas R, Németh N, Brath E, Sasvari M, Nyakas C, Debreczeni B, Miko
I, Furka I, Microsurgery 2010;30:282-288.

6.1.3. Vékonybél ischaemia-reperfusio micro-rheologiai hatasai
Hatter, célkitiizés:

A lokalis és szisztémas korai micro-rheologiai valtozasok vizsgalatat tliztik ki célul
portalis, cavalis vérmintdk vizsgéalatdval 30 perces vékonybél ischaemia és az azt kovetd
repefusios soran patkanymodellen.

Anyagok és modszerek:

Az intestinalis ischaemia-reperfusio lokalis és szisztémdas haemorheologiai hatasait CD
patkanyon (n=10, 360,6+46,07 g) elemeztiik (engedélyszam: 6/2006. DE MAB). Az Ischaemia-
Reperfusios csoportban altatasban (60 mg/kg Thiopenthal®, i.p.) az arteria mesenterica superiort
30 percre atraumatikus klippekkel leszoritottuk. Kismennyiségii (egyenként ~0,2 ml; Na-EDTA
1,5 mg/ml) vérmintakat vettiink a vena cava caudalis-bol és a vena portae-bol az ischaemia
el6tt, 1-1 perccel a klippek felengedése eldtt és utan, valamint a reperfusio 15., 30. és 60.
percében a haematologiai paraméterek, a vorosvérsejt deformabilitas slit flow ektacytometrids
€s a vorOsvérsejt aggregatio fénytranszmisszios meghatdrozasara. A Kontroll allatokban
leszoritas nem tortént, a vérvételeket az Ischaemia-Reperfusidos csoportndl ismertetett
idopontokban végeztiik.

Eredmények:

A haematocrit értékek mind a cavalis, mind a portalis vérmintdkban nagyobbak voltak az
Aloperalt csoport értékeihez képest. Az emelkedés a reperfusio elsd 15 percében volt a
legszembetlin6bb mértékil. A vorosvérsejtek deformabilitasa az ischaemiat kovetden jelentésen
romlott. A maximalis elongatios index feléhez tartozd nyirdfesziiltség értékek (SS;, [Pa]) a
vena cava vérmintakban szignifikdnsan magasabbak voltak a Kontroll csoporthoz képest a
reperfusio 60. percére (p<0,001). A vena portae vérmintdkban szignifikdnsan rosszabb
vordsvérsejt deformabilitast taldltunk az ischaemia végén (p=0,014) és a reperfusio kezdetén
(p=0,009). A reperfusio 30. percében érte el a deformabilitas-romlés a csucspontjat, majd a 60.
percre mérséklédott, de még ekkor is szignifikdnsan kiilonb6zott a kontroll értékektdl. A
vorosveérsejt aggregatio mértéke a reperfusio 60. percére kozel 2,5-szer nagyobb volt a lokalis
vena portae vérmintdkban, mint a szisztémas vena cava vérmintakban.

Osszegzés, konklizio:

A bél mucosa ischaemias karosodasat szovettani vizsgalatokkal igazoltuk (Chiu-féle
pontozasi rendszer 3. és 4. fokozata latszott: jelentds subepithelialis elemelkedés, denudalt
villusok, a lamina propria infiltracidja, dilatalt capillarisok). A kialakuldé karosodéssal
parhuzamosan micro-rheologiai eltérések voltak megfigyelhetdek, hasonld mértékben a
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cavalis (szisztémas) ¢és a portalis (lokalis) mintakban. Utdbbi esetén a deformabilitas romlas

mértéke kifejezettebb volt.
A fejezet alapjaul szolgald kozlemény: Brath E, Németh N, Kiss F, Sajtos E, Hevér T, Matyas L, Téth L, Miko I,
Furka I, Microsurgery 2010;30:321-326.

6.1.4. Supra- és infrarenalis aorta leszoritas hatasa
Hatter, célkitiizés:

Az aorta leszoritasara -annak mellkasi vagy hasi szakaszan- kiilonbozd érsebészeti
koérképek (pl. aorta aneurysma) és traumds sériilések miitéti megoldasanak sziikséges
velejargjaként keriilhet sor. A beavatkozis eredményét nagymértékben meghatirozza a
leszoritas helye ¢és ideje. Az aorta kirekesztése soran, fliggden a leszoritds szintjétol ¢€s
id6tartamatol, jelentds ischaemia-reperfusios karosodas johet 1étre az érintett szervekben a
keringésdinamikai és haemostaseologiai eltérések kialakulasa mellett. A hemodinamikai,
micro-rheologiai, sav-bazis valtozdsok és az érintett szerveken kialakulé microcirculatios
zavarok egylittes vizsgalatara patkany modellben volt lehet6ségiink.

Anyagok és modszerek:

Huszonegy him Sprague-Dawley patkdnyt vontunk be a kisérletbe (554,04 + 27,77 g).
Altatasban (60 mg/ttkg Thiopental, i.p.) feltarasra és kaniilalasra keriilt a jobb oldali a. carotis
communis. A kaniilon keresztiil az allatok 100 NE/kg Na-heparint kaptak a kisérlet soran.
Ezutan median laparotomiat végeztiink, az aorta abdominalist és a v. cava caudalist 6vatos
preparaléssal kozelitettiik meg. A kisérleti allatokat harom csoportba soroltuk.

I.  Kontroll csoport (n=7): csak preparalas €s a kaniilalas tortént.

II. Infrarenalis aorta leszoritas csoport (IRA-L, n=7): az aorta abdominalisra 60 percre
atraumatikus klippet helyeztiink fel az a. renalis-ok szintje alatt.

III. Suprarenalis aorta leszoritas csoport (SRA-L, n=7): a 60 perces aorta leszoritast az
a. renalis-ok szintje felett elhelyezett atraumatikus klippel végeztiik.

Az ischaemia el6tt (Alap) és utan (I-60), valamint a reperfusio 30. (R-30) és 60.
percében (R-60) a szivfrekvencia €és az arterids kozépnyomas mérése tortént az a. carotis
communisba helyezett kaniilon keresztiil. A maj kozépso lebenyének eliilsé felszinén, egy
fejezetben részletezett laser Doppler-es szoveti aramldsmérdvel monitoroztuk a
mikrokeringést ugyanezekben az iddpontokban. A vérvételeket a hemodinamikai és
mikrokeringési mérések utan végeztiik. Minden csoportban a kaniilalt artériabol és a vena
cava caudalis leszoritds helyétdl disztdlisan 26 G-s tiivel valé punkcidval kismennyiségii
(0,6 ml) vérmintékat vettlink (anticoagulans: 1,5 mg/ml Ks-EDTA).

Eredmények:

A szivfrekvencia vonatkozdsdban nem volt jelentdés eltérés, mig az artérias
kozépnyomads értékek szdmottevd kiilonbséget mutattak, a suprarenalis csoportban komoly
hemodinamikai instabilitast jelezve (az ischaemia végén vs. Alap, vs. Kontroll és vs. IRA-L
csoport: p<0,001; R-30: vs. Kontroll és vs. IRA-L p<0,001), ahol a reperfusio 60. percére
harom elhullas is tortént.

A laser Doppleres mikrokeringési paraméter (blood flux unit, BFU) a majon alig
mutatott eltérést. Az értékek ugyan kismértékben csokkentek a leszoritds végére, de a
reperfusio sordn mar megkdzelitették az alapértékeket. A vékonybélnél az ischaemia alatt a
BFU értékek mind a supra-, mind az infrarenalis csoportban jelentdsen csokkentek. A
reperfusio kezdetén megfigyelhetd volt egy kismértékli fokozodas, amely a Kontroll
értekekhez viszonyitva szignifikdns mértékiinek bizonyult a reperfusio 30. percében (IRA-L
csoportban: p<0,001; SRA-L csoportban: p=0,006). A vese vonatkozéasaban, ahogy az varhato
volt, a mikrokeringési értékek eltéré mértékben valtoztak a két leszoritott csoportban. A SRA-
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L csoportban kifejezetten alacsony értékeket mértiink az ischaemia végére (p<0,001 vs. Alap,
Kontroll, IRA-L), de az értékek a reperfusio sordn is alacsonyabbnak bizonyultak az IRA-L
csoporthoz képest.

Jelentds metabolikus eltéréseket lehetett megfigyelni, a micro-rheologiai értékekkel
szimultan valtoztak az ischaemia végére és a reperfusio soran. Az infrarenalis csoportban is
mutatkozé6 pH csokkenésnél ¢és laktat koncentracid6 emelkedésnél nagyobb mértéki
valtozasokat lattunk. A pH csokkenés a suprarenalis csoportban mar az ischaemia végén,
majd a reperfusio 30. percére jelentds volt, legnagyobb mértékben a vénas vérmintdkban
(a reperfusio 30. percében vs. Alap: p<0,001; vs. Kontroll: p<0,001; vs IRA-L csoport:
p<0,001). Ezzel parhuzamosan ndtt a laktat koncentricid, a vénas mintakban nagyobb
mértékben (p<0,001vs. Alap, vs. Kontroll és IRA-L csoport).

A vorosvérsejt deformabilitast jellemz6, 3 Pa nyirofesziiltségnél meghatarozott
elongati6és index szignifikdnsan csokkent az ischaemia végére a suprarenalis csoportban
leginkabb az artérids vérmintdkban (p=0,048 vs. Kontroll). Az elongatidos index -
nyiréfesziiltség gorbék parametrizalasabol nyert Elyax €s ennek feléhez tartozo nyirdfesziiltség
(SSi2) aranya a reperfusio 30. percére mutatott szignifikdns mértékli romlast (p=0,012 vs.
1-60 értékek, p=0,024 vs. Kontroll).

A vOrdsvérsejt aggregatio mérése soran ebben a modellben a nagy szoras és a gyakori
z€ro értékii adatok miatt (amelyeket az elemzésbol kihagytunk) nem taldltunk statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket.

