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1. Bevezetés

A vérlemezkék kis méretiik ellenére komplex feladatokat ellatd alakos elemek a vérben. Részt
vesznek a hemosztdzis fenntartdsdban, a kapillaris-endothel szerkezeti integritdsdnak megdrzésében,
a gyulladdsos és a szoveti regenerdciés folyamatokban, a thrombusképzésben, a
tumormetasztdzisban €s baktericid tulajdonsdggal is birnak. Szamos olyan korkép ismert, amelyben
szambeli eltéréseik tapasztalhatok: gyakrabban thrombocytopenia, ritkdbban thrombocytosis
figyelhet6 meg. Viszonylag kevés publikdcié foglalkozik a kutydk thrombocytdinak morfoldgiai

vizsgalataval, €s kissé ellentmonddsosak a funkcidjukat leiré tanulmanyok is.

Munkam els6 részében két éves periddus alatt a laboratériumban eléforduld, thrombocytaszam-
eltérést mutaté vérmintdkat gyljtottiikk 0ssze, betegségek szerint csoportositva a thrombocytopenia
vagy thrombocytosis leggyakoribb okait. Ilyen jellegli tanulmany Magyarorszdgon még nem
késziilt. Vizsgdlatunkat tdjékozodéd jellegli felmérésnek szantuk, statisztikai kovetkezményt nem

kivantunk levonni beldle.

Munkam masodik részében a thrombocytdk alaki eltéréseit tanulmanyoztuk egészséges és beteg
kutydkban. A vérlemezkék a legkisebb vérsejtek, szerkezeti felépitésiikk egyszerii, igy
fénymikroszképos vizsgalatuk a hagyomanyos festési eljarasokkal késziilt vérkenetekben (pl. May-
Griinwald, Pappenheim, Giemsa, Diff-quick) nehézkes. Sajnos a hematolégiai diagnosztikabdl jol
ismert citokémiai festési technikdk is kevés tobblet informaciét nydjtanak (Jain 1993). A felsoroltak
koziil a Giemsa-festés a legalkalmasabb arra, hogy a sejtek finom struktirdjat lathatova tegyiik,
ezért munkank sordn ezt a mdédszert alkalmaztuk. Egészséges kutydk vérlemezkéi az igy festett
kenetekben halvanykékek és mag nélkiiliek (Bessis 1972, Jain 1993, Bush 1991, Hoffbrand és Pettit
1997, McConnell 2000). A tobbségiik kdzepes nagysdgi (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 fixalt, bizarr alakot vehetnek fel (Bessis 1972). A vérvétel sordn
aktivdlodhatnak, ekkor vékony citoplazma nyudlvanyokat novesztenek, amelyek a festett kenetben
jol lathatok (Hoffbrand és Pettit 1997, Cowell et al. 1999). Citoplazmdjuk finom, lilds granuldciét
mutat, amelyek vagy a sejt kdzepén csoportosulva vagy diffizan elszérva (Bessis 1972, Jain 1993,
Bush 1991, Hoffbrand és Pettit 1997, McConnell 2000). Az idésebb vérlemezkék kisebbek és
halvdnyabbak, mint a fiatalabbak (Bessis 1972, Bush 1991, Hoffbrand és Pettit 1997). Elettani

viszonyok kozott nem vakuolizdltak (Bessis 1972). Még helyes mintakezelés és kenetkészités



mellett is el6fordulhat a vérlemezkék Osszecsapddasa, vagyis kisfoku aggregdldddsa (Bessis 1972,
Hoffbrand és Pettit 1997).

Olyan festési eljarést is szerettiink volna alkalmazni, amely a thrombocytdk valamely jellegzetes
szerkezeti elemét mutatja ki. Ilyen pl. a PAS-festés, ami a vérlemezkék gliikogén-granulumait teszi
lathatova. A glilkogén a vérlemezkék f6 energia forrdsa, a citoplazméban diffizan helyezddik. Ezt
az eljarast viszonylag ritkdn alkalmazzak a hematologiai vizsgalatokban (Szész et al. 1981, Powers
1989, Reagan et al., 1998, Cowell et al., 1999), a vérlemezkék morfoldgiai elemzésére pedig szinte
soha. Eppen ezért igen kevés leirdssal taldlkozhatunk. Emberekben szabalytalan alakdak, gyakran
nagyobb csoportokat, csomdkat képeznek (Bessis 1972). A vérlemezkék glikogéntartalmédnak
valtozasait eddig foként elektronmikroszkdppal kovették nyomon, és azt is csak emberben (Bessis

1972).

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

festett vérkenetekben.

Munkam harmadik részében a thrombocyta-aggregacié jellemzo6it vizsgaltuk kutydkban. A
vérlemezkék a primer hemosztizis kovetkezd folyamataiban vesznek részt: adhézid, aggregicio,
release-reakcié €s a prokoagulans felszin kialakuldsa (McConnell 2000). Ezek koziil barmelyik
karosodhat, leggyakrabban mégis az aggregicid zavarait tapasztaljuk. A folyamat alapvetéen a
foszfolipid- és az eikozanoid (arachidonsav)-reakcidutat foglalja magdban. Az aggregécidé sordn a
fibrinogén képez hidat a szomszédos vérlemezkék kozott (Blaské 1998, Jain 1993, McConnell
2000). A fibrinogén-receptor expresszaloddsat szdmos vegyiilet, uUn. agonista aktivdlhatja,
amelyekre nézve a thrombocytdk szintén sajat receptorral rendelkeznek (Zhou és Schmaier 2005).
Tobb tanulmany foglalkozik a vérlemezke-aggregacid jellemzoéivel dllatokban (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 funkcié-kdrosodds kimutatdsara szamos
modszer ismert az egyszeriibbektdl (pl. mikroszképos: Sinakos 1967, Frojmovic et al. 1989) a
bonyolultabbakig (optikai, teljes vér impedancia, mechanikai: Born 1962, Kurata 1995, Soloviev
1997). A legtobb vizsgélat ezek koziil nem tartozik a rutin diagnosztikai eljardsok kozé, specidlis
laboratériumi felszereltséget és mintakezelést igényel. Munkdik sordn a napjainkban altaldnosan
elterjedt optikai mddszert alkalmaztunk. Ennek a sordn teljes, citratos vér alacsony fordulatszamon
torténd centrifugdldsiaval nyert mintdt (thrombocytadis plazma: PRP) haszndljuk. A minta
vérlemezke-szdmét a teljes vér magas fordulatszdmon torténd tovabbcentrifugdlasaval nyert

plazmdval (thrombocytaszegény plazma, PPP) dllitjuk be. A mintdhoz kiillonb6zd aggregicids



reagenst adva a vérlemezkék osszecsapodnak, megvaltoztatva a PRP fényateresztd-képességét, azaz
optikai stirliségét. A PRP optikai siirliségét 100%-nak, fényaterszto-képességét pedig 0%-nak
tekintjiik (a thrombocytdk nem aggregalddnak, az aggregacié mértéke 0%), a PPP optikai stirliségét
0%-nak, fényaterszto-képességét pedig 100%-nak (az aggregicié mértéke elméletileg 100%). Az
agonista hozzdaddsa utdn az aggregidtumok képzdodésével egyidejlileg az oldat fényatereszto-
képessége folyamatosan nd, optikai slirlisége pedig csokken, megkozelitve a PPP-jét. A folyamat
egy gorbével irhaté le, aminek amplitidéja az a pont (%-ban), ahol az aggregicié eléri a
maximumat. Az aggregacios gorbe egészséges kutydkban kiilonbozd fazisokbdl all az alkalmazott
reagens tipusatol és koncentracidjatdl fiiggden. A reagens beaddsa utan éltaldban egy révid, negativ
iranyba torténd kitérés jelzi a vérlemezkék alakvéltozasat. Ezt koveti a primer fazis, ami az
agonistdra adott azonnali hatds. A szekunder fazis a mar aggregdlddott vérlemezkék granulumaibdl
kitiriil6 ADP és az egyéb faktorok tovabbi aggregiciot kivaltd hatdsdt mutatja (Jones 1979,
Hoffbrand és Pettit 1997). El6fordul, hogy az agonista beaddsa utdn nincs azonnali aggregacio,
hanem csak néhdny mdsodperces késedelem, azaz lagfizis utdn. Ekkor a gérbe nem mozdul el az
alapvonalrdl. Az aggregicid lehet reverzibilis, amikor a vérlemezkék az aggregiciés maximum
elérése utan szétvalnak, diszaggregalddnak, és irreverzibilis, amikor egyiitt maradnak (Avram et al.

