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I A HEMATOKRIT-V"ER,VISZ,KOZITAS ARANY
PROGNOSZTIKAI JELENTOSEGE ES FELHASZNALASA AZ
OPTIMALIS HEMATOKRIT MEGITELESEBEN

Bevezetes

A fejlett orszagokban a sziv-érrendszeri korképek és szovodményeikbdl eredd
megbetegedések vezetik a morbiditasi és mortalitasi statisztikakat. Ezen megbetegedések
»Klasszikus™ rizikofaktorai, mint a cukorbetegség, a magasvérnyomas, a diszlipidémidk, a
dohanyzas vagy az elhizas, régota ismertek. Tovabbi vizsgalatok mas tényezdok szerepét is
felvetették a betegségek kialakulasdban. A hemoreologiai faktorok jelentdségére elsdsorban
az utdbbi két évtized kutatdsai hivtak fel a figyelmet. A hemoreoldgiai paraméterek a vér
aramlasi viszonyait, a vér elemeinek fizikai tulajdonsagait jellemzik. Ezen tényez0k romléasa a
mikrokeringés, a szovetek vérellatasanak karosodasdhoz, valamint a szivre harul6 munka
fokozodasahoz vezetnek. A legtobb informacié a hematokrit, a plazma- ¢és a teljes vér
viszkozitds, valamint a fibrinogén szerepével kapcsolatban all rendelkezésre, a klinikumban is
els@sorban ezen paraméterek hasznalatosak.

Anémia, azaz alacsony hematokrit esetén a vér nem tud megfelelé6 mennyiségii oxigént
felvenni és szallitani, a hematokrit csokkenésével a sziv eredetii halalozas n6. A hematokrit
emelkedésével az oxigénkdtd kapacitas linearisan, mig a vér viszkozitasa exponencialisan nd,
¢s bar a vér oxigénben gazdagabb lesz, a megndvekedett dramlasi ellendllds, a véraramlas
lelassuldsa miatt az eredd oxigénellatas romlik. A hemoreologia egyik sokat kutatott teriilete,
hogy mely hematokrit tekinthetd optimalisnak. A vér oxigénszallitd intenzitdsa a véraramlas
intenzitadsatdél és az oxigénszallitd hemoglobin koncentracidjatol fiigg. Elobbi a Hagen-
Poiseuilles torvény alapjan irhatd le, utobbit praktikus okokbdl a hematokrit értékkel
kozelithetjiikk. Amennyiben az &aramlast jelemz0 geometriai paraméterek és az aramlast
létrehozdé nyomadsgradiens rogzitettek, az oxigénszallitds intenzitdsa a hematokrit-
vérviszkozitas arannyal (Htk/VV) jellemezheto.
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Logikusnak tlinik, hogy ha a kardiovaszkularis betegségek elsdsorban a perfiziod
karosodasaval hozhatok Osszefiiggésbe, akkor a hematokrit-vérviszkozitas arany egy er0sebb
prediktor lehet, mint a kordbban vizsgalt paraméterek. Mindazonaltal az irodalomban kevés
tanulmany foglalkozik ezen paraméterrel. Munkam sordn a hematokrit-vérviszkozitds arany
klinikai hasznélhat6sagat vizsgaltam.

Célkitiizések
Tanulményozni kivantuk, hogy a hematokrit-vérviszkozitas arany milyen Osszefliggést mutat
a kardiovaszkularis morbiditassal és mortalitassal.

A hematokrit-vérviszkozitds gorbe felvétele sok mérést igényel, a minta- és az iddigénye
nagy. Egy olyan modszert kerestiink, mellyel az Osszefliggést a klinikum szdmara is
hasznalhatdo mddon, gyorsan, egyszeriien lehet mérni. Ezen beliil a hematokrit-vérviszkozitas



gorbe maximumahoz tartozd virtualis optimalis hematokrit érték meghatarozasat is célul
tliztik ki.

Tanulmanyozni kivantuk, hogy az elméleti modon szamitott virtudlis optimalis hematokrit a
klinikai betegek empirikus adataival milyen viszonyban all.

1. Az alacsony hematokrit-vérviszkozitds ardany, mint rigikotényezo a
koszoruérbetegek haldalozdasdaban

Betegek és modszerek

Tanulmanyunkban 68 koszoruér-beteget vizsgaltunk, akik 1996-97 soran
egyetemiinkon elektiv koronarografidn estek 4at. A koronarografia femoralis artérids
behatolasbol, standard Judkins modszer szerint tortént, €s nem tortént sem tagitas, sem stent-
beiiltetés. A f6 agak szlikiiletének sulyossagat 0-tol 4-ig terjedd skalaval jellemeztiik, ezek
Osszege képezte a koronarografids szkort (maximum 12 pont). A beavatkozéds eldtt a
betegektdl vett vérmintdkbol a kovetkezd paramétereket hataroztuk meg: Gsszkoleszterin és
triglicerid szint, HDL/LDL koleszterin arany, fibrinogénszint, hematokrit kapillaris
centrifugdval, plazma piszkozitds (PV) és 90 1/s sebességgradiens melletti teljes vér
viszkozitds (VV) Hevimet 40 kapillaris viszkoziméterrel 37 °C-on. A bal kamrai ejekcios
frakciot és cardiac indexet echo- illetve impedancia-kardiografidval mértiik. Ezen kiviil
figyelembe vettilk a betegek nemét, életkorat, testtomeg indexét €s a dohéanyzasra,
magasvérnyomasra, cukorbetegségre, illetve korabbi szivinfarktusra vonatkoz6 anamnézisét.

2006. februarjaban a helyi onkormanyzati nyilvantartastol megtudtuk az idokozben
elhunyt betegek nevét. Az életben maradt betegeket levélben megkérdeztiik a szivproblémak
miatti korhazi bennfekvések szamardol. Az elhunytak halalokarol a betegek kezeldorvosatol
szereztiink informéciot.

Az utankovetés soran szivbetegségben elhunyt betegeket (n=10) ,,C”, a nem
szivbetegség miatt elhunytakat (n=2) és a taléldket (n=66) egyiittesen ,,NC” csoportként
jeloltiik. A dichotom jellemzoknél Pearson khi-négyzet probat, illetve sziikség szerint Fischer
egzakt tesztet, mig a folytonos valtozok analizisénél Student t-probat hasznaltunk. A
paraméterek kardialis mortalitasra vonatkozo josloerejének megitéléséhez kiszamoltuk az
egyes ROC-gorbék (receiver operating characteristic) alatti teriiletet (AUC). Valamennyi
paraméternél als6 és felsd félcsoportokba soroltuk a betegeket, és az egyes paraméterek
tulélésre gyakorolt hatdsat Kaplan-Meier tulélésvizsgalattal elemeztiik. A nem sziv eredetli
haldlozast cenzoraltnak tekintettilk. A taléloknél linearis kétvaltozos korrelaciovizsgalattal
demonstraltuk az Osszefliggés szorossagat a paraméterek értéke és a koszoruér-betegség
sulyossaga kozott; ez utdbbit a szivproblémak miatti kérhazi felvételek szdmaval jellemeztiik.
A statisztikai elemzést az SPSS 11.0 programcsomaggal végeztiik.

Eredmények

A ,,C” csoportba tartozd betegek atlagos életkora szignifikansan magasabb (62,3+10,1
vs 53,3£8,9 év), a triglicerid szintje (1,8+0,5 vs 2,6£1,6 mmol/l) és Htk/VV aranya (87+5 vs
93+9 Pa’'s™) alacsonyabb volt, mint az ,,NC” csoporté. A ROC gérbék szerint a hagyomanyos
paraméterek nem tudtak eldre jelezni a kardialis haldlozast, a Htk/VV arany viszont alkalmas
volt erre (AUC: 0,716, p=0,028). Legjobb hatirpontnak a 88,8 Pa’'s” Htk/VV arany tiint



(specificitas 70%, szenzitivitds 70%). A Kaplan-Meier analizis a felsd és also félcsoport
kozott csak a fibrinogén (p=0,03) és a Htk/VV arany (p=0,009) esetén talalt szignifikans
kiilonbséget. Harmincnégy beteg valaszolt a hospitalizaciot érintd kérddivre. A vizsgalt
paraméterek (kor, BMI, triglicerid, Htk, PV, VV, Htk/VV arany, cardiac index, bal kamrai
ejekcios frakcio) koziil egyik sem korrelalt szignifikdns mértékben a korhazi bennfekvések
szamaval, de a Htk/VV arany esetén egy nyilvanvaldan tavol esé pont kizdrasa utan ez elérte
a szignifikancia hatarat (Pearson r: -0,377, p=0,03).

