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1. Bevezetés

1. 1. A thrombocytak szerepe és szerkezete

A vérlemezkék a legkisebb vérsejtek, dtlagosan 2—4 um atmérdjliek (Jain 1993). Termelddésiik a
csontveloben zajlik (thrombopoiesis), majd a megacaryocytdk -citoplazma-fragmentumaiként
keriilnek ki a periférids vérbe. A teljes folyamat 3—4 napot vesz igénybe, amelynek szabdlyozasdban
kiilonféle stimuldlé (pl. megacaryocyta-koldnia stimuldlé faktor, a vese altal termelt trombopoietin,
az interleukin-3, a granulocyta-monocyta-kolénia stimuldlé faktor) és gétlé anyagok (pl. o- és [3-
interferon) vesznek részt (Jain 1993, Lewis 2000). Tulélési idejiilk 3—11 nap (Jain 1993). Az
eloregedett, illetve karosodott sejteket a mdj, a 1ép €s a csontveld makrofagjai tavolitjdk el (Jain
1993).

A vérlemezkék nagyobb hédnyada keringdé thrombocyta, masik résziik pedig kiilonboz6 szervek
kapillarisaiban (“pool”’-okban) raktirozodik. Ezekrél a helyekrdl sziikség esetén konnyen
mozgésithatok. Elettani koriilmények kozott az osszthrombocyta-mennyiség mintegy 30—40 %-a
taldlhaté a lépben, €s csak kis mennyiségiik raktarozodik egyéb szervekben (tiido, madj, sziv,
csontveld; Jain 1993). Alapvetd szerepiik a hemosztdzis fenntartdsa (McConnell 2000, Jain 1993).
Mind a primer, mind a szekunder folyamatokban részt vesznek. A vérlemezkék nem pontosan
tisztazott modon segitenek a kapilldris-endothel szerkezeti integritdsdnak megorzésében 1is:
thrombocytopenia esetén az endothelsejtek kozotti kapcsolat meggyengiil, igy az érfal a
vorosvérsejtek szdmdara szabadon atjarhatéovd valik. Ezt jelzi a petechidk, ecchymosisok
megjelenése. Vasoactiv anyagaik révén a vérlemezkék részt vesznek a gyulladdsos, illetve a szoveti
regenerdcios folyamatokban is. Nyitott csatornarendszeriik segitségével képesek baktériumok és
kiilonféle anyagok bekebelezésére, illetve P-lizinjiknek koszonhetéen kisfokd baktericid
tulajdonsaggal is rendelkeznek. Szerepiik van az artérids és a vénds thrombusképzésben, karositd
medidtoraik révén az atherosclerosis korfejlodésében, és egyes megfigyelések szerint a
tumormetasztdzisban is (Jain 1993, Thomas és Rogers 1999).

A vérlemezkék kis méretiik ellenére komplex feladatokat ellat6 alakos elemek, melyek citoplazmdja

bonyolult szerkezetli. A kiilonféle sejtalkotokat az 1. tablazatban foglaljuk 6ssze.



1. tablazat. A thrombocytak szerkezeti elemei. (Stokol, 2000)

kiils6 membranrendszer kettds foszfolipidréteg, gliikoprotein-receptorok, ciklikus-adenozin-monofoszfat
(cAMP)

szol-gél z6na microfilamentumok, microtubulusok, gliikkogénszemcsék

organellum zéna mitokondriumok, peroxizémék, liposzémdk, a-granulumok (vWTf, fibronektin,

fibrinogén, trombospondin, vitronektin, P-szelektin, novekedési és véralvadasi

faktorok), denz granulumok (ATP, ADP, Ca2+, szerotonin)

bels6 membranrendszer nyitott csatornarendszer (OCS), denz tubuldris rendszer (DTS)

1. 2. A thrombocytak mennyiségi viszonyai

A thrombocytaszam hatdrértékei egészséges kutydkban 200-500, macskdkban 300-700 x 10°/1
(Bush 1991). Ha a vérlemezkék mennyisége az alsé hatarérték alatt marad, thrombocytopenidrol, ha
pedig a felsd hatarértéket meghaladja, thrombocytosisrol beszéliink. Az eldbbi kérforma gyakoribb,
kialakuldsa vérzéses diathesist okozhat. A thrombocytopenia megnyilvanulhat velesziiletett és
szerzett formédban egyarant. A szerzett forma joval gyakoribb. Eldidézheti képzési zavar, fokozott
pusztulds (immun- vagy nemimmun eredetil), tilzott vérlemezkevesztés és fokozott felhasznalds,
koros megoszlas és higulas (Weiss 2000, Jain 1993). A thrombocytosis kialakuldsa a véralvadasi
mechanizmus  er0sodését, fokozott tromboéziskészséget eredményezhet. A  mindennapi
sz6haszndlatban thrombocytosisnak (vagy relativ thrombocytosisnak, Jain 1993) a keringd
thrombocytdk szdmanak szekunder okokra visszavezethetd novekedését nevezziik. Ez a jelenség
atmeneti, és klinikai tiineteket tobbnyire nem okoz (Lewis 2000). Ha a thrombocyta-termelés
fokozoddsat a csontveld funkcid-ndvekedése okozza, azaz primer folyamatokrdl van szd, akkor
helyesebb thrombocytaemidrol beszélni. A csontvelében ilyenkor megacaryocyta-proliferacio
figyelhetd meg (Jain 1993). A thrombocytosis lehet élettani vagy koéros, utébbi pedig abszolit vagy
relativ (Weiss 2000).

1. 3. Kutyak thrombocytainak morfoldgiai vizsgalata

Csak néhany tanulmany foglalkozik a vérlemezkék morfologiai vizsgdlataval, 4ltaldban a
hematoldgia konyvek is csak néhdny sorban emlékeznek meg azokrél. A vérlemezkék a legkisebb
vérsejtek, szerkezeti felépitésiik egyszert, igy fénymikroszkopos vizsgilatuk a hagyomanyos festési
eljarasokkal késziilt vérkenetekben (pl. May-Griinwald, Pappenheim, Giemsa, Diff-quick)

nehézségekbe iitkozik. Sajnos a hematoldgiai diagnosztikdbol jol ismert citokémiai festési



technikdk is kevés tovabbi informdaciét nydjtanak (Jain 1993). A felsoroltak koziil a Giemsa-festés
tlinik a legegyszerlibbnek és a legalkalmasabbnak arra, hogy a sejtek finom struktardjat lathatéva
tegyiik, ezért munkdnk sordn ezt a moddszert vettiik igénybe egészséges és beteg kutydk
thrombocytdinak egyszerti morfoldgiai vizsgalatéra.

A tovédbbiakban olyan festési eljardst is szerettiink volna alkalmazni, amely a thrombocytdk
valamely jellegzetes szerkezeti elemét képes kimutatni. Ilyen specidlis eljards a PAS-festés, amely a
vérlemezkék glilkogéntartalmat mutatja ki. A glikogén a vérlemezkék fO energia forrdsa. A
citoplazmaban diffizan helyezédik gliikogéngranulumok formdjaban. Ugy gondoltam, PAS-festést
alkalmazva konnyen nyomon kovethetdvé vilik a glilkogén mennyiségi és eloszlasbeli véltozdsa a
kiillonféle korformédkban. Ezt az eljardst viszonylag ritkdn alkalmazzdk a hematoldgiai
vizsgalatokban (Szasz et al. 1981, Powers 1989, Reagan et al., 1998, Cowell et al., 1999), a
vérlemezkék morfologiai elemzésére pedig szinte soha. Az egyéb vérsejtek PAS-szerint festett
vérkenetekben jellegzetes fest0dést mutatnak, az ett6él vald eltérés mindig kéros, nem ritkdn
valamilyen myeloproliferativ korkép velejardja (Szasz et al. 1981).

Funkcidjuk szerint a glilkogénszemcsék a sejt elsddleges energiaraktarai. A thrombocytdk az
energiat aktiv anaerob gliikolizisbél nyerik (Jain 1993). A gliik6z az ATP-termelés {6
energiaforrasat jelenti (Gentry 2000). A gliikogén lebontdsit az amilo-1,6-gliikkoziddz és a
glilkogén-foszforilaz enzimrendszer szabdlyozza (Tablin 2000). A vérlemezkék a gliikoz aktiv
felvételére is képesek (bar a gliikogéngranulumok nagy része a megacaryocytakbdl szarmazik), ami
azutan vagy a gliikolizis sordn hasznalédik fel ATP termelésre, vagy a még kevéssé tanulmanyozott

hexdz-monofoszfat sonton keresztiil metabolizalédik (Holmsen 1994).

Egészséges kutydak thrombocytdinak morfologidja Giemsa-szerint festett vérkentekben

A vérlemezkék fénymikroszkdpban halvianykékek és mag nélkiiliek (Bessis 1972, Jain 1993, Bush
1991, Hoffbrand és Pettit 1997, McConnell 2000). A tobbségiik kozepes nagysdgu (Cowell et al.
1999), alakjuk kerek vagy ovalis (Bessis 1972, Erslev és Gabuzda 1975, Handagama et al. 1986,
Powers 1989, Jain 1993). Ha a kenet nem megfelelden fixélt, bizarr alakot vehetnek fel (Bessis
1972). A vérvétel sordn aktivdlédhatnak, ekkor vékony citoplazma nyidlvdnyokat, &lldbakat
novesztenek, amelyek a festett kenetben jol lathatok (Hoffbrand és Pettit 1997, Cowell et al. 1999).
Citoplazm4juk finom, lilds granuldciét mutat, amelyek vagy a sejt kdzepén csoportosulnak, vagy
diffizan elszérva figyelhetok meg (Bessis 1972, Jain 1993, Bush 1991, Hoffbrand és Pettit 1997,
McConnell 2000). Az iddsebb vérlemezkék kisebbek, és gyengébb denzitdsiak, vagyis
halvanyabbak, mint a fiatalabbak (Bessis 1972, Bush 1991, Hoffbrand és Pettit 1997). Elettani
viszonyok kozott nem vakuolizédltak, azonban ha vérvételkor antikoaguldnsként EDTA-t

haszndlunk, vagy a levett vérmintit tobb, mint 24 6rdn 4t tdroljuk, kifejezett citoplazma-



vakuoliz4ci6 jelenhet meg benniik (Bessis 1972). Még helyes mintakezelés és kenetkészités mellett
is el6fordulhat a vérlemezkék Osszecsapddasa (aggregdldddsa), azonban ezek élettani koriilmények
kozott kis méretiiek (Bessis 1972, Hoffbrand és Pettit 1997).

A vérlemezkék morfoldgidja szamos velesziiletett és szerzett korformaban valtozhat (Stobbl 1959,
Nolte és Mischke 1995). Egyszertil festési eljardsokkal késziilt vérkenetekben éltaldban a kovetkezd
szempontok szerint torténik értékelésiik (Jain 1993, Cowell et al. 1999).

1. Festodési sajdtossagok. A vorosvérsejteknél ismert terminoldgidk a vérlemezkéknél is jol
alkalmazhatok, eszerint polychromasidrol besz€liink, ha a kenetben a vérlemezkék festodése eltéro,
vagyis gyengén festddd (hypochrom) és erbteljes festddést mutatd, basophil (hyperchrom) alakok
egyiittesen fordulnak eld.

2. Méret. A vérlemezkéket a vordsvérsejtek méretéhez viszonyitjuk, és eszerint adjuk meg a
kovetkezd tipusokat:

® microcytdk: a vorosvérsejtek Y4-énél kisebb vérlemezkék (1-2um),

o kozepes nagysdgu vérlemezkék: méretiik a vorosvérsejtek 1/4—1/3-a (2-3pum),

® macrocytdk: vorosvérsjt-nagysagu vérlemezkék,

® Jrids thrombocytdk: a vorosvérsejteknél nagyobb vérlemezkék (>7um).

Ha egyidejiileg kiilonb6z6 méretli vérlemezkék vannak jelen a kenetben, anisocytosisrol beszéliink.

3. Polimorfizmus: A fiziol6giés kerek, ill. ovalis vérlemezkéktdl eltérd sejtalakok megjelenése

4. Aktivdlt és nem aktivdlt vérlemezkék jelenléte: allabak eléforduldsa

5. Patolégias granuldltsdg: az élettanitdl eltérd granulumeloszlés

6. Citoplazma vakuolizdcio: vakuolumok eléforduldsa a cytoplasmaban

A fent emlitett elvaltozasok 1-3%-ban egészséges kutydkban is jelen lehetnek (Bessis 1972).
Koérosnak a human hematolégidban altaldban azt tekinthetd, amikor a kenetben 6rids thrombocytak
és microcytdk egyidejlileg vannak jelen, ha a hialomer festési sajatossagai az egészségestol eltéroek
(basophilia) és ha a granulomer nagyon kifejezett, vagyis a granuldcié erdteljes (Stobbl 1959,

Mende et al. 1975, Keller 1986).

Egészséges kutydk vérlemezkéinek morfologidja PAS-szerint festett vérkenetben
A vérsejtek PAS-festése a human hematoldgiai diagnosztikdban ismert eljards, azonban a
vérlemezkéket PAS-festédési jellegzetességeik alapjan kiilon nem szoktdk értékelni (Szdsz et al.

1981). A festodési sajatossagok ismérveit a 2. tablazat tartalmazza.



2. tablazat: Az egyes vérsejtek festédése PAS szerint

Vérsejttipus Festddési sajatossagok

- neutrophil granulocytdk - citoplazmdjukban PAS-pozitiv, lilaspiros
granulumok

- elbalakok - festddésiik gyenge, az érettségi fokkal erdsodik a
pozitivitds

lymphoid sejtek PAS-negativak, esetenként nagyon gyenge, diffiiz

szemcsézettség figyelhetd meg

monocytak tobbségiik nem festddik, vagy halvdny diffiz

pozitivitdst ad

erythroid sejtek csak kdros esetben festddnek (pl. erythroid-leukaemia)

vérlemezkék glilkogéntartalmuk nagyobb, mint a granulocytdké

(Jain 1993)

A gliikogén-szemcsék elszorva helyezOdnek a sejt citoplazmdjaban, a hialomer és granulomer
z6ndban egyardnt megtalalhatok. Szabdlytalan alaktak, gyakran nagyobb csoportokat, csomdkat
képeznek (Bessis 1972). Az ismert tanulmdnyok az emberi vérlemezkék gliikogéntartalméanak
valtozdsait foként elektronmikroszképpal kovették nyomon, €s csak néhanyan vizsgaltdk
fénymikroszkoéppal (Bessis 1972).

A hidnyos és kevéssé részletes irodalmi adatokra val6 tekintettel munkank célja az egészséges és
beteg kutydk vérlemezkéinek tobb szempontd morfologiai vizsgdlata volt Giemsa- és PAS-szerint

festett vérkenetekben.

1. 4. A thrombocyta-funkcio vizsgalata

A vérlemezkét ért inger hatdsara az addig nyugvo sejt aktivaloédik, és olyan morfologiai, illetve
biokémiai valtozdsokon megy keresztiil, ami képessé teszi a hemosztizisban vald részvételre. A
primer hemosztazis négy folyamataban is részt vesznek a thrombocytak (McConnell 2000). Ezek az
adhézid, az aggregicio, a release-reakcid és a prokoaguléns felszin kialakuldsa.

Az érsériilés helyén, vagyis ahol az endothelréteg folytonossdga megszakad, szabadda valik a
thrombogenicus hatdsu kollagén. Az adhézié soran a vérlemezkék specifikus gliikkoprotein-
receptoraik révén a kollagénhez, illetve a sériilt endothelbdl szabaddd vélt von Willebrand-
faktorhoz (vWf) kotddnek. Ha az endothelsériilés kifejezett, a szabadda valo kollagénrostok jelentik
a f6 aktivdlo tényezdt. Kisebb trauma esetén a vWf és a fibrinogén feleldsek elsdsorban az
adhéziéért (Gentry 2000). Az adhézid soran a vérlemezkék mintegy rogzitik magukat a kdrosodott
érfalhoz. A folyamat nem egyformén zajlik a szervezet kiilonb6zd helyein, illetve az adott ponton

tapasztalhaté belsé folyadéksurlédas (,,shear”) nagysdga is befolydsolja: az alacsony dramlasu



helyeken a fibrinogén és a GPIIb/IIla (fibrinogén-receptor, vagy oupfs-integrin, Boudreaux et al.
1994) receptorok kozti interakci6 elegendd az aggregalédashoz. A magas dramldsu helyeken a vW{
és a GPIb/IX/V receptor komplexek kozott 1étrejovo interakcidk segitik az adhéziot (Gentry 2000).