2001).
Munkdénk célja a kovetkezd volt:

- Kutydk ADP- EPI-és risztomicin-indukdlta thrombocyta-aggregacidjanak vizsgdlata Carat TX4
optikai aggregométerrel, amit elsoként alkalmaztunk allatorvosi célokra.

- Az dltalunk haszndlt koncentricidk esetén egészséges kutydkban a standard értékek
meghatdrozasa, az adott reagens esetében varhatd aggregaciés maximum megéllapitasa és az
aggregicios gorbe jellemzoinek leirdsa.

- Néhany betegség hatdsanak vizsgdlata a kiilonb6z0 induktorokkal végzett thrombocyta-
aggregaciora, a valtozas jellegének leirdsa.

- Vizsgéltuk azt is, hogy két ismert NSAID, a ketoprofén (ketoprofen) és a karprofén (carprofen)
hosszi tdvi alkalmazdsa sordn befolydsolja-e az ADP- és EPIl-indukdlta thrombocyta-

aggregaciot.

A thrombocytafunkciét vizsgéld tesztek, ahogy az eldbbiekbdl kideriil, specidlis felszereltséget és
mintakezelést igényelnek. Az igény az aggregometridban is megvan egyszert, de mégis megbizhat6
mérési technikdk és méromiiszerek kifejlesztésére. Ilyen késziiléknek igérkezik a viszonylag uj, az
allatorvosi medicindban még alig hasznédlatos PFA-100 thrombocyta-funkcié analizator (Dade-

Behring Inc., USA). A PFA-100 egy elsoként a humanorvosi gyakorlatban alkalmazott “point-of-



care” késziilék (Kundu et al. 1997), amely teljes mértékben alkalmas mind a velesziiletett, mind a
szerzett thrombocyta-funkci6 karosodasdnak gyors és egyszerli vizsgalatdra (Callan és Giger 2001).
A miiszer képes a vérlemezke adhézidjdnak és aggregicidjdnak in vitro meghatdrozdsira. A
vizsgalat teljes vérbdl torténik, egyszer hasznélatos patronokkal. Méréskor a szervezet fizioldgids
kornyezeti viszonyait igyekszik létrehozni (Kottke-Marchant et al. 1999). A korabbi, emberi
vérmintdkkal elvégzett vizsgdlatok szerint a PFA-100 eredményei szoros korrelaciét mutatnak a
teljes vérbol vagy thrombocyta dis plazmébol (PRP) végzett aggregicids vizsgalatok
eredményeivel (Francis et al. 1990, Mammen et al. 1998, Dade-Behring 2002, Kottke-Marchant et
al. 1999). Az elsd, dllatorvosi alkalmazdsrdl sz6lé tanulmédny 1998-ban jelent meg (Keidel és
Mischke 1998), az6ta tobben is tesztelték (Mischke és Keidel 2002, Callan és Giger 2001).

Vizsgalatunk sordn a karprofén és a ketoprofén hosszu tdvu, terapids dozisu alkalmazdsinak

thrombocyta-funkciéra gyakorolt hatdsat PFA-100 thrombocyta-funkcié analizatorral is vizsgéltuk.



2. Anyag és modszer

Kvantitativ vizsgalatok

A felmérésbe 301 olyan kiilonboz6 fajtaji, kord és ivard kutyat vontunk be, amelyekben a
thrombocytaszam eltért az élettanitél. Ezeket thrombocytopenia (n=212): thrombocytosis (n=89)
szerint két csoportra osztottuk, majd minden egyes csoportban megvizsgaltuk, hogy milyen
alapbetegséghez vagy korképhez tarsul a mennyiségi eltérés. A gyakorisdgokat szdzalékokban

adtuk meg. Statisztikai elemzést nem végeztiink.

Morfolégiai vizsgalatok

A vizsgalatokban 201 kiilonboz6 fajtdja, kord és ivard kutya vérmintdjat haszndltuk, amelyek a
Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudoményi Kardnak Belgy6gyészati Tanszékének beteganyagdbol

és egészséges allatokbdl szarmaztak. A végsd diagndzisra alapozva két f6 csoportot hoztunk létre:

- kontrollcsoport (n=20): egészséges kutydk

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

A vizsgalatokhoz 3,8%-0s natrium-citrdt oldatot tartalmazd gydri vacutainer csObe vettiink vért.

Allatonként két vérkenetet készitettiink és Giemsa-szerint megfestettiik (Bessis 1972). A vérkenetet

elészor 400x-os nagyitdssal vizsgéltuk, hogy észlelhessiik az esetleges aggregatum képzodést. A

finomabb morfolégiai eltérések vizsgdlatira 1000x-es nagyitist és immerzidés objektivet

hasznaltunk. Az allat vérlemezke szamatdl fiiggéen 50—-100 sejt értékelését végeztiik el.

Az elbiralas szempontjai a kovetkezOk voltak:

e festddési sajatossagok,

e  méretbeli megoszlas,

¢ polymorphismus jelenléte,

e aktivdlt és nem aktivalt vérlemezkék jelenléte,

e patoldgids granuléltsag,

® citoplazma vakuolizicié megjelenése,

e cgyéb morfoldgiai eltérések.
A PAS-festéshez K-EDTA tartalmui gyari vérvételi cs6be gytijtottiink vérmintdkat, majd ezekbdl a
mintavétel utdn azonnal vékony keneteket készitetiink és perjodsavas Schiff-reagenssel

megfestettiilk ket (Bessis 1972, Szdsz et al. 1981). A festéshez hasznalt reagenseket a SIGMA-
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Aldrich Kft.-td] szereztiik be. Kenetenként 50—100 sejtet birdltunk el a kovetkezd szempontok
szerint:
e PAS-negativ vérlemezkék, halvanyan fest6do citoplazma, hatarozatlan sejthatérral,
® PAS-pozitiv vérlemezkék, halvany citoplazma, amelyben finom vagy rogds acidophil
granulumok lathatok.
A granulécio tipusa szerint 3 alcsoportot kiilonitettiink el:
e periférids: a granulum(ok) a sejtmembran kozelében lathaté(k),
e excentrikus: a granulum(ok) a citoplazméban lathaté(k),
e (diffiz: a finom vagy durva granulumok a citoplazméban szértan helyez6dnek, 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 vizsgélt vérlemezkék szdzalékos megoszlasat, majd
kiszamoltuk a csoportatlagokat. Munkdnk soran a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:
e milyen a PAS szerint megfestett thrombocytdk granuldltsiga, morfologidja egészséges dllatok
esetében,
e van-e kiillonbség a kontroll, a vérképzdszervi, illetve az egyéb betegségben szenvedd csoport

vérlemezkéinek morfoldgiai sajatossagai kozott.

