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El6szo

Az Eurdpai Unio6 az allatkisérletek végzését engedélyhez koti, ezért az ilyen irdnyt
képzettség és engedély megszerzésére a Szegedi Tudomanyegyetemen is sziikség van. 2006-
ban a Magyar Tudomanyos Akadémia Osztalykozi Allatkisérleti Tudomanyos Bizottsaga
(AKTB) orszagosan egységes oktatdsi anyagra tett javaslatot, igy ennek alapjan modositottuk
a Szegedi Tudomanyegyetem AOK Sebészeti Miitéttani Intézete (SMI) altal 2004-6ta vezetett
,Allatkisérletek az orvostudomanyban” kurzus anyagat. Ma Magyarorszagon a targy
oktatdsahoz legkevesebb 15 elméleti ora sziikséges (de javasolt a 40 oOra), amit - ha
allatkisérletekben kivan részt venni a hallgato - ki kell egésziteni 40 6ra gyakorlati idével. A
most kézben tartott tananyag a kurzus elméleti részét tartalmazza, harmonizal az MTA AKTB
szempontjaival, és az aldbbi fébb pontokat targyalja:

Az allatkisérletek altalanos elméleti hattere

A jogi szabalyozas kérdései

Allatkisérletes modellek, kisérlettervezés

A laborallatok élettani jellegzetességei, viselkedésiik, betegségek, zoonozisok
Tenyésztés — beltenyésztés és kiiltenyésztés

A laborallatok tartasa, allathdzak, higiénés fokozatok

F4jdalomcsillapitas, altatas, eutanazia

Eletjelenségek és monitorozasuk

In vitro modszerek, alternativak

0. Transzgenikus allatok, klonozas

Se®XAANE BN

Az oktatas az eldadasok és a jegyzet anyagdra épitett vizsgaval zarul, a kurzus
teljesitésérdl valamint az irasbeli vizsgardl igazolast kap a résztvevd. A megfeleld gyakorlati
iddvel kiegészitett sikeres elméleti tanfolyam allatkisérletek elvégzésére jogositja fel az illetdt
(diakkoros hallgatokat, doktori iskolak hallgatoit, fiatal kutatokat).

Az egyes fejezetek anyagénak Osszedllitisaban az aldbbi egyetemi oktatok vettek
részt: Dr. Adamicza Agnes, Dr. Boros Mihaly, Dr. Janossy Tamas, Dr. Kaszaki Jozsef, Dr.
Nagy Sandor, Dr. Szab6 Andrea és Dr. Torday Csilla, SZTE AOK SMI, Dr. Gaal Balazs, SZTE
AOK Kozponti Allathdz. A kutatas és a gyakorlat szempontjabol fontos, de a tematikahoz csak
kozvetetten kapcsolodé anyagrészeket apro betiis szedés jelzi, a kiemelten fontos részeket ¥
jelzéssel lattuk el.

Szeged, 2007 majusa Dr. Boros Mihaly
(szerkesztd)



I. Bevezetés - altalanos hattér
,,A tudomany nem probal magyardzni, alig is probal interpretalni, a tudomany foként
modelleket dllit fel.” (Neumann Janos)

1. A tudomanyos mddszer

Bevezetésiil ismertetni kell a tudomdnyos moddszer fogalmat és kapcsolatit a
kisérletekkel, ezen beliil az allatkisérletekkel. Leegyszerisitve azt mondhatjuk, hogy a
tudomanyos modszer az igaz és a hamis allitasok elkiilonitésére szolgald eszkoz, olyan eljaras,
ami tobb, egymasra épiilé, egymasbol kovetkezd 1épcséfokbol, folyamatbol all. A
kiindulépontunk mindig egy adott kérdés megfogalmazasa: mit tudunk, és mit akarunk
megtudni? A helyes kérdésfeltevés rendkiviil fontos, mivel a legtokéletesebbnek hitt modszer
sem ¢ér sokat, ha helyteleniil feltett kérdésre keressiikk a valaszt. Fontos az is, hogy tgy
fogalmazzuk meg kérdésiinket, hogy masok eredményeit is 6sszegezze - az ismétlések csakis
igy lesznek elkeriilhetdk.

A kovetkez6 1€pés a hipotézis felallitasa, majd ennek alapjan (vagyis a hipotézis altal
meghatarozott szempontok szerint) javaslatot tesziink a kérdés megvalaszolasara, azaz
megkiséreljiik a megoldast. A kisérleti-tapasztalati ellendrzést az 0j adatok Osszegzése, a
kapott eredmények elemzése, probaja, mérlegelése koveti, s mindezek alapjan hipotézisiink
igaznak, vagy hamisnak bizonyulhat. Ha hamis, akkor elvetjiik. Az 10, vagy modositott
hipotézis utan jabb vizsgalatok kovetkeznek. Végiil az immar helyesnek tartott adatot,
informaciot, felismerést atadjuk masoknak'. A hipotézis alapti kutatas alatt megtett gondolati
utat tehat a megfigyelés — hipotézis — predikcié — tesztelés — elfogadas/elvetés — ujabb
megfigyelés dllomasokkal lehet leginkdbb jellemezni.