Osszegzés, konklizio:

Az eredményeket Osszefoglalva elmondhat6, hogy az aortaleszoritds soran a
legmarkansabb keringésdinamikai valtozasok a suprarenalis csoportban mutatkoztak a
reperfusio alatt, amelyet a vékonybél felszinén a mikrokeringési értékek fokozodasa, a
vesében azok csokkenése kovetett. A legnagyobb pH csokkenés és laktatkoncentracio
novekedés a suprarenalis csoportban volt kimutathatd. A vorosvérsejt deformabilitasi
paraméterek romlasa mar az ischaemia végére, majd a reperfusio soran szignifikans mértékii
volt. Ebben a kisérletben a vorosvérsejt deformabilitds nagyobb mértékii romlast mutatott,
mint a vOrosvérsejt aggregatio. Osszességében a hemodinamikai és sav-bazis értékekben

jelentkezo eltérések sokkal kifejezettebbek voltak, mint a micro-rheologiai valtozasok.
A fejezet alapjaul szolgald kozlemény: Németh N, Kiss F, Klarik Z, Toth E, Mester A, Furka I, Miko I, Clin
Hemorheol Microcirc 2014;57:339-353.

6.1.5. Here ischaemia-reperfusio
Hatter, célkitiizés:

A kiilonbozé szervek ischaemia-reperfusidjanak mikrokeringési €s haemorheologiai
hatasait vizsgalva foglalkoztunk a here karosodéasaval is. Az akut testicularis ischaemia
leggyakrabban a funiculus spermaticus torsioja miatt (intra-, extravaginalis vagy mesorchialis
tipusok) jon létre. A sulyos fijdalom mellett az ischaemia és a reperfusio karosithatja a
spermatogenesist, tovabba a vér-here gat sériilése altal lokalis keringészavarok mellett
immunreakciét is generdl nemcsak az ipsi-, hanem a contralateralis hereallomany
kéarosodasahoz vezetve.

A testicularis ischaemia-reperfusio mikrokeringési zavarainak haemorheologiai
megkozelitésérdl kevés adat lelhetd fel az irodalomban. Patkanykisérletben célul tiiztiik ki e
kérdéskor vizsgalatat.

Anyagok és modszerek:

A kisérletbe (engedélyszam: 17/2008. DE MAB) vont 14 felnétt (7-8 hénapos) him
Sprague-Dawley patkanyt (5634+94,3 g) random két csoportba soroltuk. Az Ischaemia-
Reperfusio csoportban (n=7) altalanos anaesthesiaban (60 mg/kg Thiopenthal, i.p.) a
scrotumot borotvalas majd Betadine-os lemosas utdn a bal here felett mintegy 2 cm hosszu
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incisiéval megnyitottuk. A bal here &vatosan antepositiora keriilt és testhdmérsékletii
fiziologias sooldattal atitatott steril textillel korbevontuk. A ductus deferens a spermaticus
vasculariraval egyiitt atraumatikusan (kisméretii Blalock tipusu érleszorit6 alkalmazasaval)
leszoritasra keriilt 30 percre. A jobb here intakt maradt. Az ischaemiat kdvetden a
mikrokeringési vizsgalatok elvégzése utan repositio tortént, majd 3/0-s Dexon-nal csomos
oltésekkel rétegesen zartuk a sebet, majd a sebvonalat fertdtlenitettiik. A Kontroll csoportban
(n=7) csak anaesthesia ¢s vérvételek torténtek. Mindkét csoport allatai fajdalomcesillapitoként
Flunixin-t kaptak (2,5 mg/kg, s.c.). A laboratoriumi vizsgalatokhoz 0,2-0,3 ml vért vettiink a
lateralis farokvéna 26 G-s tiivel valo pungélasaval (anticoagulans: 1,5 mg/ml K;-EDTA) az
ischaemia el6tt (alap), az ischaemiat kovetéen (I-30), a reperfusio 60. percében és az
1. postoperativ nap reggelén. A mikrokeringést laser Doppleres szoveti aramlasmérdvel a bal
herén az ischaemia el6tt és végén, valamint altatdsban az 1. postoperativ napon mindkét herén
mértiilk. A here felszinére helyezett szondaval ugyanekkor homérsékletmérés is tortént. Az
utolsé vértételt kdvetden (altatasban) a scrotum megnyitdsra keriilt, majd a microcirculatios
méréseket kovetden bilateralis orchidectomiat végeztiink szovettani vizsgéalatok céljabol.
Az allatok tilaltatasra keriiltek.

Eredmények:

A BFU értékek a leszoritas alatt lecsokkentek (p<0,001 vs. alap). Az ischaemiat
kdovetden és az 1. napon is még a kiindulasi értékektdl valamint az ép, jobb oldali here
értékeihez képest is szignifikansan elmaradtak (p<0,001). Az ischaemids here homérséklete
csak kismértékben csokkent. Az 1. postoperativ napra azonban jelentdsen megemelkedett az
alaphoz (p=0,002) ¢és az ellenoldali, intakt heréhez képest (p=0,039), annak ellenére, hogy
ennek a testisnek a hdmérséklete is emelkedett az alapértékekhez képest (p=0,02).

A fehérvérsejtszam az 1. napra szignifikdns mértékben megemelkedett a Kontroll
csoporthoz képest (p=0,001). A monocyta-granulocyta arany alapértékekkel szembeni
novekedése mar az ischaemiat kovetéen kimutathatd volt (p=0,018), amely a reperfusio 60.
percére (p<0,001), majd az 1. napig fokozodott (p<0,001). A thrombocyta szam is
megemelkedett az 1. napra (p=0,002 vs. alap, p<0,001 vs. Kontroll csoport). A I/R csoport
vordsvérsejtszam és a haematocrit valtozasai enyhe haemoconcentratiot jeleztek az 1. napra.

Az alaphoz képest alacsonyabb elongatidés index volt mérhetd az I/R csoportban a
reperfusio 60. percére (1 Pa-nal: p=0,028, 3 Pa-nal: p=0,048). Az 1. napra az értékek
alacsonyak maradtak (p=0,037 vs. Kontroll). Az El.x kismértékben csokkent, az SS;),
értekek enyhe foku emelkedést mutattak, de nem érték el a szignifikdns mértéket.

A voOrosvérsejt aggregatio index paraméterei az ischaemia végén vett vérmintdkban
alacsonyabbak voltak az alapértékekhez képest (M 5 s: p=0,003, M1 5 s: p=0,004, M 10 s:
p<0,001 vs. alap). A reperfusio 60. percére az értekek emelkedni kezdek (kivéve az M 5 s
indexet), az 1. napra jelentdsen magas értékeket elérve mindegyik aggregatiés index
paraméter esetén (p<0,001 vs. alap és vs. Kontroll). A Kontroll csoport értékei gyakorlatilag
valtozatlanok maradtak.

A szdvettani vizsgalatok a here koriili szoveti rétegek és az epididymis kézepes mértéki

crer

Konkluzio:

Az adatok a mikrokeringési zavarokkal parhuzamosan a szisztémas vénas vérbdl is
kimutathaté micro-rheologiai eltérésekre hivjak fel a figyelmet. Ebben a modellben a
vorosvérsejt deformabilitas csak kismértékben romlott, az aggregatio azonban jelentdsebb

mértékben fokozddott.
A fejezet alapjaul szolgalod kozlemény: Németh N, Kiss F, Klarik Z, Peté K, Vanyolos E, Toth L, Miko6 I, Furka
I, Clin Hemorheol Microcirc 2014;57:243-253.
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6.1.6. Cerebralis hypoperfusio
Hattér, célkitiizés:

A lokalis keringésdinamikai valtozasok ¢és a haemorheologiai paraméterek
kapcsolatanak egy masik aspektusat sertés modellen vizsgaltuk, a cerebralis hypoperfusio
vonatkozasaban.

Az agyi véraramlds meghatirozasdban az arterids, vénds és intracranidlis nyomads, a
cerebralis erek tonusa €s a keringd vér rheologiai tulajdonsagai jatszanak f6 szerepet. Akut
hemodinamikai valtozasok (artérids, vénds és a vénas sinusok oldalan), keringési shock,
traumas agyseériilés, cerebralis oedema, pulmonaris hypertensio, cerebralis vasoconstrictio
(pl. hyperventillatio miatt kialakuld artérias hypocapnia kdvetkeztében), metabolikus zavarok,
gyulladédsos és szabadgyOkos karosoddsok a cerebralis perfusiét nagymértékben
befolyasolhatjak.

Ebben a kisérletben vizsgalni kivantuk, hogy a kiilonb6zo keringésdinamikai hatdsok
milyen mértékben befolyasoljak a cerebralis perfusiot és a haemorheologiai faktorokat.

Anyagok és modszerek:

A kisérletbe (engedélyszam: 6/2002. DE MAB) 12 juvenilis (3 honapos) him és néstény
Durok/Cornwall sertést (3242,04 kg) vontunk be. Altatdsban (premedikacio: 2 mg/kg
azaperon, 1.v.; indukcié: 10 mg/kg ketamin, i.v.; fenntartas: 0,4 mg/kg/h midazolam + 0,2-0,4
pg/kg/h sufentanil + 0,3 mg/kg/h pancuronium, i.v.). Tracheostomia inferior késziilt a
kontrollalt 1¢legeztetéshez, majd a bal oldali arteria €s vena femoralis kiprepardlasra és
kaniildlasra keriilt a vérnyomas, szivfrekvencia direkt meghatarozasara, folyadékbevitel ¢€s
fart lyuk késziilt az os frontale-n, amelyeken keresztiil kaniilok és szenzorok (szoveti oxigén
tenzid - Licox oxygen sensor system, GMS, Németorszag; thermodilutios proba - QFlow 400
System, Hemedex Inc., USA; gliik6z, laktat, piruvat meghatarozasara microdialysis katéter -
CMAG600 Microdialysis Analyzer, Svédorszag) keriiltek bevezetésre, csontcementes tomités
mellett. A sinus sagittalis superior-ba kaniilt vezettiink be. A jobb hemispheriumba
intracranialis nyomasméré transzducer (Codman, Johnson&Johnson, USA), a sinus sagittalis
superior-ba kaniil keriilt bevezetésre cerebrovenosus vér vétele céljabol.