Diszkusszio

A fibrinogén szerepével kapcsolatban az irodalmi eredményekhez hasonlo
kovetkeztetésre jutottunk. Tanulményunkban mindazonaltal nem sikeriilt igazolni szamos
klasszikus kardiovaszkularis rizikofaktor joslo értékét. Ennek egyik oka az lehet, hogy egy
viszonylag sulyosan érintett betegcsoportot vizsgaltunk. Feltételezésiink szerint ezen
atherogenesisben fontos rizikotényezok jobbara mar az utdnkovetés kezdete eldtt kifejtették
hatasukat, és a definitiv coronaria stenosis létrehozasa utan késobbi befolyasuk mar kevésbé
volt jelentds. Ezenfeliil a vizsgalt paraméterek csak az adott pillanatot tiikr6zték, és nem volt
tudomasunk sem kordbbi abnormalitdsokrol, melyeket az idokdzben bedllitott kezelés mar
maszkirozhatott, sem a paraméterek késobbi alakuldsarol. Megjegyzendd, hogy a ,,C” és
»INC” csoport értékei kozotti kiilonbségek a legtobb rizikotényezd esetén a vart tendenciat
mutattak, és feltehetden a viszonylag kis mintaméret miatt nem érték el a szignifikancia
hatarat. Hasonloképp, a rizikotényezok és a hospitalizaciok szdma kozotti 0sszefliggés is a
varakozasoknak megfeleléen alakult. Eredményeinkbdl latszott a tendencia, miszerint mind a
magas (44% feletti), mind az alacsony (36% alatti) Htk-tal rendelkezd betegeknél gyakrabban
fordul el6 korhazi felvétel, mint a koztes értékekkel rendelkezoknél. Tobbvaltozos linearis
regresszios analizissel egyik vizsgalt paraméter sem bizonyult fliggetlen rizikotényezonek a
hospitalizacid kérdésében. Ezen eredményt azonban fenntartdsokkal kell kezelni. Egyrészt a
minta elemszama ehhez kicsi, ami hianyz6 értékek miatt a statisztika szempontjabol még
tovabb csokkent. Mésrészt a paraméterek kozt jelentds interferencia volt. Ilyen interferencia
jol ismert példaul a BMI és a lipid paraméterek, a fibrinogén és a PV, a Htk és a VV, vagy a
kor és a cardiac index kozott.

Egyéb, a vizsgalat értékét korlatozo tényezokre is fel kell hivnunk a figyelmet. Tobb
mint egy évtizede a koronarografia hazdnkban és régionkban sokkal kevésbé hozzaférhetd
vizsgalat volt, mint manapsag, igy altalaban csak a legsulyosabb eseteknél keriilt elvégzésre.
A vizsgalt betegek tobb mint fele sulyos haromérbetegségben szenvedett (koronarografias
szkor 11-12). Az eloszlds ennyire torz volta miatt nem is készitettiink olyan statisztikat,
melyben a koronarografids szkor direkt valtozoként szerepel. Amikor a tulélést vizsgaltuk,
csak a szivbetegség miatti haldlozast, mint kemény végpontot vettiik figyelembe, ¢&s
figyelmen kiviil hagytunk olyan informacidkat, mint késébbi koronarografia és stent-betiltetés
vagy revaszkularizaciés mutét, jollehet ezek valosziniileg szintén befolyasoltak a tulélést.

Végezetiil annyi Gjdonsagot allithatunk, hogy a kedvezdtlen Htk/VV arany koszoruér-
betegeknél magasabb kardialis haldlozasi kockazatot jelent. A Htk egy gyakran, a VV egy
ritkan vizsgalt paraméter ezen betegeknél. A kockdzat megitélésénél célszerii lenne a kettd
hanyadosat is figyelembe venni. Az elgondolas igazoldsdhoz a jovében nagyobb elemszamu
¢és prospektiv utankdvetéses vizsgalatokra lesz sziikség.



2. Uj médszer a hematokrit-vérviszkozitds ardny és a virtudlis optimdlis
hematokrit meghatdarozdsdra

Bevezetes

A hematokrit és a vérviszkozitas kozott Matrai szerint exponencidlis kapcsolat all
fenn, igy a hematokrit és a hematokrit-vérviszkozitds arany kozotti Osszefliggés egy x/e*
tipusu fliggvénnyel jellemezhetd. A lokdlis maximum értéke mutatja az elérhetd maximalis
oxigénszallitasi intenzitast, melyet az optimalis hematokrit révén érhetiink el.

A vér alakos elemek plazméban valo szuszpenzidja, igy viszkozitdsat a szuszpendalo
kozeg viszkozitasa is alapvetden befolydsolja. A vér nem Newtoni folyadék, igy viszkozitasa
fligg a sebességgradienstdl. Alacsony sebességgradiensnél a viszkozitds meredeken nd, ennek
hatterében elsdsorban vordsvérsejt aggregatumok képzddése all. Magas sebességgradiensek
felé a viszkozitdsgérbe egy hatarértékhez tart, melynek egyik fontos meghatarozoja a
vorosvérsejtek  deformalhatosdga. Munkacsoportunk a klinikai rutinban a 90 1/s
sebességgradiensnél mért viszkozitasértéket alkalmazza, ahol az emlitett faktorok hatasa
kiegyensulyozottnak tekinthetd; a korabbi tanulmanyban is ezen értéket hasznaltuk. A
Htk/VV gorbék lefutdsa és a csticsokhoz tartozd optimalis hematokritok értelemszertien
szintén fliggenek az alkalmazott sebességgradienstdl. A kiillonbozd sebességgradiensen felvett
gorbék 0sszességét nevezziik Htk/VV profilnak.

Célunk a Htk/VV profil felvételére, az optimalis hematokrit meghatarozasara alkalmas
mérési modszer kidolgozasa volt.

Modszerek és mintak

Meéréseinkhez 7 egészséges onkéntes heparinnal antikoagulalt teljes vérét hasznaltunk.
A vérmintabdl a kontroll frakcié mellett 10, 25, 40, 55 és 70% hematokritra beallitott
frakciokat hoztunk létre. A hematokritot kapillaris centrifugdval hataroztuk meg. A plazma és
teljes vér viszkozitdas méréséhez Hevimet 40 (Hemorex Kft, Budapest) kapillaris
viszkozimétert hasznaltunk, mely a sebességgradiens-viszkozitas Osszefiiggést a Casson-
formula segitségével kozeliti. A kontroll frakcido paramétereib6él a Matrai-Osszefiiggés
felhasznalasaval is szarmaztattuk a 10, 25, 40, 55 és 70% hematokritnal vart viszkozitast.

Eredmények és diszkusszio

A kiilonbdzé hematokriti  frakciok mért ¢és szdrmaztatott viszkozitdsanak
Osszehasonlitdsakor a kovetkezdket tapasztaltuk. A 70% hematokritt frakcional a kalkulalt
viszkozitds szignifikdnsan alatta marad a mértnek 50 1/s vagy ennél nagyobb
sebességgradienseken. E tendencia mar 30 1/s-ndl is megfigyelhetd volt. A 10 1/s-on mért és
szamitott viszkozitasértékek kozotti eltérés ugyan nem volt szignifikans, de a szérdsa barmely
hematokrit esetén nagyon magas volt. Ez a jelenség enyhébb mértékben a 30 1/s-hoz tartozo
értékeknél 1s megfigyelhetd volt.

A kapillaris viszkoziméter milkodési elve miatt a magas viszkozitasu, 70%
hematokriti mintaknal a tényleges mérési tartomany 10-100 1/s kérnyékére esik, amely a
Casson gorbe meredek szarat jelenti, és az itt elhelyezkedd pontok jelentds sztochasztikus
hibaval terheltek. A magas sebességgradiensek extrapoldcidjakor és az aszimptota
szamitasakor ez a bizonytalansdg halmozottan jelenik meg. Hasonloképpen, ha a mért pontok
dontden a lapos, aszimptotikus szarra esnek (pl. 40% Htk, kb. 40-240 1/s mérési tartomany),
akkor az alacsony sebességgradiensekhez tartozd meredek szar extrapolacioja lesz hibakkal



terhelt. Rotacids viszkoziméter alkalmazéasaval, ahol az alkalmazott sebességgradiens jobban
kézben tarthatd, ezen hibdk feltehetdleg alacsonyabbak lennének.

