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Szerz6k humaén, ill. az allatkisérletekhez a megfelel§ fajbol szarmazo
vérlemezke szuszpenziot jeleztek " mTc-HM-PAO-val. A jelzési hatasfokot
befolyasold tényez6k kozli kisérleteikben a vérlemezkeszam és az inku-
bacios kdzeg pH-janak szerepét tanulményoztak. Legjobb eredményt—70%-
os jelzési hatasfok— a pH«6,5-6n nagy vérlemezkeszdmU szuszpenzidban
végzett jelzéssel értek el. A vérlemezke izolélas, tovabbi a 9mTc-HM-PAO-
val végzett jelzés és tovabbi mintakezelés sordn a vérlemezke aktivacié
semmilyen jelét nem tapasztaltdk. Ezt a vérlemezkeszadm ellen6rzése mellett
fénymikroszkdpos és pasztazé elektromikroszképos vizsgalattal is igazoltak.
A vérlemezke funkci6t trombocita-aggregacios modszerrel tanulmanyoztak,
aggregald agensként trombint, ADP-t, ill. arachidonsavat hasznaltak. Mér-
ték az arachidonsavbél az aktivizacié sordn keletkezd lipidperoxidacios
végtermék, a malondialdehid (MDA) mennyiségét, valamint a trombin
hatdsara kialakuld szerotonin release-t. Kimutattdk, hogy a 9mrTc-HM-
PAI-val jelzett vérlemezkék aktivalhatdsaga, a kilonb6z6 aktivalé agens-
ként adott valasza megegyezik a kontroliéval, vagyis az alkalmazott izo-
[4las! és jelzési modszerrel a kedvezd jelzési hatdsfok mellett morfoldgiailag
és fukcionalisan is teljes értékd, az in vivo vérrogképz&dés kimutatasara
alkalmas vérlmezkék allithatdk el6. A jelzett vérlemezkék funkciondlis
épségét, tovabbi alkalmazhatésagukat a thrombus-diagnosztikaban kilon-
boz8 allatfajokban kisérletesen indukalt thrombusokon igazoltak.

A tromboembolids megbetegedések su-  tasztrofalissa valnak. Akut veszélyt a tiid6-
lyos problémat jelentenek a klinikai gya-  embodlia jelent, amely leggyakrabban az alsé
korlatban, mert hirtelen és az esetek egy  végtag mély véndiban kialakulé trombusok
részében vératlan fellépésukkel gyakran ka-  kovetkezménye (11, 12). Trombozis min-
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den nagyobb sebészeti beavatkozas utan
felléphet, azonban ortopédiai, ill. trauma-
toldgiai beteganyagon a negyven éven fel-
uli betegeknél gyakorisaguk elérheti az
50-70 szazalékot is (19). A sziilés utani
anyai halalozasban is a pulmonélis em-
bélia az egyik leggyakoribb ok. Osszessé-
gében a statisztikai adatok arra utalnak,
hogy a koérhazba kerilt betegek 20 sza-
zalékanal lehet szamolni mélyvénas trom-
bozis kialakulasaval, ill. annak veszélyé-
vel. A sulyos kdvetkezmények, elsésorban
a tudéembolia megel6zése érdekében
rendkivil fontos a trombdzisok minél ko-
rabbi felismerése. Klinikai tiinetek azon-
ban csak a betegek mintegy egyharmada-
nal Iéptek fel, és ezek is félrevezetok le-
hetnek. A betegség felismerésére alkal-
mazott diagnosztikus maodszerek (kont-
raszt venografia, ultrahang, plethysmog-
rafia, izotopos vizsgalatok) koz(i egy sem
kizérolagos, ill. altalanosan elfogadott,
azonban a non-invazivitas és ismételhe-
téség kritériumanak kielégitésével a ra-
dioizotépos eljaras a diagnosztika mellett
alkalmasnak tiinik a kezelés eredményes-
ségének kovetésére is.