Nyugalmi periddust kovetden 30 perc hyperventillatio (HV, p,CO,=30 és 20 Hgmm),
majd norepinephrin addséaval (5-10 pg/kg/min) 30 perc arterids hypertensio (HT, cerebralis
perfusios nyomas: CPP>160 Hgmm), ezt kovetéen esmolol alkalmazasaval (1-1,5 mg/kg/min)
60 perc hypotensio (HoT, CPP: ~30 Hgmm) kovetkezett protokoll szerint, 30-30 perces
kozbeiktatott stabilizacidos szakaszokkal. A regionalis cerebralis véraramldsi adatok a
hemodinamikai valtozasokat jol tliikrozték (kiindulasi érték: 32,4+3,44, HV: 18,8+4,21, HT:
33,9+2,75 és HoT: 5,5+4,9 ml/100g/min).

Minden szakasz elején és végén parhuzamosan vért vettlink a kaniilalt a. és v.
femoralisbol, valamint a sinus sagittalis superiorbol. Meghatarozasra kertiltek a haematologiai
paraméterek, a teljes vér ¢és plazma viszkozitas, valamint filtrometrias modszerrel (5%-o0s
szuszpenzid, 5 pm porusatmérdju filter) a vorosvérsejt deformabilitds. A kisérlet végén az
allatok tulaltatasra keriiltek.

Eredmények:

A vérviszkozitds egyik vérmintdban sem véltozott szamottevéen a hyperventillatios
szakasz végére. A hypertensios szakasz végére kismértékben emelkedett mindharom vérminta
tipusban, a hypotensids szakasz végére az értékek az artérids és sinus mintdkban csdkkentek, a
vénasban novekedtek. A haematocrit a vér viszkozitassal azonos iranyu valtozasokat mutatott,
mig a plazma viszkozitds nem valtozott jelentdsen a kisérlet soran.

A vorosvérsejt deformabilitas filtrometrids modszerrel tortént meghatarozasakor azt
talaltuk, hogy a relativ sejt-tranzitidé (RCTT) szignifikdnsan megnyult a hyperventillatios
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szakasz végére a szisztémas vénas vérmintakban (p=0,041 vs. artérias alap, p=0,044 vs. vénas
kiindulasi érték, p=0,024 vs. artéria, p=0,005 vs. sinus). A hypertensios szakaszban az arterias
vérmintadkban volt emelkedettebb az RCTT (p=0,028 vs. kiindulési érték). A hypotensios
szakaszban a sinus sagittalis superiorbol nyert vérmintdkban volt mérhetd az alapértékekhez
képest tobb mint kétszeres RCTT emelkedés (p=0,038 vs. artérids alap, p=0,005 vs. sinus
kiindulasi érték), jelentésen romld deformabilitasra utalva. Ennek hatterében ugyanekkor a
felgyiilemlett laktat (2,2840,17 mmol/l vs. kiindulasi 1,08+0,21 mmol/l) és pH csokkenés
(7,321£0,025 vs. kiindulasi 7,377+0,005) Iehetett az oka.

Osszegzés, konklizio:

A hyperventillatioval, artérids hyper- vagy hypotensioval eldidézett cerebralis
hemodinamikai valtozasok hatassal vannak a keringd vér rheologiai tulajdonsigaira. Az
eredményekbdl az latszott, hogy nemcsak az ischaemia, hanem a hypoperfusio is ronthat a
haemorheologiai paramétereken, elsésorban a vordsvérsejt deformabilitdson a felhalmoz6do
metabolitok és lokalis acidozis hatésara.

Az ischaemia-reperfusio és a hypoperfusio hatasara létrejovo lokalis és szisztémas
haemorheologiai valtozasok pontosabb megismeréséhez és megértéséhez azonban tovabbbi
vizsgalatok sziikségesek. Frzékeny mérémoédszerek és a szoveti mikrokeringés lehetéség
szerinti parhuzamos vizsgalata segithetnek abban, hogy pontosabb képet kaphassunk az in

vivo rtheologiai viszonyokrol.
A fejezet alapjaul szolgald kdzlemény: Németh N, Soukup J, Menzel M, Henze D, Clausen T, Rieger A, Holz C,
Scharf A, Hanisch F, Furka I, Mikoé I, Clin Hemorheol Microcirc 2006;35:59-65.

6.2. Vascularis beavatkozasok haemorheologiai hatasainak vizsgalatai

A hemodinamikai valtozasok, a nyirofesziiltség nagysaga és expozicios ideje, a vér
oxigenizaltsagi allapota és a metabolikus tényezOk a vér micro-rheologiai tulajdonségait
befolyasolhatjadk. Mindezek alapjan felmeriil a kérdés, hogy az érrendszeren végzett
kiilonbozé sebészeti beavatkozasok, mint ér-anastomosis készités, ér-graft beiiltetés,
mennyiben befolyasoljak a vordsvérsejt deformabilitdst és aggregatiot. A gondolatot
megforditva, vajon lehet-e ezen paraméterek vizsgalataval kovetkeztetni az anastomosis
illetve az ér-graft funcionalis allapotara?

A témakorben két tanulmanyt végeztiink: (1) mikrosebészeti mdodszerekkel kialakitott 0j
arterio-venosus shunt modell hemodinamikai, microcirculatiés ¢és micro-rheologiai
tulajdonsagait elemeztiik patkanyban, (2) periférias érszakasz mivi grafttal vald potlasanak
véraramlastani hatasait kovettiik beagle kutyakon.

6.2.1. Miivi arterio-venosus shunt jelenléte
Hatter, célkitiizes:

A jol mikodd, periférias erek kozott elkészitett érett miivi arterio-venosus (AV) shunt
fontos szerepet jatszik uraemias betegek haemodialysisénél az érpalyahoz valdo megfeleld,
rendszeres hozzaférés biztositdsaval. Az anastomosisok készitésénél a szovodmények
elkeriilése, a shunt hosszutavi nyitvamaradasa szempontjabodl is a sebészi biztonsagra valo
torekvésnek Oridsi szerepe van. A shunt-0k geometridjanak, &ramldsi viszonyainak,
histomorphologiai sajatsagainak tanulmanyozéasara kiilonb6z6 allatkisérletes modellek
alkalmasak az egért6l a sertésig. A shunt jelenlétébdl és érésébdl adodd akut/kronikus
hemodinamikai  Osszefliggései a  micro-theologiai  paraméterek  lokalis-szisztémas
valtozasaival azonban kevésbé ismertek.

Egy 0j shunt modell kialakitasat tiztiik ki célul patkanyok saphena erei k6zott, amely a
teljes keringést nem terheli meg, mint mas modellek (pl. femoralis arterio-venosus shunt), de
alkalmas a lokélis véraramlastani és az érintett végtag microcirculatios paramétereinek
tanulmanyozésara a shunt érése soran.
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Anyagok és modszerek:

Kisérleteinket (engedélyszam: 37/2007., 6/2008. DE MAB) 22 him és ndstény CD
outbred patkéanyon (336,8+71,75 g) végeztilk az alabbi kisérleti csoportokban. 1. Kontroll
csoport (n=6): miitét nem tortént, normal kontrollként szolgalé csoport. A mintavételek és a
lenti vizsgalatok torténtek. II. AV shunt csoport (n=16): altatasban (60 mg/kg, Thiopenthal,
1.p.) a bal femoralis régi6 medialis teriilete feltarasra keriilt, majd a v. saphena medialis és az
a. saphena kozott end-to-side anastomosis keriilt kialakitasra mikrosebészeti modszerekkel,
10/0-s monofilament polyamid varréanyaggal (Black Nylon). Az atjarhatdség ellendrzése
utdn a sebzaras 5/0-s polyglycolsav varrdéanyaggal (Dexon) tortént. A jobb oldali végtag
intakt maradt a tovabbi vizsgalatokra.

A postoperativ napokon az allatok mozgasa és a mancs szine rendszeres megfigyelésre
keriilt. A shunt-6k érését biztosité iddszakot kdvetden a postoperativ 8-12. hét kozott Gjra
elaltattuk az allatokat. A mitott és nem mitott végtag, valamint a kontroll csoport
végtagjainak mikrokeringését laser Doppler scanner-rel vizsgéltuk (Perimed, Periscan PIM II
Laser Doppler Perfusion Imager, Perimed AB, Svédorszag). A jobb oldali arteria carotis
communis preparaldsra ¢és kaniildldsra keriilt az artérids kozépnyomds és szivfrekvencia
mérése céljabol (Haemosys rendszer, Experimetria Kft.). Az ép €s a mutott saphena erek
aramlasat Transonic T206 késziilékkel (Transonic Systems Inc., USA; probe: 1RB2759)
mértiik (véraramlds ml/min-ben kifejezve). A méréseket kdvetden 0,2-0,3 ml-nyi vért vettiink
(26 G-s tii, anticoagulans: K3-EDTA, 1,5 mg/ml) a v. saphena medialis-bol és az a. saphena-
bol a shunt teriiletén és az ellenoldali ép végtagon egyarant, majd az allatok extermindlésra
keriiltek. A shunt és az ellenoldali erek szdvettani vizsgalatok céljabol keriiltek kimetszésre.

Eredmények:

A laser Doppleres mérések soran a vizsgalt borfelszin régié (region of interest, ROI)
BFU értékeibdl adodod Osszesitett szamadatok a miitott végtag combjan kismértékil
novekedést mutattak (shunt oldal: 2,09+0,15, nem mitott oldal: 2,06+0,21, Kontroll:
1,96+£0,06). A mancsok teriiletén azonban alacsonyabb értékek (1,26+0,08), mutatkoztak a
nem miitott oldalhoz (1,49+0,18) és a Kontroll csoporthoz képest (1,46+0,07).