Bizonyitott, hogy egyetlen konstans-part (kiiszobfesziiltség és Casson-viszkozitas)
hasznalva a Casson egyenlet segitségével nem lehetséges a teljes sebességgradiens
tartomanyon jol leirni a teljes vér viszkozitast. A hematokrit-vérviszkozitas kozotti kapcsolat
is bonyolultabb egy exponencidlis Osszefiiggésnél (befolyasolja tobbek kozott a vérsejtek
nyirassal parhuzamosan valtozd aggregacidja ¢és alakfaktora, vagy a vérsejtek belso
viszkozitdsanak és a szuszpendald plazma viszkozitdsanak ardnya). A szarmaztatds
tokéletlensége miatt tehat nem meglepd, hogy a kalkulalt és mért értékek csak két ponton (a
kontroll frakci6 hematokritjan (kb 40-50% kozotti Htk), és a 0% hematokriton) egyeznek
meg, ezektdl tavolodva fokozddd mértékben eltérnek egymastol.

Eredményeink szerint a 10% és kb. 60% kozotti hematokritd mintak, 10 1/s-nal
magasabb sebességradiens mellett mért viszkozitdsa 95%-o0s valdszintiséggel +10%-on beliil
van a kalkulalt értékekhez képest. Ekkora pontatlansag valoszintileg biologiai értelemben sem
szamottevld. A klinikailag relevans hematokrit és sebességgradiens tartomanyban tehat a két
modszer altal adott eredmények kielégitd egyezést mutatnak. A Htk/VV esetén ugyanezen
eredmények érvényesek ellentétes eldjellel.

Meéréssel csak a Htk/VV gorbe eldzetesen definialt hematokritokhoz tartozo pontjait
tudjuk felvenni. Az optimélis hematokritot ezzel a mddszerrel nem lehet eltaldlni, csak
megbecsiilni, melyik két elére definidlt hematokrit kozott varhatd. A frakcidk hematokritjanak
bedllitdsa iddigényes. A gorbe finomitdsa a frakciok szdméanak novelésével lehetséges, ez
azonban a vér- és idéigény ardnyos novekedésével jar.

Ezzel szemben a kalkuldciés modszerrel a teljes Htk/VV profil szarmaztathatd
egyetlen mérésbol. Nem igényel mintaelOkészitést, a hematokrit beallitasat; a vér- és idéigény
lényegesen kisebb. A hematokrit, plazma- és teljes vér viszkozitds eredmények, amiket a rutin
klinikai mérések soran kaptunk, alkalmasak a Htk/VV profil felvazolasara is. Ez lehetéséget
teremt a kordbbi adatok 0j szempont szerinti retrospektiv feldolgozasara. A kalkulacios
modszer hatranya, hogy a Htk/VV goérbe egyetlen mérés pontossagatol fiigg. Mig a mért
Htk/VV gorbénél a kiilonbozd frakcidk viszonyitasi alapul szolgalnak egymas helyességét
illetéen, a szamitott gdrbénél ez a belsd kontroll hidnyzik.

A Htk/VV értéket tetszéleges Htk mellett zart képlet segitségével szamithatjuk, igy
differencidlszamitas segitségével a gorbe maximumpontja is meghatarozhato6.

Hiky (ahol Htky, VV: a kiindul6 vérminta

LA hematokrit- és viszkozitas-értéke)

Htkopt ==
In Sy

Tartsuk szem el6tt, hohy a Htk/VV gorbe és az ebbdl szarmaztatott optimalis
hematokrit csak kontrollalt Hagen-Poiseuille dramlasi viszonyok ¢&s eldre definialt
sebességgradiens mellett értelmezhetd in vitro paraméterek. Nem szabad Osszekeverniink a
holisztikus (vagy legalabbis szituativ) szemléletet tiikr6zO, klinikailag relevans in vivo
optimalis hematokrittal. A kiilonbséget hangsulyozandd, a bemutatott paraméterre a
késobbekben virtualis optimalis hematokritnak (Htkopv) néven hitkozunk.



3. A virtudlis és a globalis optimadlis hematokrit kapcsolata akut korondria
szindromdn dtesett betegek esetén

Bevezetes

Az el6zbéekben kifejtettiik a virtualis optimalis hematokrit (Htkop,) jelentését és
meghatdrozasanak modjat. Klinikai szempontbdl az optimalis hematokritot, vagy globalis
optimalis hematokritot (Htkop,) nehezebb meghatarozni. Jelentheti ez a minél alacsonyabb
mortalitast, a legjobb életmindséget, utalhat a sportteljesitmény maximalizélasara, vagy éppen
megkozelitést vessziik is alapul, a vér aramlasat egy komplex in vivo rendszerben vizsgaljuk,
ahol a Hagen-Poiseuille aramlas feltételet nem teljesiilnek, €s a sebességgradiensek
dinamikusan valtoznak. Ilyen koriilmények kozott a Htk/VV modell érvényessége korlatozott.

Tanulmanyunkban a globalis és a virtudlis optimalis hematokritok kézotti kapcsolatot
vizsgaltuk.

Betegek és modszerek

Retrospektiv vizsgalatunkban 122 akut iszkémiés korondria szindromén atesett beteg
adatait hasznaltuk fel (férfi 57%, atlag életkor: 50+£12 év). A betegeknél hemoreologiai
vizsgalatok torténtek a korhazba keriilés napjan, 2 és 6 nappal kés6bb, valamint a 6 és 12
hoénapos kontroll vizsgélat kapcsan. Ennek soran meghataroztuk a hematokritot, a plazma és
teljes vér viszkozitast. A Htkyp, szdmitdsa a korabban leirt képlettel tortént. A Htkypie
objektiv mérésére nem volt lehetdségiink. Azon feltételezés alapjan, hogy a szervezet
homeosztazisa egyensulyi allapotban optimalis viszonyt igyekszik fenntartani, — a
megkozelités korlatozott érvényességének elismerése mellett — a globalis optimalis
hematokritot az empirikus hematokritnak feleltettiik meg.

Eredmények és diszkusszio

Megvizsgaltuk a Htkop, és a kiilonbozd sebességgradienseken szadmitott Htkope -k
kozotti korrelaciot. A magas sebességgradiensekhez tartozd korrelaciok erdsebbnek adddtak.
A keringési rendszert szdmos kiilonb6z6 sebességgradienssel jellemezhetd érszakasz alkotja.
Ezekben ugyanannak a vérnek kell folynia, habar a Htk,p,-uk eltérdé lenne. A Htkoy, ezek
kompromisszumaként jon létre. Feltehetleg ebben azon érszakaszok stlya a nagyobb,
melyek hemodinamikailag is nagyobb jelentdséggel birnak, azaz a legnagyobb rezisztenciat
jelentd arterioldké és kapillarisoké. Az emlitett érszakaszokon a sebességgradiens a parszaz-
parezer 1/s tartomanyba tehetd. A legerdsebb korrelaciokat éppen itt talaltuk.

A hospitalis iddszakra vonatkozd korrelaciok gyengébbnek adddtak. Az akut
iszkémias koronaria szindroma ellatasa soran a betegek infuziokat kaptak, mely hemodiluciot
okozott. Az empirikus hematokrit és a homeosztazis éltal fenntartani kivant Htk,y o kozotti
kapcsolat gyengiil, igy gyengiilnek azon korrelaciok is, melyek a két paraméter egyenldségét
hasznaljak ki. Az utankdvetéses iddszakban (6 és 12 honapos értékek) méar nem torténik
zavaro kiils6 behatas, a korrelaciok er6sebbek.

Bar a hospitalis idészakban az empirikus hematokrit csokkent, a Htkop -k 1ényegében
valtozatlanok maradtak. A Htkoy-k véltozatlansdga nem feltétleniil jelenti a Htkgpie
valtozatlansdgat. A hemodinamikai viszonyok, a sebességgradiensek valtozasa esetén a
Htkopiv-k atsulyozodnak, a kompromisszumos érték athelyezddhet. AICS-ben a perctérfogat



csokkenése miatt keringési redisztribucio torténik. Az ,,optimalis” allapot eléréséhez a
hemoreologiai viszonyok véltozdsdnak is elsdsorban az alacsonyabb elendllasu centralis
aramlési  sebessége ¢és az  atlagos  sebességgradiens is. Mivel alacsonyabb
sebességgradiensekhez alacsonyabb Htk,, tartozik (a vérviszkozitds a sebességgradiens
csokkenésével nd, a Htk,, v képlet nevezdjében szerepld In(VV/PV) kifejezés értéke nd, igy a
Htkopt,v csOkken) igy a Htkop o valosziniileg inkabb csokken.

Régota ismert, hogy a férfiak hematokritja magasabb, mint a n6ké, melynek hatterében
elssorban a nék rendszeres, menstudcios vérvesztését feltételezik. A Htkop -k tekintetében
nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget. Elképzelhetd, hogy a két nem kozott a Htkgp,
tekintetében sincs kiilonbség, és az észlelt eltérés evoluciés maradvany (az agresszivebb, €s
igy a precivilizalt korokban sériilésre hajlamosabb himeknél a szervezet nagyobb vértartalé¢kot
képez). Masfeldl lehet, hogy a férfiak Htkope-ja azonos Htkep -k mellett is magasabb a
nokénél, ha a férfiakban magasabb sebességgradiensek dominalnak.