Napjainkban mar tébbféle izotépos
modszer all rendelkezésre a vérrogképzo-
dés korai felismeréséhez (10, 15, 16).
Kordbban a  I-fibrinogénnel végzett un.
felvételi teszt terjed el (13), azonban a
i251 sugérfizikai jellemz8i miatt a modern
gamma kameras vizsgalatok kdvetelménye-
inek nem felel meg. A megfelel6 jelzett
diagnosztikum el@allitasara a kutatas tébb
irdnyban is folyik, Goldman és mtsai.
"in-mal jelzett vérlemezkékkel (9), mig
Lavender ugyancsak 1HIn-mal jelzett, a
vérlemezke feliileti antigénje ellen termelt
ellenanyaggal végzett szciontigréfias
vizsgéalatokat (14). Az indium 99mTc-mal
valé helyettesitéseden kivanatos lenne,
figyelembe véve a 4 milc optimalis sugar-
fizikai tulajdonsagait és azt a tényt, hogy
minden izotép-diagnosztikai  laboratori-
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umban rendelkezésre all. A kozvetlen jelzés
99mTc-mal nem eredményezett funkcio-
nalé trombocitdkat (20, 22), viszont a
" mrc-HM-PAO (hexameti-propiiénamin
oxim) lipofil komplexe alkalmasnak mutat-
kozik viabiitasukat meg6rz6, jelzett trom-
bocitak el6allitasara (3, 4, 7). Laborato-
riumunkban human vérlemezkéket szepa-
raltunk és jeleztink HM-PAO-val (21).
Kisérleteinkben egyrészt in vitro mddsze-
rekkel vizsgéltuk a jelzett vérlemezkék
morfoldgiai és funkcionalis intaktsagat,
masrészt kilonbodzd allatfajokban kisérle-
tesen induk&lt trombusokon tanul-
manyoztuk alkalmassagukat a vérrogok ki-
mutatéséra.

Modszerek

Vérlemezke izolalas jelzés és reszuszpen-
dalas:

A vizsgalatokhoz olyan fiatal egészséges
donoroktdl vett vénas vért hasznaltunk, akik
a vérvételt megel6z6en legalabb két hétig
semmiféle gyogyszeres kezelésben nem ré-
szesliltek. A vérlemezkék izolalasat Becker
és mtsai altal javasolt médszer szerint vé-
geztik (3, 4), 34 ml vért vettink 8 ml
ACD-A (citromsav-citrat-dextr6z) antiko-
agulanst tartalmazé mianyag fecskenddbe.
A vérlemezke aktivicido megel6zése érde-
kében a tovabbi izolalasi lépésekhez is ki-
zarb6lag mlanyag, steril eszk6zoket hasznal-
tunk. A vérmintak kiméletes dsszekeverése
utdn szobahémérsékleten centrifugaltuk
180 g-vel 15 percig, majd a vérlemezkékben
gazdag plazmat (PRP) azonos feltételek-
kel Gjra centrifugaltuk a szennyezd voros-
és fehérvérsejtek eltavolitasara. A megtisz-
titott vérlemezkékben dis plazma pH-jénak
6,5-0s értékre tortént bedllitasat kovetben
a veérlemezkéket Udjabb centrifugaléssal
(1000 g, 10 perc) Ulepitettik ki. A trom-
bocitamentes feluliszét leszivtuk és késébb
felhasznalasig 4°C-on tartottak. A fenti izo-
lalasi modszerrel a lecentrifugalt Gledék a
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kiindulasi vérlemezkeszdmtdl fligg6en 2-
2,3x109 vérlemezkét tartalmazott.