A Kontroll és az AV shunt csoport kozott nem volt kiilonbség az artérids kdzépnyomas
(129,2+15,5 és 139,1+17,8 Hgmm) és a szivfrekvencia kozott (403,1£97,8 és 399,7+102,2
min"). A késébbi szdvettani vizsgalatokkal is igazolt érett shunt-0k artérids és vénas
szarainak véraramlasi értékei a nem miitott oldali erekhez képest nagyobbak voltak (p<0,001
¢s p=0,006), de a Kontroll csoport értékeitdl elmaradtak. Egyuttal az dramlési értékek arterio-
venosus aranya is csokkent.

A micro-rheologiai paraméterek elemzésekor azt taldltuk, hogy a voOrosvérsejt
mutott oldali és a Kontroll csoport AV adataihoz képest. A voOrdsvérsejt deformabilitas
vizsgalatakor (slit flow ektacytometer) az ép oldalon mutatkoz6 kismértéki, de jol kivehetd
arterio-venosus kiilonbség a shunt oldalrél vett vérmintdkban elmosddott, alacsonyabb
elongatios index értékeket mutatva mind az artérias, mind a vénds vérmintakban.

Konkluzio:
Az arteria saphena és a vena saphena medialis kozott mikrosebészeti modszerekkel
létrehozott end-to-side anastomosiok utdnkovetéses vizsgalata sordn is jol kovethetd volt az

arterio-venosus micro-rheologiai paraméterek valtozasa, kiegyenlitédése.
A fejezet alapjaul szolgald kozlemény: Hevér T, Németh N, Brath E, Téth L, Kiss F, Sajtos E, Matyas L,
Szaszko6 J, Drimba L, Peitl B, Csiki Z, Miko I, Furka I, Microsurgery 2010;30:649-656.
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6.2.2. Vascularis graft jelenléte
Hattér, célkitiizés

A nyitott mitétek koziil a bypass operdciok, graft beiiltetések még mindig nagy
jelentdséggel birnak az érsebészeti gyakorlatban. A korai postoperativ idészak azonban
mindig kritikus. Kiilonb6z6 szintetikus ér-graftok beiiltetése kapcsdn a bio- és
haemocompatibilitds mellett, a keringd vorosvérsejtekre hatd mechanikus stressz is alapvetd
fontossagu haemorheologiai nézdpontot jelent, féleg a kis atmérdjii graftok esetén. A korai
thrombosis problémaja a kis atmérdji miivi graftok esetén még mindig nagy kihivast jelent.
Nem teljes mértékben tisztazott még, hogy a megvaltozott véraramlasi tulajdonsagok mikor
érnek el olyan mértéket, amely mar thromboticus szovédmény kialakuldsdhoz vezethet.

Kisérletes modelliink kialakitasakor feltételeztiik, hogy a micro-rheologiai paraméterek,
beleértve a vordsvérsejt deformabilitds- és a membran (mechanikus) stabilitasi jellemzoket,
romlast mutathatnak a korai postoperativ idOszakban, és jelentoségiik lehet a lehetséges
komplikéciok eldrejelzésében illetve kimutathatosdgaban.

Anyagok és modszerek:

A kisérleteket him €s néstény beagle kutydkon (10,8+1,3 kg) végeztiik (engedélyszam:
20/2011. DE MAB). A Kontroll csoportban (n=4) 2 éras altatas tortént (10 mg/kg ketamin +
0,1 mg/kg xylazin, i.m.). Az Ergraft csoportban (n=5) altatasban feltirasra keriilt a bal oldali
arteria femoralis, amelybdl 3,5 cm-es excisiot végeztiink, helyére azonos hosszisagi, 3 mm
atmérdju politetrafluoretilén (PTFE) graft kertilt beiiltetésre end-to-end anastomosisokkal, 6/0-s
polypropylen varréanyag hasznalataval. Az érkirekesztés iddtartama 25+3,1 perc volt.
Anticoagulans kezelésként a miitét alatt intravéndsan 1000 NE Na-heparint, az 1. és a 3.
postoperativ napokon pedig subcutan 500 NE enoxaparint (Clexane) alkalmaztunk mindkét
csoportban. Fajdalomcsillapitasként 1 ml/10 kg metamizolt hasznaltunk (1g/2ml Algopyrin,
i.m.), kozvetleniil az operacié utdn és az 1. postoperativ napon. A miitétet kovetden, valamint
az 1., 3., 5., 7. és 14. postoperativ napon mindkét hatso végtag borhdmérsekletét mértiik, az
allatok mozgasat-jarasat figyeltiik, a vena cephalica-bol vérvétel tortént haematologiai,
haemostaseologiai €¢s komplett haemorheologiai vizsgalatokra.

Eredmények:

A kéthetes kovetési idoszak alatt sem korai, sem késéi mitéti komplikaciot nem
tapasztaltunk: az allatok mozgésa zavartalan volt, végtagkeringési problémara utal6 jelet nem
lattunk, a miitott és a nem mitott végtag boérhdmérsékletének ardnya nem valtozott. A
haematologiai paraméterek az akut fazis torténéseket tiikrozték az elsd postoperativ héten
megemelkedett fehérvérsejt- €s thrombocyta szammal. A haematocrit és a vordsvérsejtszam
csokkent a kdvetéses periddus soran mindkét csoportban. Az aktivalt partialis thromboplastin
id6é a 3. postoperativ napon (p=0,048 vs. alap) és a 7. napon (p=0,012) megemelkedett az
Ergaft csoportban. A fibrinogén koncentracio szintén az Ergaft csoportban novekedett a korai
postoperativ idészakban. Az 1. napi magasabb értékek utan fokozatosan csokkenés volt
megfigyelhetd a masodik hét végéig.

Az Ergraft csoport aggregatiés index (AI%) értékei kismértékben néttek az 1., 3. és az
5. postoperativ napokon az Amp értékek parhuzamos emelkedésével (a 7. napon p=0,008 vs.
Kontroll). Az 5. napig a t, értékek gyorsabb kinetikaju aggregatiora utaltak az Ergraft
csoportban. Az Ergraft csoport fénytranszmisszios elven mért M 5 s és M 10 s aggregatios
index értékei szignifikdns mértékii emelkedést mutattak az 1. postoperativ héten. Az M 10 s
index értékek mutattdk a legnagyobb mértékii kiilonbséget a két csoport kozott (az 1. napon
p=0,029 vs. alap; a 3. napon: p<0,001 vs. alap és vs. Kontroll; az 5. napon: p=0,006 vs. alap
¢s p<0,001 vs., Kontroll; és a 7. napon: p=0,006 vs. alap).

A hagyomanyos ektacytometrids mérések soran a kalkulalt El,x folyamatos csokkenést
mutatott, legnagyobb mértékben az Ergraft csoportban, ahol a 7. postoperativ napon mutatta a
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legalacsonyabb értékeket (p<0,001 vs. alap; p<0,001 vs. Kontroll). Az SS,, [Pa] értékek
szignifikansan magasabbak voltak az Ergraft csoportban a 3. napon (p=0,029 vs. Kontroll),
majd a 7. napra csokkentek (p=0,025 vs. alap és p=0,042 vs. Kontroll), a 14. napra Gjra
megemelkedtek (p=0,011 vs. Kontroll). Osszességében az adatok vorosvérsejt deformabilitas
romlasra utaltak.

Az ozmotikus gradiens ektacytometrids (osmoscan) mérések soran nyert paraméterek
koziil a maximalis elongatiés index alacsonyabb volt az Ergraft csoportban, ahogy az a
hagyoményos ektacytometrids mérések eredményeiben is latszott. A minimalis elongatios
index értékek kismértékben, de nem szignifikansan voltak magasabbak az 1., 3., 5. és 14.
napokon az Ergraft csoportban. Ezzel parhuzamosan a vonatkozé ozmolalitas értékek a
Kontroll csoporthoz viszonyitva hasonloak, kismértékben alacsonyabbak vagy éppen
magasabbak voltak, kiilonosebb osszefiiggés nélkiil. Az Ergraft csoport Area parameter (az
elongati6és index-ozmolalitas gorbe alatti teriiletébdl kalkulalt valtozd) a legalacsonyabb
értékeket a 3-7. napokon mutatta (a 3. napon p=0,005, az 5. napon p=0,017 és a 7. napon
p=0,061 vs. Kontroll; ugyanekkor p=0,056 vs. alap).

A membranstabilitas vizsgdlatdhoz kétféle protokollt hasznaltunk, 60 Pa nyiréfesziiltség
300 masodpercig, illetve 100 Pa nyirdfesziiltség 300 masodpercig. Az alkalmazott
mechanikus stressz el6tt és utan elvégzett normal ektacytometrids mérések eredményei
kertiltek Osszehasonlitdsra. A mechanikus stressz utdn az elongatiés index értékek minden
esetben szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a stressz el6tti allapothoz képest (p<0,001, a
0,95-30 Pa nyirofesziiltség tartomanyban). Ez a kiilonbség sokkal kifejezettebb volt, amikor a
100 Pa-os protokollt alkalmaztuk. A membranstabilitas vizsgalatok az Ergraft csoportban
egyrészt alacsonyabb deformabilitasi profilt, masrészt a mechanikus stressz hatasara 1étrejovo
beszlikiilt deformabilitids-valtozasi képességet jeleztek. Az ektacytometrids méréseknél a
legnagyobb valtozasokat a 7. napon lathattuk. A mechanikus stabilitas eredményeit tovabb
elemezve a legszembetlindbb mértékii kiilonbségeket is ezen a napon lattuk.