A betegek plazmaviszkozitdsa és a Htkop-k kozott szignifikdns pozitiv korrelaciot
talaltunk. A Htk,,,=Htk/In(VV/PV) képlet szerint ha PV n6, Htk,, csokken, igy az emlitett
korrelacié szinte matematikai sziikségszeriiség, és nem jelenti, hogy az 0Osszefliggés
bioldgiailag is helytalld. A Htkopy €s az empirikus hematokrit kozti pozitiv korrelaciora is
tekinthetnénk hasonloképp. Jelen kisérleti beallitds nem alkalmas az optimalis hematokrit
adekvat mérésére, ¢és igy a fenti korreldciok validalasara. Ha azonban igaz az, hogy a
magasabb plazmaviszkozitds mellett magasabb a Htkypy, ¢s a magasabb Htk,y,, miatt
magasabb lesz a Htkyy o €s az empirikus hematokrit, akkor azt varjuk, hogy magasabb
plazmaviszkozitds magasabb empirikus hematokritot eredményez. Vizsgalatunkban a két
paraméter kozott valoban szignifikdns korrelaciot talaltunk, marpedig a plazmaviszkozits és
empirikus hematokrit valodi mért, és nem szarmaztatott paraméterek; a jelenség tdliink
fliggetleniil létezik. A vézolt tedria magyardzatul szolgdlhat erre, d&m még igy sem
sziikségszertien helytall6. Lehet, hogy a plazmaviszkozitas és az empirikus hematokrit
egyiittes valtozdsa mogott valamely k6zos ok (pl. dohanyzas) all, és a Htk,p, logikai kapcsold
szerepére nincs sziikség. A tedria megerdsitéséhez vagy megcafolasahoz jabb tanulmanyokra
van sziikség.



IL M(')DSZERTANI MEG’FONTOLAS,OK A
HEMOREOLOGIAI PARAMETEREK MERESE ES
ERTELMEZESE KAPCSAN

4. A minta elokészités hatisa a hemoreologiai paraméterekre

Bevezetes

A vérvétel és a mintak feldolgozasa gyakran eltérd helyen torténik. A szallitas és a
limitalt feldolgozo kapacitds miatt a tényleges mérésig hosszabb-rovidebb 1d6 telik el, ami
alatt a vért eredeti kornyezetébdl kiszakitva taroljak. Az afiziologids koriilmények kozott az
alkotéelemek tulajdonsagai megvaltozhatnak, az ezeket leiré paraméterek hamis képet
mutathetnak az eredeti allapotrél. Tanulmanyunkban valaszt kerestiink arra, hogy milyen
id6tartamu tarolas esetén hagyhato még figyelmen kiviil ez a zavar6 tényezd a hemoreologiai
mérések kapcsan.

Bizonyos mérésekhez a mintakat afiziologias elokészitésen vissziik keresztiil. Gyakran
sziikséges centrifugalni, mely sordn a sejtekre perceken keresztiil akar tobb ezer g-nek
megfeleld gyorsulas hat. Vorosvérsejt filterabilitas vagy aggregabilitas (standard kiséleti
elrendezés mellett mért aggregacid) mérésé¢hez a sejteket tobbszori mosds utdn a plazmatol
jelentdsen eltérd Osszetételii kozegben szuszpendaljuk. Tanulmanyunkban az emlitett
elokészitések hatdsat is vizsgaltuk.

A vorosvérsejt deformabilitas valtozdsai

A vorosvérsejtek deformabilitdsat LORCA (Laser-assisted Optical Rotational Cell
Analyzer, Mechatronics BV, Hollandia) berendezéssel mértik, és a 0,30-30 Pa
nyirofesziiltségen mért elongacios indexszel (EI) jellemeztik (a modszer a kovetkezd
fejezetben keriil részletes leirdsa).

Egyik nyiréfesziiltségen mért elongacids index sem valtozott szignifikdnsan 1 illetve 2
ora szobahOmérsékleten vald tarolds soran. Harom ora elteltével az 1,69 Pa és magasabb
nyiréfesziiltségek mellett mért EI azonban mar szignifikans csokkenést mutatott. Hat ora
elteltével a fenti eltérés még markansabb lett, és mar 0,95 Pa mellett is szignifikans csokkenés
latszott. Egy nap 4°C-on vald tarolds nem okozott szignifikdns eltérést. Két nap utan a
kovetkezd latszott: az EI alacsony nyirdfesziiltségeken (9,49 Pa alatt) tendencidzusan
novekedett, mig magas nyiréfesziiltségeken (9,49 Pa felett) csokkent. Az egy hetes tarolas
soran ez a tendencia szignifikdnssa er6sodott.

A vorosvérsejtek deformabilitasat alapvetden harom tényezo hatarozza meg. A tobbi
tényez0 valtozatlansaga esetén a belsé viszkozitds novekedése illetve a membran
merevségének fokozodasa a deformabilitds csokkenéséhez, mig a feliilet-térfogat arany
novekedése a deformabilitds javuldsdhoz vezet. A tarolds sordn ez a hirom tényezd nem
izolaltan, hanem egyszerre, eltéré dinamikaval valtozik. Az emlitett tényezOok jelentdsége
valoszintileg eltérd kiillonbozo nyirdfesziiltségek esetén.

Irodalmi adatok a valtozas hatterében szamos mechanizmust vetnek fel:
e Energetikai kimeriilés, ion és vizvesztés (belsd viszkozitds ndvekedése mellett a
feliilet-térfogat arany ndvekedése)



e Felszaporodo tejsav miatt a rigiditas novekedése

e Membrandsszetétel valtozasa: szialsav eltavolitdsa, foszfolipidek atrendezodése és
fazisszeparacidja, membran ¢€s citoszkeletalis proteinek degradacidja, echinocyta
képzddés, vezikuldk lehasadasa

e Immunogenitas valtozasa és immunkarosodas

A centrifugdlas okozta mechanikus stressz hatasanak vizsgéalatdhoz a frakciokat 10
percig 2500 g mellett centrifugaltuk, ezutan ismét felkevertiik 6ket. Hiromszori centrifugalas
sem okozott kimutathaté deformabilitas véaltozast.

A pufferes mosds vizsgalatara a mintdkat 2500 g-n 10 percig centrifugaltuk, a

feliiliszot és a hatarréteget eltavolitottuk, a vérsejteket foszfat pufferben (PBS)
reszuszpendaltuk. A mosast harom alkalommal végeztiik el. Az eldkészitds hatdsara a 0,95
Pa-ndl nagyobb nyiréfesziiltségeknél mért EI szignifikansan csokkent.
Itt a fentiek alapjan a centrifugélas és az eltelt rovid 1d6 hatasa elhanyagolhat6. Az sem okoz
eltérést, ha a mosépuffer nem tokéletesen izoozmotikus a sejtekkel, mivel a végsd ozmotikus
ekvilibrium a deformabilitdismérés soran hasznalt szuszpendald kézegben alakul ki. Sejtésiink
szerint a mosassal eltavolitjuk a plazmafehérjéket és a sejtmembranhoz lazdn kotédo
proteinek egy részét is, és ez a deformalhatdsag csokkenését okozza. Eredményeinknek
ellentmond az a tanulmany, amely a tarolt vér transzfizio el6tti atmosdsakor tovabbi
deformabilitas valtozast nem talalt.

A vorosvérsejt aggregdcio valtozdsai

A méréseket két miiszerrel végeztiik pArhuzamosan:

A LORCA a vérmintat Couette-aramlasban 500 1/s sebességgradiensen
diszaggregalja, majd a nyiras hirtelen megsztinik. A mintara bocsatott és onnan visszaverddo
vOros lézerfény intenzitasat regisztraljuk, ez a vordsvérsejtek aggregacidjaval parhuzamosan
csokken. A 2 perc alatt elért intenzitdscsokkenésre, mint maximalisan elérhetdre tekintiink.
Az aggregacios index (Al) a gorbe els6 10 masodperce alatti teriilet €s ezen maximalisan
elérhetd intenzitascsokkenés aranya. Kiiszobgradiensnek azt a legkisebb sebességgradienset
nevezziik, amely képes a diszaggregacio fenntartasara.