A tudomény a parsziménia® kritériumat (lasd késébb is) hasznalja a hipotézisek
értékelésére. Kovetelmény, hogy az elmélet lehetdleg minél kevesebb feltevésre (fogalomra)
épiiljon, azaz elméletiink ne tartalmazzon tébb dolgot, mint amennyi feltétleniil sziikséges.
Célszerli tehat az egyszerlibb hipotézist valasztani. Nem lehet azt allitani, hogy mindig ez lesz
a helyes, csupan arrdl van sz6, hogy ésszerlibb eldbb az egyszeriibbet megvizsgalni, igazolni,
vagy elvetni. Nagyon fontos tovabbi kitétel, hogy hipotézisiink csakis ellendrizhetd lehet. A
tudomanyos elméletek és hipotézisek fontos tulajdonsadga a cafolhatosdg, ami annyit jelent,
hogy kell lennie olyan kisérletnek vagy felfedezésnek, ami be tudna bizonyitani, ha az
elméletiink hamis. A gyakorlat azt mutatja, hogy egy hipotézis sokkal gyakrabban lesz
elvethetd, mint megerdsithetd.

2. A modell

A tovabbiakban a modellezéssel és a modellezés alapfogalmaival kell foglalkozni. A
tudomanyos modszer alkalmazéasakor hasznalt *modell’ a vilag leirdsdnak, megértésének az
eszkOze, a vilagra vonatkozé ismereteinknek kifejezdje. A modell egy valésadgos rendszer
egyszerlsitett, a vizsgalat szempontjabol 1ényegi tulajdonsdgait kiemeld masa, és célja a
valosag ¢lethti abrazolasa. A modellt 6sszevetjiik a forrdsaul szolgald valdsagos jelenséggel,
vagyis kisérletek utjan végziink megfigyeléseket. Ezekbdl a kisérletekb6l a modell
hasznalhatosagara is kovetkeztethetiink. Ebbol az kovetkezik, hogy a modell legfontosabb
jellemzdje a ’josaga’.

Tovéabbi fontos jellemzd, hogy a modellel méréseket lehessen végezni. Definicio
szerint a mérés valamilyen mennyiség meghatarozasa céljabol alkalmazott miiveletsor;
szamok hozzarendelése fizikai sajatsagokhoz. A mérés az ismeretszerzés legalapvetdbb
modszere, minden egzaktsdgra torekvé tudomanyteriilet a modelleken vagy a természet
jelenségein végzett mérésekre épit.

A modellalkotas altalanos érvényli elve a szeparacidé (ugyanis a modellezendd
rendszert vagy jelenséget el kell kiiloniteni a kiilsd vilagtol); a szelekcio (azaz a modellezés



soran a megvaldsitandd cél szempontjabdl szelektalni kell a kdlcsonhatasok kozott); és a
gazdasdgossag (a modellnek, a vizsgalat célkitiizésének megfelelve, a lehetéségek koziil a
legegyszeriibbnek kell lennie. Itt emlithetjiik Gjra Occam borotvajat: "entia non sunt
multiplicanda praeter necessitatem", azaz sziikségteleniil ne szaporitsuk a dolgokat)®. A
szeparacio és a szelekcid elvébdl adodoan a modell mindig egyszertsitett, valamennyire hibas
képe a valosagnak. Szeparacio és szelekcio nélkiil azonban elképzelhetetlen a modellalkotas.

A kisérletes vizsgalatok célja tehat a jelenség olyan modelljének felallitdsa, mely
utanozni képes a jelenség tényleges lefolyasat. A modell felallitdsdhoz sziikséges informaciok
forréasai alapjan a priori vagy a posteriori ismeretekkel rendelkeziink. Az a priori ismeretek a
modellezendd jelenségre vonatkozod, a vizsgalat megkezdésekor rendelkezésre allo ismeretek
Osszessége; az a posteriori ismeretek a modellezési eljaras befejezésével rendelkezésiinkre
allo ismeretek (vagyis az eldzetes ismeretek ¢és a jelenség megfigyelése sordn nyert
informaciok Osszessége). A deduktiv modellalkotas kizardlag a priori ismereteket hasznal;
altalanos érvényll torvényszeriiségekbdl kiindulva, természettudomanyos ismeretanyagra
tamaszkodva, egy konkrét, ismert jelenség leirasara torekszik. Az induktiv modellalkotas
kizardlag kisérleti adatokra épit; a kisérletek soran végzett megfigyelések informaciot
tartalmaznak a jelenség és annak kornyezete kozott érvényesiild kolcsonhatasokrol, azaz a
rendszer bemend ¢és kimend jeleirdl.