Optikai aggregometria

A vizsgélatba 115 kiilonféle fajtaju, kord és ivard kutyat vontunk be, amelyekbdl a kovetkezd
csoportokat hoztuk 1étre:

- Kontrollcsoport (n=43): egészséges kutyak, amelyek a megel6z6 2 hétben gydgyszeres kezelésben
nem részesiiltek,

- Beteg csoport (n=47): normal hemosztazisu allatok; a betegségek listajat a 6. tdblazatban tiintettiik
fel,

- Kezelt csoport (n=25): arthropathia miatt NSAID-kezelésben részesiilt allatok, amelyek egyéb
szempontbodl egészségesek voltak. Ebbe a csoportba olyan kutydkat vontunk be, amelyek legalabb
10 napja terdpids dozisban karprofént (2-4 mg/ttkg/12h) vagy ketoprofént (1 mg/ttkg/24h) kaptak
szajon at.

Minden 4llattél legalabb 4,5 ml vénds vért vettiink 3,8% Na-citatot tartalmazé gyari vérvételi csObe
az aggregometridhoz, és tovabbi 2,5 ml-t EDTA-tartalmi csébe a sejtszamlalas 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 6rdnédl. A PRP-t a teljes vér kis fordulatszdmon (150 g 10 perc; Sink 2002, Moroff és



Holme 1991) torténd centrifugdldsdval nyertiik, majd a PPP eldallitdsdhoz a megmaradt vérmintat
magas fordulatszdimon tovdbb centrifugaltuk (2000 g, 10 perc). A kovetkezd miiszereket
hasznaltuk: TX4 négy csatornds optikai aggregométer (Carat Kft.), M-200 két csatornds optikai
aggregométer (Omker), Servintern Seisystem Labo Centrifuga, Abacus Junior Vet
Haemocytometer. Az alkalmazott induktorok végkoncentracidja a reakcié soran a kovetkezd volt:
ADP: 10 umol/l, EPL: 10 umol/l, risztomicin: 1,5 mg/ml. A vizsgédlat kivitelezésekor a gyari
instrukcidkat vettiikk figyelembe. A méréseket 4-10 percig végeztiik (Zhou és Schmaier 2005,
Bennet 1990, Sink 2002). A rendelkezésre 4116 vérminta mennyiségétdl fiiggden 1:9 ardnyban adtuk
a reagenst a thrombocytadis plazmdhoz. A kapott aggregiciés gorbéket a kovetkezOk szerint

elemeztiik:

® van-e az adott reagensre aggregacids valasz,
® van-e lagfazis,

® van-e alakvéltozas,

® aggregiciés maximum (%),

e primer és szekunder fazis jelenléte,

e az aggregicié reverzibilitdsa vagy irreverzibilitdsa.

Mechanikus aggregometria

Ennek sordn 96 kiilonbozd fajtaji, kord és ivard kutydt vontunk be a vizsgdlatba. A
kontrollcsoportot 58 egészséges dllat alkotta, amelyek hemosztdzisa élettani volt, a kezelt csoportba
pedig 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, legalabb 10 napon ét.

A mérés sordn 800 pl teljes, citratos vért fecskendeziink az egyszer hasznalatos patronba, aminek
kollagénnel bevont kapillarisa induktorként ADP-t vagy epinefrint tartalmaz. Az analizator azt az
id6t méri, ami ahhoz sziikséges, hogy a patron vékony kapillarisdban a reagens hatdsdra
thrombocyta-aggregatum j6jjon létre. Ez az un. ,,zar6ddsi id6” (closure time, CT), amelyet a
miiszer masodpercben jelez ki. A gydri bedllitas szerint maximum 300 mésodperc lehet.

Kutyanként kb. 5 ml vért gytjtottiink gyari, Na-citrat tartalmu (1:9 v/v) vacutainer csébe (PFA-100
vizsgalat) és K-EDTA csébe (hematologiai vizsgdlat). A késziilék alkalmazdsa sordn a gyari
instrukcidkat vettiik figyelembe. Az eredményeket dtlag+szords és tartomdany értékekben fejeztiik
ki. Az egészséges és kezelt csoport értékeit az ADP esetében ANOV A-teszttel hasonlitottuk Ossze,
EPI esetében a Kruskall-Wallis ,,rank sum tesztet” alkalmaztuk. Utébbira azért volt sziikség, mert a

zarddasi 1d6 értéke nem egyszer meghaladta a miiszer cut-off pontjat (>300 sec).



3. Eredmények

3. 1. Kvantitativ vizsgalatok

A thrombocytopenidk leggyakoribb okai a kovetkezOk voltak: hemolitikus korképek,
myeloproliferativ megbetegedések, nephro- és hepatopathia, pancreatitis, coagulopathia, DIC és 1ép
haemangiosarcoma. Thrombocytosis leggyakrabban hemolizist kovetden, gastrointestinalis
megbetegedések esetén, 1ép-haemangiosarcomdban és hepatopathidban jelent meg. Megéllapitottuk,

hogy egyes kérképek esetén a vérlemezkeszam megfogydsa €s novekedése egyarant el6fordulhat.

3. 2. Morfoldgiai vizsgalatok

Giemsa-festés

Festodésbeli sajdtossdgok

A kontrollcsoport vérlemezkéi halvanykék festddéstiek voltak, dltaldban jol elkiiloniilé granulomer
(centromer) és hialomer zondval. Polychromasia eltéré gyakorisigban fordult el a beteg
allatokban. Vérzéssel (pl. thymus apoplexia) é€s hemolizissel (pl. immunhaemolyticus anaemia) jar6
betegségekben jelentek meg a legnagyobb ardnyban, de gyakoriak voltak nephropathia,
gastrointestinalis megbetegedések, diabetes mellitus és hyperadrenocorticismus sordn is.

Meéretbeli eltérések

Egészséges dllatokban zommel kozepes nagysdgu vérlemezkék fordultak eld, néhdny macrocyta
tarsasdgdban. Anisocytosis minden betegségcsoportban eléfordult, kivéve az immunhaemolyticus
anaemiat. LegszembetinObben hyperadrenocorticismusban ¢€s diabetes mellitusban volt
tapasztalhatd. A microcytdk vagy O6rids vérlemezkék dominancidja nagyon ritkdn volt
megfigyelhetd. Nephropathidban, majdaganat sordn, hyperadrenocorticismusban és diabetes
mellitusban a szdmuk meghaladta az egyéb méretli vérlemezkékét. Az Orids alakok nagyszamu
megjelenése leginkdbb a vérzéssel és hemolizissel jaré korképekre volt jellemzd, eléfordultak még
hepatopathidban, 1ép haemangioma, pancreatitis €s hypoadrenocorticismus soran.

Alaki eltérések

A kontroll ebekben csak kerek és ovalis alakd thrombocytdk voltak jellemzdek. A betegek kozott a
polymorphismus szamos form4ja eléfordult. A leggyakrabbak a kdvetkezok voltak: vesszo-, masni-,
szalagforma. Egyes korképekben, mint a lymphoma vagy az immunmedidlt thrombocytopenia,
polymorphismus egyéltaldn nem volt tapasztalhatd. A stlyos vérzéssel kisért thymus apoplexidban

észleltiik a legtobb alakbeli valtozatossagot.
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Aktivdlt és nemaktivdlt vérlemezkék

A ,koérosan aktivalt” vagy ,nemaktivalt” vérlemezkék definidldsdra a szakirodalomban nincs
megfeleld megjelolés. Vizsgdlataink sordn ezért Onkényesen akkor tekintettilk korosnak a
nemaktivélt vérlemezkék jelenlétét, ha szamuk meghaladta az 6sszes vérlemezkének 50%-ét, illetve
ha egyidejileg egyéb morfologiai eltérést is mutattak (pl. hypochromasia, vakuolizicid).
Egészséges dallatok vérkenetében kb. egyenlé ardnyban voltak jelen aktivalt és nemaktivalt
thrombocytdk. A nemaktivédlt vérlemezkék igen nagy ardnya volt megfigyelhetd thymus
apoplexidban, kisebb ardnyban nephropathidban és néhany egyéb betegségben.