A Myrenne MA-1 aggregométer (Myrenne GmBH, Németorszag) a vérmintat konusz-
lemez rendszerrel 600 1/s sebességgradiensen diszaggregalja. M ilizemmodban a nyirés
hirtelen megszlinik, M1 lizemmoé6dban 3 1/s-os lassi nyirds marad fenn. A berendezés a
mintan atbocsatott infravords fény intenzitasat méri. Az aggregacios indexek a gorbe elsé 10
masodperce alatti teriiletet korrekcio nélkiil mutatjak.

A LORCA esetén sem az aggregacios index, sem a kiiszobgradiens nem mutatott
szignifikans valtozast 2, 4 vagy 6 6ra szobahdémérsékleten vald tarolas soran. 4°C-on tarolva
az 1, 2 és 7 nap utan is az Al kiszdmithatatlan ingadozasa latszott: bar az atlagos valtozas nem
volt szignifikans, a variancia jelentésen megnétt. A kiiszobgradiens ezzel szemben
szignifikansan csokkent. A Myrenne esetén mind az M, mind az M1 index jelentdsen
csokkent mar 2 o6ra szobahdmérsékleten vald tarolas utan is, ez a késdbbiekben még
szembetlindbbé valt.

A fibrinogén degradacidja, valamint a stomatocyta képz0dés az aggregacid csokkenti.
Hosszabb tavi tarolas sordn a sejtfelszini negativitas csokkenése €s az echinocyta képzodés az
aggregaciot fokozza. Patkanyoknal az aggregacid kezdeti csokkenését az aggregacio késébbi



fokozodasa kovette. A nagyobb testii €¢l61ényeknél ez a folyamat valdsziniileg lassabban zajlik
le, és kisérletiinkben embernél ennek csak az elejét észleltiik.

A LORCA ¢és Myrenne kozti korrelacio igen gyengének adodott. A kiilonbség okaként
a kovetkezoket feltételezziik: 1, LORCA Al-t a korrekcid6 miatt valdsziniileg kevésbé
befolyésoljak a minta kezdeti optikai sajatossagai (pl. valtozas a fényelnyelés spektrumdban, a
szabad hemoglobin, vagy a minta hematokritja). 2, a LORCA 37°C-on mér, mig a Myrenne
szobahOmérsékleten, marpedig a hdmérséklet befolydsolja az aggregaciot és a deformabilitast
is. 3, a LORCA a visszavert, mig a Myrenne az ateresztett fény intenzitdsat rogziti.

Kimutattdk, hogy a tarolds miatti valtozdsok gyorsabban jonnek Ilétre, ha a
vorosvérsejteket hagyjak kitilepedni, mintha rendszeresen felkeverik a plazmaban; a jelenség
okaként a gyorsabb lokalis gliikoz fogyasztas és metabolitfelszaporodas feltételezik a relative
kisebb kompartmentben. Ennek vizsgalatira a 2, 4 és 6 oraig szobahdmérsékleten allva tarolt
frakciokkal parhuzamosan masokat folyamatos keverés mellett inkubaltunk. LORCA Al
esetén nem talaltunk eltérést, mig a Myrenne indexek tendencidzusan tovabb csokkentek az
allo frakciokhoz képest. A forgatas miatt a vorosvérsejtek tobbet érintkeztek a csé falaval, és
ez valosziniileg markansabb hatast jelentett, mint amit a megvaltozott metabolikus kdrnyezet
jelentett volna. Kisérletiinkben polipropilén csdveket hasznaltunk, mas anyag, pl. iiveg esetleg
mas eredményre vezethetett volna.

A viszkozitas valtozasai

A plazma és teljes vér viszkozitds méréséhez Hevimet 40 (Hemorex Kft, Budapest)
kapillaris viszkozimétert hasznaltunk. A mérések 37 °C-on torténtek. A frakciok hematokrit
értékét kapillaris hematokrit centrifugdval hataroztuk meg (Hereaus Instruments,
Németorszag).

Sem az alacsony (10 1/s), sem a kozepes (90 1/s), sem a magas (240 1/s)
sebességgradiensen mért vérviszkozitas-értékek nem valtoztak szignifikdnsan 1, 2, 3 ill. 6 6ra
szobahOmérsékleten vald tarolas soran. A Casson-viszkozitas ¢és a kiiszobfesziiltség, valamint
a plazmaviszkozitds esetén sem mutatkozott szignifikdns eltérés. A valtozas konfidencia
intervalluma a 10 1/s mellett mért vérviszkozitds és a Casson-viszkozitds esetén is mind
abszolut, mind relativ értelemben igen széles volt, és hasonlot tapasztaltunk a
kiiszobfesziiltségnél is. A 90 és 240 1/s melletti vérviszkozitas, valamint a plazmaviszkozités
valtozasa szilk konfidencia intervallummal rendelkezett, az eltérések a Dberendezés
pontatlansadgaval is magyardzhatdéak, melyet a gyartd 3%-nak adott meg. A 4°C-on vald
tarolasnal a 90 és 240 1/s melletti vérviszkozitds mar 24 ora elteltével szignifikdnsan
magasabbnak mutatkozott. A 10 1/s melletti vérviszkozitasnal ez a tendencia csak 48 oOra
elteltével valt szignifikdnssa, valosziniileg a paraméter jelentdés szoérdsa miatt. A
plazmaviszkozitds 24 ora elteltével mar jelentésen emelkedett. A Casson viszkozitas és a
kiiszobfesziiltség ugyan nem valtozott szignifikdnsan, de az igen széles konfidencia
intervallum miatt ez a jelenség korlatozottan értékelendo.

A teljes vér viszkozitas legfontosabb meghatarozoi: a plazmaviszkozitas, a hematokrit,
a vorosvérsejt aggregacid és deformabilitas. A hematokrit a teljes kisérlet soran valtozatlan
maradt. A plazmaviszkozitast foként a szolubilis makromolekulék, kiillondsképp a fibrinogén
varnank, nem a tapasztalt emelkedést, de elképzelhetd olyan konformacidvaltozés is, mely a
viszkozitast emeli. Mivel a plazmat nem izolaltan taroltuk, elképzelhetd, hogy a
vorosvérsejtek felszinérdl vagy belsejébdl kiszabadulhattak a viszkozitast noveld fehérjék.
Alacsony sebességgradiensen a vOrdsvérsejt aggregacid igen szamottevd, ez felelés a vér
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viszkozitdsanak jelentds részéért. Az alacsony sebességgradiensen mért megndvekedett
viszkozitas az aggregéaciod fokozodasat sugallna. Ez egyezik mas szerzOk tapasztalataiva, de
ellentmond az optikai modszerrel mért eredményeinknek. A 90 1/s mellett mért teljes vér
viszkozitas érték a mért pontokbdl interpolacioval szdmithatd, mig a 10 és 240 1/s-os értékek
kevésbé pontos, extrapolalt értékek. A Casson viszkozitas ¢és a kiiszobfesziiltség
fiiggvényillesztéssel kapott, szarmaztatott paraméterek. Ahogy varhatd, ezen paraméterek
valtozasa joval szélesebb konfidencia intervallumot mutatott.

Osszefoglalds

A teljes vér és plazma viszkozitds 6 6rds szobahdmérsékleten valo tarolds utdn is
stabilnak tekinthetd. Az 1 napos 4°C-on vald tarolas keriilendd. A vorosvérsejt deformabilitas
2 o6ras szobahOmérsékleten, vagy 1 napos 4°C-on vald tarolds mellett nem valtozik
szignifikansan. Ennél hosszabb tarolas az eredményeket mar befolyasolhatja. A centrifugalas
a deformabilitdst nem befolyasolja, a pufferes moséas viszont jelentdsen megvaltoztatja az
eredményeket. A LORCA aggregacios index és kiiszobgradiens 6 6ras szobahdmérsékleten
valo tarolas mellett is stabil, de 1 napos 4°C-os tarolds utdn mar megbizhatatlan. A Myrenne
M ¢és M1 index mar 2 6ra szobahdmérsékleten vald tarolas utan is megvaltozik.