A vérlemezkéket tartalmazd pelletet
0,5ml mennyiség(, laboratériumunkban e-
I6allitott 0,18 mg/300 MBq 99miTc-HM-
PAO-val (LEUCOSCINT Tc-JCK-16) fel-
szuszpendaltuk, és szobahémérsékleten 30
percig indukaltuk. Ezt kdvetéen a szusz-
penzidba két ml vérlemezkementes plazmét
(PPP) mértiink, majd 1000g-n 10 percig
centrifugaltuk. A fellilisz6 eltavolitisa utan
a vérlemezke pelletet mért aktivitasa alap-
jan meghataroztuk a jelzési hatasfokot,
amely az altalunk alkalmazott izolélasi és
jelzési korilmények kozott elérte a 70%-ot.
Vizsgélataink szerint a jelzési hatasfokot
alapvet6en két tényez6, a vérlemezkeszam
és a jelz6 kozeg pH-ja hatdrozza meg. Ala-
csonyabb vérlemezkeszam, ill. pH emelke-
dése egyarant a jelzési hatasfok csdkken-
tését eredményezi. Osszehasonlitd vizsga-
latok céljabol eléallitottunk csak HM-PAO-
val kezelt, Uletve csak Tc-mal jelzett
vérlemezkéket is. A kontroll mintékat azo-
nos protokoll szerint fizioldgias konyhaso-
ban inkubaltuk.

A jelzett, ill. fenti modon kezelt vérle-
mezkéket a tovabbi vizsgalatok kévetelmé-
nyeinek megfeleléen  vérlemezkementes
plazmaban (PPP, pH=7,4), illetve 2 mg/ml
borji szérum albumint (BSA) tartalmaz6
Tyrode-Hepes (pH=7,4) pufferben reszusz-
pendaltuk, majd Laborscale (Medicor) ré-
szecske szamlaléval tortént szamolast ko-
veten a vérlemezke szamot 3,2-4x10 /ml-
es értékre allitottuk be.

A Vvérlemezke-aggregéci6 vizsgélata:

Avizsgalatokat két Chronolog M 300-as
tipusl aggregométerrel végeztik a Born
altal leirt modszer szerint (6). A mddszer
a kevert vérlemezke szuszpenzidban akti-
valo (aggregald) agensek hatasara bekovet-
kez8 fényatereszt6-képesség valtozas id6-
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beni kovetésén alapul. A vérlemezkék

ményeként ugyanis az egyébként kevéshé
fényatereszt6 (turbulens) PRP, ill. vérle-
mezke szuszpenzi6 feltisztul, ezltal az id6
fuggvényében egyre kozelit a vérlemezkéket
nem tartalmaz6, de egyéb paramétereket
tekintve azonos minta optikai tulajdonsa-
gaihoz. Kisérleteinkben aggregéld éagens-
ként trombin, adenozin-difoszfat (ADP) és
arachidonsav emelked6 koncentracidit al-
kalmaztuk. Eredményeinket doézis-hatas
gorbéken mutatjuk be, melyeken a fénya-
tereszt6képesség szazalékos valtozasa mel-
lett az aggregéacios folyamat egyéb jellemzd
paramétereit, az un. kapcsolasi, vagy kés-
leltetési id6t és az aggregacios gorbe leszallo
szakaszanak meredekségét (irdnytangensét)
is feltlintettuk.

A vérlemezkék szerotonin tartalmanak meg-
hatarozasa:

A vérlemezke aktivacio harmadik sza-
kasza az un. tarolasi szemcsék tartalmanak
(szerotonin, ADP, trombin, stb...) kiuritése
(release-reakcid), amelyek a vérlemezkék
irreverzibilis 6sszecsapédasat eredménye-
zik. A folyamat vizsgalatanak egyik elfoga-
dott modszere az aktivaciot kovetben a
vérlemezkékben visszamaradt szerotonin
meghatarozasan alapul. Kisérleteinkben a
Beaumont és munkatarsai altal leirt maéd-
szer altalunk modositott valtozatat alkal-
maztuk a vérlemezkék szerotonin tartalma-
nak meghatarozasara (2). A trombinnal
végzett vérlemezke aktivaciot kovetben ot
perccel a szuszpenzidhoz 0°C-os EDTA-t
adtunk, ezt kovet6en 0°C-on rdvid ideig
nagy fordulatszammal lecentrifugaltuk (ep-
pendorf). A felilliszo eltavolitdsa utan a
vérlemezkéket, (ill. a vérlemezke aggrega-
tumokat) tartalmazo lledéket tovabbi fel-
dolgozasig -20°C-on taroltuk. A mérés el6tt
a vérlemezkéket 5%-0s aszkorbinsavban re-
szuszpendaltuk, majd ismét -20°C-ra lefa-
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gyasztottuk. A hitést és kiolvasztast kove-
téen még kétszer megismételtik. Az ily
modon kezelt vérlemezkéket 1: 2 ardnyban
abszolat etanollal higitottuk, centrifugal-
tuk, és végil a feluliszd ismételt etanolos
higitasat kovet6en a szerotonin tartalmét
Perkin-Elmer MPF 44B spektrofluorimé-
terrel hataroztuk meg 310 nm gerjesztési
és 330 nm emissziés hulldmhossz mellett