A fiziologiastol eltérd, vaskos citoplazma nyudlvanyok megjelenését tapasztaltuk néhany
haemolyticus kérkép sordn (pl. IHA, babesiosis), illetve hepatopathidban, 1ép-haemangioméban és
szepszisben.

Koros granuldcio

Egészséges kutydk vérlemezkéinek citoplazmdjaban finom, diffiz, azurophil granulumokat lehetett
megfigyelni. A beteg csoportban a kéros granulacionak kétféle formajaval talalkoztunk:

£~

e A magszeri elrendez6dés” sordn a durva granulumok a sejt kozepén csoportosultak, ezaltal

a vérlemezke magvas sejt benyomadsat keltette (,,pseudonuclearis” elrendezddés).

£ .9

e A  periférids elrendez6dés” folyaman a sejt széléhez kozel, excentrikusan, egy vagy tobb
nagy, j6l festddo granulum volt megfigyelheto.

A patolégids granuldciéo kevésbé intenzivebb vagy erdteljesebb formdjaval minden betegség-

csoportban taldlkoztunk. A periférids elrendezddés joval gyakrabban fordult el6, mint a

pseudonuclearis. Thymus apoplexidban, hyperadrenocorticismusban és diabetes mellitusban lattunk

a leggyakrabban kéros, kifejezett granuldciét mutaté vérlemezkéket. Megfigyelhetdk voltak még

IHA-ban, hepatopathidban és egyes daganatos kérképeknél. A granulumok magszeri elrendezddése

IHA-ban, egyes szivbetegségekben, esszencidlis thrombocytaemidban, babesiosisban,

hepatopathidban és egyes daganatok esetén volt lithatd. ITP és borgyulladdsok fennalldsakor a

vérlemezkék nem mutattak kéros granuldciot.

Vakuolizdcio

Citoplazma-vakuolizacié egészséges kutydkban nem fordult el6. Egy vagy tobb vakuolum

megjelenése sokszor volt tapasztalhatdo a beteg dllatokban fiiggetleniill a kérformatol.

Leggyakrabban thymus apoplexidban volt ldthatd, de gyakori jelenség volt pancreatitisben, diabetes

mellitusban és Cushing-kérban is.

Egyéb morfologiai eltérések

Néhany thrombocytdban taldltunk egy kordbban nem ismert, valdszintileg élettani jelenséget, amely

mind az egészséges, mind a beteg csoportban el6fordult. Ez egy vékony, azurophil gyliri
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megjelenése volt a sejt periféridjahoz kozel, ami az érintett egyedek vérlemezkéinek nem tobb mint
1%-4ban fordult eld.

PAS-festés

A PAS-szerint festett vérkenetekben a PAS-negativ és —pozitiv (gliikogén-szemcséket tartalmazo)
vérlemezkék ardnya csoportonként €s betegségenként eltért egymastol. A PAS-pozitiv granulumok
lokélisan (a sejt periféridjan kozel a sejtmembranhoz, vagy a citoplazmdban) esetleg diffuzan
(szamos finom vagy durvdbb szemcseként szétteriilve, er0s acidophil festddést adva a
vérlemezkének). Egészséges dllatokban a vérlemezkék nagyobb hinyada (62%-a) PAS-negativan
festodott. A PAS-pozitiv sejtek kozott tobbségben voltak a periférids vagy excentrikus granulumot
tartalmaz¢6 alakok, és a granuldcié egyszer sem volt erdteljes. Azokban a betegekben, amelyekben
hematoldgiai eltérés volt tapasztalhatd, a PAS-pozitiv vérlemezkék ardnya megnétt (>65%). A
vérzéssel vagy hemolizissel jaré korképekben kifejezett, excentrikus PAS-pozitiv granulum
megjelenése volt tapasztalhaté. ITP-ben a pozitiv granulumok eloszldsa diffiz volt. Pyometra és
diabetes mellitus esetén majdnem minden vérlemezke PAS-pozitivan festddott. Aranyuk szintén
magasabb volt szepszisben, nephropathidban és a daganatos betegségekben. Nephropathidban a
granulumok féleg a sejt periféridgjan mutatkoztak, pyometra és szepszis esetén pedig inkdbb

excentrikusan.

3. 3. Optikai aggregometria

Egészséges kutydkban csak az ADP indukélt aggregiciét minden &llatban, EPI és risztomicin
esetében vdltozatos vélaszokat kaptunk. A kiilonb6zd induktorokra adott aggregdciés maximumok
atlaga hasonlonak adddott. Az egyedi értékek mind a harom 4gens esetében igen tdg hatdron beliil
mozogtak.

A beteg csoportban az adott betegségekben tapasztalt aggregaciés maximum &tlagait hasonlitottuk
0ssze az egészséges csoportra jellemz0 atlagértékkel. Az ADP minden esetben indukalt aggregaciot,
azonban EPI és risztomicin esetén, az egészséges dllatokhoz hasonldan, véltozatos vélaszokat
kaptunk. Az alakvdltozds eld6forduldsat illetben nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést az
egészséges dllatokhoz képest, azonban a risztomicin-indukdlta vélasz egyes esetekben csak
alakvéltozdsban nyilvanult meg, amit tényleges aggregicié nem kovetett. A gorbe jellege nem
valtozott egyik betegségben sem, bar Cushing-koér és hepatopathia esetében a risztomicin-indukélta
valaszok kozott reverzibilis folyamattal is taldlkoztunk. Risztomicin esetén néhdny betegség
kapcsan lagfazis megjelenését észleltiik (pl. mitralis insufficientia, DCMP, Lyme-borreliosis)
amelynek ideje a fél percet is elérte. EPI-esetében néha késedelmes aggregicid volt tapasztalhatd,
vagyis a folyamat még 12 perc alatt sem érte el maximumat. Szdmos korkép befolyasolta az

aggregacids vdlaszt. Kronikus veseelégtelenségben az ADP-indukélta aggregicidban egyarant
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megfigyelhetd volt az aggregaciés maximum novekedése és csokkenése. A legerélyesebb
novekedés lymphoma és Cushing-kor esetén jelentkezett. Risztomicin esetében a legnagyobb
aggregdciés maximum diabetes mellitusban fordult eld. A tobbi betegség csak kisfokban novelte
vagy csOkkentette az aggregicidos maximumot. Megfigyelhetd, hogy egyes korképek ellentétesen
hatottak az aggregiciora aszerint, hogy milyen reagensekkel végeztik a vizsgdlatot (pl.
mastocytoma esetén az ADP-re csokkent, EPI-re megndtt aggregaciés maximumot €észleltiink),
lymphomdéban pedig fokozott aggregéacids készség jelentkezett ADP-re, de csokkent EPI-re). Egyes
betegségek megléte (pl. gastroenteritis, hepatopathia, cystitis, prostatitis) egyaltalin nem

befolyésolta az aggregacid mértékét.

A karprofén kezelésben részesiilt dllatokban az ADP-re és EPI-re adott aggregicids valaszok
hasonldak voltak az egészséges csoportéhoz. A ketoprofénnel kezelt kutydkban az ADP-indukélta
aggregaciés maximum csupdn 61%-a, az EPI-indukélta aggregaciés maximum pedig 41%-a volt az
egészséges allatokénak. A két vizsgédlt NSAID az alakvaltozast, a lagfézist, illetve a gorbe jellegét

nem befolyésolta.