5. Médszertani megfontolasok ektacytometria kapcsan: adatredukcio

Bevezetés és modszerek

A deformalhatosag a vorosvérsejtek fontos jellemzoéje, mely lehetdvé teszi, hogy a
sejtek sajat atmérdjiiknél kisebb kapillarisokon is keresztiil tudjanak haladni. A deformabilitas
mérésének egyik modszere az ektacytometria, mely sordan a sejteket kontrollalt
nyirofesziiltségeknek  teszik ki, ¢és az alakvaltozds mértékét szédmszerisitik.
Laboratériumunkban LORCA késziiléket hasznalunk. A berendezésben egy allo belso és egy
forgo kiilsé cilinder talalhatd, melyek kozt Couette-aramlas, kvazi-homogén sebességgradiens
jon létre. A vizsgalandd vorosvérsejtekbdl egy ismert viszkozitasi vivOoldattal igen hig
szuszpenziot készitiink (25 pl vér/5 ml oldat, kb. 0,2% hematokrit). Ha a kiils6 viszkozitas a
sejt belsd viszkozitasanal nagyobb, a vordsvérsejtek homogén nyirdémezdben ellipszoidda
deformalodnak, a membran ,lanckerékszerli mozgassal” orvénylik a citoplazma koriil, és a
sejt hossztengelye szoget zar be a mezd tengelyével. A deformalodott sejtek 1ézersugar elott
haladnak el, mely diffrakciot szenved rajtuk. A diffrakcids kép izointenziv pontjai ellipszist
alkotnak. A deformdaciot az elongacids indexszel (EI) szamszersitjiik, mely az emlitett
ellipszis hosszabb (A) és rovidebb (B) tengelyeivel szamithato (A-B)/(A+B) képlet szerint. A
cilinder fordulatszdmanak valtoztatasaval a nyirofesziiltség (SS — shear stress) széles
tartomanya mellett hatarozhat6 meg az elongécios index; az SS-EI pontok halmazat nevezziik
ektacytogramnak.

Egy ilyen halmazt nehéz kezelni, értelmezni és a gorbéket egymadssal statisztikailag
Osszehasonlitani. Az SS ¢és EI kozott az ektacytogramon determinisztikus kapcsolat latszik.
Hasznos lenne, ha az Osszefiiggést kevés ¢&s lehetdleg szemléletes paraméterrel
informaciovesztés nélkiil lehetne leirni, és segitségiikkel az eredeti adatokat reprodukalni.
Tanulméanyunkban két, az irodalomban hasznalt adatredukciés méddszer alkalmazhatdsagat és
korlatait vizsgaltuk.
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Nyers mérési adatként egy reprezentativ ektacytogramot addé mintat hasznaltunk. Az
elongécios indexet a jo felbontas érdekében 100 nyirofesziiltség mellett hataroztuk meg 0,30
és 30 Pa kozott logaritmikus Iéptékben. Az adathalmazra Wolfram Mathematica 6.0
programcsomag segitségével illesztettilk a késObb részletezett regresszids gorbéket. Az
algoritmus megkeresi a paraméterek azon értékeit, melyek mellett az adatpontok és a
regresszios gorbe kozti rezidualisok négyzetosszege minimalis. Az illesztés ersségét az r*
értékkel jellemeztilk, mely az adathalmaz teljes varianciajabol a regresszios gorbe altal
megmagyarazott arany. A szisztematikus eltérések megitélés¢hez megvizsgaltuk a
rezidualisok elrendezddését a nyirdfesziiltségek fliggvényében.

A Lineweaver-Burke illesztés

Ha a nyiréfesziiltség ¢és az elongédcios index is linedris skéldzdsu, a konkav
ektacytogram az elsO rendi enzimkinetika diagramjara emlékeztet, mely a Lineweaver-Burke
reciprok transzformacidval oldhatdé meg. A Linewever-Burke modszernél analog mdodon az
1/EI-t az 1/SS fiiggvényében abrazoljuk, és a kapcsolatot linearis regresszidval irjuk le (1/a
abra). Az Eln.x a végtelen nyirdfesziiltségnél 1étrejové deformaciot, az SS,, az Elyax/2
deformaciot 1étrehozé nyirofesziiltséget jelenti.

1 881/2 1 1 SS
- BT = Elpay ————
El E[rn,u,.t: SS i Elnm,.t: SS + SSI/Q

A regresszio soran alkalmazott legkisebb négyzetek mddszere a pontok és az egyenes
kozotti abszolut eltérést minimalizalja. Ugyanazon abszolut kiilonbség, ami magas 1/SS
magas 1/EI értékeinél kis relativ eltérést jelent, az alacsony 1/SS alacsony 1/EI értékeinél
oriasi relativ eltérést okozhat; dm erre a regresszio érzéketlen. Az alacsony (1/SS; 1/EI)
pontok jelentdségét a modszer ,elhanyagolja”. Minél kozelebb esik az alacsony
nyirofesziiltségekhez tartoz6 EI a nullahoz, anndl magasabb az 1/El, ami ,,félrehuzza” a
regresszids egyenest. Mindezek eredményeként az Eln,, altaldban jelentésen feliilbecsiilt,
akar az l-et is meghaladhatja (1/b-c abra), ami pedig a paraméter értékének teoretikus
maximuma. Az illeszkedés javithatd, ha a magas 1/El-vel jar6 alacsony nyirdfesziiltségeket
(pl. 1 Pa alatt) kizarjuk az elemzésbdl. Ez mindenképp informacidveszteséget jelent, €s
értelemszerlien ezen pontok a regresszidos paraméterekkel nem is reprodukalhatoak
megbizhatdan.

A modszer nem alkalmazhatd 0 vagy negativ EI értékeket tartalmazd adathalmazok
kezelésére (negativ EI a sejtek rezidudlis orientacidjabol szarmazo, altaldban artefakt
jelenség).

A Lineweaver-Burke 0Osszefiiggés nem-reciprocidlis formdjaval (lasd fenn) is
elvégezhetd a fiiggvényillesztés. Ebben az esetben a magas (SS; EI) pontok jobb egyezést
adnak, az Eln,. megitélése joval pontosabb. Ekkor azonban hasonld okok miatt sajnos az
alacsony (SS, EI) pontok lesznek ,,elhanyagolva”. A rezidualisok vizsgélata a regresszios
gorbe ¢és az adatontok kozotti szisztematikus eltérést mutatja (1/d abra). Alacsony
nyirofesziiltségeknél az illesztett fliggvény az El-t feliilbecsiili, amely az EI értékek alacsony
volta miatt ardnyaiban igen jelentds lehet. A magas nyiréfesziiltségeknél a rezidualisok
negativba hajlanak, igy az Elny.x alulbecsiilt lesz. Nulla vagy negativ El-k kezelésére ez a
modszer sem alkalmas. A nem-reciprocialis fiiggvényillesztés az eredeti Lineweaver-Burke
modszernél jobban kozeliti az El,x-ot, de az alacsony nyirdfesziiltségek modellezésében nem
jobb. Ezenkiviil a nem-linearis fliggvény illesztése bonyolultabb feladat.
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1. abra: A Lineweaver-Burke illesztés. (a) Linedris-linearis skalazasu, konkéav ektacytogram.
(b) Reciprok transzformacid6 utdni linedris regresszios egyenes illesztése. (¢) A
visszatranszformalt regresszios gorbe az Elyax-ot jelentdsen feliilbecsiili. (d) A non-
reciprocialis fliggvény illesztése utan maradoé rezidudlisok alakulasa.

A Streekstra-Bronkhorst illesztés

Ha az ektacytogramon az elongécidos indexet linedrisan, mig a nyirofesziiltséget
logaritmikusan skalazzuk, egy S alaku gorbét kapunk (2/a abra). Streekstra és Bronkhorst ezt
egy x/(x"+1) tipust fliggvénnyel kozelitette. Az alapfiiggvényt konstansokkal bovitve lehet
jol illeszkedo helyzetbe nyujtani €s tolni.

()"
ET = (EImax - E[min) % + Efmm
( SS ) el
55172

Az Elyax €s az Elyin a gorbe felso és alsé aszimptotdi, az Ely,.x a végtelen, az Ely,, a
zérus nyirofesziiltségnél kapott deformaciot jeloli. Az SS,, az (ElnintElmax)/2 kozepes
deformacidhoz sziikséges nyirofesziiltséget jeloli, az m pedig a gorbe meredekségével
kapcsolatos paraméter. A Streekstra-Bronkhorst modszer képes a negativ EI értékek
kezelésére is.

A képlet elvi felépitése hibas. Mivel a logSS—EI grafikon az S-alakt, a formuldban
logSS és logSS, kifejezést kellett volna alkalmazni az SS és SS,, helyett. A jelen formula a
linearis-linedris skalazasu konkav ektacytogramot irja le. Az ennek ellenére erds illeszkedés
oka az x"/(x"+1) fuggvény flexibilitasaban rejlik, mely m<I esetén konkav, m>1 esetén
viszont S alaku (2/b é&bra). Méréseink sordn az ektacytogramokra illesztett gorbék m
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paraméterei 1 alattinak adddtak, bizonyitva, hogy az illesztés valdjdban a konkav gorbékhez
tortént (2/c abra). Az m a fentiek tiikrében semmilyen szemléletes jelentéssel nem bir, az
illeszkedéshez sziikséges kényszerparaméter.