A kontroll vérlemezkéken ellen6rzésként
elvégzett citoplazma-marker LDH-aktivi-
tés, valamint a tarolasi szemcséket jellemzg
szerotonin meghatérozas eredményei nem
kllonboztek az ultrahanggal homogenizalt
(szonikalt) vérlemezkék megfelel6 értékei-
t6l. Ez arra utal, hogy a harom ciklushan
végzett fagyasztas és kiolvasztas a vérle-
mezke membranok integritasanak teljes
mérvi karosodasat eredményezve alkalmas
az egyébkeént relative stabil szubcellularis
organellumok  tartalménak vizsgalatéra,
esetiinkben a szerotonin kvantitiv megha-
tarozasara.

Malondialdehid meghatarozasa vérlemezkék-
hol

Ismert, hogy vérlemezkékben az arachi-
donsav metabolizmus cilo-oxienaz Utjanak
bioldgiai jelent6ségét tekintve f6 terméke
a tromboxan-Ar  (TxAz), mely ciklikus
prosztaglandin endopeoxidokbdl (PGG2 és
PGHz) tromboxan szintetdz hatasara kép-
z6dik. A tromboxan szintetaz azonban ké-
pes a prosztaglandin endoperoxidok ett6l
eltérd atalakitasara is, melynek eredménye
ekvimoléris mennyiségl 12-hidroxi-hepta-
decatriénsav ~ (HHT) és malondialdehid
(MDA) keletkezése (1, 8). Panse és mun-
katarsai az MDA meghatérozas jol ismert
tiobarbtursavas maodszerének olyan modo-
sitott valtozatat fejlesztettiik ki, amellyel
igazoltdk arachidonsawal aktivalt vérle-
mezkékben a TxAr és MDA ekvimolaris
keletkezését (17). Az MDA meghatéarozas
ez esetben tehat a TXAr képz6dés megbiz-
hat6 indikatoranak tekinthetd.
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Kisérleteinkben a vérlemezkékben ara-
chidonsavbol keletkez6 MDA-t Panse és
munkatarsai modszerével mértiik. Az ara-
chidonsav emelked6 koncentraciéval vég-
zett stimulalas utan 6t perccel a vérlemezke
szuszpenzidhoz 0,5ml-éhez 6nkloridot tar-
talmazé 20%-os TCA-t adtunk (0,4ml). 30
perc szobah&mérsékleten tortént pihentetés
utan a mintdkhoz 0,1 ml TBA reagenst mér-
tink. A mintékat 30 percre 70°C-0s viz-
furdébe helyeztilk, idénként felraztuk,
majd az inkubéacid utan leh(tottik és 0,5ml
NaCl-dal telitett 10%-o0s HCI-t adasat ko-
vetBen lecentrifugéltuk. A szinintenzitést
532mm-es hullamhosszon spektrofotomet-
ridsan mértik.

Pasztazé elektronmikroszkopos vizsgalatok:

A kontroll, ill. " mTrc-HM-PAO-val jel-
zett vérlemezkéket 2,5%-os glutaraldehidet
tartalmazo 0,IM-os pH=7,3-as foszfat puf-
ferben el6fixaltuk, majd 0,22mm pérusmé-
retl filterre rétegeztilk. 1%-0s ozmiumtet-
roxidos fixalas utan alkohollal viztelenitet-
tnk, majd levegbn széritottunk. A mik-
roszképos vizsgalat el6tt a mintékat arany-
fusttel vontuk be. A vizsgalat JSSM 50A
scanning elektromikroszkoppal tortént