A modellalkotas szdmos hiba forrasa lehet. Ha egy komplex kérdés megkozelitéséhez
egyszerusitett modelleket alkotunk, szdmos fontos tényezo6t kell elhanyagolni a probléma
tanulmanyozhatosaganak érdekében. Ez természetes és ésszeri megkozelitési mod, de a
kapott eredmények extrapolalasakor nagyfoku Ovatossag sziikséges; ilyen esetekben nem
szabad altalanositani, generalizalni, és megfeledkezni a modellalkotdskor elhanyagolt
tényezokrol. Ilyen modellekre példa az in vitro kisérlet, melyek érvényessége in vivo nem
mindig egyértelmi, és hasonloképpen, a kiilonbozé ¢éldlényekben kapott eredmények atvitele
egyik fajr6l a maésikra (igy az emberre) sem Iehet teljesen magatol értetddd, vagy
zokkendmentes.

3. Modellek az orvos-biolégiai gyakorlatban
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Az orvosi, orvos-biolédgiai kutatdsokban a tudoméanyos modszer - és ennek részeként a
modellalkotds — ma 4ltaldnos érvényli. A modellalkotds két alapvetd forméja az in vitro
(mesterséges kornyezetben, szo szerint ,,iivegben” vagy lombikban)® és az in vivo (sz6 szerint
»clében” vagyis magéban az €16 szervezetben) kialakitott modell. Ma az orvostudomanyban
leggyakrabban alkalmazott in vitro modellek kozé az alabbiak tartoznak:

e Egész szerv perfuzidja (pl. izolalt, perfundalt sziv, az un. Langendorff-féle preparatum),
. Szovet szuperfuzio,

*  Primer sejttenyészet vizsgalata,

e Immortalizalt sejtvonalak,

. Szubcellularis vizsgalatok,

*  Molekularis vizsgalatok, gén, protein expresszido meghatarozasok.

Az orvostudoméanyban alkalmazott in vitro modellek dontd tobbsége ex vivo (azaz
,elobol szdrmaz6) rendszer (sejt, szdvet vagy szerv) ¢€s tovabbi alcsoportot jelent a
szamitogépes, adatbazisokra épitd ,.in silico” modellalkotas. Fontos, hogy ezek a modellek
tokéletesen alkalmasak szdmos orvosi-biologia kérdés megvalaszolasara, és értékes adatokat
szolgaltathatnak. Ugyanakkor jellegébdl kovetkezéen nem biztos, hogy a modell pontosan
reflektalja az €10, integrativ természetet.

Az in vivo (él6ben) modellek kozé emberi (human) és nem human (pl. allati) vizsgalati
elrendezések tartoznak. A jogi, etikai, stb. kérdésektdl eltekintve, a human modell



legfontosabb technikai hatranya, hogy altalaban nem lehet invaziv, és a rendelkezésre allo
hattér informaci6 mindsége és mennyisége is kérdéses. A nem humdn in vivo modellek,
vizsgalati 0sszeallitasok a fenti problémakat megoldjak, de az eltéré méretek €s a kiillonb6zo
fajok kiilonb6zd genetikai hattere (1d. késdbb) szamos problémat okozhat - vagyis nem biztos,
hogy az eredmények alkalmazhatok (vonatkoztathatok) lesznek a human esetekre.

Az in vivo alkalmazés iddbeli lefutdsa alapjan akut (rovid tava) és idében elhuz6do
(krénikus) modellrdl, vagy vizsgalatrol beszéliink. E kisérleti modellek végpontja altalaban
kiilonb6z6, akut modell esetén altalaban 24 6ran beliil, vagy legkésobb az altatds végén
befejezddik a vizsgalat, mig kronikus esetben pl. az ébredést kdvetden tovabb folytatodik.
Akut modellek esetén az altatds (anaesthesia) hatdsa mindig kérdéses, és a beavatkozas miatt
Iényeges eltérések lehetségesek a normalis, élettani helyzettél. A kronikus modellek
legfontosabb problémait a tartésan beiiltetett idegentestek, eszkozok, katéterek, stb. hatasai
jelenthetik.

A humén modelleket, vagyis a tudoményos modszer alkalmazéasat a klinikumban az
uttoré Niirnbergi Kodex (1947) és az Orvosok Vilagszovetsége (WMA) altal elfogadott és
tobbszor moddositott Helsinki Nyilatkozat (1964, 1975) szabélyozta, amelyek elsdként
rendelkeztek az emberi alanyon végzett orvosi kutatdsokrdl. Ezek alapjan az altalanosan
érvényes alapelvek (melyek kozvetve az Aallatkisérletekre is vonatkoztathatok) a
kovetkezOkben foglalhatok Gssze:

e A kutatas feleljen meg az altalanosan elfogadott tudomanyos elveknek.

. A kutatas alapuljon a tudomanyos irodalom alapos ismeretén.

. A kutatast el6zze meg laboratdriumi és allatkisérlet.

. A kutatast meg kell tervezni €s vilagosan megfogalmazott protokoll szerint kell eljarni.