A rezidualisok viszgéalata a mért pontok ¢és a regresszids gorbe kozt szisztematikus
eltérést mutatat: mind az Ely,.x, mind az El,, érték alulbecsiilt (2/d 4bra).

A logaritmusok hozzatételével modositottuk a Streekstra-Bronkhorst képletet, de
ennek illesztése tovabbi nehézségeket rejt (1 Pa alatti SS értékeknél a fliggvény
értelmezhetetlen, ennek 4thidaldsa atmeneti atskalazassal lehetséges). A modositott
fliggvénnyel az eredetihez hasonld erdsségii illeszkedést lehet elérni, mindazonaltal itt is
mutatkoznak szisztematikus hibak. Mivel a méddszeriink érdemben nem ad jobb eredményt,
mint a Streekstra-Bronkhorst illesztés, viszont koriilményesebb, mi is az eredeti formula
hasznalatat javasoljuk.

Az illesztés paraméterei a vOordsvérsejt intrinsic tulajdonsagait hivatottak jellemezni,
igy elviekben fiiggetlennek kell lennilik att6l, hogy a mérést milyen nyirdfesziiltség
tartomanyban végezziik. Ennek ellendrzésére az eredeti adathalmazrdl levagtuk az alacsony
illetve a magas nyirofesziiltségekhez tartozé tartomanyokat, és igy is elvégeztiik az illesztést.
A paraméterek jelentés mértékben valtoznak. A paraméterek helyes megitéléséhez fontos,
hogy a gorbe nevezetes szakaszai meglegyenek.
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2. abra: A Streekstra-Bronkhorst illesztés. (a) A log-lineéris skalazasu, S-alaku ektacitogram.
(b) A flexibilis y—x"/(x"+1) fliggvény az m kiilonbozé értékeinél. (¢) A regresszios gorbe a
linearis-linedris ektacytogramra illesztve. (d) Az illesztés utan maradé rezidualisok alakulésa.
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Altaldnos megjegyzések

Az 1* értékkel a korrelacios gorbe illeszkedésének szorossagat jellemezziik, amely
mindkét moddszernél kiemelkedden magas volt. Ez annak is kdszonhetd, hogy az
ektacytogram preciz, zajmentes gorbe, a sejthetd determinisztikus alapvonaltol valo
sztochasztikus eltérése minimalis. Pont ez ad lehetdséget arra, hogy a kifejezetten kicsi
szisztematikus eltéréseket is felfedezziik. A magas 1’ azért szavatol, hogy a regresszids gorbe
jol leirja azon mérési pontokat, amelyekre illesztették, a paraméterek segitségével ezen pontok
jO kozelitéssel reprodukalhatoak. Mivel sem a regresszids gorbe, sem az ektacytogram nem
tesz hirtelen kilengéseket, a regresszios fiiggvénnyel a mérési tartomanyon beliilre esd egyéb
pontok is j6 pontossiggal képezhetéek. A magas 1’ nem jelenti azt, hogy a regresszios
fliggvény alkalmas a mérési tartomanyon kiviil esé pontok helyes joslasara, pl. a maximalis
deformaci6 meghatarozasara. Erre hivja fel a figyelmet a paraméterek mérési tartomanytol
valo fliggdsége. A becslés pontossidga valdszintlileg javithatd, ha a deformacio jelenségérol
tobb informacionk van, azaz a mérési tartomanyt kiszélesitjiik. Ennek lefelé az szabhat gatat,
hogy a minimalis nyiréer6k mellett mar a Brown-mozgas is aranyaiban jelentékenny¢ valhat,
romlik a jel/zaj arany, pontatlanabb lesz a mért EI érték. A nyirdfesziiltség tilzott ndvelése
esetén pedig a sejtek szenvednének irreverzibilis karosodasokat, maga a mért rendszer
valtozna meg.

A legkisebb négyzetek modszere a rezidudlisok minimalizalasanal a rezidualis
abszolut nagysagat veszi figyelembe. Azonos sullyal esik latba, a 0,08 és 0,10, illetve a 0,58
¢és 0,60 kozotti eltérés. Elobbinél ez relativ értelemben 20%, utobbinal 3,3% eltérést jelent.
Vitathat6 azonban az is, hogy az EI esetén van-e értelme olyan kifejezéseknek, mint relativ
eltérés, relativ hiba, vagy standardizalt differencia, melyeket az irodalomban is gyakran
hasznalnak. A fenti fogalmak aranyskaldkon hasznélatosak. Az elongéicids index sokkal
inkdbb egy alul és felil korlatos intervallumskala, amelyen azonos nagysagi Iéptékek
bioldgiailag nem is azonos nagysagu valtozast jelentenek. Az EI-bdl konnyen képezhetjiik a
diffrakcios ellipszis két atmérdjének aranyat A/B=(1+EI)/(1-EI) szerint. A kort jel616 nullarol
a 0,3-ra novekedd EI egy olyan ellipszist jelent, ahol az 4tmérdk aranya 1,86, mig a 0,8-rol
0,9-re valtozd EI a 9-szeresr6l 19-szeresre nyuld atmérdaranyt takar. Az aranyok
szemsz0Ogeébdl értelmezhetetlen egy negativ és pozitiv EI dsszehasonlitasa is.

Osszefoglalds

A Lineweaver-Burke transzformacioé a maximalis deformacio értékét feliilbecsiili, ha 1
Pa-nal kisebb nyiréfesziiltségeken is torténik mérés. A nem-reciprocidlis formula bar
alulbecsiili, jobban kozeliti az Elya-ot, viszont figyelmen kiviil hagyja az alacsony
nyiréfesziiltségeket. A Streekstra-Bronkhorst illesztés jobb hatasfoku adatredukciot biztosit.
Bar a formula elméleti felépitése részben téves, a gyakorlati hasznalhatosdga nem
kérddjelezhetd meg. A modszer segitségével az informécio kevés paraméterrel konzervalhato
¢és reprodukalhat6. A paramétereknek szemléletes jelentés tulajdonithatd, &m ezek pontatlanok
lehetnek. A maximalis és minimalis deformécio kiss¢ alulbecsiilt.
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6. Modszertani megfontoldasok ektacytometria kapcsan: a kiozegviszkozitds
szerepe

Bevezetés

crer

modszer. Az elongicios index a deformacio mértékét jellemzi. A deformabilitds fogalmat
akkor hasznaljuk, ha a mérést standard kornyezeti tényezék (hémérséklet, kozegviszkozitas,
ozmolaritas, pH, stb.) mellett végezziik. Azonos minta, azaz azonos deformabilitasi sejtek
deformacioja eltérd lehet, ha a mérés koriillményei megvaltoznak.

Szuszpendald kozegként polivinilpirrolidon (PVP) por foszfatpufferes oldatat
hasznaljuk. Az oldat elkészitése és a viszkozitds bedllitdsa technikailag nehézkes, igy a
deformabilitdsmérés standard koriilményei nehezen biztosithatok. Az irodalomban a
kiilonbozd szerzOk eltérd viszkozitdsi kozeget hasznalnak, ezért a kapott deformaciok
egymassal korlatozottan hasonlithatok 6ssze. Tanulmanyunkban megvizsgaltuk, hogy a kézeg
viszkozitdsanak valtozasa hogyan befolyasolja a deformaciot.

A berendezés a kozeg viszkozitasa alapjan allitja be a cilinder fordulatszdmat, hogy a
kivant nyirofesziiltséget létrehozza, A kozegviszkozitas helytelen megadédsa helytelen
nyirdfesziiltséghez és téves elongacios indexhez vezet. Megvizsgaltuk, hogyan lehet az ilyen
eredményeket retrospektiv modon korrigélni.

Mintak és modszerek

Méréseinkhez 11 egészséges Onkéntes heparinnal antikoagulalt vérét hasznaltuk. Ot
kiilonb6z6 PVP oldatot készitettiink, melyek viszkozitdsat Oswald viskoziméterrel 13,5, 17,5,
20,9, 25,1 és 37,8 mPas-nak mértilk. A méréseket a vérvételtdl szamitott 2 oran beliil
végeztik. Az elongéciés indexet 0,30 és 30 Pa kozott logaritmikus 1éptékben 25
nyiréfesziiltségen mértiik.

Mindegyik mintabol mindegyik kozegben készitettiink szuszpenziot. Minden
keveréket haromszor mértiink le anélkiil, hogy kozben kicseréltiikk volna dket. A viszkozitast
egy alkalommal helyesen adtuk meg, a masik két alkalommal egy masik kozeg viszkozitds
értékét taplaltuk be, lehetdség szerint egy kisebb és egy nagyobb viszkozitasuét.