Osszegzés, konklizio:

A kisérletben kimutattuk, hogy unilateralisan az arteria femoralis érszakasz 3,5 cm
hosszusagu, 3 mm atméréji PTFE grafttal valo potlasakor, az elsd postoperativ héten
nagyrészt lezajlanak a haematologiai, vorosvérsejt aggregatios €s coagulatios idéparaméterek
valtozasai. Az Ergraft csoportban a vorosvérsejt aggregatio az 1-3. napon volt jelentésen
fokozott, mig a vorOsvérsejt deformabilitas a 3., az 5. és foként a 7. postoperativ napon
mutatott szignifikdns mértékli romlast. A vordsvérsejt mechanikus stabilitasi teszt ezeken a
napokon jol kimutathatd kiilonbségeket adott az Ergraft csoportban a sejtek mechanikus
stresszel szembeni csokkent tlir6képességét mutatva, egylittesen az eleve rosszabb
deformabilitasi értékekkel. A 7. nap sordn mért legrosszabb deformabilitasi paraméterek
egybeeshettek a graftot kritikusan sziikitd, illetve elzaré longitudindlis thrombus
kialakulasadval, amelyet az wutdlag végzett szovettani vizsgalatok megerdsitettek.
Feltételezhetd, hogy a vérrog-képzOddés mar a korai posztoperativ napokban megkezdddhetett
¢s a 7. napra érhette el azt a mértéket, amely mar micro-rheologiai valtozasokhoz vezetett. Ez
felhivhatja a figyelmet a vordsvérsejt deformabilitds és vorosvérsejt mechanikus stabilitds
mérésének fontossagdra az érgraft beiiltetését kovetdé korai postoperativ napok

monitorozasakor.

A fejezet alapjaul szolgald kozlemények: (1) Toth Cs, Kiss F, Klarik Z, Gergely E, Toth E, Pet6 K, Vanyolos E,
Miko I, Németh N, Korea-Aust Rheol J 2014;26:209-215.; (2) Téth Cs, Klarik Z, Kiss F, Toth E, Hargitai Z,
Németh N, Acta Cir Bras 2014;29:320-327.
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7. MEGBESZELES, OSSZEGZES

A haemorheologiai paraméterek klinikai és kisérletes vizsgalatai szamos korképben és
pathophysiologiai folyamat kapcsan nyujtanak informacidét a vér alakos ¢és plazmatikus
komponensei aramlési tulajdonsagairol a keringés kiilonbozd szakaszain. Az elmult évtizedek
soran a meghatarozasukra alkalmas mérédmiuszerek latvanyos fejlddésen mentek keresztiil.
A viszkozimetria kiillonboz6 formai, majd a filtrometria, a fénytranszmisszios aggregometria
¢s az ektacytometria megjelenésével a klinikai haemorheologia nagyléptékii fejlodése
valosulhatott meg.

A mérésekhez megfeleld standardokra van sziikség, hogy az eredmények megbizhatdan
keriilhessenek értékelésre, Osszehasonlitisra. Az els6 haemorheologiai nemzetkdzi
méréstechnikai utmutatd 1986-ban jelent meg ,, Guidelines for measurement of blood viscosity
and erythrocyte deformability” cimmel. 2005-ben a Magyar Haemorheologiai Tarsasag
¢gisze alatt is megjelent egy magyar nyelvii Gtmutaté a hazankban elérhetd miiszerekre
vonatkoz6 modszertani ajanlasként. Az 1986 ota eltelt idoben szamos Uj miiszer jelent meg,
tobb méréstechnikai tanulmany is késziilt, ezért 2007-ben egy j nemzetkdzi munkacsoport
alakult (Committee for Guidelines of Assessment of Hemorheological Parameters), amelynek
Magyarorszagrol én lehettem a meghivott tagja. A munkacsoport iiléseket, workshop-okat
rendezett, tovabbi kiegészitd dsszehasonlitdé méréstechnikai tanulmanyokat végzett, majd az
International Society for Clinical Hemorheology és a European Society for Clinical
Hemorheology and Microcirculation égisze alatt elkészitette az 1) haemorheologiai
laboratoriumi méréstechnikai Osszefoglald cikket ,, New guidelines for hemorheological
laboratory techniques” cimmel, amely 2009-ben jelent meg.

A kisérletes haemorheologia azonban nemcsak human vérmintakat hasznal fel, hanem
az adott kérdéskor megvalaszoldsara a laborallat-tudomanyi elveknek megfeleléen
kivalasztott kisérleti/laboratérium allatfajok vérmintait vizsgalja. Az eredmények alapjan is
latszik, hogy a kisérletes haemorheologia kihivésai igen Osszetettek, és szamos kérdés még
nem tisztdzott. Az eredmények megfeleld értékeléséhez, 0Osszehasonlithatosagahoz,
extrapolalhat6sagahoz pedig ezek elengedhetlenek.

Az Osszehasonlitd és méréstechnikai vizsgalatok tapasztalatai a kisérletes
haemorheologiai  kutatdsok megbizhatobb méréseit ¢s eredményeinek pontosabb
értékelhetdségét segithetik. Az eredmények alapjan a kisérletes haemorheologiaban szamos
szempont ¢€s tényezd azonosithatd, amelyek a huméan vérmintdk rheologiai méréseire sz0l6
ajanlasoktol eltérnek:

- A Kkisérleti/laboratoriumi  allatok  haemorheologiai  paraméterei  jelentOsen
kiilonbozhetnek egymastol, amely fajspecifikus illetve inter-species kiillonbségek nem
tekinthetdek konzekvensnek, kimutathatésaguk metodika-fiiggd.

- A Kkisérleti/laboratoriumi allatok haemorheologiai paraméterei nemi kiilonbséget
mutatnak, amelyek nem azonos iranytiak az emberben adodo kiilonbségekkel.

- Az adott metodika szerinti szlikséges vérminta és az adott kisérleti allattol egyszeri vagy
ismételt vérvételekkel levehetd vérmennyiség kozotti diszkrepancia (féleg ragesalok
esetén) a méréstechnika lehetdség szerinti modositasat igényelheti, amelyekhez
standardizacids, Osszehasonlitod vizsgalatok mindig sziikségesek.

- A vérvételeknél szem eldtt kell tartani, hogy a micro-rheologiai paraméterek arterio-
venosus illetve aorto-porto-cavalis kiilonbségeket mutathatnak.

- Altaldnos méréstechnikai szempontok koziil: az alkalmazott anticoagulans (pl.
K;-EDTA, Na-heparin) és a minta tarolasi ideje és homérséklete (“in vitro aging”),
valamint a centrifugalads micro-rheologiai paraméterekre kifejtett hatasa kiillonbozhet a
fajok kozott.

- Mbodszerspecifikus méréstechnikai  szempontok kozil: jelentds érzékenységbeli
kiilonbség adodhat a sejtméret-porusméret ardny révén filtrometrids méréseknél, az
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alkalmazott szuszpenzios oldat eltérd viszkozitdsa miatt ektacytometrias méréseknél, az
applikalt nyirofesziiltségtdl fliggden az osmoscan teszt, és a mechanikus stressz
nagysaga ¢s iddtartama révén a membranstabilitasi teszt sordn.

Az eredmények felhivhatjdk a figyelmet a kiilonbozo allatfajok vérmintainak
haemorheologiai méréseinél a human laboratérium standardoktdl sok esetben eltérd
szempontokra és buktatokra. A haemorheologiai, és kiemelten a micro-rheologiai paraméterek
(vorosvérsejt deformabilitds, vorosvérsejt aggregatio) Osszehasonlité vizsgélatai adatokat
szolgaltathatnak a faji- ¢és nemi kiilonbségek, valamint a mintavételi, mintakezelési,
mintataroldsi, mintaelokészitési standardok kialakitasdhoz, figyelembe véve az adott
méromuszerek érzékenységét, modszerspecifikus vonatkozasait is.

A humén laboratériumi haemorheologiai méréstechnikai utmutatokhoz hasonld,
allatkisérletekre és haemorheologiai kisérletes sebészeti kutatdsokra vonatkozd ajanlds nem
ismert. Az eltérések, hasonlosagok, specialis kihivasok ¢és az eddig felhalmozodott
eredmények ¢és tapasztalatok aldtdmasztjdk egy experimentalis haemorheologiai
méréstechnikai utmutato elokészitését.

A jol értékelhetd kisérletes haemorheologiai eredmények hozzajarulhatnak szamos
pathophysiologiai folyamat és korkép soran kialakulhatdé microcirculatiés zavarok jobb
megértéséhez, prognosztizalasahoz és a terapias lehetdségeinek vizsgalatahoz.

A haemorheologiai 0Osszehasonlitdo vizsgdlatok, a fajok kozti altaldnos és nemi
kiilonbségek feltarasa, a sziikség szerinti moddszertani adaptacios munkédk jelenthetik a
megbizhatd haemorheologiai mérések hatterét adott kisérletes modellhez (1. abra).

N

fajspecifikus
kiilonbségek médszer_tani
\ standardizicio Td6Takior
/ (ischaemia iddtartam)

komparativ
vizsgalatok

. /
nemi

kiilonbségek ischaemia-reperfusios _‘ valtozdsok ‘

— dinamikaja
kisérletes sebészeti modellek !
prevencigs-ferapias
lehetdségek

microcirculatios
vizsgalatok

(

vérgaz, sav-bazis

lokalis és szisztémas
rheologiai valtozasok

postoperativ napok
torténései

kapcsolodé
komplex vizsgalatok

histomorphologiai
vizsgalatok

I
haematologiai,

paraméterek keringésdinamikai haemostaseologiai,
modszerek rutin kémiai
~— vizsgalatok
1. dbra

Az ischaemia-reperfusios kisérletes sebészeti kutatasok fo6 haemorheologiai kérdéskorei,
és a megvalaszolasukat segitd vizsgalatok

Az I/R haemorheologiai és mikrokeringési hatdsa maig nem tisztazott teljesen. A mar
visszafordithatatlan karosodashoz vezeté ischaemia id6tartama adott szerv, szerv-rendszer
tekintetében pontosan még nem azonosithaté. A reperfusio koriilményei (homérséklet,
intermittalads), a valtozasok mértéke, a lokalis és szisztémds eltérések kiilonbségei,
kiegyenlitédésiik dinamikaja részben nyitott kérdés még (1. abra). A preventiv és terapias
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lehetdségek szempontjabdl mindezek pontosabb megismerése, feltarasa nagy jelentOséggel
bir. Bar a pathomechanizmus szdmos eleme és tényezdje azonosithatd, azok egymast

potencirozd hatdsardl, a micro-rheologiai valtozasok irreverzibilitasinak hatararol,

valtozasok in vivo jelentdségérdl kevés €s ellentmondasos adat all rendelkezésre.