In vivo vizsgélatok kisérletes trombus mo-
delleken

Kisérleteinkben harom allatfajban (pat-
kany, nyul, kutya) indukéltunk vérrogkép-
z6dést kilonbozd maédon, majd a v nilc-
HM-PAO-val jelzett vérlemezke szuszpen-
zi6 adasat kovetd meghatérozott id6kozon-
ként szcintigragfias vizsgalatot végeztink.

a) Patkanyban: Pentobarbitallal altatott,
100g-os Wistar him patkanyoknak 2mg
kappa-Carrageenin-t (Sérva) adtunk intra-
vénasan. Az allat bal hats6 végtagjara gu-
migy(r(t helyezve részleges stasist (pan-
gést) indukaltunk. Ezt 2 6ra malva kdvette
0,2ml, 37MBq aktivalast 9miTc-HM-PAO-
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val jelzett vérlemezke szuszpenzié ugyan-
csak intravénas injektalasa. Az éllatokat a
jelzett vérlemezkék adasa utan Berthold-
féle kisallat scannerrel vizsgaltuk. A kisér-
let végén a trombdzist boncolassal igazoltuk.

Megjegyzés: irodalmi adatok szerint
kappa-Carrageenin vénas adésat kovetden
az alkalmazott allatfajtotol is fiiggéen fa-
rokvéna trombozis és kdvetkezményes
nekrozis alakul ki (5). Mivel kisérleteink-
ben ezt nem tapasztaltuk, ezért volt szlk-
ség a Carrageenan kezelés és végtagle-
szoritds kombinalt alkalmazéséra.

b) Ny(lban: 3,5kg-o0s him Ujzélandi nyu-
lak véna femoralisaban formalin applikaci-
6s mddszerrel indiké&ltunk trombust (18).
A thrombus-indukcié utan harom oréaval a
fulvénaban injektaltuk a 99mTc-HM-PAO-

(150MBg/Iml), majd 20 6ra mulva elvé-
geztik a szcintigrafias vizsgalatot gamma
kamera segitségével.

c)
femoralis-dban ~ embolizaciés spirallal
(MWCE-38-2-3 Cook) indikaltunk trom-
bust. Az indukcidt kévetd 26 6ra malva
600MBg/2ml " miTc-HM-PAO-val jelzett
human vérlemezke szuszpenzidt injektal-
tunk. A szcintigréafias vizsgélatot az injek-
talast kovetd harom és fél, négy, hat és 27
Ora malva gamma kameraval végeztik.

Eredmények

I. Az izolalt és jelzett vérlemezkék mor-
foldgiai ésfunkciondlis vizsgalata in vi-
to:

A kontroll, valamint a HM-PAO-val ke-

val jelzett nyul vérlemezkéket  zelt, ill. " nmTc-HM-PAO-val jelzett vérle-
Fénytranszmisszio [v.
100% Trombin stimuléci6
Thr.- gazdag kozeg 1 Kapcsolasi idd
0% H kL 1 1 b-
i percekden
1. &bra:
Trombin indukalt vérlemezke aggregécios gorbe jellezd paraméterreinek
feltlintetésével
232 HONVEDORVOS 1993. (45) 3. szam

Kutydban: 20kg-os him korcs véna



mezke szuszpenzidknal a mintakezelés so-
ran a vérlemezke aktivacié semmilyen jelét
nem tapasztaltuk. Az egyes munkafazisok
utan a mintadk fénymikroszkdpos, tovabba
pasztazo elektromikroszkdpos vizsgalataval
is sikerilt igazolni a vérlemezkék morfolo-
giai és mikromorfoldgiai épségét. Ezzel
szemben a csak 99mTc-mal inkubalt mintak
egy részében mar az inkubécio, ill. az azt
koévetd mintakezelés (centrifugalas és mo-
s&s) soran a vérlemezkék aktivalddasra uta-
16 jeleket észleltiink. Az esetek egy részében
mar a centrifugélassal kiulepitett trombo-
citadk reszuszpendaldsa sem eredményezett
teljesen homogeén szuszpenzidt, és az ellen-
Orz8 fénymikroszkopos vizsgalat is kisebb-
nagyobb aggregatumok jelenlétét igazolta.
Ezek a mintdk az aggregéalé agens hozza-
adasara, vagy egyaltalan nem reagéltak,
vagy csak joval gyengébb aggragacids va-
laszt adtak. Ez a megfigyelésiink megfelel
a vonatkoz6 szakirodalomban kéz6lt ada-
toknak, miszerint az egyszer mar részlege-
sen, illetve reverzibilisen aktivalodott vér-
lemezkék —latszolagos morfoldgiai intakt-
sagukat ellenére— Ujabb stimulussal szem-
ben érzéketlenné valnak (22).