A LORCA a Couette-aramlas sebességgradiensét a y=SS;ominalis/Mnominalis formula
szerint allitja be, mely SSyai6s=Y*Nvaios=S Snominalis*Nvalss/Mnominatis Nyirofesziiltséget eredményez.
Ha a viszkozitast helyesen adjuk meg, Mnominalis=Nvalss, 1Y SSvalos=S Snominalis, ha azonban a
viszkozitast tévesen adjuk meg a valodi nyirofesziiltség eltérd lesz, és téves ektacytogramot
kapunk. Els6ként a téves (SSpominalis; EI) adatpontokat helyes (SSyaes; EI) pontokkd
konvertaltuk, majd interpolacidéval kiszdmoltuk a standard SS értékekhez tartozo El-ket. A
legalso illetve legfelsd nyirofesziiltségek interpolacioval nem szamithatdak, ezeket kihagytuk.
A helyesen mért és a helyteleniil mért, transzforméacidval korrigalt pontok egyezését Bland-
Altman analizissel vizsgaltuk minden nyiréfesziiltségen.

Ugyanazon minta kiilonb6zé médiumban felvett ektacytogramjait egyiittesen
abrazoltuk. A kiilonbségeket szemikvantitativen értékeltiik, és megadtuk a Streekstra-
Bronkhorst paraméterek valtozasat is.

Eredmények és diszkusszio

A konvertalt téves ¢és a helyes adatpontok Osszevetése soran nem talaltunk
szisztematikus torzitast, és a sztochasztikus hiba is a LORCA mérési pontossagan beliil
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maradt. A helyes és téves mérések ugyanazon viszkozitast kozegben torténtek, a fizikai
koriilmények azonosak voltak, igy azonos valos nyirdfesziiltség mellett azonos EI varhato. Az
egyetlen kiilonbséget a SS nominalis értéke jelentette. Nem meglepd, hogy ezt a szigoruan
matematikai jellegli hibat tokéletesen korrigalni lehetett. A modszer azonban csapdat rejt.
Kisérletiinkben 25 ponton mértiink a jo felbontas érdekében, igy az interpolacié pontos volt.
Ha kevesebb pont all rendelkezésiinkre (a LORCA alapbedllitdsok szerint 9 pontot vesz fel),
ez pontatlanabb lehet. Emellett a sz¢ls6 adatpontok nem interpolalhatok, igy elvesznek.

A téves ektacytogramokat jellemzd Streekstra-Bronkhorst paraméterek konverziojat is
megvizsgaltuk. A hibas mérések soran kapott El.x €s Elni, értékeket valtozatlanul hagytuk,
hisz a végtelen és nulla nyirofesziiltségnél mérhetd értéknek azonos fizikai koriilmények kozt
azonosnak kell lennie. A SSy, értéket a kordbbiakhoz hasonléan SS.,*1Nyaies/Mnominatis Szerint
képeztik. Az m paramétert is valtozatlanul hagytuk. A Bland-Altman analizis szerint a
konvertalt hibas paraméterek eltérnek a helyes paraméterektdl. Ha a nominalis viszkozitas a
valosnal magasabb volt, az Ely.x-ot alul-, az Elnis-t és a SSy-t pedig feliilbecsiiltiik. Ha a
nominalis viszkozitas a valosnal alacsonyabb volt, a torzitas forditott iranyt volt. Epp ezért,
ha lehetséges, inkabb az eredeti adatokat és ne az adatredukcids paramétereket konvertaljuk!

Tanulmanyunkban a magasabb viszkozitdsi kozeghez tartozd ektacytogramok
altaldban a magasabb EI értékek felé tolodtak. A Streekstra-Bronkhorst Elp.x és m
paraméterek szignifikans pozitiv, mig az SS., szignifikdns negativ korrelacidot mutattak a
kozegviszkozitassal. Az Elnin is tendencidzusan ndtt a magasabb viszkozitdsok felé.
Megkiséreltiink egy transzformdacios szabalyt 1étrehozni, mellyel akar a nyers EI, akar a
Streekstra-Bronkhorst paraméterek tetszleges viszkozitdshoz kiszamolhatok. Az EI és a
viszkozitas kapcsolatat egy 1/x tipust hyperbola és kapcsolodo konstansai segitségével tobbé-
kevésbé le lehetett irni, ha a mérések atlagat vettiik alapul. Ez a szabdly a konstansaival
egyedi esetre vetitve azonban hasznalhatatlannak bizonyult, az egyéni eseteknél szamolt
konstansok pedig rendkiviil eltérden viselkedtek, igy a modellt elvetettiik.

A kiilonboz6 mintdk ektacytogramjai eltéréen viselkedtek a kiillonb6zd viszkozitasu
médiumokban. Néhany mintdnal az ektacytogramok magas nyirofesziiltségeknél széttérnek,
mas esetekben ez nem szadmottevd. Hasonldan, az alacsony nyirofesziiltségeknél is eltérd
mértékben lathatdo a gorbék Osszetartdsa. Az esetek tobbségében a gorbék parhuzamosan
futnak, egyes esetekben azonban keresztez0dés figyelheté meg. Ez ramutat arra, hogy
kiilonb6z6 szerzok kiilonbozo viszkozitasu kdzegben tortént mérései nehezen vethetdk Ossze
egymassal. Szintén hibara szamithatunk, ha korabbi méréseinket egy utdbb készitett és eltérd
viszkozitasi kozegben mért eredményeinkkel akarjuk Osszehasonlitani. A mérési modszer
standardizalasa ezért igen fontos. Masfeldl az a tény, hogy a mintak eltérden viselkednek a
kozegviszkozitassal kapcsolatban, az ektacytometria Ujfajta alkalmazasdnak adhat teret. A
Pekingi Egyetem munkacsoportjai az alacsony viszkozitasu ektacytometriadt mar sikerrel
alkalmaztdk a membranfluiditds vizsgadlatdban. A magas viszkozitdsu ektacytometria a
vorosvérsejtek stressztlirésérél adhat informéciot, és valdszinilileg a belsd viszkozitashoz
kozeli dtmeneti zona alkalmazésa is hasznos informéciot szolgéltathat. Ahogy az ozmotikus
gradiens ektacytometria sokat elarult a sejtek tulajdonsagair6l, Ggy a ,,viszkozitas gradiens
ektacytometria” is egy potencialis jovébeli alkalmazasi teriilet lehet.
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UJ EREDMENYEK

Tanulményaink az aldbbi 1) eredményekre vezettek:

1. A hematokrit-vérviszkozitds ardny segitséget nyujthat a kardialis morbiditas és
mortalitas elérejelzésében.

2. A bemutatott moddszerrel kevés mintabol gyorsan és egyszerlien felrajzolhaté a
hematokrit-vérviszokzitas profil, és szamithaté a maximalis oxigénszallitd intenzitast
ado virtualis optimalis hematokrit.

3. Biztatd6 eredményeket talaltunk arra vonatkozoan, hogy a virtualis optimalis
hematokrit segitséget nyUjthat a beteg globalis optimalis hematokritjdnak
felmérésében, amennyiben lehetdség van a  hemodinamikai  viszonyok
feltérképezésére.

4. Megmutattuk, hogy a hemoreologiai mérések elvégzése eldtt a mintdk mennyi ideig
tarolhatdak az eredmény torzulasa nélkiil:

e Teljes vér viszkozitds és plazma viszkozitds: 6 6ra szobahOmérsékleten. A 4°C
valo 24 6rés tarolas kertilendo.

e Voros versejt aggregacio: LORCA-nal 6 6ra, Myrenne-nél kevesebb mint 2 6ra
szobahOmérsékleten. A 4°C vald 24 6rés tarolas kertilendd.

e Vordsvérsejt deformabilitas: 2 6ra szobahOmérsékleten, vagy 24 6ra 4°C-on.

5. Ramutattunk az ektacitometrias eredmények adatredukcidjara hasznalt modszerekkel
kapcsolatos néhany hibalehetdségre:

e Az eredeti Lineweaver-Burke transzformacid hasznalata esetén az 1 Pa alatti
értékeket ne hasznaljuk! Ezen pontokat a nem-reciprocialis formula is rosszul
becsiili.

e A Streekstra-Bronkhorst illesztés is szisztematikus hibdkat hordoz. A
maximalis és minimalis deformaci6 kissé alulbecsiilt.

6. Bemutattunk egy mddszert, mellyel az ektacytometria soran a kozegviszkozitas téves
megaddsabol eredd hiba korrigalhato.

7. Megmutattuk, hogy a deformabilitas és a kozegviszkozitds kozotti kapcsolat
egyénenként valtozd, igy ezen Osszefliggés vizsgalata informaciot adhat az egyénrdl.
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