3. 4. Mechanikus aggregometria

Mind a karprofén, mind a ketoprofén a zarédasi idok kisfokd, de nem szignifikdns megnyuldsait

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

Morfolégiai vizsgalatok

A leggyakoribb morfoldgiai eltérés a Giemsa-szerint festett vérkenetekben a polychromasia volt,
basophilidt mutaté (hyperchrom) és halvanyan festddd (hypochrom) vérlemezkék egyiittes
megjelenésével. A hyperchrom vérlemezkék jelenléte egyes szerzOk szerint a thrombopoiesis
zavarat, illetve fiatal, frissen termelddott vérlemezkék megjelenését jelzi (Bessis 1972). A
hypochromasia az eloregedett, illetve agranuldlt vérlemezkékre jellemzé morfologiai eltérés, az
ilyen sejtek feltételezhetden kevésbé aktivak, funkcidjuk karosodott (Jain 1993). Vizsgalatunk soran
els6ként mutattunk ki kapcsolatot kutydkban egyes betegségek (pl. thymus apoplexia, nephropathia,
diabetes mellitus, Cushing-kér) 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 immunmedialt
thrombocytopenidra utal (Bush 1991, Hoffbrand és Pettit 1997, McConnell 2000). Jelenlétiiket
ezeken kiviil nephropathidban, majdaganat el6forduldsakor, diabetes mellitusban és Cushing-kérban
is tapasztaltunk. Véleményiink szerint a korképek sordn kialakulé vasmetabolizmus-zavar és a
kovetkezményes madsodlagos vashidny lehet a jelenség magyardzata. Jelenlétiik a csontveld
regeneracidos képességét is tikrozheti: az egészséges dllatok csontveldje  erOltetett
thrombocytaképzéssel a megndtt igényt gyorsan kompenzalni képes (Bessis 1972, Jain 1993, Bush
1991, Cowell et al. 1999, Hoffbrand és Pettit 1997, Lewis 2000). Szdmos bizarr thrombocyta
sejtalakot (pl. csillag-, vesszO-, szivar-, pillang6- stb. forma) ismertet a szakirodalom (Bessis 1972,
Hoffbrand és Pettit 1997). Feltlinésiik jo indikétorai a csontveld megbetegedésének és a karosodott
thrombocyta-funkciénak (Hoffbrand és Pettit 1997, Cowell et al. 1999). Ha a thrombocytdk nagyok,
szabdlytalanok és egyidejlileg thrombocytopenia is fenndll, feltehetéen nagyfoki vérlemezke-
destrukcio zajlik a periférian (Bush 1991). Ahogy vizsgalatunk sordn kideriilt, thymus apoplexia
esetén igen kifejezetten tapasztalhat6 a jelenség. Szerintiink a hypochrom, lekerekedett vérlemezkék
is funkciondlisan karosodottnak tekinthetdk, ezért ha ilyen sejtek dominancidjat észleletiik, a
vérkenetet patoldgidsnak mindsitettiik. A vékony, pokldbszerli nyulvanyokkal rendelkezd
thrombocytédk jelenléte a vérkenetben élettani jelenség, a thrombocyta-aktivicié jele (Hoffbrand és
Pettit 1997, Cowell et al. 1999). Ezek a sejtek a vérvétel sordn is aktivdldédhattak (Jain 1993).
Célszerl ezért a lehetd legkoriiltekintébben végezni a vérvételt. Nehézséget okoz kiillonbséget tenni
a vérvétel soran aktivva valt és a ,,hiperaggregabilisebb”, azaz funkcidjukat tekintve eleve aktivabb
vérlemezkék kozott (Stokol 2000). A vizsgélataink sordn felismert vaskos citoplazmanyudlvanyokat
egyes vérlemezkéken mint uj, eddig nem észlelet morfoldgiai jegyet irtuk le, és a vérlemezke-
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aktivacié extrém esetének tekintettilk. Amikor a kenetben nagy szamban nemaktivalt (feltehetden
hipoaktiv) thrombocytdk fordultak eld, azok mindig egyidejlileg mas morfoldgiai eltérést is
mutattak; ez alapjan tudtuk az éllapotot patolégidsnak mindsiteni (Bessis 1972). Munkédnk sordn
kétféle, 1j granuldciéformat taldltunk a Giemsa-szerint festett vérkenetekben. A ,,pseudonuclearis”
format eddig csak egészséges macskdk esetében irtdk le (Jain 1993). A jol elkiiloniilé granulumok
jelenlétét a karosodott thrombopoiesis jeleként emlitik egyes szerzOk (Bessis 1972). Patoldgids
granuldciot a csontveld éltaldnos mitkddészavaraban is taldltak emberekben €s kutyaban, illetve
macskaban (pl. myelofibrosisban; Hoffbrand et Pettit 1997, Cowell et al. 1999). Az altalunk talalt
kéros granulumeloszlas is dysthrombopoiesisre, illetve erdltetett csontveldi képzésre utalhat, ami
nem megfeleld citoplazmaérésben és granulumeloszlasban nyilvanulhat meg. Nem ismert, hogy a
granulumok miért csoportosulnak egyik esetben a periféridn, mds esetben a sejt belsejében,
excentrikusan. A granulumok hidnyat is megfigyelték mar, els6sorban disszemindlt intravasalis
coagulopathia (DIC) esetén volt tapasztalhaté (Bush 1991). A citoplazma vakuolizacioét is csak
DIC-ben irtdk le eddig (Bush 1991). Mi magunk a jelenséget thymus apoplexidban, pancreatitisben,
diabetes mellitusban és Cushing-kérban tapasztaltuk. Valdszinii, hogy direkt toxikus hatds, DIC
vagy immunmedidlt folyamat lehet a hattérben (A vizsgélat sordn DIC-re irdnyul6 diagnosztikai
vizsgalatokat egyik éllat esetében sem végeztiink, de a betegek dllatok kozott DIC-re jellemzo
klinikai tiinet sosem fordult el6). Mind az ,,egészséges”, mind a ,,beteg” csoport egyes egyedeiben
taldlkoztunk eddig ismeretlen morfologiai jelenséggel, a periférids gylrii megjelenésével.
Valésziniileg ez a vérlemezke citoszkeletonja, amely microfilamentumokbdl €s microtubulusokbdl
all. A nyugv6, nemaktivalt thrombocytdkban ugyanis, ezek kozvetleniil a sejtmembran alatt, gylirit
formdlnak. Ezt emberi vérlemezkék elektronmikroszképos vizsgdlata soran dllapitottdk meg (Bessis
1972), fénymikroszkdppal vizsgilt, festett vérkenetekben eddig még nem irtdk le.

Ismert, hogy a fiatal, funkciondlisan €s metabolikusan aktiv vérlemezkék tobb gliitkogént
tartalmaznak, mint a nyugvd, vagy eloregedett sejtek (Bessis 1972, Hoffbrand és Pettit 1997).
Aktivitasukat a ciklikus adenozin-monofoszfit (cAMP) szabdlyozza. Az alakvdltozds sordn, az
aktivacio kezdetén a vérlemezkék metabolizmusa és a gliik6z oxidacidja fokozddik. Minden olyan
tényezd, ami az intracellularis cAMP mennyiségét noveli, fokozza a sejt gliikogéntartalmat (Jain
1993). Mivel a gliikkogén a thrombocytdk f0 energiaforrdsa, a PAS-pozitiv gliikogénszemcsék
szamdnak novekedése aktivabb gliikogenezist feltételez (Bessis, 1972). Bizonyos korképek, mint pl.
a szeptikus folyamatok, stlyos thrombocytopenidval jarhatnak. A csontveld kompenzalé miitkodése
miatt ekkor fokozott thrombopoiesis indul be, €s ennek jeleként szimos metabolikusan igen aktiv,
PAS-pozitiv vérlemezke tlinik fel a periférids vérben. Thrombocytosisban €s thrombocytaemidban
szintén a gliikogénszemcsék szdmanak novekedését figyeltek meg (Bessis 1972). Ha a