Az adhéziét kovetden megindul a thrombocyta-aktivicié, amely gyakorlatilag a sejtek
alakvéltozasat jelenti: felsziniikon hosszi citoplazmanyudlvanyok, alldbak jelennek meg, ezzel
feliiletik megnd, és a késdbbiekben kulcsszerepet jatszo fibrinogén-receptoruk (GPIIb-1I1a)
hozzaférhetové valik. A folyamat alapfeltétele a GPIIb/Illa-receptor aktivaloddsa. Ez két
parhuzamosan zajlo, egymadssal szdmos ponton Osszefiiggd mechanizmust foglal magdba: az tn.

foszfolipid- és az eikozanoid (arachidonsav)-reakciéutat (1. abra).
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AGGREGACIO

1. abra. Az aggregacio folyamata, az eiokozanoid- és a foszfolipid-reakciéut
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfit.
(Forrés: Stokol T.: Disorders of Platelet Function. Manual of Canine and Feline Haematology and

Transfusion Medicine. BSAVA, 2000.)
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Az aggregécid sorén a fibrinogén képez hidat a szomszédos vérlemezkék kozott (Blaskd 1998, Jain
1993, McConnell 2000). A fibrinogén-receptor expresszdlodasit szdmos vegyiilet, Uin. agonista
aktivdlhatja, amelyekre nézve a thrombocytdk szintén sajit receptorral rendelkeznek (Zhou és
Schmaier 2005). Megkiilonboztetiink az aggregéciot er0sen €s gyengén befolydsol6 agonistdkat. Az
eldbbiek a foszfolipid- és eikozanoid-reakciditon keresztiil indukdlnak aggregéciot, sot, képesek a
release-reakcid kivaltasara is akkor, ha a primer aggregacid valamiért gatolt. A gyenge agonistak
csak az eikozanoid reakcidutat képesek aktivdlni. Vagyis ha ezt a folyamatot valami gétolja, nem
kovetkezik be aggregicié (Blaskdé 1998, McConnell 2000). A fontosabb aggregiciét kivaltd
anyagokat, az eredetiiket és az aggregacioban betoltott szerepiiket a 3. tablazatban tintettiik fel
(Wilner et al. 1968, Jain 1993, Soloviev et al. 1997, Blaské 1998, Boda 1999, Boudreaux 2000,
Stokol 2000, Sink 2002).

A folyamat sordn kollagén- vagy trombinhatdsra a vérlemezkék granulumai Kkiiiriilnek (Blaské
1998, McConnell 2000). Az extracellularis térbe keriild anyagok (pl. ADP, tromboxanok,
szerotonin) egyrészt az adhéziét segitik, mésrészt tovabbi aggregicidt indukdlnak, novelve ezzel a
primer trombus nagysagat. A release-reakcio irreverzibilis, mert parhuzamosan mar a protrombin-
trombin dtalakulds is végbemegy (Blaské 1998, McConnell 2000, Jain 1993, Jones 1979). A
release-reakcié sordan kiilonboz6 enzimek és a véralvaddsi kaszkdd egyes kofaktorai is
szekretalédnak (McConnell 2000).

A folyamat a hemosztazis szekunder fazisat késziti el6 (McConnell 2000). Alapvetd feltétel egy
olyan foszfolipidfelszin kialakuldsa a thrombocytdn, ami lehetévé teszi a véralvadasi fehérjék
megkotését. Ez a thrombocyta-aktivacié idején kovetkezik be (McConnell 2000, Hoffbrand és Pettit
1997).

11



3. tablazat. A thrombocyta-aggregaciéban résztvevo agonistak és hatasuk jellege

Agonista Sz4rmazasi hely, szerepiik A hatés jellege; az aggregicids valasz jellemzdi PRP*
esetén
ADP endothel, vorosvérsejtek, a vérlemezkék | gyenge agonista
denz granulumai; a release-reakci6
sordn tovabbi aggregiciét indukal
kollagén subendothelialis kotdszovet; a traumadt | er0s agonista, gyors, irreverzibilis aggregacio; egyfazisu
kovetd els6 aggregacios faktor gorbe, 7—11 sec lagfazis
epinefrin a vérlemezkék denz granulumai; a|gyenge agonista
primer thrombus kialakuldsakor
bocsdtédik ki és indukdl tovabbi
aggregaciot
trombin a hemosztdzis eldrehaladtdval egyre |er8s agonista, gyors irreverzibilis aggregicid, egyéb
nagyobb mennyiségben van jelen vérlemezke-funkcidkat is timogat
szerotonin a vérlemezkék denz granulumai gyenge agonista, gyakran csak alakvaltozas
arachidonsav | vérlemezkék gyenge (egyes fajtdkban erds) agonista; egyfazisi gorbe
thrombocyta | az aktivalédo vérlemezkékben | gyenge agonista
-aktivalo termelddik, aktivalt fehérvérsejtekbdl is
faktor (PAF) | felszabadul
tromboxdn- |az aktivalodo vérlemezkékben | gyenge agonista
A, termelddik
Ca™ vérlemezkék erds agonista
risztocetin, | antibiotikum; agglutiniciét okoz 0,12 mg/ml koncentraciéban nem indukal aggregaciot
risztomicin
vazopresszin gyenge agonista

(*PRP: thrombocytadus plazma)
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A thrombocyta-aggregdcio vizsgdlatdnak lehetoségei kutydban

Ha a fent emlitett négy folyamat barmelyike zavart szenved, a vérlemezke nem képes a

hemosztazisban betoltendd szerepét ellatni. Ennek kovetkezményei lehetnek szubklinikaiak, vagy

megnyilvanulhatnak hemosztazis zavarokban, illetve vérzéses diathesisben (petechia, ecchymosis,

suffusio).

A vérlemezkék funkcidzavarai oroklott (pl. Glanzmann-féle thrombasthenia, Basset hound

thrombopathia, spiccek thrombopathidja stb.) és jéval gyakrabban szerzett (malignus kérképek,

fert6z6 betegségek, hepatopathia, pancreatitis, DIC, immunmedidlt thrombocytopenia, egyes

gyogyszerek hatdsaként) formdban nyilvanulhatnak meg (Boudreaux 2000, Stokol 2000).

Rutindiagnosztikai médszerekkel a vérlemezkék funkciézavaranak, vagyis a thrombopathidnak csak

a gyanujat allapithatjuk meg. A pontos kérhatarozas specidlis laboratériumi felszereltséget igényel.

A thrombocytopathia megallapitdsara irdnyul6 diagnosztikai 1épések a kdvetkezok lehetnek (Stokoll

2000, Jones 1979) (a *-gal jelolt vizsgélatok specidlis miiszerezettséget, kutatélaboratériumi

hatteret igényelnek):

- részletes korelézmény (életkor, fajta, csaladtorténet, kordbbi vérzéses epizddok, eldzetes
gyogyszeres kezelés),

- fizikalis vizsgalat (a vérzések jellege, fenndllé egyéb betegségek),

- vérzési 1do,

- thrombocytaszam,

- vérlemezke-morfoldgia festett vérkenetben,

- véralvadasi vizsgalatok (APTI, PTI, fibrinogénszint, FDP/D-dimer),

- véralvadék retrakcio,

- von Willebrand faktor (vWf{) teszt,

- thrombocyta-retencié tiveggyongyokon,

- aggregicits vizsgélatok,

- thrombocyta-release vizsgalat,

- thrombocyta-funkcié analizis*,

- avérlemezkék ATP/ADP ardnyanak meghatdrozasa,

- gliikkoprotein-receptorok vizsgalata*,

- prokoaguldns aktivitds mérésex*.

Leggyakoribb ezek koziil az aggregacios készség vizsgalata (Stokol 2000, Jain 1993).

Tobb tanulmédny foglalkozik a vérlemezke-aggregacié jellemzdivel éllatokban (Sinakos és Caen

1967, Mason és Read 1967, Donner és Houskova 1972, Dodds 1978, MacMillan és Sin 1970,

Clemmons és Meyers 1984, Soloviev et al. 1997). A funkci6kdrosodds kimutatdsdra szamos
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modszer ismert az egyszeriibbektdl (pl. mikroszkdépos, sejtszdmléldson alapuld; Sinakos 1967
Frojmovic et al. 1989) a bonyolultabbakig (optikai, teljes vér impedancia, mechanikai; Born 1962,
Kurata 1995, Soloviev 1997). A vizsgalatok 1ényege, hogy thrombocyta-szuszpenzidhoz vagy teljes
vérhez aggregdld 4genst adva a vérlemezkék in vitro aggregdlédnak, aminek mértéke
szamszerlsithetd. A legtobb vizsgalat ezek koziil nem tartozik a rutin diagnosztikai eljarasok kozé,
specidlis laboratériumi felszereltséget és mintakezelést igényel. Munkank sordn a napjainkban
altaldnosan elterjedt optikai és az 4llatorvosi gyakorlatban még kevéssé ismert mechanikai

aggregacion alapulé médszereket alkalmaztunk.

Optikai aggregometrias vizsgalatok

A mddszer sorén teljes, citratos vér alacsony fordulatszamon torténd centrifugdlasaval nyert mintat
(PRP) haszndlunk. A minta vérlemezke-szdmat a teljes vér nagy fordulatszdmon torténd
tovabbcentrifugdldsdval nyert plazmdval (thrombocytaszegény plazma, PPP) allitjuk be. A
mintdhoz kiilonboz0 aggregacids reagenst adva a vérlemezkék Osszecsapodnak, megvaltoztatva a
PRP fényateresztd-képességét, azaz optikai slriségét. A PRP optikai stirtiségét 100%-nak,
fényateresztd képességét pedig 0%-nak tekintjiik (a thrombocytdk nem aggregdlédnak, az
aggregiaci6 mértéke 0%), a PPP optikai siirlisége 0%, fényéateresztd képessége pedig 100% (az
aggregici6 mértéke elméletileg 100%). Az agonista hozzdaddsa utdn az aggregdtumok
képzddésével egyidejiileg az oldat fényatereszto-képessége folyamatosan nd, mert az dsszecsapddo
thrombocytdk kozott tobb fény jut 4t a kiivettan. Ez tehdt az oldat optikai stiriségének csokkenését
okozza, megkozelitve a PPP-jét. A folyamat egy gorbével irhat6 le, aminek amplitiddja az a pont
(%-ban), ahol az aggregiciod eléri a maximumat.

Az aggregicids gorbe egészséges kutydkban kiilonboz6é fazisokbdl all az alkalmazott reagens
tipusatdl és koncentraciéjatdl fiiggden. A reagens beaddsa utdn altaldban egy rovid, negativ irdnyba
torténo kitérés jelzi a vérlemezkék alakvaltozasat. Ezt koveti a primer fizis, ami az agonistdra adott
azonnali hatds, a thrombocyta-trombusok képzddésének kezdete. A szekunder fazis a mar
aggregalddott vérlemezkék granulumaibdl a release-reakcid soran kiiiriild ADP és az egyéb
faktorok tovabbi aggregéacidt kivaltd hatdsat mutatja (Jones 1979, Hoffbrand és Pettit 1997). A
reagens tipusitdl fiiggden el6fordul, hogy az agonista beaddsa utdn nincs azonnali aggregicid,
hanem csak néhdny mdasodperces késedelem, azaz lagfizis utdn. Ekkor a gérbe nem mozdul el az
alapvonalrél. Az aggregacié lehet reverzibilis, amikor a vérlemezkék az aggregiciés maximum
elérése utan szétvalnak, diszaggregalddnak, és irreverzibilis, amikor egyiitt maradnak (Avram et al.

2001). Az aggregacios gorbe jellemzéit a 2. abran mutatjuk be.
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2. abra. Tipikus gorbe ADP-indukalta aggregacio soran emberben, bifazisos, irreverzibilis jellegii.
1: a reagens beaddsa 2: alakvaltozas 3: primer aggregicié 4: release-reakcid 5: szekunder aggregacié 6: aggregacios

maximum (Forrds: LW Powers, Diagnostic Haematology. Clinical and Technical Principles. Mosby, 1989).

A thrombocyta-funkcidkkal kapcsolatos vizsgédlatok célja a kbvetkezd volt:

- Az ADP- EPI-és risztomicin-indukélta thrombocyta-aggregaciéjanak tanulmanyozdsa Carat
TX4 optikai aggregométerrel, amit elsOként alkalmaztunk éllatorvosi célokra.

- Az A4ltalunk hasznélt koncentriciok esetén egészséges kutydkban a standard értékek
meghatdrozasa, az adott reagens esetében varhatdé aggregaciés maximum megéllapitdsa €és az
aggregaciés gorbe jellemzoinek leirasa.

- Néhany betegség hatasanak vizsgédlata a kiilonboz0 induktorokkal végzett thrombocyta-
aggregdiciora, a véltozds jellegének leirédsa.

- Két ismert NSAID, a ketoprofén (ketoprofen) €s a karprofén (carprofen) hosszd tavua

alkalmazdsdnak hatdsvizsgédlata az ADP- és EPI-indukalta thrombocyta-aggregaciora.

Mechanikai aggregacios vizsgalatok: a PFA-100 funkciéanalizator

A thrombocytafunkcidt vizsgdld eljarasok, ahogy az eldbbiekbdl kideriilt, specidlis felszereltséget
és mintakezelést igényelnek. Ezek gyakran idorabldak, és szdmos hibalehetdséget rejtenek
magukban (Callan és Giger 2001, Francis et al. 1999). Az igény az aggregometridban is megvan
egyszeri, de mégis megbizhaté mérési technikdk és mérOmiszerek kifejlesztésére. Ilyen
késziiléknek igérkezik a viszonylag uj, az allatorvosi medicindban még alig haszndlatos PFA-100

thrombocyta-funkcié analizator (Dade-Behring Inc., USA, CA, 3. abra).
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3. abra. A PFA-100 mérés kozben 4. abra. A PFA-100 egyszer
hasznalatos ADP és EPI patronjai

A PFA-100 egy viszonylag dj, els6ként a humdnorvosi gyakorlatban alkalmazott “point-of-care”
késziilék (Kundu et al. 1997), amely teljes mértékben alkalmas mind a velesziiletett, mind a szerzett
thrombocyta-funkcié karosoddsok gyors és egyszerli vizsgélatira (Callan és Giger 2001).
Emberekben manapsiag teljes mértékben kivéiltja a vérzési 1id0 mérését, ami pedig sokdig a
vérlemezkefunkcié kdrosoddsdnak legmegbizhatébbnak tartott indikdtora volt (Francis et al. 1999).
A miszer képes a vérlemezke adhézidjanak és aggregicidjdnak in vitro meghatirozdsara. A
vizsgdlat teljes vérbdl torténik, egyszer hasznalatos patronokkal (4. abra), a reakci6 kozegben pedig
magas dramldsi viszonyokat (,,high shear”) teremt. Mindezekkel a szervezet fizioldgids kornyezeti
viszonyait igyekszik l1étrehozni (Kottke-Marchant et al. 1999).

A kordbbi, emberi vérmintdkkal elvégzett vizsgdlatok szerint a PFA-100 eredményei szoros
korreldciét mutatnak a teljes vérbdl vagy thrombocyta dis plazmabdl (PRP) végzett aggregacios
vizsgalatok eredményeivel (Francis et al. 1990, Mammen et al. 1998, Dade Behring 2002, Kottke-
Marchant et al. 1999). Az elsd, allatorvosi alkalmazdsrdl sz6l6 tanulmany 1998-ban jelent meg
(Keidel és Mischke 1998). Miscke és Keidel (2002) a miiszer pontossdgat és a vérminta maximalis
tarolasi idejét is értékelték kutydban, és két 6rdban maximalizaltdk azt az id6t, ami a vérvétel és az
analizis kozott eltelhet. Callan és Giger egészséges és kisszamu, optikai aggregacidval
thrombopathidsnak bizonyult kutydkban tesztelték a PFA-100-t. Az ADP-CT az esetek
tobbségében, az EPI-CT pedig minden esetben tilhaladta a 300 mésodpercet a beteg kutydkban.
Munkédnk sordn a karprofén és a ketoprofén hosszi tdvd, terdpids dozisi alkalmazédsdnak

thrombocyta-funkcidra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk a PFA-100 thrombocyta-funkci6 analizatorral.
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1. 5. Az értekezés célja

A Bevezetobdl kitlinik, hogy az allatorvoslasban a vérlemezkékkel kapcsolatos ismereteink még

bdvitésre szorulnak. A legtobb veliik kapcsolatos vizsgdlati médszer még kevéssé elterjedt és nem

rutinszerll, a leirt tudomdnyos publikdciok pedig sok ellentmonddst tartalmaznak. Ennek

szellemében fogalmaztuk meg céljainkat, amelyek a kovetkezdk voltak:

A Koérhazunkban eldéforduld, thrombocytaszam eltérést mutatd kutydk betegség szerinti
csoportositdsa; annak megdllapitdsa, hogy a thrombocytopenia vagy thrombocytosis
Magyarorszagon milyen korképekben, milyen gyakorisaggal fordul el0.

Egy egyszerii festési eljardssal, a Giemsa-festéssel a vérlemezkék morfoldgidjanak
tanulmanyozdsa egészséges ¢és beteg kutydkban; annak vizsgdlata, hogy kiilonb6z6
betegségekben milyen morfoldgiai eltérések jelenhetnek meg; illetve annak megallapitasa, hogy
a talalt morfoldgiai elvéltozas specifikus lehet-e az adott betegségre.