Osszegezve az elmondottakat, csakis a fentiek figyelembevételével lehet feltenni a
kérdést, hogy “miért” végez a tudomany allatkisérleteket. Az emberi szervezet megismerését,
miukodési zavarainak befolyasoldsat célzo, vagyis az orvosi problémak esetleges megoldasat
jelentd hipotéziseket szamos esetben nem lehet ,,in vitro” vagy human ,.in vivo” modelleken
(€16 embereken) vizsgalni. Masképpen fogalmazva: az ,in vivo” allati modellek
nélkiilozhetetlenek a mai orvostudomanyban és - valdszinlileg - sziikségesek a jovo
tudomanyos fejlédéséhez is. Az in vivo, allati modellalkotds ma kiterjed az orvostudomany
egészére és minden agat, teriiletét feloleli:

o Terapia: veszettség (az oltdbanyag hatasat elsdésorban kutydkon és nyulakon vizsgaltak);
angolkoér (kutya); lepra (tatu);

. Megel6zés: diftéria (10); jarvanyos gyermekbénulads (nyal, majom); baranyhimld
(majom); kanyar6 (majom);

o Felfedezés: inzulin (kutya); modern anaesthesia (kutya); genetika (egér, patkany);

. Fejlesztés: minimalisan invaziv sebészet (disznd); nyitott szivmiitét (kutya).

Természetesen az allati modellalkotasnak, vagyis az allatkisérletnek szamos korlatja van.
Ezek koziil talan a legfontosabb, hogy az allati modellben kapott adatok nem minden esetben,
vagy csak kozvetve alkalmazhatok humdn korilmények kozott. Az adatok relevancidja
sokszor bizonytalan (kiragadott példa lehet az 50%-os halalos dozis (LD50) eltérd értékei
allatokban és emberekben) és a fajok kozotti dsszehasonlithatosag mindig kérdéses lesz. A
speciesek kozott az eredmények hasznéalhatosagat befolydsold, vagy kizard genetikai
kiilonbségek lehetnek (pl. a theobromin toxikus lehet a kutydkra, a kortizon teratogén
egerekben, az inzulin toxikus lehet tobb allatban) - tehat minden esetben (az egyedi modellre
vonatkoztatva) alapvetd feladat annak a kérdésnek a tisztdzasa, hogy lehetséges-e az
extrapolacio. Sok esetben ma mar lehetséges az alternativ modellalkotas is (részletesen 1d.
kés6bb); ma minden kutatonak a ,,3 R” alapjan®, vagyis a refinement (az allati fajdalom és



szenvedés csokkentése), a reduction (a kisérletekben felhasznalt allatok szdmanak
csOkkentése a lehetdségek hataraig) és a replacement (az éllati modellek helyettesitése mas
modellekkel) elvei szerint kell megtalalni a legalkalmasabb megoldast, a legjobb modellt. A
leghevesebb vita természetesen a helyettesitéstdl (replacement), annak mértékérdl és
feltételeirdl szol. A szdba jovo lehetdségek az alabbiak lehetnek:
(1) Relativ helyettesités esetén olyan kisérletekrdl van szo, melyek teljesen megsziintetik
az allati szenvedést, anélkiill hogy mindez kizdrnd a vizsgalatok tovabbi folytatasat (ez
tulajdonképpen a tokéletes finomitds, az *absolute refinement’).
(i1) Teljes helyettesités esetében olyan kisérleteket lehetne elvégezni, melyekhez nem
szlikséges allati eredetli bioldgiai anyag.
A fenti ponthoz tartozik pl. az informécidaramlas fokozasanak sziikségessége (vagyis
pl. a sziikségtelen ismétlések szamanak csokkentése) valamint az alabbi lehetdségek is:
. Szamitdgépes (in silico) rendszerek, matematikai modellezés alkalmazasa,
J Fiziko-kémiai technikdk alkalmazasa (pl. a kemikalidk irritacios hatasat elérejelzdé Eytex
rendszer az un. Draize teszt helyettesitésére),
. Alacsonyabb rendii ¢l6lények (baktériumok, gombak, pl. az Gin. Ames teszt) in vitro
viszgalatok (pl. sejt, szovet és szerv kulturak) kiterjedtebb alkalmazésa.
e  Emberi vizsgalatok (pl. onkéntesek, populaciok) alkalmazasa,

3.1. Az allatkisérletes modellalkotas célja
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Alapvet6 cél, szempont €s igény, hogy vilagos kovetkeztetések levondsara alkalmas, egyszerti

modellekre van sziikség:

o Magénak a fajnak, reakcidinak tanulméanyozasa (pl. allatorvosi kutatas),

° Allati viselkedés kutatasa,

. Nem gyogyszerészeti készitmények tesztelése (pl. toxicitasi vizsgalatok),

e Gyogyszerek kiprobaldsa (pl. in vivo tesztek 0j gyodgyszerek, vakcindk hatékonysaganak

kiprobalasara, tn. fazis 2 vizsgalatok),

Oktatasi cél (pl. egyetemi hallgatok szakmai gyakorlatszerzése),

e  Altalanos orvostudomanyi cél (pl. AIDS, rosszindulati daganatok kialakulasanak
kutatdsa, xenotranszplanticio lehetosége). E kategdéridban a legtobb modell
extrapolacios (allatokat tanulmanyozva, megfigyelve, a kapott eredményekbdl
kovetkeztetve human mechanizmusokra) és az alabbi csoportok egyikébe tartozik:

Terapias célu “preklinikai” vizsgalatok,

Toxikoldgia modellek / beavatkozéasok biztonsaganak meghatdrozasa,

Anatomiai, sebészeti kutatasok,

Fert6zések és immunitas vizsgalata,

Daganatos mechanizmusok (kutatas, diagnozis) vizsgalata,

Viselkedés / pszicholégia.

e  Biologiai, nem kozvetleniil orvosi céli kutatds. Ide tartozik az altaldnos biologiai
mechanizmusok tanulményozésa, kovetkeztetések human biologiai mechanizmusokra,
vagyis az alapkutatds. Az alapkutatasi tevékenység fobb modell csoportja az alabbiak
lehetnek:

o) Leird vizsgalatok (élettani, kortani, etologiai, stb. modellek, melyeknél nincs
hipotézis, vagyis nincs tervezhetd kisérletes tevékenység - igy a mindségbiztositas
nehéz).

O O O O O O



o  Valaszreakcio  valamilyen

intervenciot  kovetéen (pl.  élettani, kortani,

viselkedéstani, stb. modellek, melyeknél a kisérleti tervezés meghatarozé

fontossagu).

3.2. Az allati modellek f6bb csoportjai

1. Tablazat ,Spontan” modellek (itt

lényegében hasonld, vagy teljesen azonos

mechanizmusok mitkodnek emberben ¢és allatban).

Vizsgélt faj | Defektus / érzékenység Human megfeleldje Miért alkalmazzak

Min egér Mutans apc gén Familiaris adenomatosus | Azonos emberi
polyposis (daganat) végpont
Macska Asztma Asztma Azonos patologia
Ir szetter VIII faktor hidnya Hemophilia A Terapias vizsgalatok
Mormota Hepatitis B Hepatitis B Infekcio vizsgalat
érzékenység

Tatu Lepra Lepra Terapias vizsgalatok
(armadillo)

2. Tablazat Indukélt” modellek (ahol valamilyen manipulécidra van sziikség).

Cél

Kérdés

Viselkedéskutatas

Stressz, tanulas, stb. folyamata (tovabbi kérdés,
hogy alkalmas-e a modell kovetkeztetések
levonasara - azonos-e pl. az emberi ¢és allati
stressz?)

Sebészi, biokémiai beavatkozasok (pl.
idegek  atmetszése, erek elzarasa,
enzimek gatldsa)

Emberi  korfolyamatok  megismerése  ¢és
gyogyitasa (kérdés, hogy a modell alkalmas-e
kovetkeztetések levonasara?)

Genetikai  manipulaciok  (transzgén,
knock-out,  knock-in  modellek, 1d.
késdébb)

Emberi  kérfolyamatok ~ megismerése — €s
gyogyitasa (kérdés, hogy alkalmas-e
kovetkeztetések levonasara, pl. kezelés-e vagy
elokezelés?)

3. Tablazat ,Negativ’ modellek (“miért nem?”” modellek).

Species Kérdés
Kutya Miért nem kapnak atherosclerosist?
Majom Miért nem lesznek AIDS-esek a HIV virussal

fertdzott csimpanzok?




4. Tablazat “Arva” modellek (olyan jellegzetességek, melyeknek fontos biologiai
jelentdségiik lehet - a mutacié indukcid itt fontos kutatasi teriilet).

Species Jellegzetesség
Sertés Sok CD4" CD8" T-sejtjiik van
Kérédzok Sok ydT-sejtjlik van
Madarak, szarvasmarha A leukosis fert6zo

3.3. Az illati biologia ismerete

%

Az orvostudoményi modellalkotas alapfeltétele az allati bioldgia, a jellegzetességek, eltérések
ismerete. Lényeges szem el6tt tartani a per definitionem meglevdé kiilonbségeket, a
specifikumokat, a kisebb-nagyobb anatdémiai, élettani varidciokat, melyek a kisérletes
eredmények interpretalasakor vagy extrapoldlasakor dontd jelentdségiieck lehetnek. Az
alabbiakban a laboratoriumi patkdny torzsek Osszességére vonatkoztatva soroljuk fel
legfontosabb eltéréseket, de a modell €s valdsag kozotti 0sszehasonlitas természetesen minden
mas species esetében is sziikséges.