Kisérleteink eredményeit tekintve is Osszetett a kép, hiszen nem minden esetben
talaltunk egy-egy tényezdt (pl. vér sav-bazis paraméterek) elsddleges meghatarozo jellegiinek,
mig mas modellben igen. A vorosvérsejt deformabilitasi és aggregatids valtozasok egylittesen,
hasonldé nagysagrendben, de egymastdl eltérd mértékben is megjelenhetnek kiilonbozo
szervek ischaemia-reperfusioja soran. A 1. tdblazat kiilonb6z6 idétartamu és lokalizacioji
ischaemia-reperfusio haemorheologiai fébb eredményeit, megéllapitisait foglalja Ossze

kisérletes modelleken.

I. tablazat: Ischaemia-reperfusios kisérletes modelljeink f6bb eredményei, megallapitasai

Szerv/régioé

Faj

Az ischaemia
idotartama

Fé6bb eredmények,
megfigyelések

Hatso6 végtag

patkany

1 ora

A vorosvérsejt  deformabilitas  1-2.
bekdvetkezd  szignifikdns — mértéka
allopurinolos eldkezeléssel.

postoperativ.  napra
romlasa  kivédhetd

patkany

1 ora

A vordsveérsejt deformabilitds romlasa nemi kiilonbségeket
mutat a korai postoperativ napok soran, amelyet az elGzetes
gonadectomia modosit, kifejezettebb postischaemids
valtozasokat eldidézve.

patkany

1 éra

kimutatasara
valtozasok

romlas
a korai

A postischaemias microcirculatios
kidolgozott laser Doppler-es teszttel
intraoperativ vizsgalhatoak.

patkany

2 ora

A csokkené pH és lokalis haemoconcentratio a reperfusio elsé
orajaban arterio-venosus kiilonbségeket mutathat.

kutya

3 6ra

Szignifikansan romlo vordsvérsejt deformabilitas mutathato ki a
2-3. postoperativ napokon. Haemoconcentratio az 1. napra,
emelkedd fibrinogén koncentracio és plazma viszkozitas az 1-5.
napon jelentkezik. A haemorheologiai és haemostaseologiai
valtozasok lokalis hiités alkalmazasa mellett kifejezettebbek.

Vese

kutya

45 perc

A reperfusio els6 30 percében mutatkozd vOrdsvérsejt
deformabilitas rosszabbodas nem, de az 1-2. postoperativ napra
jelentkez6 romlés allopurinollal kivédheto.

Maj

kutya

3x15 perc

Pringle (Béaron) mandver sordn a lokalis haematocrit, a
vorosvérsejt aggregatio ¢és fehérvérsejtszam jelentdésen ndé a
portalis vérmintdkban a leszoritds hdromszori ismétlése utan.

Vékonybél

patkéany

30 perc

A portalis és cavalis vénds vérmintdkban romlott vorosvérsejt
deformabilitas volt kimutathato a reperfusio els6 30 percében. A
vOrosvérsejt aggregatio a portalis mintakban fokozottabb volt.

kutya

30 perc

A voOrosvérsejt deformabilitis a 3. postoperativ napra
rosszabbodott.

Musculus
latissimus
dorsi lebeny

kutya

1 6ra

A kontroll oldali izomlebennyel &sszehasonlitva a lokalis
haematocrit a reperfusio els6 orajaban fokozatosan nétt a lebeny
vénajaban

(v. thoracodorsalis), mig a vordsvérsejt aggregatio fokozdodas a
reperfusio elsd 15 percében volt kifejezettebb.

Testis

patkany

30 perc

A vordsvérsejt deformabilitdas  kismértékben romlott, az
aggregatio azonban jelent6s mértékben fokozodott az 1.
postoperativ napra.

Supra- vagy
infrarenalis
aorta
abdominalis

leszoritas

patkany

1 éra

A vorosvérsejt deformabilitds romléas bar jol kimutathat6 volt a
reperfusio elsd¢ orajaban, a metabolikus (laktat koncentracio
emelkedés és a pH csokkenés) és keringésdinamikai valtozasok
a micro-rheologiainal nagyobb mértékiiek voltak.
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A haemorheologiai paraméterek vizsgalata azonban Onmagaban nem elegendd egy
olyan Osszetett torténéssorozat, mint az ischaemia-reperfusio tanulmanyozasahoz.
Keringésdinamikai, microcirculatidés, haematologiai, haemostaseologiai, rutin kémiai,
enzimologiai és hisztomorfologiai vizsgalatok segitenek a megértésben (1. éabra). Egy
allatmodellen —fiiggéen a laboratoriumi allat fajatél és figyelembe véve a vonatkozo
laboréllat-tudomanyi szempontokat— nem minden esetben lehet ennyi vizsgalati mddszert
alkalmazni, mar csak a sziikséges mintamennyiségek, illetve adott esetben az invazivitas
mértéke, valamint a kdvetéses vizsgalatok tekintetében sem.

Az eredmények értékelésénél figyelembe kell venni azt a tényt is, hogy a jelenleg
elérhetd haemorheologiai vizsgdlomoddszerek ex vivo vérmintakon, és sok esetben sz¢€lsdséges
mikrokdrnyezetben vizsgéaljadk a sejteket (pufferek, magas viszkozitdsu makromolekula
oldatok, extrafiziologias nyirofesziiltség értékek). Igy a valodi in vivo micro-rheologiai
torténések rejtve vannak még. Az intravitalis videomikroszkopos modszerek is az aramlasi
sebességet, a capillarisok allapotat, akar a benne 1évé aggregatumok azonositasaval, vagy
jelolt sejtek (ez sem élettani mar) eloszlasi dinamikajat képesek vizsgalni. Jelenleg nem
ismert olyan vizsgalomddszer, amely in vivo, valdés idében és adott keringési teriileten
lokalisan képes lenne mérni a vordsvérsejtek deformabilitdsdnak valamelyik eddig ismert
vagy akar 0j paraméterét, illetve elemezni tudna az in vivo aggregatiot az ex vivo vizsgalatok
részletességével. Az ilyen miszer technikai kihivast jelent, nemcsak az esetlegesen 1j
modszer kialakitdsa, hanem a keringési rendszerbe valo bejuttatasa és pozicionalasa kapcsan
is (invazivitas mértéke, ératméréd limitacid, vérsejtek mechanikus karosodasa,
haemocompatibilitas). A jovo talan () mddszereket is hoz, amelyekhez Gjabb méréstechnikai
szempontok, standardizacids és 0sszehasonlithatosagi kérdések adodnak majd.
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8. UJ MEGALLAPITASOK, GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAG

Kutatdomunkank sordn haemorheologiai méréstechnikai Osszehasonlitd és modszertani
standardizacids vizsgalatokat, human vérmintak ¢€s kiilonbozé kisérleti/labortoriumi allatfajok
haemorheolgiai komparativ vizsgalatait végeztiink, és ezen tapasztalatok szerzésével majd
alkalmazaséaval kiilonboz6 szervek, szervrendszerek ischaemia-reperfusioja soran kialakulo
véraramlastani és mikrokeringési valtozéasait elemeztiink kisérletes sebészeti és
mikrosebészeti modelleken.

Az eredmények alapjan az egyes témakorok fobb megallapitdsai az aldbbiakban
fogalmazhatoak meg.

Haemorheologiai mddszertani dsszehasonlito vizsgalatok, méréstechnikai standardizacio:

1. Az Aallatkisérletek soran a megfeleldé vérvételi lokalizaci6 megvalasztasdhoz
Osszehasonlitdo adatokat szolgéltattunk, kimutatva CD patkanyoknal a voOrdsvérsejt
deformabilitas és a vorosvérsejt aggregatio jelentOs arterio-venosus, illetve aorto-porto-
cavalis micro-rheologiai alap kiilonbségeket. A legalacsonyabb elongatidés index
értékeket az artérias vérmintdkban mértiik, a legmagasabbat a szisztémas vérmintakban.
A portalis vérmintak értékei e kettd kozé estek. Az aggregatios index alacsonyabb volt a
szisztémas vénas vérmintakban, mint az artéridsban és a portalis mintadkban. Az adatok a
mintavételi hely standardizalasanak fontossagdra hivhatjadk fel a figyelmet, és
hozzéjarulhatnak az ischaemia-reperfusio, illetve kiilonféle arterio-venosus €s porto-
cavalis shunt-0k készitése révén kialakuld rheologiai eltérések jobb megértéséhez.

2. A vorosvérsejt deformabilitas ektacytometrias (slit flow) meghatarozasa kapcsan el6szor
mutattuk ki, hogy a mintavételnél alkalmazott anticoaguldnsok (K3-EDTA, Na-heparin)
mérési eredményekre kifejtett hatdsa kiilonbozhet a laboratoriumi allatfajokban. CD
patkanyok esetén nem talaltunk kiilonbséget, beagle kutyak heparinnal anticoagulalt
vérmintaiban azonban szignifikansan alacsonyabb elongatios index értékeket mértiink.

3. Adatokat szolgaltattunk CD  patkanyok ¢és beagle kutydk vérmintdinak
szobah6émérsékleten vagy hiitéssel torténd tarolasa soran bekdvetkezé micro-rheologiai
valtozadsok mértékérdl. Eldszor mutattuk ki patkdny vérminta szobahdmérsékleten valod
tarolasa soran jelentkezd bifazisos jellegli vorosvérsejt aggregatids index csokkenést és a
latszolagos ,,normalizalodast”. Ajanlhatd, hogy kutya és patkdny vérmintdknal a
deformabilitasi méréseket 4-6 6ran beliil el kell végezni, de a legjobb 2 oran belill. Az
aggregatios méréseket patkany vérmintdkon lehetdleg kozvetleniil a vérvételt kovetden el
kell végezni. Human vérmintak deformabilitas értékei 6 oran, az aggregatiés mérések
szobahdémérsékleten 4 6ran beliil stabilak. Az aggregatios mérések ideje hiitéssel mintegy
12 6raig prolongalhat6, deformabilitas méréseknél 6 6ran tul mar romlasra kell szdmitani.