Specifikus festési eljards (PAS-festés) alkalmazdsa: a vérlemezke-glikogéntartalom
viltozdsdnak nyomon kovetése kiilonbozé kérformdkban.  Osszefiiggés keresése az
alapbantalom és az észlelt eltérések kozott.

Az optikai aggregometria tanulminyozdsa harom reagens (ADP, EPI és risztomicin)
segitségével; annak vizsgdlata, hogy kiilonb6z6 betegségek hogyan befolydsoljdk az adott
reagensre adott aggregacios valaszt.

Egy 1dj thrombocytafunkcié analizdlé késziilék (PFA-100) kiprébaldsa egészséges kutydkon;
annak vizsgalata, hogy karprofénnel vagy ketoprofénnel terapids dozisban kezelt dllatokban

kimutathat6-e a vérlemezke funkcié megvéltozasa.
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2. Anyagok és modszerek
A thrombocytiak mennyiségi viszonyai

Munkédnk kezdetén a laboratériumban el6forduld vérmintdkat szirdprobaszerien a szerint
elemeztiik, hogy az esetlegesen fenndll6 thrombocytopenia (n=212) vagy thrombocytosis (n=89)

leggyakoribb okait 6sszegytijtsiik.
Morfologiai vizsgalatok

Allatok

Kétszazegy kiilonboz0 fajtdjd, kord és ivaru kutya vérmintdjat hasznaltuk, amelyek a Szent Istvan

Egyetem Allatorvos-tudoméanyi Kardnak Belgyégydszati Tanszékének beteganyagabdl és

egészséges kutydkbol szarmaztak.

- kontrollcsoport (n=20); egészséges kutyak

- Dbeteg csoport (n=181); ebbdl 84 kutya kozvetleniil a vérképzdszervet €rintd betegségben, 97
pedig egyéb betegségben szenvedett.

A végs6 diagnozisra alapozva a betegségek megoszlasat a 4. tablazat mutatja.

Mintagyiijtés, festés, fénymikroszkdpos elbirdlds

A Giemsa-festéshez 3,8%-os natrium-citrat oldatot tartalmazé gyari vikuumos csObe vettiink vénds
vért a V. cephalica antebrachii-bél illetve a V. saphena-b6l 1820 G-s tiivel. Allatonként két
vérkenetet készitettiink és Giemsa-szerint megfestettiik (Bessis 1972). A mintdkat minden esetben
24 o6ran beliil feldolgoztuk. A vérkenetet eloszor 400x-os nagyitdssal vizsgaltuk, hogy
megbecsiiljik a thrombocytaszamot, és észlelhessiik az esetleges aggregatumképzodést. A
finomabb morfologiai eltérések vizsgdlatira 1000x-es nagyitdst €s immerzidés objektivet
hasznaltunk. Az éllat vérlemezke szamatdl fiiggéen 50-100 sejt értékelését végeztik el. Az
elbirdlds szempontjai a kovetkezok voltak:

- fest0dési sajitossagok,

- méretbeli eltérések,

- polymorphismus jelenléte,

- aktivélt és nemaktivalt formdk megjelenése,

- ¢lettani €s koros granulécié eléfordulésa,

- citoplazma-vakuolizécid,
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- egyéb morfoldgiai eltérések.

4. tablazat. A vizsgalatban szereplok allatok besorolasa.

Csoportok
Kontrollcsoport (n=20) egészséges kutydk
Betegcsoport (n=181)* korképek, betegségek

n=84, eltérd hematoldgiai | vérzés, haemolysis (18), babesiosis (48), immun-haemolyticus anaemia (19)
paraméterekkel
n=97, élettani hematoldgiai | vérképzdszervi megbetegedések (15): ITP, lymphoma, CLL, erythroid
paraméterekkel myelosis, CML, esszencidlis thrombocytaemia, polycytaemia vera,

panmyelophthisis
méjbetegségek (60): posthaemorrhagicus vagy posthaemolyticus hepatopathia,
madjlipidosis, hepatitis, pancreatitishez kapcsoléddé hepatopathia, hepato-

encephalopathia, toxicus hepatopathia, majdaganat, egyéb

vesebetegségek (41): tubuldris nephrosis, IRC, IRA, glomerulonephritis,

vesedysplasia, oxaldtnephrosis

daganatos  kérformdk  (22):  mellliri, hastri, bél-, hdgyhdlyag-,

léphaemangioma, gyomor-, mdj-, eml6-, bor-, méhdaganat

gastrointestinalis korképek (35): haemorrhagids gastroenteritis, ascaridosis,

fehérjevesztéses enteropathia, ileus, pancreatitis

sziv- és érrendszeri betegségek (11): HCM, DCM, AV-blokk, mitralis vagy

tricuspidalis insufficientia, myocarditis, aorta stenosis, haemopericardium

endokrin  kérképek (11): DM, Cushing-kér, hypoadrenocorticismus,
hypothyreosis

szepszis (20)

*: Néhdny dllatot tobb alcsoportba is besoroltunk.
Roviditések: ITP: immunmedidlt thrombocytopenia, CLL: krénikus lymphoid leukaemia, CML: krénikus myeloid
leukaemia, IRC: krénikus veseelégtelenség, IRA: akut veseelégtelenség, HC: hypertrophids cardiomyopathia, DCM:

dilatatiés cardiomyopathia, DM: diabetes mellitus

Mint ahogy a 4. tdblazatbdl kitlinik, egy-egy allat tobb betegségben is szenvedett. Esetiikben a
megfigyelt morfoldgiai eltérés nehezen tudtuk volna egy adott kérképhez kapcsolni, igy az Osszes

alapbantalomnal feltlintettiik.
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A PAS-festéshez K-EDTA tartalmu gyari vérvételi cs6be gytijtottiink vérmintdkat, majd ezekbdl a
mintavétel utdn azonnal vékony keneteket készitetiink és ezeket perjoédsavas Schiff-reagenssel
megfestettiik (Bessis 1972, Szész et al. 1981). A festéshez hasznélt reagenseket a SIGMA-Aldrich

Kft.-t6l szereztiik be. A festés menetét az 5. tablazatban tiintettiik fel.

5. tablazat. A PAS-festés 1épései

1 %-os, (1,5 g/dl) perjodsav 10 perc,
desztillalt viz 2x5 perc,
Schiff-reagens 30 perc,

biszulfidos desztillalt vizes mosas,

hematoxilin-eozin festés 5 perc (magfestés),

AN e

csapvizes mosas (kékités).

A diasztazos PAS-festéstdl a vizsgalat sordn eltekintettiink, mert esetiinkben a vérlemezkék PAS-
pozitivitdsat csak a benniik 1év0 gliikogén adja, igy mas PAS-pozitivitdsi anyagtdl nem kellett
elkiiloniteni ezeket. Kenetenként 50—100 sejtet birdltunk el a kovetkezd szempontok szerint:
- PAS-negativ vérlemezkék, halvanyan fest6do citoplazma, hatarozatlan sejthatarral,
- PAS-pozitiv vérlemezkék, halvany citoplazma, amelyben finom vagy rogos acidophil
granulumok l4thatok.
A granulécio tipusa szerint 3 alcsoportot kiilonitettiink el:
® periférids: a granulum(ok) a sejtmembran kozelében lathato(k),
e excentrikus: a granulum(ok) a citoplazméban lathaté(k),
e diffiiz: a finom vagy durva granulumok a citoplazmaban szértan helyezddnek, ez gyakran
erds acidophil festddést ad a sejtnek.
Az értékelés sordn a PAS-pozitiv és —negativ vérlemezkék aranydt és a granuldcié jellegét
vizsgaltuk. Minden 4llat esetében megadtuk a vizsgdlt vérlemezkék szdzalékos megoszlasat, majd
kiszamoltuk a csoportatlagokat. Munkank soran a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:
e milyen a PAS szerint megfestett thrombocytdk granuldltsiga, morfologidja egészséges allatok
esetében,
e van-e kiillonbség a kontroll, a vérképzdszervi, illetve az egyéb betegségben szenvedd csoport
vérlemezkéinek morfoldgiai sajatossagai kozott.
A kenet elemzése sordn az egyéb vérsejtek festddési sajitossdgait is vizsgaltuk, igy ellendriztiik a
festés sikerességét, kizarva ezzel a technikai hibdkbdl ad6do tévesen negativ eredményeket (pl.

minden vérsejttipus gyengén festodik).
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Optikai aggregometria

Allatok

A kutydk a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kardnak Belgyégydszati, Sebészeti és

Sziilészeti Tanszékének beteganyagdbdl, illetve a Triovet Allatorvosi Rendelé pdciensei koziil

keriilt ki. Széaztizenot kiilonféle fajtaji, kord €s ivard kutyat vontunk be a vizsgélatba. Harom

csoportra osztottuk oket.

1. Kontrollcsoport (n=43): egészséges kutydk, amelyek a megel6z0 2 hétben gyodgyszeres
kezelésben nem részesiiltek

2. Beteg csoport (n=47): normdl hemosztazisi allatok; a betegségek listdjat a 6. tablazatban
tiintettiik fel.

3. Kezelt csoport (n=25): arthropathia miatt NSAID-kezelésben részesiilt dllatok, amelyek egyéb
szempontbdl egészségesek voltak. Ebbe a csoportba olyan kutydkat vontunk be, amelyek
legaldbb 10 napja terdpids doézisban karprofént (2-4 mg/ttkg/12h) vagy ketoprofént (1
mg/ttkg/24h) kaptak szdjon ét.

6. tablazat. Az allatok csoportositasa

Csoportok
A csoport jellemz6i

Kontrollcsoport egészséges dllatok

Beteg csoport diabetes mellitus, Cushing-koér, diabetes mellitus + Cushing-kér, hypothyreosis, pancreatitis,
pancreas fibrosis, gastritis, enteritis haemorrhagia, hepatopathia, lymphoproliferativ
betegség, immun-haemolyticus anaemia, coagulopathia, sarcoma, mastocytoma,
haemangiosarcoma, emlddaganat, cystitis, prostata hyperplasia, prostatitis, kronikus
veseelégtelenség, mitralis insufficientia, dilatatiés cardiomyopathia, encephalopathia,
szepszis, Lyme-borreliosis
karprofén 2-4 mg/ttkg/12h vagy ketoprofén 1 mg/kg/24h, legalabb 10 napig

Kezelt csoport

Mintagytijtés, mintakezelés

Minden allattdl 4,5 ml vénds vért vettiink 3,8% Na-citatot tartalmaz6 gydri vérvételi csObe az
aggregometridhoz, és tovabbi 2,5 ml-t EDTA-tartalmi cs6ébe a sejtszamldlds elvégzéséhez.
Hemolizélt, lipémids vagy icterusos mintdkat nem haszndltunk fel, ahogy olyanokat sem,
amelyekben a vérlemezkeszam 150 G/I alatt volt. A mintavétel €s a vizsgélat kozott eltelt id6 nem
volt tobb 4 6ranal.

A PRP-t a teljes vér kis fordulatszdmon (150 g 10 perc; Sink 2002, Moroff és Holme 1991) torténd
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centrifugdlasaval nyertiik, majd a PPP eléallitdsdhoz a megmaradt vérmintat magas fordulatszamon

tovabb centrifugdltuk (2000 g, 10 perc).

Miiszerek
TX4 négy csatornas optikai aggregométer (Carat Kft. 5. abra)
M-200 két csatornds optikai aggregométer (Omker 6. abra)
Servintern Seisystem Labo Centrifuga

Abacus Junior Vet Haemocytometer

5. abra. Carat TX4 optikai 6. 4bra. M-200 optikai
aggregométer szamitogépes aggregométer és rekorder
osszekottetéssel

A Carat TX4 optikai aggregométer

A miszer (Entec GmbH, Ilmenau, Germany) olyan Born-tipusi négy csatornds optikai
aggregométer, amely sajat szamitogépes szoftvere segitségével a mérések sordn kapott aggregicios
gorbék elemzését is elvégzi (megadott gorbe-paraméterek: maximadlis aggregicid, az aggregacio
végértéke, a lagfazis ideje stb.). A miiszer kozponti egysége egy infravoros érzékeld segitségével
meghatdrozza a PPP és PRP optikai stirtiségének aranyat (Optical Density Ratio, ODR). Az ODR
250-350 kozott kell, hogy legyen, ugyanis a PRP thrombocytaszdma ekkor optimdlis. Ha ennél
tobb, a PRP-t a PPP segitségével higitani kell. Az ODR mellett az aggregométer kijelez egy masik
értéket is, ami a PPP fénydteresztd képességével dll ardnyban. Ha ez a szadm kiviil esik a 700-900
tartomanyon, azt mutatja, hogy a PPP nem megfelel? tisztasagu (lipémids, vagy til sok vérlemezkét
tartalmaz). A mérések sordn Therocont-reagens kittet (Carat Kft.) és Aggristin plus reagens-
készletet (Reanal Finomvegyszergydr Rt.) haszndltunk fel. Az alkalmazott induktorok

végkoncentracidja a reakcio sordn a kovetkezd volt:

ADP 10 wmol/1
EPI 10 wmol/1
Risztomicin 1,5 mg/ml

A vizsgdlat kivitelezésekor a gyari instrukcidkat vettiik figyelembe. A méréseket legalabb 4,

maximum 10 percig végeztiik az irodalom ajénldsai szerint (Zhou és Schmaier 2005, Bennet 1990,
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Sink 2002). A rendelkezésre all6 vérminta mennyiségétdl fiiggden 20 vagy 30 ul reagenst adtunk

180, illetve 270 ul thrombocytadis plazmahoz, vagyis mindig 1:9 ardnyban. A kapott aggregéacids

gorbéket a kovetkezOk szerint elemeztiik:

- van-e az adott reagensre aggregacids valasz,

- van-e lagfazis (a reagens beaddsa utdn az aggregicioé indukaldsdhoz sziikséges 1d6),

- van-e alakvéltozds (a fényateresztdé képesség csokkenése, a reagens beaddsa utdn a gorbe
negativ irdnyba valo kitérése),

- aggregaciés maximum (max.), % (az aggregacids gorbe maximalis amplitidéja; csoportonkénti
atlag, szords, tartomany megaddsaval),

- primer és szekunder fézis jelenléte,

- az aggregicié reverzibilitdsa vagy irreverzibilitasa.

Mechanikai médszer (PFA-100)

Allatok, miiszerek, kisérleti terv

A vizsgélatba 96 kiilonboz6 fajtdju, koru és ivard kutydt vontunk be. A kontrollcsoportot 58
egészséges allat alkotta, amelyek véralvaddsi mutatéi megfeleléek voltak (€lettani tartomanyon
beliili vérzési id0, hematokritérték, vérlemezkeszam, aktivalt parcidlis tromboplasztin ido,
protrombin idd). A kezelt csoportba 38 dllatot soroltunk be: ezek naponta egyszer 1 mg/ttkg
ketoprofént (n=7) vagy naponta kétszer 2—4 mg/ttkg karprofént (n=31) kaptak per os, legaldbb 10

napon at.

A PFA-100 thrombocyta-funkcio analizdtorral torténd mérés

A mérés soran 800 Ul teljes, citratos vért fecskendeziink az adott egyszer haszndlatos patronba (4.
kép), aminek kollagénnel bevont kapillarisa induktorként ADP-t vagy epinefrint (EPI) tartalmaz.
Az analizétor tulajdonképpen mechanikus aggregométer, ami méri azt az id6t, ami ahhoz sziikséges,
hogy a patron vékony kapillarisiban a reagens hatdsdra thrombocyta-aggregatum j6jjon létre. Ez
egy 1d0 utdn elzarja a kapillérist, és megakadalyozza a vér tovabbi atfolydsat. Ez az un. ,,zar6dasi
1d8” (closure time, CT), amelyet a miiszer masodpercben jelez ki. A zar6dasi id0 a gydri beallitds
szerint maximum 300 mésodperc lehet, ha az aggregicié ennél hosszabb, ,,>300 sec” figyelmeztetd

jelzést kapunk.

Mintagytijtés, mintakezelés
A vérmintdkat, ami kutydnként kb. 5 ml volt, gyéri, Na-citrat tartalmud (1:9 v/v) vacutainer csObe

(hemosztazis paraméterek meghatdrozasa, PFA-100 vizsgdlat), és K-EDTA-s csObe (hematoldgiai
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vizsgalat) vettiik.
A PFA-100 késziilék hasznélata sordn a gyari eldirdsokat vettiik figyelembe. Minden alkalommal
kétféle patront alkalmaztunk (ADP-kollagén, EPI-kollagén), és a méréseket a mintavételt koveto két

oran beliil elvégeztiik.