5. Tablazat Az éllati (patkdny) €és az emberi modell kozotti eltérések

Jellegzetesség Ember Patkany

Plazma protein kotés ++ Alacsony - ez befolyasolja
a xenobiotikumok
(streptomycin,

clindamycin, klérpromazin,
nikotin, pilocarpin,
szerotonin, adrenalin,
noradrenalin, dopamin,
stb.) reakcioit

Légzés Orr-sz4j Orr tipust

Bélflora/anatomiai eltérések Kis coecum Nagy coecum (coecotropok
¢s koprofagia jelentésége)

Bor Szortelen SzOorés  (borotvalas — —
hdszabalyozas)

Albinizmus Ritka 95% (tirozinaz hiany, ami

idegrendszeri  eltéréseket,
fényérzékenységet, retina
karosodast,
hallascsokkenést okoz)

Epeholyag + -

Szdvettani eltérések Alacsony P450 aktivitas




Viselkedési eltérések

Nappal aktiv

Ejszakai aktivitas (forditott
fény ciklus?)

Szocialis rangsor

_|_

Természetes viselkedés

Tulzsufoltsdg  (tenyésztés
alatt)

Emésztorendszer

Fogak jellegzetességei
Gyomor (iires vagy sem)
Taplalék rosttartalma

Specialis jellegzetességek

Tigmotropizmus
(egymashoz tapadas),
Harder mirigy (porfirin
kivalasztds - nyomok az
orrnyilds kornyékén)

Betegségek jelei, tiinetei

Gyakran hidnyoznak (laz,
hipotermia) vagy nehezen
megitélhetok

Lényeges itt kiemelni azt is, hogy a gyogyszerek metabolizmusa homérsékletfiiggd (és a
testhomérsékletben is species kiilonbségek lehetnek), s emellett a reakciok Osszefliggnek a
testfelszinnel is. A fajok kozotti Osszehasonlitist eldsegitd dozis-skdldzasi faktorokat a
teststilyhoz és a felszinhez is viszonyithatjuk®, de az egyes gyogyszerek reakcioi eltérnek
emberben és az egyes fajokban, ezért a species valasztdsnak dontd jelentdsége van a
farmakologidban, és a toxikoldgiaban is.

6. Tablazat A fajok kozotti

teststilyhoz viszonyitva

Osszehasonlitast elésegitd dozis-skalazasi faktorok a

Teststly (kg) Skalazasi faktor
Ember 60 1
Kutya 8 2
Majom 6 2
Nyul 2 3
Patkany 0.2 5
Egér 0.02 8

II. Modellek a gyakorlatban

A kovetkezoben két, igen gyakori human korkép kapcsan mutatjuk be a modell és a valdsag
kozotti Osszefiiggés fontossagat - és az esetleges eltérések jelentdségét.

1.Szepszis

A szepszis sulyos, gyakran halalos megbetegedés, melynek kortana, a pathomechanizmus
szamos részlete még tisztazatlan. A kérdéskor vizsgéalatdra foképp ragesaldé modelleket

alkalmaznak:

7. Tablazat Ragcsalé modellek a humén szepszis tanulmanyozasara

Beavatkozas

Elény

Hatrany

Egyszerl

(pl.  intraperitonedlis

Egyszeri (a klinikai szepszis




Endotoxin injekcid

injekciot kovetéen 4-6 oOran beliil
shock alakul ki), alacsony dézisban
hiperdindmias, nagy  dozisban
hipodindmids keringési reakcid

tobb tényezobdl all - anti-
endotoxin kezelés hatékony
allatokban, de emberekben, a
klinikumban hatastalan)

Coecum lekotés  és
punkci6 (CLP)

Az emberi appendicitishez vagy
diverticulitishez mérhet6 trauma,
coecum necrosissal (hasonlit a
klinikai ~ helyzethez). Id6beni
lefutasa  hasonléva  tehetdé a
klintkkumhoz, a citokin valasz
hasonlé a klinikai

Standardizalasa nehéz,
invazivitast, miitétet igényel
(behatolast, zarast,
felépiilést)

folyadékterapia,

alkalmazhatd, vizsgalhat6)

szepszishez,
etc. jol

Standard,
alkalmazasa

Faecalis inoculum

konzisztens
egyszeri
injekcio), polimikrobés

modell,
(i.p.

Nincs jelentds trauma

Agar baktériummal

Lassu baktérium kiaramlas a gocbol

Rendszerint csak

baktérium torzs

cgy

kontrollalni  lehet
Szisztémas infekcio

Intravénas baktérium

Konnyl dozirozni, az idobeli lefutast

Rendszerint csak egy torzs,
szérum szenzitiv, gyorsan
elpusztul, Dbefolyasolja a
gazdaszervezet immunitasat

a  dozissal,

Pneumonia modellek

fertozés human

kozott,

nagysaga mérhetd

Egyszerli beadni a preparatumot a
tracheaba vagy az orrba; gyakori

a dozis ellendrizhetd, a
gyulladasos infiltratum, a kadrosodas

Esetenként csak helyi reakcio
(nincs  szisztémas  hatds,

koriilmények | gyulladés)

Amennyiben 0sszehasonlitjuk a fenti modelleket és klinikai valdsagot, még szamos, tovabbi

eltérésre figyelhetiink fel®”.