4. Centrifugélas micro-rheologiai hatasait vizsgéalva azt talaltuk, hogy az 500 g, 1000 g vagy
1500 g erével 10 percig 15 °C-on végzett centrifugalas hatdsara a vorosvérsejt
deformabilitasi ¢és ozmotikus gradiens ektacytometrids paraméterek, valamint a
membranstabilitds (100 Pa nyiréfesziiltség 5 perci alkalmazasa utdn) nem valtozik
jelentdsen patkany, kutya, sertés és emberi vérmintdkban. A vordsvérsejt aggregatioban
kiilonb6z6 mértékii és iranyu valtozasok varhatéak. Patkany és kutya értékei az
alkalmazott g erd novelésével csokkennek, a sertések értékei mar 500 g-nél jelentdsen
megemelkednek, mig a human vorosvérsejtek értékei stabilak maradnak.

5. A vorosvérsejt deformabilitas filtrometrids meghatdrozdsahoz modszertani adaptaciot és
standardizacids vizsgalatokat végeztiink a kismennyiségli vérminta (0,5 ml) felhasznalasi
lehetéségének megitélésére. A sejtméret-porusméret ardny tekintetében adatokat
szolgaltattunk a moddszer érzékenységének meghatirozasahoz. Eldszor mutattuk ki a
modszerben rejld vordsvérsejt méret- és haematocrit-fiiggd torzitd hatdst, amelyhez
matematikai analizist végeztiink a biztonsagosan értékelhetd eredményeket nyujtd
sejtméret-poérusméret arany meghatarozasahoz.
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Kimutattuk, hogy az ektacytometrids mérések soran alkalmazhat6, kiilonbozo
viszkozitast PVP oldatok haszndlata jelentdsen befolyasolhatja a mért deformabilitasi
értékeket. Egyes allatfajok (kutya, patkany) vérmintdin a mérések érzékenysége azonos
viszkozitasu oldatban is eltérd lehet.

Az ozmotikus gradiens ektacytometria (osmoscan) modszertani Osszehasonlitd
vizsgalataban patkany, kutya, sertés és human vérmintdkon elemeztiik az alkalmazott
nyiréfesziiltség hatdsat a kapott eredményekre. Az osmoscan adatok 20 vagy 30 Pa
alkalmazésa mellett nem térnek el szignifikdnsan egymastdl, 20 Pa alatt a paraméterek
kozel linearisan csokkennek a nyirdfesziiltség fliggvényében, de kiilénb6zo
meredekséggel a vizsgélt fajok vérmintdiban. 3 Pa nyirofesziiltség alatt a mérések egyre
nagyobb mértékben valnak instabilld. Az elongatids index — ozmolalitas gorbékben rejld
informdaciotartalom jobb kiaknazasa érdekében 11j, a vordsvérsejt deformabilitds valtozast
nagyobb érzékenységgel jelzo kalkulalt paramétereket tudunk alkalmazni: a minimalis és
maximalis EI abszolut és relativ kiilonbsége (AEI, rEI), a hozzatartoz6 ozmolalitas (AO,
rO), valamint ezek egymashoz viszonyitott aranyszamai (AEI/AO and rEl/rO).

Faji- és nemi haemorheologiai killonbségek vizsgalatai:

8.

10.

11.

12.

13.

A faji kiillonbségek haemorheologiai vizsgalata soran kimutattuk, hogy CD patkanyoknal
jobb vordsvérsejt deformalhatdsag €s alacsonyabb voOrdsvérsejt aggregatios készség
mérhetd jelentdsen magasabb vér viszkozitas értékekkel, mint beagle kutyaknal. E két
allatfajban a haematocrit/viszkozitds ardny Osszehasonlitisiban eldszoér mutattuk ki az
,,optimalis haematocrit” értékeket kiilonbdz6 sebesség-gradiens mellett.

A vorosvérsejt deformabilitds mérések adatainak dsszevetésével a vizsgalt fajok kozott az
alabbi relaciot adhattuk meg: El,.x sertés<patkany<ember<kutya<egér, SSi;
sertés<egér~patkany<ember<kutya. FEl6szor mutattuk ki, hogy a vorosvérsejt
membranstabilitdsban jelentds faji kiilonbség mutatkozik az alkalmazott mechanikus
stressz nagysagatol és expozicios idejétdl fiiggéen. A mechanikus stressz a kozeg
ozmolalitasatol fiiggden javitja (200 mOsm/kg-nal) vagy rontja (250-300 mOsm/kg-nal) a
deformabilitast. Ennek mértéke szintén faji kiilonbségeket mutat: patkany és sertés
vérmintakban kifejezetten javult a deformabilitas alacsony ozmolalitdsu kozegben mérve.
A vizsgalt speciesek ozmotikus gradiens ektacytometrids  paramétereinek
Osszehasonlitdsaban a legszembetiinObb kiilonbséget a sertésvérmintak elongatios index —
ozmolalitds gorbéinek jobbra toldddsa, azaz magasabb ozmolalitis tartomanyban vald
elhelyezkedése jelentette. A maximalis elongatiés indexhez tartozd ozmolalitas értéke
joval 300 mOsm/kg felett volt. Inbred egereknél is 300 mOsm/kg feletti értékeket
mérhettiink a legmagasabb elongatios indexnél. Ugyanakkor az egerek elongatios index
értékei magasabbak voltak a sertésekénél, de mindkettdnek joval magasabb volt az O (EI
max) értéke patkdnnyal, kutydval vagy emberrel vald 6sszehasonlitasban.

A voOrdsvérsejt aggregatio tekintetében a dinamikus paramétereket is figyelembe véve
elmondhat6, hogy a patkdnyban a leggyorsabb és legnagyobb mértékii az erythrocyta
aggregatio. Egérben joval lassabban megy végbe a folyamat, mig a kutya, a sertés a
vizsgalt paraméterek nagysagrendje tekintetében az emberrel komparabilis.

Folyamatosan boviild laboratorium-specifikus adatbazist hoztunk létre a nemi kiilonbségek
haemorheologiai vizsgalatara kiilonboz6 laboratoriumi allatfajok vonatkozasaban. Elszor
mutattuk ki, hogy a vordsvérsejt deformabilitds CD patkdnyokndl a ndstényekben jobb,
magasabb aggregatios index értékekkel. Beagle kutyaknal a himek rendelkeznek jobb
vorosvérsejt deformabilitasi adatokkal, de fokozottabb vordsvérsejt aggregatios készséggel.
A gonadectomia haemorheologiai hatdsait vizsgalva elészor mutathattuk ki, hogy a
micro-rheologiai paraméterek eltérd mértékben valtoznak him és ndstény Sprague-
Dawley patkanyokban. Az oestrogen szint csokkenése nagyobb aranyu romlast okozott a
vorosvérsejt deformabilitdsban és aggregatidban, mint a testosteron szint csokkenése.
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Az ischaemia-reperfusio haemorheologiai és microcirculatioés vonatkozasai:

14.

15.

16.

17.

18.

A vorosvérsejt deformabilitds és aggregatio jelentds mértékii lokalis valtozasait
mutathattuk ki végtagi-, vékonybél-, izomlebeny- €s here ischaemia-reperfusio soran,
valamint cerebralis hypoperfusio alatt CD patkany-, beagle kutya- és sertés modelleken. A
valtozasok nagysaga fliggdtt az ischaemia iddtartamatol, a keringésbdl kirekesztett régid
anatomiai jellemz6itdl, valamint a lokdlis metabolikus valtozasok mértékétdl. Kisérletes
modelljeinken kiviil az irodalomban erre vonatkozoan kevés adat ismert.

Elészor mutattuk ki, hogy a végtagi ischaemia-reperfusio hatasara 1étrejové vorosvérsejt
deformabilitdsban ¢€s vOrosvérsejt aggregatioban bekovetkezd valtozasok mértéke
kiilonbozik him és ndstény Sprague-Dawley patkanyokon, mely kiilonbségek eltérd
mértékiiek gonadectomiat kovetden.

A supra- ¢s infrarenalis szintli aorta abdominalis id6leges leszoritds hatdsat vizsgalva a
legmarkansabb keringésdinamikai valtozadsok a suprarenalis csoportban mutatkoztak a
reperfusio alatt, amelyet a vékonybél felszinén a mikrokeringési értékek fokozodasa, a
vesében azok csokkenése kovetett. A legnagyobb pH csokkenés és laktat koncentracio-
novekedés a suprarenalis csoportban volt kimutathatd. A vordsvérsejt deformabilitdsi
paraméterek romldsa mar az ischaemia végére, majd a reperfusio soran szignifikans
mértékil volt. Ebben a kisérletben a vordsvérsejt deformabilitds nagyobb mértékii romlast
mutatott, mint a vorosvérsejt aggregatio. Osszességében a hemodinamikai és sav-bazis
értekek eltérései sokkal kifejezettebbek voltak, mint a micro-rheologiai valtozasok.