Az 1. abrén a trombin emelked6 kon-
centracioi altal kivaltott vérlemezke akti-
vadon (aggregacid) keresztiil demonstral-
juk, hogy az aggregacios gorbék elemzése-
kor milyen jellemz6 paramétereket érté-
keltlink:

e az aggregacios folyamat reverzibi-

litdsa:

Amennyiben az aggregal6 &gens hatasa-
ra bekovetkezd vérlemezke aggregacio
reverzibilis, Ggy a szuszpenzidban a
fénytranszmisszié gyors novekedését
(aggregacios fazis) az optikai denzitas
kilonbdz6 mértékd és utem( ndvekedése
kowveti, indikalva a vérlemezke aggrega-
tumok szétvalasat (dezaggregacios fazis).
A trombin, mint az egyik leger6sebb fi-
ziologias aggregalé agens, mar kis kon-
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centraciban is a vérlemezkék irrever-
zibliis aggregéacidjat, valamint a tarolasi
szemcsék tartalmanak Kidrilését (rele-
ase-reakcio) eredményezi.
e az aggregacié szazalékos értéke:

Az aggregacios ddzis-hatasgorbe felvé-
telekor az agonista (pl. trombin) nagy,
roztuk a fénytranszmisszidnak az adott
mintara jellemz6 maximalis valtozasat
(100%-0s aggregacié), majd a kisebb
agonista koncentracidkkal elért ered-
ményt ennek szézalékaban fejeztik ki.

e az aggregacids folyamat un. kap-

csolasi, vagy latencia ideje:

Ez a paraméter az aggregalé agens adéa-
satdl a fénytranszmisszié valtozasaig el-
telt id6t foglalja magaba, és a vérlemez-
kék 0sszecsapddasahoz vezetd korai fo-
lyamatok (a vérlemezkék alakvaltozasa,
sth...) sebességét jellemzi.

e az aggregacios gorbe leszalld széara-
nak meredeksége (irdnytangense):
Az aggregacids sebességének jellemzé
paramétere. Szamitaskor a fénytransz-
misszionak az aggregacids kezdetét ko-
vet6 egy perc alatt kialakult valtozasat
vettik alapul.

A 2. a. abréan a fénytranszmisszi6 és a
vérlemezkék szerotonin tartalmanak vélto-
z4sét tuntettlik fel a trombin koncentrécid
fuggvényében. Az HM-PAP-val végzett in-
kubacié mérsékelten csdkkentette a trom-
binnal szembeni érzékenységet a kontroli-
hoz képest, ez a csokkenés azonban csak a
kiiszob  koncentracid jobbra tolodaséban
nyilvanult meg, mig a nagyobb trombin
koncentracidk esetén a kezelt és kontroll
vérlemezkék aggregacios valasza megegye-
zett. A csak HM-PAO-val végzett kezeléssel
szemben °°" Tc-HM-PAO-val jelzett verle-
mezkék aggregabuitésa és a szerotonin-re-
lease nem kildnbozott a kontrolltoL A fen-
tiekkel megegyez6en alakult a kapcsolasi
idének és az aggregacio sebességének kon-
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—~ Kontroll ~ ----- 99m-Tc-HM-PAO * HM-PAO
2. a.: Vérlemezke aggregacio és szerotonin release

Kapcsolasi id6 (masodperc) Aggr gorbe meredeksége

— Kontroll - HM-PAO - HOM-Tr.-HM-PAO
2. b.: A vérlemezke aggregacié kapcsolasi ideje és a gorbe meredeksége
2. é&bra: A trombin induk&lt vérlemezke valasz dézis-hatas Osszefuggése kontroll,
HM-PAO-val kezelt, ill. 9mTc-HM-PAO-val jelzett humén vérlemekéken.
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Aggregacio (s

—* Kontral l

A HM-PAO

MDA (nmol/iO8 thr.)