Statisztika

Az eredményeket a kovetkezOképpen adtuk meg: atlag+szords, tartomédny. Az egészséges €s kezelt
csoport értékeit az ADP esetében ANOVA-teszttel hasonlitottuk 0Ossze. Az EPI mérések
eredményeinél a Kruskall-Wallis ,,rank sum tesztet” alkalmaztuk, mivel azokban az esetekben,
amikor a zarddési id6 értéke meghaladta a miiszer cut-off pontjat (>300 sec), nem kaptunk pontos
értéket. Az analizdldshoz a R 2.1.1 Language and Environment for Statistical Computing programot

hasznaltuk (R Development Core Team 2005).
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3. Eredmények

3. 1. A thrombocytak mennyiségi viszonyai

A thrombocytopenia megoszlasa
(%) 30 .27
25 | []
20
15 4 11
] H A e 3 3 3
5 1 11 1 1
o LLL I opnonnannl bt
s Q o 5 o O < Q T © £ T o© W o <
betegség rovidités  esetszam |betegség rovidités  esetszam
hemolizis (hem) 57 SZepszis (szep) 8
myeloproliferativb.  (myelopr) 24 cardiomyopathia (card) 8
nephropathia (nephrop) 17 gastroenteritis (gastroi) 6
hepatopathia (hep) 17 hypothyreosis (hypoth) 6
pancreatitis (pancr) 17 Addison-kor (Add) 6
coagulopathia (coag) 14 ulcus (ulc) 2
DIC DIC 11 lupus erythematosus (LE) 2
Iéphaemangioma (1éph) 11 Lyme-borreliosis (Lyme) 2
Cushing-koér (Cush) 2
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A thrombocytosisok megoszlasa

(%) 25 20 21

$ ¢

betegség rovidités esetszam |betegség rovidités esetszam
posthaemolyticus  (posthem) 18 Cushing-koér (Cush) 5
anaemia

Iéphaemangioma  (1épd) 12 Lyme-borreliosis  (Lyme) 3
hepatopathia (hep) 12 arthritis (arth) 1
gastroenteritis (gastroi) 19 genuin epilepsia  (epil) 1
diabetes mellitus  (DM) 10 cysta ovarii (cyst) 1
pancreatitis (pancr) 6 pemphigus (pemph) 1
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3. 2. Morfolégiai vizsgalatok

Az alabb kozolt abrak 100x-es nagyitassal, Giemsa-szerint (5—12. abra), illetve PAS-szerint (13.
abra) megfestett vérkenetekrol késziiltek.

Giemsa-festés

Festodési sajdtossdagok

- A kontrollcsoport vérlemezkéi egységesen halvinykék festddésiiek voltak, daltaldban jol

elkiiloniilé granulomer és hialomer zénaval (5. abra).

5. abra. Thrombocyta egészséges
kutvabol ()

- Polychromasia (polychromophilia) eltérd gyakorisdgban fordult eld a beteg &llatokban (6.
abra). Vérzéssel (pl. thymus apoplexia) és hemolizissel (pl. immunhaemolyticus anaemia: [HA)
jar6é betegségekben jelentek meg a legnagyobb ardnyban, de gyakoriak voltak nephropathia,

gastrointestinalis megbetegedések, diabetes mellitus és hyperadrenocorticismus sordn is.

by,

6. abra. Polychromasia (> :
hypochrom, nemaktivalt, —:
hyperchrom, aktivalt vérlemezke)
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Méretbeli eltérések

Egészséges allatokban zommel kozepes nagysdgi vérlemezkék fordultak eld, néhdny macrocyta
tarsasagdban.

Anisocytosis minden betegségcsoportban el6fordult, kivéve az immunhaemolyticus anaemiat.
LegszembetlinObb  anisocytosis  hyperadrenocorticismusban és  diabetes  mellitusban
tapasztaltam, kevésbé gyakrabban pedig daganatos korképekkel kapcsolatban.

A microcytdk vagy O6rids vérlemezkék dominancidja nagyon ritkdn volt megfigyelhetd.
Nephropathidban, m4jdaganat sordn, hyperadrenocorticismusban és diabetes mellitusban a
microcytdk szdma meghaladta az egyéb méretii vérlemezkékét (7A. abra). Az Orids
vérlemezkék nagyszdmu megjelenése leginkabb a vérzéssel és hemolizissel jar6 korképekre volt
jellemzd (7B. abra), eléfordultak még hepatopathiaban, 1ép haemangioma, pancreatitis és

hypoadrenocorticismus soran.

7A. abra. Anisocytosis (O: érias, M:
macro-, K: kozepes, m:
microthrombocyta)

7B. dbra. Orias thrombocytak (—)

Polymorphismus

A kontroll ebekben csak kerek és ovalis alaku thrombocytdk fordultak eld.

A betegek kozott a polimorfizmus szamos formdja eléfordult. A leggyakrabbak a kovetkezOk
voltak: vessz6-, masni-, szalagforma. Egyes koérképekben, mint a lymphoma vagy az
immunmedialt thrombocytopenia, polimorfizmus nem volt tapasztalhat6. A silyos vérzéssel

kisért thymus apoplexidban észleltiik a legtobb alakbeli valtozatossagot (8. abra).
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8. abra. Poikilocytosis

Aktivdlt és nemaktivdlt formdk megjelenése

Az aktivici6 morfolégiai jele a vékony, poklabszerii citoplazma-nydlvanyok kialakuldsa a

vérlemezke felszinén. A ,koérosan aktivalt” vagy ,nemaktivalt” vérlemezkék definidldsara a

szakirodalomban nincs megfelel6 megjelolés. Vizsgdlataink sordn ezért sajit elhatdrozdsunkbol

akkor tekintettiik kérosnak a nemaktivalt vérlemezkék jelenlétét, ha szamuk meghaladta az Osszes

vérlemezkének 50%-ét, illetve ha egyidejileg egyéb morfoldgiai eltérést is mutattak (pl.

hypochromasia, vakuolizacio).

- Egészséges allatok vérkenetében kb. egyenlé ardnyban voltak jelen aktivélt és nemaktivalt
thrombocytak.

- A nemaktivalt vérlemezkék nagy ardnya volt megfigyelhetd thymus apoplexidban (6. abra),
kisebb ardnyban nephropathidban és néhany egyéb betegségben.

- Az élettanitdl eltérd, vaskos citoplazma nydlvidnyok megjelenését tapasztaltuk néhdny
haemolyticus korkép sordn (pl. IHA, babesiosis), illetve hepatopathidkban, 1ép

haemangiomadban és szepszisben (9. abra).

9. abra. Extrém aktivacio, vaskos
citoplazma-nyulvany érias
thrombocytan (1)
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Elettani és kéros granuldcié eléforduldsa

- Egészséges kutydk vérlemezkéinek citoplazmdjaban finom, diffiz, azurophil granulumokat
lehetett megfigyelni.

- A beteg csoportban a koros granuldcidonak kétféle formajaval lehetett taldlkozni.

o A ,magszerii elrendezodés” sordn a durva granulumok a sejt kdzepén csoportosultak,
ezéltal a vérlemezke magvas sejt benyomadsat keltette (,,pseudonuclearis” elrendezddés;
10A. abra).

o A | periférids elrendezodés” folyaman a sejt széléhez kozel, excentrikusan, egy vagy tobb

nagy, jol festédd granulum volt megfigyelhet6 (10B. abra).

eC - X
(’ °Q. \

5= o

10A. abra. Pseudonuclearis 10B. abra. ?ez‘ifériés
elrendezodés (1) elrendezddés (1)

A patoldgids granuldcié kevésbé intenzivebb vagy erdteljesebb formdjdval minden betegség-
csoportban taldlkoztunk. A periférids elrendez6dés joval gyakrabban fordult el6, mint a
pseudonuclearis. Thymus apoplexidban, hyperadrenocorticismusban és diabetes mellitusban lattunk
a leggyakrabban kéros, kifejezett granuldciot mutaté vérlemezkéket. Megfigyelhetok voltak még
IHA-ban, hepatopathidban ¢és egyes daganatos korképeknél (pl. béldaganat, mdjdaganat,
léphaemangioma). A granulumok magszerli elrendezddése IHA-ban, egyes szivbetegségekben,
esszencidlis thrombocytaemidban, babesiosisban, hepatopathidban és egyes daganatok esetén volt

lathatd. ITP és borgyulladdsok fennéllasakor a vérlemezkék nem mutattak kéros granuldciot.

Citoplazma-vakuolizdcio

- Egészséges kutydkban nem fordult eld.

- Egy vagy tobb vakuolum megjelenése sokszor volt tapasztalhaté a beteg dllatokban fiiggetleniil
a korformatol. Leggyakrabban thymus apoplexidban volt lathaté, de gyakori jelenség volt

pancreatitisben, diabetes mellitusban és Cushing-koérban is (11. abra).
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11. abra. Citoplazma vakuolum

(=)

Egyéb morfologiai eltérések

Néhany thrombocytdban taldltunk egy kordbban nem ismert, valoszintileg élettani jelenséget, amely
mind az egészséges, mind a beteg csoportban eléfordult. Ez egy vékony, azurophil gytirii
megjelenése volt a sejt periféridjahoz kozel (12. abra), ami az érintett egyedek vérlemezkéinek nem

tobb mint 1%-aban fordult elo.

12. abra. Citoplazma-gyiiri (—)

PAS-festés

A PAS-szerint festett vérkenetekben a PAS-negativ (13A. abra) és —pozitiv (glilkkogén-szemcséket
tartalmazd) vérlemezkék ardnya csoportonként és betegségenként eltért egymadstol. A PAS-
pozitivitast granulumok vagy lokdlisan vagy, diffizan helyezddtek. A lokdlis helyez6dés esetében a
sejt periféridjan csoportosultak kozel a sejtmembrianhoz, vagy a citoplazmédban, excentrikusan
helyezédtek. Mindkét esetben erds festédést mutattak (13A. és 13B. abra). Diffiz eloszlaskor
szamos finom vagy durvabb szemcsékként teriiltek szét a citoplazmdban, jellegzetes erds acidophil

festodést adva ezzel a vérlemezkének (13B. abra).
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13A. abra. PAS-negativ (1) és —

pozitiv (

) vérlemezkék

-

~

13B. abra. Diffaz (1) és rogos

fad

) granulum eloszlas

Egészséges éllatokban a vérlemezkék nagyobb hinyada (62%-a) PAS-negativan festédott. A
PAS-pozitiv sejtek kozott tobbségben voltak a periférids vagy excentrikus granulumot
tartalmaz6 alakok, és a granuldcid egyszer sem volt erdteljes.

Azokban a betegekben, amelyekben hematoldgiai eltérés volt tapasztalhatd, a PAS-pozitiv
vérlemezkék ardnya megnétt (>65%). A vérzéssel vagy hemolizissel jaré koérképekben
kifejezett, excentrikus PAS-pozitiv granulum megjelenése volt tapasztalhat6. ITP-ben a pozitiv
granulumok eloszldsa diffiz volt. Pyometra és diabetes mellitus esetén majdnem minden
vérlemezke PAS-pozitivan festodott. Ardnyuk szintén magasabb volt szepszisben,
nephropathidban és a daganatos betegségekben. Ezekben a kérformdkban az erdsen fest6do
granulumok megjelenése volt jellemzd. Nephropathidban a granulumok foleg a sejt periféridjan

mutatkoztak, pyometra és szepszis esetén pedig inkdbb excentrikusan.
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3. 3. Optikai aggregometria

7. tablazat. Egészséges kutyak thrombocytainak aggregacios vizsgalata

Van-e ADP EPI Risztomicin

(10 umol/1) (10 umol/1) (1,5 mg/ml)
(n=43) (n=29) (n=21)

- aggregacios valasz mindig 13 esetben (45%) 9 esetben (42%)

- alakvaltozas az aggregacio elott mindig soha mindig

- csak alakvaltozas, aggregacios soha soha 6 esetben (28%)

valasz nélkiil
- lagfazis soha 9 esetben (31%), soha
3-8 sec

Aggregacios max  (atlagtszoras) 41118 34120 37124

tartomany 13-87 8-57 14 -84

Az aggregacios gorbe jellemzdi kétfazisu egy- vagy két- vagy egyfazisi
reverzibilis/ kétfazisu irreverzibilis
irreverzibilis irreverzibilis

Egészséges kutydkban csak az ADP indukalt aggregaciot minden dallatban (14. abra), EPI és

risztomicin (15. és 16. abra) esetében valtozatos valaszokat kaptunk. A kiilonb6z6 induktorokra

adott aggregicids maximumok 4tlaga hasonlénak adddott. Az egyedi értékek mind a harom dgens

esetében igen tag hatdaron beliill mozogtak.
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File : minta81Penny. CDT BL (%) /ODR : 0/268/634
./ Date 4 52005 Mas. Aggr (%) : 87

Code : Epinephring
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15. abra. EPI-indukalta aggregacios valasz egészséges
kutyaban. Lagfazissal, egyfazisi, irreverzibilis (Carat TX4
aggregométerrel)

14. abra. ADP-indukalta aggregacios valasz egészséges
kutyaban, kétfazisu, reverzibilis (M-200
aggregométerrel)

16. abra. Risztomicin-indukalta aggregaciés valasz
egészséges kutyaban. Kétfazisu, irreverzibilis (M-200
aggregométerrel)



8. tablazat. Beteg kutyak thrombocytainak aggregacios vizsgalata

ADP (10 pmol/l) EPI (10 pmol/1) Risztomicin (1,5 mg/ml)
Aggregacios valasz mindig véltozatos véltozatos
Alakvaltozas az mindig soha aggregacids vélasz esetén
aggregacios valasz mindig
elott
Csak alakvaltozas, soha soha diabetes mellitus, hepatopathia,
aggregacios valasz krénikus veseelégtelenség,
nélkiil Lyme-borreliosis
Lagfazis jelenléte soha gyakran, 3-5 sec: 5-30 sec: cystitis, mitralis

lymphoproliferativ bet.,

mastocytoma

insufficientia, Lyme-
borreliosis, haemangiosarcoma,

DCMP

Fokozott aggregacios
valasz (aggregacios

max., %)

diabetes mellitus (78)*,
Cushing-kor (98), pancreas
fibrosis (74),
lymphoproliferativ bet.
(98), kronikus

veseelégtelenség (63)

mastocytoma (63)

diabetes mellitus (63), immun-
haemolyticus anaemia (50),

haemangiosarcoma (53)

Csokkent aggregacios
valasz (aggregacios

max., %)

sarcoma (29), mastocytoma
(31), emlédaganat (11),
krénikus veseelégtelenség
(11), DCMP (21),
encephalopathia (28),
szepszis (11)

lymphoproliferativ betegség
&)

pancreas-fibrosis (19),
lymphoproliferativ betegség
(19), DCMP (19)

A gorbe lefutasanak
(jellegének)

megvaltozasa

nem

nem

reverzibilis: Cushing-kér,

hepatopathia esetében

*: A zar6jelben szerepld szdmok az adott kérformdban jellemzd aggregiciés maximumok atlagértékei (%)

A beteg csoportban az adott betegségekben tapasztalt aggregaciés maximum 4tlagait hasonlitottuk

0ssze az egészséges csoportra jellemz0 atlagértékkel. Az ADP minden esetben indukalt aggregaciot,

azonban EPI és risztomicin esetén, az egészséges dllatokhoz hasonldéan, véltozatos vélaszokat
kaptunk. Az alakvaltozds eldforduldsat illetben nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést az
egészséges dllatokhoz képest, azonban a risztomicin-indukdlta vdlasz egyes esetekben csak
alakvéltozdsban nyilvanult meg, amit tényleges aggregicié nem kovetett. A gorbe jellege nem
valtozott egyik betegségben sem, bar Cushing-kér és hepatopathia esetében a risztomicin-indukalta
valaszok kozott reverzibilis folyamattal is taldlkoztunk. Risztomicin esetén néhdny betegség

kapcsdn lagfazis megjelenését észleltiik, amelynek ideje a fél percet is elérte. EPI-esetében néha
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késedelmes aggregicié volt tapasztalhatd, vagyis a folyamat még 12 perc alatt sem érte el
maximumat (17. abra). Szamos korkép befolydsolta az aggregacidos vdlaszt. Kronikus
veseelégtelenségben az ADP-indukdlta aggregacioban egyarant megfigyelhetd volt az aggregéicids
maximum novekedése és csokkenése. A legerélyesebb novekedés lymphoma €s Cushing-kor esetén
jelentkezett. Risztomicin esetében a legnagyobb aggregiciés maximum diabetes mellitusban fordult
eld. A tobbi betegség csak kisfokban novelte vagy csokkentette az aggregdciés maximumot.
Megfigyelhetd, hogy egyes korképek ellentétesen hatottak az aggregdciéra aszerint, hogy milyen
reagensekkel végeztiik a vizsgélatot (pl. mastocytoma esetén az ADP-re csokkent, EPI-re megnott
aggregaciés maximumot észleltiink, 18. és 19. abra; lymphomdban fokozott aggregacids készség
jelentkezett ADP-re, de csokkent EPI-re (20. abra).