Az arteria saphena ¢és a vena saphena medialis kozott mikrosebészeti modszerekkel
létrehozott end-to-side anastomosisok kovetéses vizsgalata soran kimutattuk az arterio-
venosus micro-rheologiai paraméterek valtozasanak kiegyenlitddését patkanyban.
Kéthetes kovetéses vizsgalat soran kimutattuk, hogy az arteria femoralis érszakasz 3,5 cm
hosszisagu, 3 mm atméréji PTFE grafttal valoé pétlasakor, az elsé postoperativ héten
nagyrészt lezajlanak a haematologiai, vOrosvérsejt aggregatiés ¢és coagulatids
idoparaméterek szignifikans valtozasai beagle kutydkban. A vordsvérsejt aggregatio az 1-
3. napon volt jelentésen fokozott, a vorosvérsejt deformabilitds szignifikans mértékii
romlast a 3., az 5. és foként a 7. postoperativ napon mutatott. A vordsvérsejt mechanikus
stabilitasi teszt ezeken a napokon jol kimutathatd kiilonbségeket mutatott: az Ergraft
csoportban a deformabilitas kisebb mértékben csokkent a membranstabilitds teszt soran,
amely a sejtek mechanikus stresszel szembeni csokkent tlir6képességét tiikrozheti,
egylittesen az eleve rosszabb deformabilitasi értékekkel. A 7. nap soran mért legrosszabb
deformabilitasi paraméterek egybeeshettek a graftot kritikusan sziikitd, illetve elzard
thrombus kialakulasaval, amelyet az utdlag végzett szovettani vizsgalatok megerdsitettek.
Ez felhivhatja a figyelmet a vordsvérsejt deformabilitas és vorosvérsejt mechanikus
stabilitds mérésének fontossagara az érgraft beiiltetését kovetd korai postoperativ napok
monitorozasakor. Ezért a részletes micro-rheologiai vizsgalatok ajanlottak lehetnek a
kiilonb6z6 méretli és geometriaji graftok kdvetéses vizsgalataiban.

Osszességében, a sebészeti, mikrosebészeti ischaemia-reperfusids allatkisérletes

modelleken a megbizhat6, jol Osszehasonlithatd eredmények biztositasa érdekében a
bemutatott méréstechnikai standardizacids és Osszehasonlitdé haemorheologiai vizsgalatok
hasznosithato adatokat szolgaltathatnak. Az ischaemia-reperfusidos kisérletek eredményei
hozzéjarulhatnak a klinikum szamara is fontossaggal bird lokalis-szisztémas rheologiai ¢€s
mikrokeringési elvaltozasok jobb megértéséhez, a prevencidés ¢€s terdpids lehetdségek
optimalizalashoz, bovitéséhez.
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Proceedings konyvfejezet:

1.
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51



dc_1064 15

9.3. Osszefoglalo scientometriai adatok

Osszesitett impakt faktor: 98,363. Az MTA doktori értekezés alapjat képezd kozleményeket
koz16 folyoiratok impakt faktor értéke Gsszesen: 44,622. A PhD értekezés (2004) alapjat ado
kozlemények impakt faktora osszesen: 1,58. A PhD értekezésben nem szerepld els6 és utolsod
szerzOs kozlemények impakt faktora 0sszesen: 47,499.

Osszes citacio: 1017, ebbél fiiggetlen: 576. Disszertaciok és egyéb idézok nélkiil: 937, ebbél
fliggetlen 525. A PhD értekezésben nem szerepld elsd és utolsd szerzds kozlemények

citacioja dsszesen: 264, ebbdl fiiggetlen: 127.

Németh Norbert tudomanyos és oktatasi munkassaganak dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2016.05.26.)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok'
Osszesen | Részletezve | Fiiggetlen | Osszes

I. Folyéiratcikk® 86

szakcikk, dsszefoglaldé nemzetkozi folydiratban - 68 500 877
szakcikk, 6sszefoglald, hazai idegen nyelvi -—- 0 0 0
szakcikk, 6sszefoglald, magyar nyelvi - 15 19 42
révid kdzlemény - 3 2 9

Il. Konyv 2 - - -
a) Szakkonyv, kézikonyv 0 - - -

idegen nyelvii -

magyar nyelvi -

Fels6oktatasi tankényv —

b) Szakkonyv, tankonyv szerkesztéként 2 o= — —

idegen nyelvi == 1 - -

magyar nyelvi == 1 — —

Fels6oktatasi tankonyv — 0 - -

lll. Kényvrészlet 2 — — —

idegen nyelvi -

magyar nyelvi -

IV. Konferenciakozlemény® 1 —

0 0
0 0
Felsdoktatasi tankdnyvfejezet -—- 0 0 0
0 0
0 0

Oktatasi kozlemények 6sszesen (ll.-111.) 0

Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-IV.)“ 91 - 521 928

V. Tovabbi tudomanyos miivek 10 — — —

Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folydiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu - 9 4 9
folyoiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is

SzerkesztGségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok - 0

Jelentés, guideline - 1

VI. Idézett absztraktok® 0 - 0 0

Idézettség szama"* 525 937
Hirsch index’ 16 - -—- -—-

52



dc_1064 15

VII. Sokszerzés vagy csoportos (multicentrikus)

kézlemény 0 - - -
a) Szerzé* -—-
b) Kollaboracios kézremiik6dé* -
Specialis tudomanymetriai adatok Adat
Els6 szerzbs folydiratcikkek szama 26
Utolsé szerzds folydiratcikkek szama 13
Az utols6 tudomanyos fokozat/cim (PhD) elnyerése utani 78
(2004 - ) teljes tudomanyos folyéiratcikkek szama
Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folydiratcikkek 15
szama
Az utolso6 10 év (2006-2016) tudomanyos, teljes, lektoralt 69
folyoiratcikkeinek szama

idézések szama 802
A legmagasabb idézettségli kdzlemény 266
idézettsége (az Osszes idézettség szazalékaban) (28,39%)

742

WOS/Scopus azonositéval idézettség

Folyéiratcikkek,15-29 szerzével

1

Megjegyzések:

Az MTMT nem tudja szolgaltatni a kérelmezonek kizarélag kuilféldi intézménybdl publikalt folysiratcikkeinek

szamat és fliggetlen hivatkozasainak szamat. Ezeket az adatokat a palyazénak kell 6sszegydjtenie és

feltoltenie a Doktori Tanacs elektronikus rendszerébe.

! a disszertacio és egyeb tipusu idéz6k nélkl

2 |lektoralt, tudomanyos folyoéiratban (részletek)

3 konferenciakdzlemény folyoiratban, kényvben, egyéb konferenciakétetben

* a sokszerzés és/vagy csoportos szerz6ségl kozlemények idézettsége nem szamithatd be az 6sszes
értékekbe, ezeket a specialis tudomanymetriai adatok kozoétt tiinteti fel az sszesités

® Nem idézett absztrakt itt nem keriil be az dsszesitésbe.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Oszinte koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Miko Irénnek és Prof. Dr. Furka
Istvannak (Debreceni Egyetem AOK Sebészeti Miitéttani Tanszék), akik nemcsak fénokeim,
témavezetdim voltak, de tanitéim ¢és szakmai utam folyamatos segitdi, emberileg is
tamaszaim. Hivatali utodként sokat jelent szdmomra, hogy egyiitt dolgozunk tovabb.

Sokat tanulhattam Prof. Dr. Antal Miklostol (Debreceni Egyetem AOK Anatomia,
Szovet- és Fejlodéstani Intézet), aki még hallgaté koromban megszerettette velem az oktatast
és a kutatast.

Koszonettel tartozom munkatarsaimnak és a tudomanyos kutatasokban egyiittmiik6do
kollegaknak: Dr. Petd Katalinnak, Dr. Takéacs E. Ildikonak, Dr. Lesznydk Tamasnak,
Dr. Szokoly Miklésnak, Dr. Tamés Robertnek, Dr. Furka Andrednak és Dr. Brath Endrének.
Ph.D. hallgatéimnak: Dr. Hevér Timednak, Dr. Kiss Ferencnek, Dr. Klarik Zoltannak és
Dr. Téth Csaba Zsigmondnak. Koszénetet mondok a Debreceni Egyetem AOK Sebészeti
Mitéttani Tanszék valamennyi munkatarsanak.

A haemorheologiai kutatasok teriiletén nyujtott segitségért koszonetemet fejezem ki
a Magyar Haemorheologiai Téarsasdgnak. A nemzetkozi egyiittmiikodésben végzett tovabbi
kutatasokat és elmélytilt szakmai kapcsolatokat ¢szintén kdszonom Prof. Dr. Oguz K. Baskurt-
nak (1956-2013, Antalya - Isztambul, Torokorszag) és Prof. Dr. Herbert J. Meiselman-nak (Los
Angeles, USA).

A mikrosebészeti kutatasok teriiletén végzett kutatasok, szakmai kapcsolatok és
megbizatasok 1étrejottét szivbdl kdszondm Prof. Dr. Sun Lee-nek (1920-2015, San Diego,
USA), Prof. Dr. Corradino Campisi-nek (Genova, Olaszorszag), Prof. Dr. Robert Zhong-nak
(1946-2006, London/Ontario, Kanada) és Prof. Dr. Huifang Chen-nek (Montreal, Kanada).

Szbéval nem fejezhetd ki a hala és koszonet Sziileimnek és Nagymamamnak. Edesapam
emlékét szeretettel Orizve koszonok Nekik mindent! Halasan és sok szeretettel koszonom
Feleségem és két Kislanyunk szeretét, tiirelmét és tamogatasat!

Tamogatasok, amelyek nélkiil nem sziilethettek volna meg az eredmények (idérendben):
ETT 6003/1/2001 (t.v.: Miko6 1.), OMFB00430/2001 (t.v.: Miko 1.), OTKA M-4 041600 (t.v: Furka L.),
OTKA T-032571 (t.v.: Miko 1.), GVOP-3.2.1.-2004-04-0289/3.0 (t.v: Furka I.)

Kiegészitd Posztdoktori Osztondij (KPO 0147/2006., Németh N.), Térok-Magyar TéT (BILAT TR-03/2006.,
t.v.: Miké I.), Magyar Allami Eotvos Osztondij (61/2007., Németh N.), OTKA K-67779 (t.v.: Miké 1.),
OTKA F-68323 (t.v.: Németh N.), MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij (2010-2013, Németh N.),

DE OEC Bridging Fund 2012 (t.v.: Németh N.), Baross Gabor Program (OMFB-00411/2010., t.v.: Németh N.).
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