gliikogénszemcsék a vérlemezkék tobb mint 10%-ban durva, nagy rogoket képeznek, karosodott
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thrombopoiesisre gondolhatunk (Bessis 1972). Hogy mi okozza a gliikogéngranulumok
megjelenését vagy eltlinését, illetve megoszlasuk megvaltozasat, nem ismert, tovdbbi
elektronmikroszképos vizsgdlatok sziikségesek a jelenség magyardzatidra. Vizsgalatunkban
ritkdbban  taldlkoztunk olyan vérlemezkékkel, amelyek csokkent gliilkogéntartalmuak.
Valé6szintisithetd, hogy az ilyen sejtek metabolizmusa joval gyengébb, mint a PAS-pozitiv
thrombocytaké. 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 regeneracié fokdnak
elbirdlasara) thrombocytopenidt kdvetden a csontveld thrombopoeticus aktivitisanak megitélésére
adhatnak j6 tdmpontot. Osszefoglalva az is megallapithaté, hogy a vérlemezkék morfolégiai

elvaltozasai nem jellemeznek kizar6lagosan egy betegséget sem.

Optikai aggregometria

A Carat TX4 optikai aggregométer, éppugy, mint a régebbi tipusi M-200, hasznos és alkalmas
eszkoz kutydk vérlemezke-aggregacidjanak vizsgélatara.

Az irodalmi hivatkozasok alapjdn elmondhatd, hogy az ADP egészséges kutydkban, épp gy, mint
emberben, mindig indukdl thrombocyta-aggregiciot (Soloviev et al. 1997, Sinakos és Caen 1967,
Feingold et al. 1986). 10 umol/l koncentrdciéndl minden esetben bifdzisos gorbét kaptunk, és az
aggregacio tobbnyire reverzibilis volt. Az EPI-re adott aggregacids valaszok emldsokben nagyon
véltozatosak. Ennek oka, hogy az epinefrin a thrombocytdk o- és B-receptorain keresztiil fejti ki
hatdsét, az el0bbi révén serkentve, az utobbi révén pedig gitolva az aggregécidt. Az aggregacios
vélasz jellege tehat attdl fiigg, melyik receptorhoz kotddik az dgens (Soloviev et al. 1997). Soloviev
et al. (1999) azt is leirtdk, hogy a kutydk thrombocytdi képesek aggregalédni EPI hatdsdra, mig
Sinakos és Caen (1967) ugyanezt korabban nem észlelték. Mischke és Schulze (2004) EPI hatdsara
véltozatos valaszokat kapott, koztiik olyan esetek is eléfordultak, amikor az EPI egyaltalin nem
tudott kivaltani aggregiciot. Tobb szerzd (Meyers et al. 1983, Nowak és Glusa 1989, Koeiman és
Hsu 1991, Jain 1993, Hikasa et al. 1999) azt dllitja, hogy az epinefrin 6nmagaban nem képes az
aggregacio kivaltdsara kutydban. Sajat eredményeink, miszerint az esetek nagy részében nem volt
EPI-re adott aggregaciods vélasz, Mischke és Schulze (2004) tapasztalatait tdmasztjdk ald.

A risztomicint 1963-ban Brazhnikova et al. izoldltdk egy Proactinomyces-tenyészetbdl (Boda et al.
1978). Mivel kémiai tulajdonsdgai és az in vitro aggregicidban jdtszott szerepe hasonld a
risztocetinéhez, az aggregicids vizsgalatokban helyettesitheti 6t (Howard €s Firkin 1971, Pflieger et
al. 1985). Kordbban antibiotikumként hasznéltdk. Eredményeink azt mutattik, hogy az egészséges
kutydk kicsit kevesebb, mint a fele (46%) reagél a risztomicinre. A szakirodalom megoszlik a

kutydra jellemz0 risztocetin-indukalta aggregacié tekintetében (Leis et al. 1980, Johnstone 1980). A
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legtobb referencia szerint a risztocetin nem képes kutydban az aggregacio kivaltadsara (Jain 1993,
Leis et al. 1980, Feingold et al. 1986). Mischke és Schulze (2004) valtozatos aggregacids valaszrol
szamol be, tapasztalataik szerint mérhetd aggregicié nem kovetkezik be. Soloviev et al. (1999)
teljes vérbdl torténd, impedancidn alapuld aggregacids vizsgalatuk sordn 19 kutydbol 7 esetben
(36,8%) mutattak ki aggregacids valaszt. Hasonldéan az irodalmi utaldsokhoz (Clemmons €s Meyers
1984), eredményeink szerint az ADP esetében mindig alakvéltozds elézte meg az aggregaciot.
Risztomicin esetében is hasonl6t tapasztaltunk, ami eltér a Zhou és Schmaier éltal emlitett humén
adatoktol (2005). Az irodalmi adatokhoz hasonléan (Clemmons és Meyers 1984) ADP esetében
sosem tapasztaltuk lagfazis megjelenését. Ahogy ugyancsak ok irtdk le, az EPI-indukalta
aggregaci6 valaszt gyakran eldzte meg 3-8 madsodperces lagfazis. Egészséges kutydk
thrombocytéinak risztomicinre adott aggregicids védlaszaban lagfazis nem jelent meg.

A beteg allatok kozott szamos koérforma aggregaciora gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Mivel a
csoporton beliill egy-egy betegség tipust kisszamu egyed képviselt, célunk csupan annak
megdllapitdsa volt, hogy az adott korkép befolydsolja-e a vizsgdlt reagensre adott aggregéicids
valaszt. Mivel az EPI-és risztomicin-indukalta aggregacié egészséges dllatokban is igen véltozatos
volt, az aggregacios maximum csokkenését csak fenntartdssal kezelhetjiik patoldgidsként. Az egyik
legprominensebb aggregaciés maximum novekedés diabetes mellitusban jelentkezett ADP és
kisebb mértékben risztomicin hatdsara. Hasonlé eredményeket ADP-indukdlta aggregicioban
emberben mar megfigyeltek, a microvascularis komplikdciok megjelenésével magyardzva a
funkciézavart (Jennings et al. 1986, Sagel et al. 1975). Cushing-kdrban kifejezett hyperreaktivitas
jelentkezett ADP hatdsdra. Az aggregacios készség fokozddasa, tobbek kozott risztocetin esetén,
ismert funkciézavar embereknél (Casonato et al. 1999). Elsoként irtuk le az aggregéci6 fokozodasat
ADP hatdsdra kutydk pancreas-fibrosisdban (egyidejlileg a risztomicin-indukdlta aggregacio
csokkenése jelentkezett). Luttenberger et al. (2000), megallapitottdk, hogy a vérlemezkék
fibrinogén medidtoraik révén kozremiikodnek a pancreas-fibrosis korfejlodésében. Krénikus
veseelégtelenség esetén kiilonb6zd aggregacids vdlaszokat kaptunk. Nephrosis szindrémédban ADP
hatdsdra megnétt aggregaciéos maximum volt jellemz6, ami megfelel a Green et al. (1985) éltal
kutyédban leirtaknak. A hiperaktivitds mind kutydkban, mind emberben a plazma albumin szintjével
all kapcsolatban (Goubran és Maklady 1988, Green et al. 1985). Hypoalbuminaemia fennallasakor
megemelkedik a plazmdban a szabad arachidonsav mennyisége, igy a thrombocytdban né a
tromboxan produkcid, ami az aggregacié fokozddasdhoz vezet. Mischke és Schulz (2004) 10 umol/1
ADP-t haszndlva hipoaggregabilitast figyeltek meg. Ugyancsak csokkent aggregicids hajlamrol
szamolnak be tanulmanyukban Wardrop et al. (1989). Masok arrdl szamoltak be, hogy a kontroll-
csoportokéhoz képest a vérlemezkék aggregicios készsége nem valtozott, azonban az adhézids