Egyes betegségek (pl. gastroenteritis, hepatopathia, cystitis, prostatitis) egyéltalin nem
befolydsoltdk az aggregacid mértékét.
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-25
File ©  minta90e67866.CDT Code + Epinephrine
No. : 4 Conc. = 10 uM

17. abra. Késleltetett aggregacios valasz
lagfazissal EPI esetében (Carat TX4)

<¢ Backward Eorward >> Delete W Exit | << Backward Delete H Exit
Ager (%) Ager.(%)
125 125
100 100,
75 5
7
50 50
25 25
E 2
N, - BL[]
A o i
1 2 B 4 5 6 7 3 9 10 t{min) 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 t(min)

25 -25

File : minta43p161643.CDT BL (%) /ODR : 0/235/692 File : minta46p162161.CDT BL (%) /ODR : 0/288/783

No. /Date : 1/ 4/14/2005 Max. Aggr (%) : 15 No. /Date : 2/ 4/14/2005 Max. Aggr (%) : 63

Code : ADP Code : Epinephrine

Conc. : 10 uM Conc. : 10 uM

Crvs./Checked : 1/1 Crvs./Checked : 2/2

Ch/RPM : 2/1000 Ch/RPM : 4/1000

, o s ez , , 2 ez ,
18. abra. Csokkent aggregacids valasz 19. abra Fokozott aggregacios valasz

ADP-re mastocytomaban (Carat TX4) 35 EPI-re mastocytomaban (Carat TX4)



[Analyse - minta38p4851L.CDT

<< Backward {"Forward 53| Delete H Esit

Ager.(%)
125,

100,
75
50

25

a

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 t(min)

File : minta38p4851t.CDT BL (%) /ODR : 0/227/767
No. / Date : 2/ 4/14/2005 Max. Aggr (%) : 13

Code : Epinephrine

Conc. : 10 uM

Crvs/Checked : 2/2

Ch/RPM : 4/1000

20. abra Csokkent aggregacios valasz
EPI-re lymphomaban (Carat TX4)

9. tablazat. Kezelt kutyak thrombocytainak aggregacios vizsgalata

Ketoprofén Karprofén
ADP EPI ADP EPI
(10 pmol/T) (10 pmol/T) (10 pmol/T) (10 pmol/T)

(n=9) (n=9) (n=16) (n=16)

Aggregacids valasz mindig 6 esetben mindig 9 esetben (56%)
(67%)
Alakvaltozds az  aggregicios mindig nem mindig nem
vélasz el6tt
Csak alakvéltozds, aggregicios nem nem nem nem
vélasz nélkiil
Lagfazis nem nem nem 8 esetben (50%),
3-6 sec

Aggregacids max.(%) atlag +SD 23%+ 7 14*+ 4 43119 35+21
Tartomany (minimum-maximum) 13 -38 9-19 16—70 9-62
A gorbe jellegének megvaltozasa nem nem nem nem

* szignifikdnsan alacsonyabb értékek, mint az egészséges dllatokban (p<0.05)

A karprofén kezelésben részesiilt dllatokban az ADP-re és EPI-re adott aggregicids valaszok
hasonléak voltak az egészséges csoportéhoz. A ketoprofénnel kezelt kutydkban az ADP-indukdlta
aggregéiciés maximum csupan 61%-a, az EPI-indukélta aggregiciés maximum pedig 41%-a volt az
egészséges dllatokénak. A két vizsgdlt NSAID az alakvaltozast, a lagfézist, illetve a gorbe jellegét

nem befolyésolta.
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3. 4. Mechanikai modszer:

A PFA-100 thrombocyta-funkcioanalizatorral végzett vizsgalatok

Az egészséges és beteg csoportokra kapott zarddasi idoket a 10. tablazatban tiintettiik fel. Mind a
karprofén, mind a ketoprofén a zarddasi idok kisfoku, de nem szignifikdns megnyuldsit okozta

(P>10% az ADP-CT és P=5.7% az EPI-CT esetén).

10. tablazat. Zarodasi idék és tartomanyok az egészséges €s a kezelt allatokban.
(*: A zargjelben feltlintetett értékek azoknak az eseteknek a szdmdt jelolik, amikor az EPI-CT

meghaladta a 300 mdsodpercet. A statisztikai analizis sordn ezeket az értékeket 301 mdasodpercként

vettiik figyelembe.)

Zarodasi id6 (masodperc)
atlag + sz6rds és tartomany
ADP-CT EPI-CT
Kontrollcsoport  sajit eredmények (n=58) 77+19 180+£70
55-148 85-301 (6)*
Keidel és Mischke, 1998 47-81 67-210
Callan és Giger, 2001 67+£7.8 151438
52-86 97-225
Kezelt csoport Karprofén (n=31) 85+20 210+£83
54-117 69-301 (8)*
Ketoprofén (n=7) 77£104 24757
62-92 166-301 (3)*
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4. Megbeszélés

A thrombocytak mennyiségi viszonyai

A thrombocytopenidk és thrombocytosisok okait 0sszegylijtd felmérés mar tobb is késziilt
vilagszerte, mi magunk a ndlunk eldfordulé esetek betegség szerinti megoszlasara helyeztiink

hangsulyt. Vizsgalatunk tdjékozo6do jellegli, statisztikai kovetkezmény nem vonhatd le beldle.
Morfolégiai vizsgalatok

Giemsa-festés

A leggyakoribb morfoldgiai eltérés a Giemsa-szerint festett vérkenetekben a polychromasia volt,
basophilidt mutaté (hyperchrom) és halvinyan festddd (hypochrom) vérlemezkék egyiittes
megjelenésével. A hyperchrom vérlemezkék jelenléte egyes szerzOk szerint a thrombopoiesis
zavardt, illetve fiatal, frissen termelddott vérlemezkék megjelenését jelzi (Bessis 1972). A
hypochromasia az eloregedett, illetve agranuldlt vérlemezkékre jellemz0 morfoldgiai eltérés, az
ilyen sejtek feltételezhetden kevésbé aktivak, funkcidjik karosodott (Jain 1993). Vizsgdlatunk soran
elsdként mutattunk ki kapcsolatot kutydkban egyes betegségek (pl. thymus apoplexia, nephropathia,
diabetes mellitus, Cushing-kor) és a polychromasia kialakuldsa kozott.

Az anisocytosis szintén a megzavart thrombopoiesis jele (Bessis 1972). Erdekesség, hogy ITP
esetén nem taldlkoztunk anisocytosissal, ennek oka azonban valdsziniileg az igen kifejezett
thrombocytopenia és az alacsony esetszdm (n=4). A microthrombocytdk jelenléte leggyakrabban
vashidnyra és immunmedidlt thrombocytopenidra utal (Bush 1991, Hoffbrand és Pettit 1997,
McConnell 2000). Jelenlétiiket ezeken kiviil nephropathidban, médjdaganat eléforduldsakor, diabetes
mellitusban és Cushing-koérban is tapasztaltuk. Véleményiink szerint a kérképek sordn kialakuld
vasmetabolizmus-zavar és a kovetkezményes mdasodlagos vashidny lehet a jelenség magyardzata.
Orids thrombocytdk (mds néven stressz- vagy ,,shift’-thrombocytdk, illetve megathrombocyték,
Bessis 1972, Weiss 2000) megjelenése mindig valamilyen kéros folyamatot jelez (Cowell et al.
1999). Ritkdn sdlyos thrombocytopenidban lathatok, sokkal gyakoribbak azonban
thrombocytosisban €s thrombocytopathidban. Lehetnek a kdrosodott thrombopoiesis mutatoi, illetve
nagyfoku periférids vérlemezke-felhasznalodaskor is beléphetnek a vérkeringésbe. Jelenlétiik a
csontveld regenerdcios képességét is tiikrozheti: az egészséges dllatok csontveldje erdltetett
thrombocytaképzéssel a megndtt igényt gyorsan kompenzalni képes (Bessis 1972, Jain 1993, Bush
1991, Cowell et al. 1999, Hoffbrand és Pettit 1997, Lewis 2000). A vérlemezkék mérete (mean
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platelet volume: MPV) nem korreldl a megnoétt thrombocyta-produkcié mértékével (Weiss 2000).
Az 6rids vérlemezkék jelenléte a periférids vérben myeloproliferativ folyamatra, esetleg
myelofibrosisra kelthet gyanit (Jain 1993, Cowell et al. 1999, Lewis 2000).

Szamos thrombocyta sejtalakot (pl. csillag-, vessz0-, szivar-, pillangé- stb. forma) ismertet a
szakirodalom (Bessis 1972, Hoffbrand és Pettit 1997). E bizarr alakok feltlinése j6 indikdtorai a
csontveld megbetegedésének és valdsziniisitik a kdrosodott thrombocytafunkciét (Hoffbrand és
Pettit 1997, Cowell et al. 1999). Ha a thrombocytdk nagyok, szabdlytalanok és egyidejlileg
thrombocytopenia is fenndll, feltehetéen nagyfoku vérlemezke-destrukcié zajlik a periférian (Bush
1991). Ahogy vizsgdlatunk sordn kideriilt, thymus apoplexia esetén kifejezetten tapasztalhato a
jelenség. Szerintiink a hypochrom, lekerekedett vérlemezkék is funkciondlisan kdrosodottnak
tekinthetok, ezért ha ilyen sejtek dominancidjdt észleletiik, a vérkenetet patologidsnak mindsitettiik.
A vékony, poklabszerli nydlvanyokkal rendelkezd thrombocytdk jelenléte a vérkenetben élettani
jelenség, a thrombocyta-aktivacio jele (Hoffbrand és Pettit 1997, Cowell et al. 1999). Ezek a sejtek
a vérvétel sordn is aktivalodhattak (Jain 1993). Nehéz kiilonbséget tenni a vérvétel sordn aktivva
valt és a ,hiperaggregébilis”, azaz funkcidjukat tekintve eleve aktivabb vérlemezkék kozott (Stokol
2000). Nincs ra irodalmi utalds, hogy miként lehetséges a vérkenetben morfoldgiailag kiilonbséget
tenni az élettani és koros vérlemezke-aktivacid kozott. Célszerli a lehetd legkoriiltekintébben
végezni a vérvételt, hogy minél kevesebb vérlemezke aktivdlédjon a proceddra sordn. A
vizsgdlataink sordn felismert vaskos citoplazmanyiilvdnyokat egyes vérlemezkéken mint iij, eddig
nem észlelet morfologiai jegyet irtuk le, és a vérlemezke-aktivdcio extrém esetének tekintettiik.
Amikor a kenetben nagy szdmban nemaktivalt (feltehetden hipoaktiv) thrombocytdk fordultak eld,
azok mindig egyidejlileg mds morfoldgiai eltérést is mutattak; ez alapjan tudtuk az &llapotot
patolégidsnak mindsiteni (Bessis 1972).

Munkéank sordn kétféle, 1) granuldciéformdt taldltunk a Giemsa-szerint festett vérkenetekben. A
»pseudonuclearis” formét eddig csak egészséges macskdk esetében irtdk le (Jain 1993). A jol
elkiiloniild granulumok jelenlétét a kdrosodott thrombopoiesis jeleként emlitik egyes szerzok
(Bessis  1972). Patolégids granuldciét a csontveld 4ltalanos milkddészavardban is taldltak
emberekben és kutydban, illetve macskaban (pl. myelofibrosisban; Hoffbrand et Pettit 1997, Cowell
et al. 1999). Az 4ltalunk taldlt kéros granulumeloszlds is dysthrombopoiesisre, illetve erdltetett
csontveldi képzésre utalhat, ami nem megfeleld citoplazmaérésben és granulumeloszlasban
nyilvdnulhat meg. Ismeretlen, hogy a granulumok miért csoportosulnak egyik esetben a periférién,
maés esetben a sejt belsejében, excentrikusan. A granulumok hidnyat is megfigyelték mar, ami
elsdsorban disszemindlt intravasalis coagulopathia (DIC) esetén volt tapasztalhaté (Bush 1991).

A citoplazma vakuolizaciot eddig csak DIC-ben irtdk le. A vakuolizdcié nem feltétleniil jelenti

egyben a vérlemezkék funkcidkdrosodasiat is (Bush 1991). Magunk a jelenséget thymus
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apoplexidban, pancreatitisben, diabetes mellitusban és Cushing-korban tapasztaltuk. Valészind,
hogy direkt toxikus hatds, DIC vagy immunmedidlt folyamat lehet a hattérben (a vizsgalat sordn
DIC-re irdnyul6 diagnosztikai vizsgdlatokat egyik 4llat esetében sem végeztiink, de a betegek
allatok kozott DIC-re jellemz6 klinikai tiinet sosem fordult elo).

Mind az ,egészséges”, mind a ,beteg” csoport egyes egyedeiben taldlkoztunk eddig ismeretlen
morfoldgiai jelenséggel, a periféridas gyiiri megjelenésével. Val6sziniileg ez a vérlemezke
citoszkeletonja, amely microfilamentumokbdl és microtubulusokbdl 4ll. A nyugvd, nemaktivalt
thrombocytdkban ugyanis, ezek kozvetleniil a sejtmembrdn alatt, gylrit formdlnak. Ezt emberi
vérlemezkék elektronmikroszképos vizsgdlata sordn dllapitottdk meg (Bessis 1972),
fénymikroszkdppal vizsgalt, festett vérkenetekben eddig még nem irtdk le.

PAS-festés

Ismert, hogy a fiatal, funkciondlisan és metabolikusan aktiv vérlemezkék tobb glitkogént
tartalmaznak, mint a nyugvd, vagy eloregedett sejtek (Bessis 1972, Hoffbrand és Pettit 1997),
aktivitdsukat a ciklikus adenozin-monofoszfit (cAMP) szabdlyozza. Az alakvaltozds sordn, az
aktivacio kezdetén a vérlemezkék metabolizmusa és a gliik6z oxidacidja fokozddik. Minden olyan
tényez0, ami az intracellularis cAMP mennyiségét noveli, fokozza a sejt gliikogéntartalmat (Jain
1993). Mivel a gliikkogén a thrombocytik f0 energiaforrasa, a PAS-pozitiv gliikkogénszemcsék
szamanak novekedése aktivabb gliikogenezist feltételez. A glilkogén mennyiségének valtozdsa mér
a thrombopoiesis 1épcsdiben is megfigyelhetd: az dn. érett megacaryocytdk tartalmazzdk a
legnagyobb mennyiségben (Bessis 1972).

Bizonyos korképek, mint pl. a szeptikus folyamatok, silyos thrombocytopenidval jarhatnak. A
csontveld kompenzdlé mitkodése miatt ekkor fokozott thrombopoiesis indul be, és ennek jeleként
szamos metabolikusan aktiv, PAS-pozitiv vérlemezke tiinik fel a periférids vérben. Minél nagyobb
PAS-pozitivitds tapasztalhatd, annidl nagyobb a gliikogenezis mértéke. Thrombocytosisban és
thrombocytaemidban szintén a gliikkogénszemcsék szdmdanak novekedését figyelték meg (Bessis
1972). Tobb, a thrombopoiesist érintd egyéb emberi betegségben leirtdk a gliikkogéneloszlas zavarat.
Ha a gliikogénszemcsék a vérlemezkék tobb mint 10%-ban durva, nagy rogoket képeznek,
karosodott thrombopoiesisre gondolhatunk (Bessis 1972). Hogy mi okozza a gliikogéngranulumok
megjelenését vagy eltlinését, illetve megoszlasuk megvdaltozdsat, nem ismert, tovabbi
elektronmikroszképos vizsgdlatok sziikségesek a jelenség magyardzatidra. Vizsgdlatunkban
ritkdbban  taldlkoztunk olyan vérlemezkékkel, amelyek csokkent gliikogéntartalmuak.
Val6szintlisithetd, hogy az ilyen sejtek metabolizmusa jéval gyengébb, mint a PAS-pozitiv
thrombocytdké. A vérkenet PAS-festése segithet annak eldontésében, hogy a periférids vérben jelen
vannak-e fiatal, élénk anyagcserét folytatd, frissen képzddott vérlemezkék. Hasonléan az

anaemiatipusok klasszifikdcidjdhoz (retikulocytaszdm-meghatdrozds a regenerdcié fokdnak
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elbirdlaséara), thrombocytopeniat kdvetden a fokozott PAS-pozitivitds a csontveld thrombopoeticus
aktivitdsdnak megitélésére adhat j6 tdmpontot. Mivel a metodika egyszerli, a mindennapi rutin

diagnosztikdban is alkalmazhat6.

Optikai aggregometria

A Carat TX4 optikai aggregométer elonyei

A Carat TX4 és az M200 optikai aggregométer egyardnt megfelelonek bizonyult a kutydk

vérlemezke-aggregicidjanak tanulmdnyozasara. A Carat TX4 miiszer elonyei:

- kis mintamennyiség sziikséges (180 ul PRP is elegendd),

- az ODR (Optical Density Ratio; a PRP és PPP siirtiségének ardnya) megaddsa miatt egyszeriibb
a mintafeldolgozas,

- avizsgdlat sordan az adatok mentésre keriilnek, a késziilék sajat szoftvere segitséggel feldolgozza

azokat; az eredmények MS Excel®tablazatokba 4tvihetok.