—2— 99mTc-HM-PAO

3. abra: Arachidonsav indukalt vérlemezke aggregécio és malondicddehid keépz&dés
kontroll és " mTc-HM-PAO-val jelzett human vérlemezkékben

centracio-fliggése is. Ez utdbbi paraméterek
valtozasat a 2. b. dbra szemlélteti.

A 3. dbran a vérlemezkék aggregécidja
mellett az arachidonsavbél képz6dott MDA
koncentracio-fliggését abrazoltuk. Az agg-
regacios dozis-hatasgorbe a jellemz6 harang
alaki képet mutatja, ami azzal magyaraz-
hatd, hogy a vérlemezkékben a ciklo-oxi-
genadz Gton keletkezd aggregald agens, a
TxA2 mellett nagyobb arachidonsav kon-
centraciok esetén az aggregaciot gatlo li-
pogenaz termékek (12-HPETE, 12-HE-
TE) is keletkeznek. A TXAr szintézist re-
prezental6 MDA- és aggregaciés dozis-ha-
tas-gorbéket egymasra vetitve erre utal ki-
sérleteinkben az a kisérletes tény, hogy az
aggregabuitas csokkenése az MDA-szint to-
vébbi emelkedése mellett kovetkezett be.
Az egyes vizsgalati csoportok viselkedése
az trombin esetében tapasztaltaknak meg-
felelGen alakult, vagyis a HM-PAO-val ke-
zelt mintak érzékenysége mérsékelten csok-
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kent, mig a 9mTc-HM-PAO-val jelzetteké
a kontrollal megegyezett. Amint a 4. dbran
lathatd, hasonl6 eredményt kaptunk ADP
aggregald agens alkalmazasa esetén is. Ez
esetben a vérlemezkéket az inkubéciot, il-
letve jelzést kdvetben fizioldgias pH-ja, vér-
lemezkékben szegény plazmaban (PPP) re-
szuszpendaltuk.

2. In vivo kisérletek:

Az 5. abra kappa-Carrageenin-nal ke-
zelt és végtagleszoritott patkanyokrol Bert-
hold-féle kisallat scanner-rel felvett szcin-
tigrammot mutatja két és fél, uletve harom
oraval a jelzett vérlemezkék adasa utan. Ez
utobbi id6pontban a hatsé végtagban kiala-
kult thrombus jél kirajzol4dik.

A 6. dbra a nydl véna femoralis-ban in-
dukalt thormbus kirajzolédasat mutatja az
izotoppal jelzett vérlemezkék injektalasa
utan 20 oréval.

A 7. dbran a kutyan végzett kisérlet ered-
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ADP-koncentrécié (mikromol/l)

m— Kontroll

——99m-Tc-HM-PAO
4. abra: ADP indukalt vérlemezke aggregacié kontroll és

Tc-HM-PAO-val jel-

zett human vérlemezkékben

ménye lathaté a vérlemezkék injektalasa
kdvetd kilonbozd idépontokban. A thrombo-
tizalt véna femoralis teriilet gamma kameras
felvételén jol kovethet6 az izotop dusulas.

Megbeszélés

Kisérletemben human, ill. az &llatkisér-
letekhez a megfelel6 fajbdl szarmazd vér-
lemezke szuszpenzidt készitettink és jelez-
tik a laboratériumunkban eléallitott
99mTc-HM-PAO-val.