folyamatok zavart szenvedtek (Brassard et al. 1994, Forsythe et al. 1989). Lymphoproliferativ
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koérképeknél a Boudreaux 4ltal leirtakhoz hasonléan (2000) ADP-re megndvekedett aggregacios
maximumot tapasztaltunk, azonban EPI és risztomicin hatdsdra az aggregacios készség csokkent.
Thomas és Rogers (1999) kezeletlen lymphomds kutydkban szintén az ADP-re adott valasz
fokozodasat tapasztalta. Megallapitottak, hogy a hiperaktiv vérlemezkék jelentOs szerepet jatszanak
a tumormetasztazisban. Kisfokud hiperaktivitast tapasztaltunk a risztomicin-indukalta aggregacidéban
haemangiosarcoma esetén, €s az EPI-indukalta aggregiciéban mastocytoma fennélldsakor. Ezeket
az elvaltozasokat mi irtuk le eldszor. Egyidejiileg mindkét daganattipus esetében csokkent véalaszt
kaptunk az ADP-indukdlta aggregicié sordn. Néhdny betegség a vérlemezkék aggregéacids
maximumanak csokkenését idézte eld. Elsoként tapasztaltuk az ADP-indukdlta aggregacios
maximum csokkenését babesiosis-okozta encephalopathidban. Szepszisben szintén az ADP-re adott
valasz redukcidjaval taldlkoztunk. Dilatatiés cardiomyopathidban elséként észleltiik a vérlemezkék
ADP-re és risztomicinre adott csokkent valaszat. Erre eddigi vizsgélataink alapjan egyeldre nem
tudunk magyaréazatot adni.

Az alakvaltozast tekintve a beteg dllatok kozott nem taldltunk eltérést, azonban mind az egészséges,
mind a beteg allatok kozott eléfordult, hogy risztomicin hatdsdra a vérlemezkéknek csak az alakja
valtozott, €s ezt nem kovette teljes aggregacid. Valdszinlileg mikroaggregatumok képzddtek ezalatt
(Maurer-Spurej €s Devine 2001).

ADP-indukélta aggregdcioban nem jelent meg lagfazis. Az epinefrin altal stimuldlt aggregdciot
tekintve gyakran taldlkoztunk lagfizissal az egészséges és beteg dllatok kozott egyarant. Elsoként
irtuk le 5-30 mdsodperces lagfazis kialakuldsat a risztomicin/risztocetin-indukélta aggregacios
valaszt megel6zden viszonylag tobb esetén.

A gorbék lefutdsdnak jellege nem véltozott a beteg allatokban.

A nemszteroid gyulladascsokkentokkel végzett kezelés esetén azt tapasztaltuk, hogy a karprofén
egyaltalan nem hatott az ADP- és EPI-indukélta aggregiciora, a ketoprofén azonban mindkét
induktor esetében jelentés mértékben csokkentette azt. A karprofén és a ketoprofén aszpirinhez
hasonldan a szervezet szdmos helyén gatoljdk a prosztaglandinszintézist, a ciklo-oxigendz (COX)
blokkoldsdval. A karprofén els6sorban a COX-2-re hat (Johnstone és Budsberg 1997, Dowling
2001), a ketoprofén esetében a COX-1:COX-2 szelektivitasi arany 0,23 (Ricketts et al. 1993). Mivel
a vérlemezkék kizarélag 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 redukdlja az ADP- és EPI-indukdlta aggregiciot. Ezt a hatdst mi irtuk le eldszor. A
karprofén COX-2 szelektivitdsaval fiigg Ossze, hogy eredményeink szerint még hosszi tavu
adagolaskor sem okozott vérlemezke-aggregacio karosodast.

Az aggregometria dllatorvosi standardizdldsa, amire véleményiink szerint igen nagy sziikség van, a

jovo feladata.
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Mechanikus aggregometria

A kontrollcsoport eredményei hasonlénak adodtak a Keidel és Mischke, illetve Callan és Giger altal
kutydkban taldltakhoz. Az altalunk vizsgélt, 58 egészséges kutya nagyobb esetszamot jelent, mint a
fenti szerzoknél; Keidel és Mischke 41, Callan és Giger 29 kutya vérét elemezte. Az egészséges
kutydkban altalunk taldlt normélértékek EPI esetében hasonldak voltak az emberihez (Francis et al
1999), az ADP-t tekintve viszont csaknem feleakkora zar6d4si idoket tapasztaltunk. Az egészséges
allatok kozotti EPI-CT értékek koziil 6 esetben (10,3%) 300 sec-ndl hosszabb zarddasi idot kaptunk.
Utébbi megfigyelést Callan és Giger (2001) is aldtdmasztja, akik szintén taldltak a kontroll dllatok
kozott olyan egyedeket, amelyeknél az EPI-CT meghaladta a 300 sec-t. Optikai aggregométerrel
végzett vizsgalatuk ezekben az esetekben nem mutatott ki karosodott vérlemezkefunkciét. Ez felveti
annak sziikségességét, hogy az alapvetden human célokra kifejlesztett PFA-100 késziilék gyarilag
beallitott cut-off pontjat kutydk EPI-CT mérése esetén ki kellene tolni. A NSAID-ok kozismerten
hatnak a vérlemezke funkcidra. A legismertebb ilyen hatéanyag, az aszpirin a ciklo-oxigenazt
irreverzibilisen, a “nemaszpirin” NSAID-ok pedig reverzibilisen inaktivaljak (Boudreaux, 2000). A
rovid ideig terdpids, illetve magas dézisban adott karprofén és ketoprofén hatdsit a vérlemezke-
aggregiciora PRP-ben és teljes vérben az elozd fejezetben ismertettik. E két hatdanyag
vérlemezke-funkciora gyakorolt hatdsat PFA-100-zal még nem vizsgaltdk, az egyéb nemszteroid-
gyulladascsokkentokét azonban mér igen. A leggyakrabban tanulmanyozott aszpirin alacsony
dézisban nem hosszabbitja meg a vérzési idot (William et al. 1993), és nem egyforman hat az ADP
és az EPI indukadlta aggregécidra sem: embereknél az EPI-CT megnyulasat idézi el6, az ADP-CT-t
azonban gyakorlatilag nem befolyasolja. (Francis et al. 1999, Kottke-Marchant et al. 1999). Keidel
és Mischke (1998) azt tapasztalta, hogy kutydknal 20 mg/ttkg acetilszalicil-sav addsa az ADP-CT
1,3-szoros megnyuldsat okozta. Az EPI-CT valtozdsit ebben a tanulmanyban nem kovették
nyomon. Vizsgélatunkban a karprofén altal okozott kisfoku zarédasi id0 megnyulds az egészséges
allatokhoz képest ADP esetében 10%, EPI esetében 11,6% volt, amelyek egyike sem bizonyult
szignifikdnsnak. A ketoprofén az ADP-CT-t nem befolyésolta, az EPI-CT-ben 1,37-szeres eltérést
okozott, ami szintén nem volt szignifikdns. Mindezek arra engednek kovetkeztetni, hogy terdpids
dézisban sem a karprofén, sem a ketoprofén nem kérositja a vérlemezkefunkciét még hosszui tdvon
adva sem.