Aggregdcios vdlasz egészséges dllatokban

Az irodalmi hivatkozasok alapjan elmondhatd, hogy az ADP egészséges kutydkban, épp tgy, mint
emberben, mindig indukdl thrombocyta-aggregiciot (Soloviev et al. 1997, Sinakos és Caen 1967,
Feingold et al. 1986). Emberekben az alkalmazott végkoncentrici6tol fiiggben az aggregéicids
valasz egy- vagy kétfazisu aggregicidés gorbében nyilvanul meg (Zhou és Schmaier 2005),
kutydkban a vélasz sokrétli (Boudreaux et al. 1994, Jain 1993). Mi magunk 10 pmol/l
koncentraciéndl minden esetben bifazisos gorbét kaptunk, és az aggregicid tobbnyire reverzibilis
volt. A reagens koncentracidja nagymértékben befolydsolhatja az aggregacié mértékét: Mischke és
Schulze (2004) 5,7-92% aggregéaciés maximumot tapasztalt 2.5 pmol/l, 71-95%-t 10 pmol/l, és
80—98%-t 25 umol/l végkoncentricié esetén. Eredményeik 10 pmol/l ADP esetében a sajatunkndl
magasabbnak bizonyultak. Clemmons et al. (1984) szintén kiilonféle koncentracidkat alkalmazva
vizsgéltdk az ADP-indukélta aggregéciot. 10 pmol/l koncentraciondl 65.1 £ 13,1 % aggregicids
maximumot tapasztaltak, ami eredményiinknek 1,58-szorosa. Callan és Giger (2001) 10 pmol/l
ADP esetében >60% aggregaciés maximumot értek el egészséges kutydkban. Boudreaux et al.
(1994) azonban ugyanilyen koncentracidval 27 + 19%-os értéket észleltek, ami viszont még az
altalunk kapott eredménynél is kisebb.

Az EPI-re adott aggregiciés vdlaszok emldsokben nagyon véltozatosak. Ennek oka, hogy az
epinefrin a thrombocytdk o- és B-receptorain keresztiil fejti ki hatdsat, az elébbi révén serkentve, az

utébbi révén pedig gitolva az aggregiciot. Az aggregicids viélasz jellege tehat attdl fiigg, melyik
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receptorhoz kotddik az dgens. Csupdn néhdny irodalmi adat szél a patkdnyok és a tengerimalac
vérlemezkéin taldlhaté adrenoreceptor tipusok megoszldsir6l, azonban kutydban erre nézve még
nem kozoltek adatokat (Soloviev et al. 1997). Egyes szerzOk szerint az epinefrin ugy valt ki
aggregiciot, hogy elOsegiti a thrombocytidbdl az ADP kibocsitdsat (Mason és Read 1967).
Embereknél az EPI-indukélta aggregacids gorbe egy- vagy kétfazisu, lagfazis nem jelenik meg, és
alakvéltozds éltaldban nem jellemzd (Zhou és Schmaier 2005). Mason és Read (1967), illetve
Soloviev et al. (1999) leirtak, hogy a kutydk thrombocytéi képesek aggregalddni EPI hatdsara, mig
Sinakos és Caen (1967) ugyanezt kordbban nem észlelték. Soslau et al. (1993) azt tapasztaltdk,
hogy a kutydk vérlemezkéi kevésbé érzékenyek az EPI-indukélta aggregdciora, mint az emberekéi.
Ravera et al. (1981) emberben és kutydban hasonlé mértékli és jellegli aggregicids vilaszt
tapasztalt. Mischke és Schulze (2004) EPI hatdsara valtozatos vélaszokat kapott, koztiik olyan
esetek is el0fordultak, amikor az EPI egydltalin nem tudott kivaltani aggregéciét. Tobb szerzd
(Hikasa et al. 1999, Nowak és Glusa 1989, Meyers et al. 1983, Koeiman és Hsu 1991, Jain 1993)
azt allitja, hogy az epinefrin 6nmagdban nem képes az aggregicié kivaltasdra kutydban, viszont
dozisfiiggden potencirozza a mdas agonistakkal torténd aggregécidt. Sajat eredményeink, miszerint
az esetek nagy részében nem volt EPI-re adott aggregicios valasz, Mischke és Schulze (2004)
tapasztalatait timasztjak ala.

A risztomicint 1963-ban Brazhnikova et al. izolaltdk egy Proactinomyces-tenyészetbdl (Boda et al.
1978). Mivel kémiai tulajdonsdgai és az in vitro aggregdcidban jatszott szerepe hasonld a
risztocetinéhez, az aggregicids vizsgdlatokban helyettesithetik egymdast (Howard és Firkin 1971,
Pflieger et al. 1985). A risztocetin egy kordbban haszndlt antibiotikum, ami a vérlemezkéket
agglutindlja von Willebrand faktor (vWf{) jelenlétében, megvaltoztatva ezzel a PRP fényatereszto-
képességét és turbiditdsat. Ez a folyamat irreverzibilis, €s fiiggetlen a tromboxan-A, képzddéstol,
(vagyis nem segiti eld a GPIIb-IIIa receptor expresszdloddsat és a fibrinogén kotddését, mint az
egyéb agonistdk. Howard és Firkin 1971; Soloviev et al. 1997). A reakcié sordn a vérlemezke
felszinén a risztocetin, a vVWT{ és a GPIb/IX/V receptor- komplex interakciéja jon l1étre, ami eldsegiti
a vérlemezkék Osszekapcsolddasat (Zimmerman 2000, Zhou €s Schmaier 2005). A von Willebrand
betegségben szenvedd emberekben a risztomicin- vagy risztocetin-indukdlta aggregicié mértéke
csokken (Brandt 1994). A risztocetin és a vW{ kapcsolatat kutydkban is vizsgaltdk (Johnston és
Lotz 1980). Emberekben 1,2 mg/ml risztocetin hatdsara monofazisos gorbe alakul ki, alakvéltozas
nélkiill (Zhou és Schmaier 2005). A vizsgédlat sordn magasabb, 1,5 mg/ml koncentriciét
alkalmaztunk, mivel 1,2 mg/ml esetén sosem tapasztaltunk aggregicids vdlaszt (az eredmények
kozott csak az 1,5 mg/ml koncentrdcioval végzett méréseket tiintettiik fel). Az egészséges kutydk
kevesebb, mint a fele (46%) reagdlt a risztomicinre. A szakirodalom megoszlik a kutydra jellemzo

risztocetin-indukalta aggregicio tekintetében (Leis et al. 1980, Johnstone 1980). A legtobb szerzo
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szerint a risztocetin nem képes kutydban az aggregici6 kivaltdsara (Jain 1993, Leis et al. 1980,
Feingold et al. 1986). Mischke és Schulze (2004) véltozatos aggregicids vélaszrél szdmol be,
tapasztalataik szerint mérhetd aggregiacié nem kovetkezik be. Emiatt, akdrcsak az epinefrint (1d.
elobb), a risztocetint sem tartjdk alkalmasnak a kutydk thrombocyta-aggregacidjanak
tanulmdnyozdsara. Soloviev et al. (1999) teljes vérbdl torténd, impedancidn alapulé aggregicios
vizsgalatuk sordn 19 kutydbol 7 esetben (36,8%) mutattak ki aggregicids vdlaszt, 1 mg/ml

risztocetin alkalmazasa soran.

Alakvdltozds egészséges kutydk aggregdciojaban

Hasonl6an az irodalmi utaldsokhoz (Clemmons és Meyers 1984), eredményeink szerint az ADP
esetében mindig alakvaltozds eldzte meg az aggregiciét. Risztomicin esetében is az aggregacios
valaszt minden esetben alakvdltozés eldzte meg, ami eltér a Zhou és Schmaier éltal emlitett human
adatokt6l (2005). Tudomdsunk szerint a risztomicinre adott aggregicids vdlaszban Ilétrejovo
esetleges alakvaltozasrdl kutydk esetében nincs leirds. EPI-indukalta aggregicié sordn alakvéltozds
sosem jelentkezett, ami aldtdmasztja Boudreaux et al. (1996) eredményeit. Az alakvdltozds
értelmezését tekintve nem egységes az irodalom. Maurer-Spurej és Devine (2001) egy
tanulmédnyban céafoltdk azt a kordbbi feltételezést, hogy a gorbén negativ hulldamként jelentkezd
alakvéltozds a vérlemezkék azon morfolégiai megvaltozdsa, amikor diszkoidb6l gdomb alakiva
valnak és pszeudopddiumokat novesztenek. Kisérletiik sordn az alakvaltozds bekovetkezésekor a
PRP-t fixaltdk és scanning elektronmikroszkoéppal vizsgaltdk a bekovetkezd morfoldgiai eltéréseket.
Azt tapasztaltdk, hogy a vérlemezkék mar ez alatt a fazis alatt Osszecsapdodtak,
mikroaggregatumokat képeztek. Mindezt a GPIIb-IIla receptortdl fiiggetlen folyamatként irtak le,

amit késObb kovet teljes és tényleges aggregicio.

Lagfdzis egészséges kutydk aggregdciojdaban

A lagféazis jelentése sem egységes a szakirodalomban. Wilner et al. (1968) olyan késleltetett
fazisként irjdk le, ami az induktor beaddsa és a gorbe alapvonaltdl valé elemelkedése kozotti
szakaszt jelenti. Avram et al. (2001) szerint a lagfazis magédba foglalja az alakvaltozast is. Munkank
sordn a Wilner et al. definicigjat fogadtuk el. Az irodalmi adatokhoz hasonldéan (Clemmons és
Meyers 1984) ADP esetében sosem tapasztaltuk lagfazis megjelenését. Ahogy ugyancsak ok {rtdk
le, az EPI-indukdlta aggregaci6 vélaszt gyakran eldzte meg 3—8 masodperces lagfizis. Valdszinlileg
a lagfazis hosszat az aggregicioban érintett adrenoreceptor-tipusok befolydsoljadk, nem pedig az
alkalmazott koncentrici6. Mivel viszonylag gyakran fordult eld lagfazis az EPI-indukdlta
aggregacio soran (17. abra), érdekes lenne egy human tanulmanyban emlitetthez hasonléan (Zhou

és Schmaier 2005) megnodvelni a reakcidban alkalmazott inkubécids 1dot (javaslatuk szerint akdr tiz
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percnél hosszabbra), illetve tanulmdnyozni a kutydk thrombocytdinak felszinén taldlhat6
adrenoreceptorok mennyiségét és mindségét. Egészséges kutydk thrombocytdinak risztomicinre

adott aggregacids valaszdban lagfizis nem jelent meg.

Aggregdcios vdlasz a beteg dllatokban

A beteg allatok kozott szdmos koérforma aggregiciora gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Mivel a
csoporton beliill egy-egy betegség tipust kis szamui egyed képviselt, célunk csupdn annak
megdllapitdsa volt, hogy az adott korkép befolydsolja-e a vizsgdlt reagensre adott aggregacids
valaszt, nem pedig az, hogy eldontsiik, a valtozdsok szignifikdnsak-e.

A beteg csoport egyedei kozott szdmos eltérést tapasztaltunk az aggregicids vdlaszban. Az
aggregaciés maximum novekedése és csokkenése egyarant eléfordult. Mivel az EPI-és risztomicin-
indukdlta aggregicié egészséges dllatokban is igen valtozatos volt, az aggregdciés maximum
csokkenését csak fenntartdssal kezelhetjiik patoldgidsként.

Az egyik legprominensebb aggregaciés maximum novekedés diabetes mellitusban jelentkezett ADP
és kisebb mértékben risztomicin hatdsdra. Hasonl6 eredményeket ADP-indukdlta aggregacioban
emberben mdar megfigyeltek, a microvascularis komplikdciok megjelenésével magyardzva a
funkciézavart (Jennings et al. 1986, Sagel et al. 1975), azonban nincs tudomdsunk olyan
tanulmanyrdl, ami kutydk diabetes mellitusdban ezt leirta volna. Ezzel ellentétben mesterségesen
kivaltott diabetes sordn az egészséges €s megbetegitett kutydk ADP-indukdlta aggregacidjaban nem
taldltak kiilonbséget (Kern és Engerman 1984). EPI-hatdsira nem tapasztaltuk az aggregacids
készség fokozodasdt, ellentétben Sagel et al. (1975) human adataival.

Cushing-kérban kifejezett hyperreaktivitds jelentkezett ADP hatdsdra. Az aggregicids készség
fokozddasa, tobbek kozott risztocetin esetén, ismert funkciézavar embereknél (Casonato et al.
1999). Ikkala et al. (1985) ezzel ellentétben csokkent aggregéicids készségrdl szdmol be: a
szekunder féazis hidnyat tapasztaltidk ADP- és EPI-indukalta aggregaci6 sordn.

ElsOként irtuk le az aggregdci6 fokozdéddsat ADP hatdsara kutydk pancreas-fibrosisdban
(egyidejlileg a risztomicin-indukalta aggregécié csokkenése jelentkezett). Kevés irodalmi adat all
rendelkezésre a pancreas-fibrosis €és a thrombocyta-aggregicié esetleges kapcsolatarol.
Luttenberger et al. (2000), megdllapitottdk, hogy a vérlemezkék fibrinogén medidtoraik révén
kozremilkodnek a pancreas-fibrosis korfejlodésében. Vizsgdlatukat pancreasbdl szarmazdé
sejttenyészetben végezték.

Kréonikus veseelégtelenség esetén kiillonb6z0 aggregiaciés valaszokat kaptunk. Nephrosis
szindromaban ADP hatdsara megnott aggregdciés maximum volt jellemz6, ami megfelel a Green et
al. (1985) éltal kutyaban leirtaknak. A hiperaktivitds mind kutydkban, mind emberben a plazma
albumin szintjével 4ll kapcsolatban (Goubran és Maklady 1988, Green et al. 1985). Az albumin
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élettani koriilmények kozott megkoti a szabad arachidonsavat. A fent emlitett szerzok megfigyelték,
hogy hypoalbuminaemia fennélldsakor — ami a nephrosis szindroma velejdréja — masodlagosan
megemelkedik a plazmdban a szabad arachidonsav mennyisége, igy a thrombocytdban nd a
tromboxdn produkcid, ami az aggregicié fokozddasdhoz és hiperreaktivitas kialakuldsdhoz vezet.
Mischke és Schulz (2004) szintén uraemids kutydk thrombocyta-aggregicios jellegzetességeit
vizsgilta. Ok abban az esetben tapasztaltak az aggregécios készség fokozdddsat, amikor alacsony
koncentricioban (1 umol/l) alkalmaztdk az ADP-t. Ha a mienkével hasonl6é koncentraciét, azaz 10
pumol/l ADP-t hasznéltak, hipoaggregabilitast figyeltek meg. Mivel a szerzok nem irtdk le az
uraemia tipusit, az eredmények nem feltétleniil ellentétesek a mieinkkel: nephritis chronicdban
példdul magunk is az ADP-indukdlta aggregici6 csokkenését észleltik. Kronikus
veseelégtelenségben jelentkezd, ugyancsak csokkent aggregiciés hajlamrél szdmolnak be
tanulmdanyukban Wardrop et al. (1989). Egyes tanulmdnyok szerint az uraemids emberekbdl
szarmaz6 plazma kiillonboz6 adhézids fehérjék lebontdsi termékeit tartalmazza, amik a vérlemezkék
felszinén 1évé GPIIb/Illa receptorhoz kotddve képesek megakaddlyozni a fibrinogén kotddését
(Walkowiak et al. 1994). Kérdéses, hogy ilyen fehérjék veseelégtelenséget mutaté kutydk
plazm4jaban is jelen vannak-e (Boudreaux 2000). Akadnak ezektol eltérd megfigyelések is:
Brassard et al. (1994) kisérletesen indukéltak kutydkban veseelégtelenséget, és az ADP-stimuldlta
aggregicids védlasz megvaltozasat figyelték meg. Forsythe et al. (1989) olyan uraemids kutydkban
végeztek aggregicids vizsgdlatot, amelyekben a vérplazma karbamidszintje =20 mmol/l volt.
Mindannyian arrél szamoltak be, hogy a kontroll-csoportokéhoz képest a vérlemezkék aggregacids
készsége nem vdltozott, azonban az adhézids folyamatok zavart szenvedtek.