8. Tablazat

Eltérések a modell (kisérletes szepszis) €s a valosdg (human szepszis) kdzott.

Kisérletes szepszis

Klinikai (human) szepszis

Homogén genetikai hattér, altalaban egy
nem

Heterogén, mindig két nemet érint

Beltenyészet

Nem beltenyészet

Eltér6 fajok (patkany, kutya, sertés, stb)

Kizarolag homo sapiens

Egészségesek

Tarsbetegségek lehetségesek

Fiatal felnottek

Rendszerint 0jsziilottek vagy iddsek

Koprofagia, szennyezett
(endotoxin érzékenység eltérd)

kornyezet

Rendszerint tiszta kdrnyezet

Altalaban elkezelés

Addig nem lehet kezelni, amig a betegség
nincs jelen

Nincs adjuvans kezelés

Aktiv  terdpia  (folyadék, antibiotikum,
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inotrop szerek, stb.)

Nincs [élegeztetés Lélegeztetés gyakori

A fertézés leggyakrabban mesterséges — pl. | Fertézéses goc (“nidus’) gyakori
hematogén, intraperitonedlis injekcid

Alvadasgatlas, altatas, fajdalomcsillapitas | Optimalis kezelés
(heparin, anaesthesia, analgesia hatasai)

Uniform inzultus A kivalto ok helye és mértéke valtozo

Gyors kialakulas Rendszerint lassu

A vizsgalat ideje standardizalt Egyedi lefutas

Kiilonféle végpontok megfigyelése, | Klinikailag fontos végpontok (szervfunkciok,

rendszerint nem cél a letalis kimenet mortalitas)

Legtobbszor gyorsan vezet halalhoz A haldl rendszerint napok, hetek alatt
kovetkezik be

2. A vérzéses shock

Vérvesztés esetén vérzéses shock alakulhat ki. Ebben a sulyos klinikai korképben (szdmos
kortani kérdés mellett) az optimalis kezelési stratégia, a legmegfelelobb kezelés kérdése még
ma is tisztazatlan. A fontosabb terapids lehetéségek kozott — tobbek kozott - pl. a hipotenzios
ujraélesztést, krisztalloid oldatok, hipertonids oldatok, hemoglobin szubsztitucid, teljes vér
adasat, a friss fagyasztott plazma, vagy vorosvérsejt massza alkalmazasat lehet emliteni.

Az 1980-as évekig kisérletes koriilmények kozott az allanddé nyomas és az allando
térfogata vérzéses modellekben (Id. aldbb) a kiindulasi (kontroll) vérnyomadsig (kontroll
szintig) torténd reszuszcitacid (Gjraélesztés) soran tapasztaltdk a legjobb eredményeket.
Ugyanakkor az 1990-es években egyre altalanosabbé valo vélekedés szerint az ,,aggressziv”
(vagyis a kontroll szintet eléré vagy meghaladd) reszuszciticid karos lehet, mivel az un.
ellendrizetlen vérzéses modellben a kontroll szintnél alacsonyabb vérnyomasig torténd
kezelés (hipotenzid) sokkal jobb eredményeket adott. Meg kell itt jegyezni, hogy ez a
lehetéség mar az 1990-as évek elején (1) felmeriilt.’

9. Tablazat  Allatkisérletes modellek a vérzéses shock tanulmanyozasara

Modell Tanulsagok
Allandé nyomasu (Gn. Wiggers)10 modell A legtobb vizsgalatra csakis himeket
e  Vérzés (pl. az arteria femoralisbol) egy | hasznalnak, de vérzés esetén (is) dontd lehet
nyitott reservoir-ba. a nem szerepe: a néstények jobban toleraljak
e Az érpalya hidrosztatikai nyomasat az | @ traumas verzest €s a szepszist."!
elore meghatarozott artérids

kozépnyomas (MAP) értékre allitjuk
(pl. MAP=40 Hgmm)

e Ujraélesztés (reszuszcitacio)
meghatarozott idében (pl. 60 perckor) -
vagy az elvesztett vér adott %-anak
autotranszfuzidjakor (ami a keringés
karosodas jele)

Allandé térfogatu vérzés modell Patkanyok esetében a vértérfogat/testsuly
aranya 100 és 400 g kozott a testsuly
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J Vérzés az elére kiszamitott
vértérfogatig a testsuly % alapjan (=60
ml vér/tskg).

. Vérzés (pl. az arteria femoralisbol 1
ml/perc sebességgel) a 40% vértérfogat
eléréséig;

o Reszuszcitacid (pl. 60 perckor)

novekedésével linearisan csokken — s ez
vérvesztés esetén dontden befolyasolja az
eredményeket! Ragcsaloknal a csoportok
kozotti esetleges 20-30 g sulykiilonbséget
nem konnyt felismerni. Arra
kovetkeztethetiink, hogy a kezelés hatékony,
pedig csupan az allatok stalya kissé
alacsonyabb a kezeletlen kontrollokhoz
képest. A kisérletes protokoll allando, fontos
része a testsily szigoru ellendrzése."