Osszefoglalva megéllapithatS, hogy a PFA-100 véleményiink szerint sziirvizsgalatok elvégzésére
kivaléan alkalmas (pl. miitét eldtti kontroll), de ha a thrombocytdk funkcidézavardanak gyandja 4all

fenn, inkébb a pontosabb és részletesebb eredményt nyjté optikai aggregometriat javasoljuk.
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5. Uj tudoméanyos eredmények

Giemsa-szerint festett vérkenetekben:

A polychromasia és a nagyméretli vérlemezkék megjelenése tapasztalatunk szerint a leggyakoribb
morfoldgiai eltérés. A microcytosist és orids thrombocytdk nagyobb szdmban valo jelenlétét, illetve
a citoplazma-vakuolizaciét olyan kérformakban is leirtuk, amelyekkel kapcsolatban eddig még nem
sziiletett kozlemény. Az aktivacié extrém formédjinak tekintve irtuk le a vaskos alldbak megjelenése
a vérlemezkék felszinén tobb korképben 1is. Azt tapasztaltuk, hogy a vérlemezkék
granulumeloszldsa valtozo, ebbdl kétfélét: a ,,magszerii” €s a ,,periférias” elrendezddést mi kozoltiik
els6ként. Megfigyeltiink egy eddig még nem emlitett, fiziol6gidsnak tekinthetd morfologiai jegyet,
a periféridsan helyez6do citoplazmagyfirtit.

PAS-szerint festett vérkenetekben:

A gliikkogénszemcsék eloszldsdnak valtozasat kiillonbozé korképekben elsoként vizsgaltuk;
megallapitottuk, hogy a hematoldgiai eltérést mutaté &llatokban megndétt a PAS-pozitiv
vérlemezkék ardnya. Haromféle granulumeloszldst irtunk le: eszerint diffizan, excentrikusan és
periféridsan csoportosulhatnak a glitkogénszemcsék.

Optikai aggregometria:

A kutydk esetében daltalunk elsoként kiprobdlt Carat TX4 optikai aggregométert alkalmasnak
talaltuk a thrombocyta-aggregacio vizsgalatara, ennek soran az ADP bizonyult a legalkalmasabb €s
legmegbizhatobb aggregacios reagensnek kutydk esetében. Az EPI képes volt az alkalmazott
koncentraciéban onmagaban is az aggregacié kivaltdsara, de nem minden egyedben; gyakran volt
megfigyelhetd lagfazis kialakuldsa az aggregiciés vdélasz eldtt. A risztomicin 1.5 mg/l
koncentracioban az egészséges kutydk kb. felében képes volt aggregacié indukdlasara.

A beteg kutydk vizsgdlata sordn azt észleltiik, hogy bizonyos kérképekben a risztomicin-indukdlta
aggregacids valasz eldtt lagfazis alakulhat ki. Els6ként irtuk le egyes korképek aggregacidt érintd
hatdsat.

A nemszteroid-gyulladdscsokkentdvel kezelt édllatok esetében megfigyeltiikk, hogy a ketoprofén
szignifikdns csokkenést idéz el6 az ADP- és az EPIl-indukalta aggregacioban.

A PFA-100 thrombocyta-funkcié analizator tesztelése

A PFA-100 késziiléket kutydkban hemosztazis-sziirOvizsgalatok végzésére alkalmasnak taléltuk.
A karprofénnel vagy ketoprofénnel hosszu tavon kezelt kutydkban a zdrddasi 1d0 egyik reagens

esetén sem tér el a kontrollcsoport értékeitdl.
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6. Osszefoglalas

Munkank elsé részében egészséges (n=20) és beteg (n=181) kutydkban a vérlemezkék morfologiai
jellegzetességeit (méret, festddésbeli sajatossdgok, alak, aktivéltsdg, granuldcid, vakuolizacid)
elemeztiik, a vérkeneteket Giemsa-szerint festettiik. A beteg allatokat tovabbi csoportokra osztottuk:
84 kutya vérképzdszervi megbetegedésben szenvedett, 97 kutya pedig egyéb koérformaban. 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 kérképekben mutatkoztak. Anisocytosis madj-, 1ép- és béldaganatokra, illetve
endocrinopathidkra volt jellemz6. Microcytosis ITP-ben, médjdaganatban és endocrinopathidban,
polymorphismus pedig elsdsorban thymus apoplexidban fordult el6. Az aktivacié extrém
megnyilvanuldsat l4attuk haemolysis, hepatopathia, neoplasmdk €s szepszis esetén. Vakuolizici6é
thymus apoplexidban, pancreatitisben, diabetes mellitusban és Cushing-kérban volt jelen. Leirtunk
egy Uj morfoldgiai jellegzetességet: a periférids gylrii megjelenését, ami egészséges és beteg kutyak
kozott egyarant el6fordult. A kéros granulacionak két formdjat elsOként figyeltiik meg és irtuk le
kutydkban: a ,,magszeri” és ,,periférids” elrendezddést egyes betegségekben.

Ugyanezen dallatok vérmintdibol PAS-szerint festett keneteket is készitettiink, hogy nyomon
kovessiik a vérlemezkék glitkogénszemcséinek eloszlasat specidlis festéssel. A gliikogén
granulumok hdromféle moddon helyezddiek a citoplazmdban: periféridsan, excentrikusan és
diffzan. A PAS-pozitiv és —negativ vérlemezkék el6forduldsi aranyat is elemeztiik a kiilonféle
kérképekben.

Masodik munkankban a vérlemezkék funkciéjat ADP-, epinefrin- és risztomicin-reagensekkel
vizsgaltuk. A vizsgalat célja néhdny korkép és két NSAID: a karprofén és a ketoprofén
thrombocyta-aggregaciot befolydsolé hatdsanak kimutatdsa volt. Az elemzésbe 115 kutyat vontunk
be. Az elsO, kontrollcsoportot az egészséges kutydk (n=43), a masodikat a normal hemosztazisu,
beteg allatok (n=47), a harmadikat pedig a karprofénnel (1 mg/ttkg/24h) vagy ketoprofénnel (2-4
mg/ttkg/24h) hosszu tavon kezelt kutydk alkottdk. A méréseket M-200, illetve az dllatorvosldsba
Ujonnan bevezetett Carat TX4 optikai aggregométerekkel végeztiik, thrombocytadis plazmabodl. Az
egészséges allatokra jellemzd aggregicids paraméterek megdllapitdsa utdn elemeztiilk azokat az
eseteket, amikor az aggregiciés maximum nétt vagy csokkent, vagy az aggregéaciés gorbe jellege
megviltozott. Ugy taldltuk, hogy a karprofén az aggregicids valaszt nem befolyésolja, a ketoprofén
azonban mind az ADP-, mind az EPIl-indukdlta aggregiciés maximumot szignifikansan

csokkentette.
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A harmadik tanulmanyban egy, az éllatorvosi diagnosztikiban még tjnak szamité késziilék, a
PFA-100 thrombocytafunkcié-analizdtor segitségével vizsgédltuk a thrombocytdk miikodését. A
karprofén és ketoprofén terdpids dézisu, hosszu tavi addsanak hatdsat a vérlemezke funkcidra ezzel
az eszkozzel szintén vizsgiltuk ADP- és EPI-tartalmu patronokkal. Otvenot egészséges és 38 kezelt
(n=7 ketoprofénnel, n=31 karprofénnel) kutya vérmintdit elemeztiik. Megallapitottuk, a ketoprofén
és a karprofén az ADP-re és EPI-re jellemz0 zarodasi idoket az egészséges allatokhoz képest nem
befolydsolta szignifikdnsan. A PFA-100 véleményiink szerint megfeleld kutydk hemosztizis
szlirdvizsgalataihoz, azonban a késziilék cut-off-pontjat EPI esetében 300 méasodperc folé sziikséges
allitani. A thrombocyta-funkciézavarok diagnosztizdlasdhoz és részletesebb elemzéséhez az optikai

aggregometridt alkalmasabb mddszernek tartjuk.
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