Vizsgaltuk szdmos malignus koérkép hatdsat a thrombocyta-aggregiaciéra. Lymphoproliferativ
korképeknél (pl. lymphoma, lymphoid leukaemia) a Boudreaux 4ltal leirtakhoz hasonl6éan (2000)
ADP-re megnovekedett aggregdciés maximumot tapasztaltunk, azonban EPI és risztomicin hatdsdra
az aggregacios készség csokkent (20. abra). Thomas és Rogers (1999) kezeletlen lymphomas
kutydkban szintén az ADP-re adott vélasz fokozodasat tapasztalta. Egy 1997-es tanulmény szerint a
kutyak vérlemezkéi altaldnosan malignus kérképekben mar alacsony ADP-koncentracidban is erds
aggregicids vdlaszt mutatnak (McNiel et al. 1997). A hiperaktiv vérlemezkék jelentOs szerepet
jatszanak a tumormetasztazisban (Thomas és Rogers 1999). A lymphoproliferativ betegségekben a
vérlemezkék metabolizmusa fokozddik, illetve a csontveldi erdltetett thrombocytaképzés révén is
nagyobb, aktivabb vérlemezkék keletkeznek (Jain 1993). Egyéb haemopoieticus malignus
korképekben, pl. krénikus myeloproliferativ folyamatokban szintén eléfordulnak a thrombocytakat
érintd funkcidzavarok. Ezeknél dltaldban a granulumok hidnya, az arachidonsav-metabolizmus
zavara, vagy a membran gliikoprotein-receptorok abnormalitdsa 4ll a hittérben (Avram et al. 2001).

Kovetkezményesen hipo- €s hiperaggregébilitds egyarant el6fordulhat, ami emberekben leginkabb
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az ADP- és EPI-indukélta aggregécidt érinti (Manoharan et al. 1989, Cortelazzo 1981, Yamamoto
et al. 1984).

Maias neoplasticus folyamatok is befolydsolhatjdk a thrombocyta-aggregaciot. Kisfoku
hiperaktivitdst tapasztaltunk a risztomicin-indukdlta aggregacioban haemangiosarcoma esetén, és az
EPI-indukdlta aggregdciéban mastocytoma fennélldsakor. Ezeket az elvaltozdsokat mi irtuk le
eldszor. Egyidejlileg mindkét daganattipus esetében csokkent vdlaszt kaptunk az ADP-indukdlta
aggregacid sordn. Bishop és Donald (1979) vizsgélta a mastocytoma-sejtek aggregaciot kivaltd
hatdsat. Az intravéndsan bejuttatott daganatsejtek egerekben nem indukdltak aggregaciot. Mehta et
al. (1986) leirtdk, hogy a kiilonféle daganatok kivalthatnak vérlemezke aggregéaciot, mégpedig ugy,
hogy tromboxdn-A, kibocsatast idéznek eld. A daganatos koérképekben jelentkezd csokkent
aggregacids készség mds patomechanizmussal magyardzhaté Mint ismeretes, neoplasmdk esetén
gyakran tapasztalni disszemindlt intravaszkuldris koagulopdtia (DIC) kialakuldsat, ami a fibrin-
degradacids termékek (FDP) felszaporodasat eredményezi a vérplazmdban (Jain, 1993). Az FDP-k
versengenek a fibrinogénnel a vérlemezkék felszinén 1évd GPIIb/Ila-receptor kotOhelyekért, igy
aggregicios zavart idézhetnek eld (Stokol 2000).

Immunhaemolyticus anaemidban (IHA) a risztomicin-indukdlta aggregacids vélasz kismértékben
fokozott volt, ez elsO izben keriilt leirasra. Korabbi irodalmi hivatkozasok emlitik a vérlemezkék
hiperaktivitidsanak megjelenését IHA-ban: Wolf et al. (1997) a magas erythropoietin-szinttel hoztdk
Osszefiiggésbe az aggregicios készség novekedését, amit tanulmdnyukban trombinnal vizsgéltak.
Nem tudunk magyardzatot adni a risztomicin-indukélta aggregécié fokozddasara, de véleményiink
szerint ennek klinikai jelentdsége csekély.

Néhdny betegség a vérlemezkék aggregiciés maximumaénak csokkenését idézte elo.

Elsoként tapasztaltuk az ADP-indukélta aggregiciés maximum csokkenését babesiosis-okozta
encephalopathidban. Szepszisben szintén az ADP-re adott vdlasz redukcidjaval taldlkoztunk. Az
irodalom fert6z6 agens jelenlétében hipo- és hiperaggregabilitasrdl egyardnt beszamol (Fletcher és
Ramwell 1980, Jain 1993, Manning et al. 1994). A gyulladdsos folyamatok aktivdlhatjdk a
hemosztazisrendszert, ami hiperaktiv vérlemezkék megjelenéséhez vezet (Fox 1998). Emiatt a DIC
kialakuldsanak esélye megnd, és a keletkez0 FDP-k a mar fent emlitett modon végil is a
vérlemezkék funkciézavardhoz jarulhatnak hozza.

Dilatatiés cardiomyopathidban elsOként észleltiik a vérlemezkék ADP-re és risztomicinre adott
csokkent vélaszat. Mdas szivbetegségben, mitralis insufficientidban egyes szerzOk mar végeztek
aggregécios vizsgalatokat. Azt tapasztaltdk, hogy a thrombocytdk szenzitivitdsa ugyan csokkent, de
az ADP gorbe aggregiciés maximuma nem véltozott a kontrollokéhoz képest (Tanaka és Yamane
2000). Macska cardiomyopathidjdban retrospektiv. moédon tanulmédnyoztidk a vérlemezkék

aggregicios készségét (Fox 1998). A kollagénre adott aggregicids valaszt fokozottnak talaltdk,
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ADP esetében pedig, akdrcsak mi magunk kutydkndl, csokkent aggregdbilitist észleltek. A
risztomicin-indukalta aggregicié csokkenésére eddigi vizsgalataink alapjdn egyelére nem tudunk

magyardzatot adni.

Alakvdltozds beteg kutydkban

Az alakvaltozast tekintve a beteg dllatok kozott nem taldltunk eltérést, azonban mind az egészséges,
mind a beteg éllatok kozott elofordult, hogy risztomicin hatdsdra a vérlemezkéknek csak az alakja
valtozott, €s ezt nem kovette teljes aggregacid. Valdszinlileg mikroaggregatumok képzddtek ezalatt

(Maurer-Spurej és Devine 2001).

Lagfdzis beteg kutydk aggregdciojdban

ADP-indukdlta aggregacioban nem jelent meg lagfazis. Az epinefrin altal stimuldlt aggregaciot
tekintve gyakran taldlkoztunk lagfizissal az egészséges és beteg édllatok kozott egyarant. Elsoként
irtuk le 5-30 mdsodperces lagfdzis kialakuldsit a risztomicin/risztocetin-indukélta aggregicios
valaszt megel0zOen viszonylag tobb korforma (pl. cystitis, mitralis insufficientia,
haemangiosarcoma, dilatatiés cardiomyopathia és Lyme-borreliosis) esetén. Eppen ezért ugy
gondoljuk, hogy az EPI-nél leirtakhoz hasonldan, risztomicin esetén is hosszabb inkubdacids iddre

lenne sziikség.

A gorbe jellegének megvdltozdsa
A gorbék lefutdsanak jellege nem valtozott a beteg dllatokban. Risztomicin-indukélta aggregacio
esetén, Cushing-kérban és hepatopathidban, reverzibilis vdlasz is el6fordul, ami kevésbé stabil

aggregatumok képzodését sejteti. Véleményiink szerint e jelenségnek nincs klinikai jelentOsége.

Aggregdcios vdlasz a kezelt dllatokban

A nemszteroid gyulladdscsokkentOkkel végzett kezelés esetén azt tapasztaltuk, hogy a karprofén
egydltalin nem hatott az ADP- és EPI-indukdlta aggregéciora, a ketoprofén azonban mindkét
induktor esetében jelentds mértékben csokkentette azt. A karprofén és a ketoprofén propionsav-
szarmazékok. Az aszpirinhez hasonléan a szervezet szdmos helyén gdtoljadk a
prosztaglandinszintézist, a ciklo-oxigendz (COX) blokkoldsdval. A karprofén elsdsorban a COX-2-
re hat (Johnstone és Budsberg 1997, Dowling 2001), a ketoprofén esetében a COX-1:COX-2
szelektivitdsi ardany 0,23 (Ricketts et al. 1993). Mivel a vérlemezkék kizarolag COX-1-t
tartalmaznak (Hickford et al. 2001, Mitchell et al. 1993, Donelly és Hawkey 1997, Johnston és
Budsberg 1997, Ricketts et al. 1998), ezzel magyardzhatd, hogy a ketoprofén, ami mintegy
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mellékhatasként a vérlemezkék COX-1-ét is befolydsolja, redukdlja az ADP- és EPI-indukalta
aggregiciot. Eredményeink tiikrozik a Lemke et al. (2002) és Grisneaux et al. (1999) altal
tapasztaltakat: 0k a gyogyszer kovetkeztében a thrombocyta-aggregéicié szignifikdns csokkenését
tapasztaltdk, azonban csak a kollagén hatdsat vizsgéltdk. Tudomdasunk szerint ketoprofénnel kezelt
allatokban az ADP és EPI hatdséara 1étrejov0 aggregacios vdlasz csokkenését mi irtuk le eldszor.
Csak néhany szerzd foglalkozik a karprofén thrombocytafunkciét, illetve a primer hemosztazist
érintd szerepével. Clemmons et al. (1997) egészséges kutydk vérlemezkéit karprofénnel inkubdlva
az ADP- és EPI-indukadlta aggregéaci6 dozisfiiggd csokkenését tapasztaltdk. Ez a hatds csak nagyon
magas dozis (a terdpidsnak 5—10-szerese) esetén bizonyult szignifikdnsnak. Amikor a terdpids dozis
(2 és 4 mg/kg) egyszeri, vagy egy héten at tartd folyamatos addsdnak hatdsat elemezték, az
aggregacié mértéke egyaltalan nem véltozott a kontrollcsoportéhoz képest. Egy mésik kisérlet sordn
(Hickford et al. 2001), amikor 2.2 mg/ttkg karprofént adtak kutydknak 5 napon at, kisfoku
csokkenést tapasztaltak az ADP hatdsdra 1étrejovo aggregicios vélaszban. Ezek a kisfoku hatdsok a
karprofén fent emlitett, COX-2 szelektivitdsdval fliggnek 0ssze, ami eredményeink szerint, még

hosszu tavd adagoldskor sem okozza a vérlemezke-aggregaci6 kdrosoddsat.

Mechanikai modszer (PFA-100)

A kontrollcsoport eredményei hasonlonak adddtak a Keidel és Mischke, illetve Callan és Giger altal
kutydkban taldltakhoz: Callan és Giger ADP esetében csupan 1,15-szor, EPI esetében pedig 1,19-
szer hosszabb zarddasi idot talalt. Keidel és Mischke csak tartomdnyban fejezték ki az eredményt,
atlagot nem adtak meg. Az altalunk vizsgélt, 58 egészséges kutya nagyobb esetszdmot jelent, mint a
fenti szerzOknél; Keidel és Mischke 41, Callan és Giger 29 kutya vérét elemezte. Az egészséges
kutydkban altalunk taldlt normadlértékek EPI esetében hasonldak voltak az emberihez (Francis et al
1999), az ADP-t tekintve viszont mi magunk csaknem feleakkora zar6dési idOket tapasztaltunk. Az
egészséges dllatok kozotti EPI-CT értékek koziil 6 esetben (10,3%) 300 sec-ndl hosszabb zarddasi
1dOt kaptunk. Utébbi megfigyelést Callan és Giger (2001) is aldtdmasztja, akik szintén taldltak a
kontroll éllatok kozott olyan egyedeket, amelyeknél az EPI-CT meghaladta a 300 sec-t. Optikai
aggregométerrel végzett vizsgdlatuk ezekben az esetekben nem mutatott ki kdrosodott
vérlemezkefunkciot. A szerzok emiatt, a félreérthetd eredménykozlés miatt az EPI-t nem tartjak
alkalmasnak a thrombocyta-funkcié zavaranak megitélésére. Ez felveti annak sziikségességét, hogy
az alapvetéen humdn célokra kifejlesztett PFA-100 késziilék gydrilag bedllitott cut-off pontjat
kutyak EPI-mérése esetén kitoljuk.

A NSAID-ok kozismerten hatnak a vérlemezke funkcidra. A legismertebb ilyen hatéanyag, az

aszpirin a ciklo-oxigendzt irreverzibilisen, a ‘“nemaszpirin” NSAID-ok pedig reverzibilisen
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inaktivéljak (Boudreaux, 2000).

A rovid ideig terdpids, illetve magas d6zisban adott karprofén és ketoprofén hatdsat a vérlemezke-
aggregaciora PRP-ben és teljes vérben az eldzd fejezetben ismertettik. E két hatéanyag
vérlemezke-funkcidra gyakorolt hatisat PFA-100-zal még nem vizsgéltdk, az egyéb nemszteroid-
gyulladascsokkentOkét azonban madr igen. Legtobben az aszpirin hatdsat vizsgaltdk. Az aszpirin
alacsony dézisban nem hosszabbitja meg a vérzési idét (William et al. 1993), és nem egyforman hat
az ADP és az EPI indukalta aggregéaciora sem: embereknél az EPI-CT megnyuldsat idézi eld, az
ADP-CT-t azonban gyakorlatilag nem befolyasolja. (Francis et al. 1999, Kottke-Marchant et al.
1999). Fressinaud et al. (1998) szerint az ADP-patron csak 50%-os megbizhatésdggal mutatja ki az
aszpirinhatdst emberben. Epp ezért mdsokkal egyetértésben (Harrison et al. 1999, Mammen et al.
1998) azt javasoljak, hogy a mérést mindig EPI-vel kezdjiik, és csak az EPI-CT megnyuldsa esetén
hasznéljuk az ADP-patront is. Keidel és Mischke (1998) azt tapasztalta, hogy kutydkndl 20 mg/ttkg
acetilszalicil-sav addsa az ADP-CT 1,3-szoros megnyuldsat okozta, azonban az értékek dltaldban
igy sem estek tdl a referencia-tartomdnyon. Az EPI-CT véltozdsat ebben a tanulmdnyban nem
kovették nyomon.

Vizsgalatunkban a karprofén altal okozott kisfoku zar6dasi id0 megnyulds az egészséges dllatokhoz
képest ADP esetében 10%, EPI esetében 11,6% volt, amik egyike sem bizonyult szignifikdnsnak. A
ketoprofén az ADP-CT-t nem befolydsolta, az EPI-CT-ben nem szignifikdns, 1,37-szeres eltérést
okozott. Mindezek arra engednek kovetkeztetni, hogy terdpids dézisban sem a karprofén, sem a

ketoprofén nem kérositja a vérlemezkefunkciét még hosszu tdvon adva sem.
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5. Kovetkeztetések

Morfolégiai vizsgalatok

Osszefoglalva megéllapithaté, hogy a vérlemezkék morfolégiai elvéltozdsai nem jellemeznek
kizérélagosan egy betegséget sem. Ugy tapasztaltuk, hogy a legtobb eltérés (polychromasia,
polymorphismus, nemaktivalt vérlemezkék jelenléte, koros granuldcié, vakuolizacid) thymus
apoplexidban jelentkezett. Ez mindenképpen stlyos thrombocyta-kdrosodasra és nagyfoku
periférids felhaszndldsra utalhat. Szdmos egyidejlileg jelentkez6 morfolégiai abnormalitédst
tapasztaltunk diabetes mellitusban és Cushing-kérban is. Erdekesség, hogy immunmediilt
thrombocytopenidban a vérlemezkék nem mutattak eltérést, csak microcytosis volt lathat6. Erds
csontveldi képzés hatdsara basophil, 6rids thrombocytdk jelentek meg a periféridn, esetenként
vaskos citoplazma-nydlvanyokkal. Ezek a jegyek annak eldontésében segithetnek, hogy a
thrombocytopenia regenerativ-e vagy sem. Ez, hasonléan az anaemiatipusok elbirdlasdhoz, uj

diagnosztikai segitség lehet a csontvelO regenerativ képességének megallapitasara.

Optikai aggregometria

Eredményeinket 6sszegezve az alabbi kovetkeztetések vonhatdk le.

- A Carat TX4 a régebbi tipusi M200 optikai aggregométerhez hasonléan hasznos és alkalmas
eszkoz kutydk vérlemezke-aggregicidjanak vizsgalatara.

- Az ADP tlnik a legmegbizhat6bb induktornak kutydk aggregometriai vizsgélataiban.

- Az EPI nem minden esetben, de képes aggregacié kivéltdsara, amelyet gyakran lagfdzis el6z
meg.

- A risztomicin vagy risztocetin az egészséges kutyak kb. felében 1.5 mg/l koncentraciéban képes
volt aggregécid indukdlasara.

- Néhany korkép esetében (encephalopathia, mastocytoma, dilatatiés cardiomyopathia, diabetes
mellitus, pancreas-fibrosis) mi irtuk le els6ként a thrombocyta-aggregicié megvéltozasat.

- A ketoprofén szignifikdnsan csokkenti az ADP- és EPI-indukalta aggregiciot, a karprofén nem
befolydsolja ezeket.