A szakirodalomban kdzolt adatok szerint a
vérlemezkék izolalasa és jelzése soran al-
kalmazott korilmeények erésen befolyasol-
jék a jelzés hatékonysagat. A jelzési hatas-
fokot befolyasol6 tényez6k kozil kisérlete-
inkben a vérlemezkeszdm és a minta pH-
janak szerepét tanulmanyoztuk. A legjobb
eredményt a pH=6,5-6s kdzegben nagy vér-
lemezkeszam (tdmény szuszpenzié) mellett
végzett jelzés biztositotta, mely kisérlete-
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inkben elérte a 70 szazalékot. A vérlemezke
izolalasa, ill. a HM-PAO-val, vagy 99mTc-
HM-PAO-val végzett inkubacio és a tovabbi
mintakezelés lépések soran a vérlemezke
aktivacié semmiyen jelét nem tapasztaltuk.
Ezt a vérlemezkeszam (un. singlet platelet
count) ellenérzése mellett fénymikroszké-
pos és pasztazo elektromikroszkopos vizs-
galattal is igazoltuk. Ugyanakkor a csak

mTc-mal inkubélt mintédk esetén az ala-
csony (minddssze néhany szazalékos) jelzési
hatasfok mellett a részleges, vagy teljes
terjedelm{i vérlemezke aktivacio jelei gyak-
ran kialakultak mar az inkubécid alatt, vagy
azt kovetden.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a
HM-PAO o6nmagaban mérsékelten csok-
kenti a vérlemezkék kiilonféle aggregalo
agensekkel szembeni érzékenységét. Ennek
egy lehetséges oka a vérlemezke aktivacios
folyamatokban k&zponti szerepet jatsz6
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2,3 o6ra

fl- £ 1 Paikanvrol kisallat scannerrel készilt
felvetel 99mTc-HM-PAO-trombocita i.v. iniektdlést
kovetd 2,5 o6ra milva (37 MBq/0,2 mi). injeKtaiast

3 oras felvétel a

trombotizalt hatso
végtagrol.

5. abra: Patkany hatsé végtagon indukalt trombus yinutatasa ™ mTc-HM-PAO-val

jelzett vérlemezkékkel
(Berthold-féle kisallat scannerrel készitett szcintigrafias felvétel)
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6. abra'.Gamma-kameraval készitett felvétel nyal vena femoralis-ban indukalt
trombusrél (20 6raval a QinTc-HM-PAO-val jelzett nydl vérlemezkék fv.
adasa utan)

sejten bellli kalcium modulacidja lehet,
azonban e feltételezés bizonyitasa tovabbi
kisérletek végzését igényli. Mindazonaltal
a kalcium szerepére utal az a kisérletes
tén” is, hogy amennyiben a HM-PAO-hoz

mTc-t kotink, Ggy a vérlemezkék akti-
vélhat6saga teljes mértékben megegyezik
a kezeletlen (kontroll) vérlemezkékkel. Ez
arra utal, hogy a sugarzé Te izotop és
a HM-PAO altal kivaltott, a vérlemezke-
reakcié ellentétes iranyu eltol6dasat ered-
ményezd hatasok teljes mértékben semle-
gesitédnek a két anyag egyuttes alkalma-
zasa esetén. Végeredményben az ismerte-
tett izolalasi és jelzési médszer alkalma-
zé&séval a kedvezd jelzési hatadsfok mellett
morfoldgiailag és funkcionalisan is teljes
értékd, az in vivo vérrogképz6dés kimuta-
tasa alkalmas vérlemezkék allithatok el6.
A jelzett vérlemezkék funkcionalis épségét,
tovabbi alkalmazhatésagukat a thrombus-
diagnosztikaban kilénbézg allatfajokban
kisérletesen indukalt thrombusokon igazol-
tuk.
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vation, there was not any difference bet-
ween control and 99mTc-HM-PAO-labelled
platelets considering their morphology and
responsiveness challenged by different agg-
regating agents during these experiments.
Radiolabelled platelets were also tested on
experimental thrombus models in rats, rab-
bits and dogs. Appropriate detailed scin-
tigramms are enclosed in the paper. On the
basis of data and results it is concluded
that radiolabelling method of blood plate-
lets described here does not alter platelet
function involved in the coagulation me-
chanism, and as a consequence, labelled
platelets seem to be very useful tools in the
future for the diagnosis of thrombo-embolic
disorders.
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