Az aggregiciés vizsgalatokban alkalmazott reagensek kore és aggregicidja igen valtozatos. Az

irodalmi adatokbdl az is kideriil, hogy még ugyanazon koncentraciéban alkalmazott reagens (pl. 10

pmol/l ADP) esetében is kiilonbozo vdlaszokat kaptak. Véleménylink szerint a kiilonbség oka az

eltérd kisérleti elrendezésekben keresendd. EbbOl is latszik, hogy nagy sziikség lenne az

50



aggregéicios vizsgdlatok standardizdldsdra. Azonban sem az emberi, sem az dllatorvosi
laboratériumi diagnosztikdban nem dolgoztak még ki standardizalt metodikat (Zhou és Schmaier
2005).

Szamos kozlemény foglalkozik a thrombocyta-aggregaciot befolydsold faktorok vizsgélatdaval (pl.
az optimdlis vérlemezke szdm: Von Hoss et al. 1976; a megfeleld homérséklet, a mintavétel és a
vizsgélat kozott eltelt id6 megengedett hossza: Brackett et al 1976; a PRP elddllitdsa, a centrifugalas
koriilményei: Clemmons et al. 1983; a helyesen megvalasztott antikoaguldns: Lin et al. 1990; a PRP
taroldsa: Nolte and Mischke 1995, Klein et al. 1999). Zhou és Schmaier (2005) azzal a céllal
végeztek emberi PRP felhaszndldsdval kiilonbozd agonistdkkal aggregicids vizsgélatokat, hogy
megprobéljak standardizélni a koriilményeket és az aggregometria pontos menetét. Eredményeik jo
kiindul6 pontot jelentenek az aggregdcids vizsgdlatokkal is foglalkoz6 laboratériumok szdmara.
Szintén nem egységes az eredmények kozlése sem. Mischke és Schulz (2004) a maximélis
aggregicio értékét tartomdnyban adjak meg. Boudreaux et al. (1994 és 1996) a maximalis
fényatereszto-képesség (aggregicidés maximum) dtlagit és szérdsat kozli. Callan és Giger (2001)
illetve Avram et al. (2001) egy kiiszobérték folé helyezi a normalértéket (pl. 10 pmol/l esetén a
maximalis aggregacié egészséges egyedekben >60%). A sokféle interpretdcié miatt adtuk meg
tobbféleképpen eredményeinket.

Az aggregometria dllatorvosi standardizdldsa, a vizsgdlat menetének és az eredmények kozlésének

kidolgozasa a jovO feladata.

Mechanikai médszer (PFA-100)

A vérlemezkefunkcié vizsgdlatdra az optikai aggregometria szélesebb korben elterjedt mddszer,
mint a PFA-100-zal végzett analizis. Ennek oka, hogy az elobbi komplexebb, informativabb, és bar
a minta elOkészitése €s kezelése bonyolultabb, gazdasiagosabb vizsgdlati lehetdség. A PFA-100
kétségtelen elonye az egyszerlis€g, a befolydsold tényezdk kisebb szdma (pl. lipaemia, icterus,
hemolizis jelenléte a plazmdban nem kizdr6 ok a vizsgdlat elvégzésére). A microtrombusok
jelenléte, a thrombocytopenia vagy a csokkent hematokritérték mindkét modszer eredményeit
egyformdn ronthatja (Keidel és Miscke 1998).

Az a megallapitds, hogy a karprofén és ketoprofén kezelés nem befolydsolta szignifikdnsan a
vérlemezkék miikodését, ellentmondani latszik a Carat TX4 optikai aggregométerrel végzett
hasonl6é célu vizsgdlatunk eredményeinek, miszerint a ketoprofén mind az ATP, mind az EPI
esetében szignifikdnsan csokkentette az aggregacios készséget. A két modszer véleményiink szerint
teljes mértékben nem helyettesitheti egymdast. A PFA-100 szlirévizsgalatok elvégzésére kivédléan

alkalmas (pl. miitét eldtti kontroll), de ha a thrombocytdk funkciézavaranak gyantja 4ll fenn, inkébb
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a pontosabb és részletesebb eredményt nytijté optikai aggregometriat javasoljuk.
Ezen kivill az egészséges kutydk kozott elofordulé >300 masodperces EPI-CT-k miatt célszerlinek
latjuk a PFA-100 cut-off pontjdnak megnovelését, és ez alapjan Gjbol megallapitani egészséges

kutydk esetében az EPI-re vonatkozé standard értékeket.
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6. Uj tudoméanyos eredmények

A vérlemezkék morfoldgiai elemzése sordn a kovetkezo 1j eredmények sziilettek:

Giemsa-szerint festett vérkenetekben:

A polychromasia és a nagyméretii vérlemezkék megjelenése tapasztalatunk szerint a
leggyakoribb morfolégiai eltérés. A microcytosist és 6rids thrombocytdk nagyobb szdmban valé
jelenlétét, illetve a citoplazma-vakuoliziciét olyan koérformédkban is leirtuk, amelyekkel
kapcsolatban eddig még nem sziiletett kozlemény (pl. thymus apoplexia, pancreatitis, diabetes
mellitus, Cushing-kor).

Az aktivici6 extrém formdjanak tekintve irtuk le a vaskos dllabak megjelenését a vérlemezkék
felszinén, tobb korképben is.

Azt tapasztaltuk, hogy a vérlemezkék granulumeloszldsa valtozo, ebbdl kétfélét: a ,,magszeri”
és a ,,periférias” elrendezddést elsoként kozoltiik.

Megfigyeltiink egy eddig még nem emlitett, élettaninak tekinthetd morfologiai jegyet, a

periféridsan helyezdd6 citoplazmagyriit.

PAS-szerint festett vérkenetekben:

A gliikogénszemcsék eloszldsdnak véltozdsat kiilonbozd korképekben elsoként vizsgaltuk;
megallapitottuk, hogy a hematoldgiai eltérést mutatd éllatokban megndtt a PAS-pozitv
vérlemezkék ardnya.

Héaromféle granulumeloszlast irtunk le: eszerint diffizan, excentrikusan és periféridsan

csoportosulhatnak a gliikkogénszemcsék.

A vérlemezkék funkcidjanak vizsgdlata sordn a kovetkezd dj eredmények sziilettek:

Optikai aggregometria:

A kutydkban éltalunk elsoként kiprébalt Carat TX4 optikai aggregométert alkalmasnak taldltuk
a thrombocyta-aggregacid vizsgalatara, ennek sordn az ADP bizonyult a legalkalmasabb és
legmegbizhatobb aggregicios reagensnek. Az EPI képes volt az alkalmazott koncentracioban
onmagdaban is az aggregicio kivaltdsara, de nem minden egyedben; gyakran volt megfigyelhetd
lagfazis kialakuldsa az aggregicids vdlasz eldtt. A risztomicin 1.5 mg/l koncentracidban az
egészséges kutydk kb. felében képes volt aggregicié indukdaldsara.

A beteg kutydk vizsgdlata sordn azt észleltiik, hogy bizonyos koérképekben a risztomicin-
indukélta aggregicids valasz eldtt lagfazis alakulhat ki (pl. cystitis, mitralis insufficientia, Lyme
borreliosis, haemangiosarcoma) Els6ként irtuk le egyes korképek aggregaciot érintd hatdsat (pl.
mastocytoma, pancreas-fibrosis).

A nemszteroid-gyulladdscsokkentdvel kezelt dllatok esetében megfigyeltiik, hogy a ketoprofén

szignifikdns csokkenést idéz el6 az ADP- és az EPI-indukalta aggregacidban.
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A PFA-100 thrombocyta-funkcié analizator tesztelése

e A PFA-100 késziiléket kutydkban hemosztazis-sziirdvizsgélatok végzésére alkalmasnak talaltuk.
® A karprofénnel vagy ketoprofénnel hosszu tdvon kezelt kutydkban a zarddasi id6 egyik reagens

esetén sem tér el a kontrollcsoport értékeitdl.
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7. Osszefoglalas

Kutatasaim eclsé részében egészséges (n=20) és beteg (n=181) kutydkban a vérlemezkék
morfologiai jellegzetességeit (méret, festddésbeli sajatossdgok, alak, aktivaltsag, granuldcid,
vakuolizacid) elemeztiik, a vérkeneteket Giemsa-szerint festettilk. A beteg allatokat két csoportra
osztottuk: 84 kutya vérképzOszervi megbetegedésben szenvedett, 97 pedig egyéb korformaban. Az
észlelt morfoldgiai elvaltozdsok egy betegségre sem voltak specifikusak. A leggyakoribb eltérés a
polychromasia és a nagyméretli vérlemezkék megjelenése volt, amelyek leginkabb vérzéses és
haemolyticus korképekben mutatkoztak. Anisocytosis méj-, 1€p- és béldaganatokra, illetve
endocrinopathidkra volt jellemzd. Microcytosis ITP-ben, mdjdaganatban és endocrinopathidban,
polymorphismus pedig elsOsorban thymus apoplexidban fordult el6. Az aktivacié extrém
megnyilvanuldsat lattuk haemolysis, hepatopathia, neoplasmdk és szepszis esetén. Vakuolizacio
thymus apoplexidban, pancreatitisben, diabetes mellitusban és Cushing-kérban volt jelen. Leirtunk
egy Uj morfoldgiai jellegzetességet: a periférids gylirli megjelenését, ami egészséges €s beteg kutydk
kozott egyarant el6fordult. A kéros granuldcionak két formdjat elsOként figyeltiik meg és irtuk le
kutydkban: a ,,magszeri” és ,,periférids” elrendezddést egyes betegségekben.

Ugyanezen éllatok vérmintdibol PAS-szerint festett keneteket is készitettiink, hogy nyomon
kovessiik a vérlemezkék gliikkogénszemcséinek eloszldasat specidlis festéssel. A glilkogén
granulumok hdromféle moddon helyezddtek a citoplazmdban: periféridsan, excentrikusan és
diffdzan. A PAS-pozitiv és —negativ vérlemezkék el6forduldsi ardnyat is elemeztiik a kiilonféle

korképekben.

Kutatasaim masodik részében a vérlemezkék funkcigjat ADP-, epinefrin- és risztomicin-
reagensekkel vizsgéltuk. A vizsgélat célja néhdny korkép és két NSAID: a karprofén és a
ketoprofén thrombocyta-aggregaciot befolydsolé hatdsanak kimutatdsa volt. Az elemzésbe 115
kutyat vontunk be. Az elsd csoportot egészséges kutydk (n=43), a madasodikat a kifogdstalan
hemosztazisd, de beteg édllatok (n=47), a harmadikat pedig a karprofénnel (1 mg/ttkg/24h) vagy
ketoprofénnel (2—4 mg/ttkg/24h) hosszui tdvon kezelt kutydk alkottdk. A méréseket M-200, illetve
az éallatorvoslasba udjonnan bevezetett Carat TX4 optikai aggregométerekkel végeztiik,
thrombocytadis plazmdbdl. Az egészséges dllatokra jellemzO aggregdcidés paraméterek
megdllapitdsa utdn elemeztiikk azokat az eseteket, amikor az aggregiciés maximum ndtt vagy
csokkent, vagy az aggregéiciés gorbe jellege megviltozott. Ugy taldltuk, hogy a karprofén az
aggregécios vélaszt nem befolydsolja, a ketoprofén azonban mind az ADP-, mind az EPI-indukadlta

aggregéaciés maximumot szignifikdnsan csokkentette.
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A kutatas harmadik részében egy, az dllatorvosi diagnosztikaban még tjnak szamit6 késziilék, a
PFA-100 thrombocytafunkcié-analizdtor segitségével vizsgédltuk a thrombocytdk miikodését. A
karprofén és a ketoprofén terdpids dozisd, hosszu tdvi addsdnak hatdsat a vérlemezke funkcidra
ezzel az eszkdzzel szintén vizsgaltuk ADP- és EPI-tartalmu patronokkal. Otvenot egészséges és 38
kezelt (n=7 ketoprofénnel, n=31 karprofénnel) kutya vérmintdit elemeztiikk. Megallapitottuk, a
ketoprofen és a carprofen az ADP-re és EPI-re jellemz6 zdr6dési idoket az egészséges allatokhoz
képest nem befolydsolta szignifikdnsan. A PFA-100 véleményiink szerint megfeleld6 kutydk
hemosztazis sziirdvizsgélataihoz, azonban a késziilék cut-off-pontjat EPI esetében 300 mdasodperc
folé sziikséges dllitani. A thrombocyta-funkciézavarok diagnosztizaldsdhoz és részletesebb

elemzéséhez az optikai aggregometridt alkalmasabb mdédszernek tartjuk.
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8. Summary

The investigation of platelets, the smallest blood cells, is difficult with light microscope when the
smear is stained by routine haematological dyes. Morphology of canine platelets (changes in size,
shape, staining characteristics, degree of activation and clump-formation, distribution of granules,
appearance of vacuoles on Giemsa-stained smears) were investigated in 20 healthy control and 181
diseased dogs. In the group of the sick dogs 84 animals suffered from disorders affecting directly
the haematological parameters or the haemopoietic organs (i.e. bleeding, thymus haemorrhage,
haemolytic disorders, lymphoma, immune-mediated thrombocytopenia). Ninety-seven dogs
suffered from other diseases (hepatopathy, nephropathy, hepatic, splenic or intestinal neoplasm,
skin diseases, diabetes mellitus, Cushing's-disease, sepsis) were also involved. The alterations found
in platelet morphology were not specific to any disorders. Most common platelet abnormalities
were polychromasia and presence of giant platelets. These changes occurred in great number in
disorders accompanied by bleeding or haemolysis. Anisocytosis was the most frequent finding in
hepatic, splenic or intestinal neoplasmas and certain endocrinopathies. Microcytosis was observed
in immune-mediated thrombocytopenia, hepatic neoplasmas and endocrine disorders. Extreme
platelet activation was characteristic of haemolysis, hepatopathies, neoplastic diseases and sepsis.
Vacuolisation was present in thymus haemorrhage, pancreatitis, diabetes mellitus and Cushing's
disease. A new morphologic phenomenon i.e. a ring-like formation of granules was described in the
cytoplasm of the platelets both in healthy and diseased animals. In addition, two forms of
pathologic granulation were also first described in Giemsa-stained blood smears: the pseudonuclear
and the spot-like formation of granules, which were observed especially in disorders of affecting
platelets.

The granulation and morphological characteristics of platelets in smears stained by periodic acid-
Schiff reaction (PAS) were also studied. Three granulation localisation were observed: peripheral,
eccentric and diffuse ones. The ratio of PAS-positive and -negative platelets was evaluated in
several diseases. Our findings might support the diagnostic value of evaluation of platelets with
light microscope and help clinicians to understand why morphologic changes of thrombocytes
might be expected in several diseases.

Functional defects can be studied by in vitro aggregation tests with chemical compounds such as
ADP, epinephrine and ristomycin. The aim of the present work was to investigate the effect of some
diseases and that of non-steroid anti-inflammatory drug treatment in dogs on platelet aggregation.
The examination had been carried out on 115 dog patients in M-200 optical aggregometer and in a
CARAT TX4 optical aggregometer, that was used first in veterinary practice. Dogs were divided in

three groups: healthy (control) dogs (n=43), diseased dogs with normal haemostasis-profile (n=47)
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and dogs with arthropathies and long-term treated (n=25) with ketoprofen (1 mg/bw once daily) or
carprofen (2-4 mg/bw twice daily) per orally. CARAT TX4 aggregometer proved to be a useful
instrument in studying platelet aggregation in platelet-rich plasma of dogs. After determination of
normal platelet aggregation curves in healthy dogs we described increased or decreased aggregation
maximum in several illnesses. Carprofen treatment had no effect on platelet aggregation while
ketoprofen decreased the aggregation maximum. Standardisation in aggregation methodology is
highly recommended.

The PFA—IOO®analyzer (Dade-Behring) is a new point-of-care mechanical aggregometer aimed to
fulfil the criteria that are necessary for the evaluation of platelet function. The effect of carprofen
and ketoprofen on platelet aggregation was evaluated also by the PFA-100 using ADP and EPI
cartridges. Aggregation of platelets was evaluated by PFA-100in fifty-five healthy dogs, in seven
dogs treated with ketoprofen and in thirty-one dogs treated with carprofen in a therapeutic dose for
minimum 5 days. Analysis by PFA-100 proved to be simple and reliable. Therapeutic doses of
carprofen and ketoprofen had only a minimal effect on platelet aggregation as measured by the
closure time of PFA-100, which is the mark of platelet function. The closure times for both the
healthy (control) and the treated dogs were often longer than the upper cut-off point (300 sec) of the
device, similar to that in trials with humans. The PFA-100 could be a useful tool for veterinary use.
This includes the evaluation of platelet aggregation in NSAIDs-treated dogs. The aggregation is not
altered by therapeutic doses either of carprofen or ketoprofen. The upper cut-off point should be

extended to 350 sec.
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