Ellendrizetlen (altatott vagy ¢éber) vérzéses

modell

o Egy adott pillanatban nagyér sériilés,
standardizalt értrauma (pl. az arteria
ilica communis atmérdjének %-ban
meghatarozott érsériilés, majd kontroll
nélkiili vérzés).

A klinikai helyzetnek ez felel meg a
leginkabb (!). Az anaesthesia jelentdsen
befolyasolja a kozponti idegrendszer altal
irdnyitott autoném reflexeket, 4altaldban
jelentésen  befolyasolja (deprimalja) a
1égzést; bizonyos anaesthetikumok jelentésen
befolyasoljak (csokkentik) a gyulladast.*'

Nyilvanval6 tehat, hogy az azonos klinikai hattér (vérzés =

valosadg) mellett eltérd

kovetkeztetésekhez vezetd ujraélesztési-kezelési stratégidk magyarazata a modellekkel
kapcsolatos, vagyis az ellentmondésos eredmények oka a modell és a valdsag kozti eltérés.

A bevezet6 fejezet osszefoglalasa

%

e Az orvostudomanyi kutatas és az experimentélis biologia 1ényege a relevans, j6 modell.

. Ismerni kell a modell és a valdsag kozotti eltéréseket és a modellt mindig a valdésaghoz
kell viszonyitani: a ,,j6” tudomany feltétele a j6 modell.

. Minden Aallatkisérlet legfontosabb eleme, eredményeit és kovetkeztetéseit leginkabb
befolyasold tényezdje a megfeleld kontroll csoport (1d. a késébbekben is).

e A hatékony kutatomunkdhoz alapos tervezésre, a modellek elényeinek és korlatainak

ismeretére van sziikség.

o Klinikailag irrelevans, nem megfeleld, vagy a hipotézis megvalaszoldsara alkalmatlan
modellek csakis rossz eredményt adhatnak, és hibas kdvetkeztetésekhez vezetnek.
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I1. Az allatkisérletek etikai vonatkozasai és torvényi szabalyozasa (Dr. Nagy Sdandor)

1. Az allatkisérletek jelentosége

Az éllatkisérletek jelentdsége a tudomanyban igen nagy. Kiilonosen vonatkozik ez az
orvostudomanyi kutatasokra. Errdl a teriiletrél azonban igen sok téves, félrevezetd, hamis és
karos informéci6 van forgalomban. A kdvetkezdkben a tudomanyos allaspontot ismertetjiik,
amely sajat belso logikdjan kiviil erkdlesfilozofiai alapokon is nyugszik.

Az emberiség sajat érdekében tobb célra haszndl fel allatokat. Ezek koziil legalabb
kettd fennmaradasunkhoz elengedhetetlentil sziikséges. Taplalkozasunkra szolgal az Osszes
célra felhasznalt allat tobb mint 95%-a, mig tudomanyos kutatasok céljara csupan kevesebb
mint 0.3%-a. Mint minden ¢€161ény, az ember is elsdsorban sajat fajanak érdekében cselekszik.
Az evolucid folyaman azok a fajok maradtak fenn, amelyek a valtozd kornyezethez a
legjobban tudtak alkalmazkodni. Az emberi faj egyediilallo, abban a tekintetben, hogy
legfobb adaptécios eldnylink a tudasunk €s annak rendszerezett és ellendrzott forméja, a
tudomany. A tobbi fajhoz hasonléan, mi is fenn akarunk maradni. Ezért nem mondhatunk le
legfébb eszkoziinkrdl, tudasunk novelésérdl: a tudomanyrol. Legfontosabb kotelezettséglink
ugyanis nekiink is sajat fajunk iranyaban van.

A kornyezd vildg aktiv megismerése az emberi 1étt6] elvalaszthatatlan tevékenység.
Ennek egyik kiillondsen fontos teriilete az ¢let és az éldvilag kutatasa. Az élettudomanyok altal
feltart ismeretek egyarant szolgdljdk az emberi egészség €s €letmindség javitdsat, az emberi
faj és a bioszféra kolcsonhatdsanak megértését, a bioszféra egyéb fajainak a megismerését.
Tekintve, hogy az életjelenségek csak ¢€l0 szervezetekben tanulmanyozhatok, az
¢lettudomanyok nem nélkiilozhetik az allatkisérletes modszert.

A tovabbiakban az A4llatkisérleteknek elsésorban az orvostudomanyban betoltott
szerepével foglalkozunk Az orvostudomany az élettudomanyoknak olyan dga, amelynek célja
az emberi egészség védelme, az emberi €let mindségének a javitdsa. E célt azaltal éri el, hogy
tudomanyos alapjat szolgéltatja az orvosi gyogyitd és megeldz6 munkanak. Az
orvostudomanyt azonban korldtozza az az erkdlcsi elv, hogy emberen kisérleteket nem,
vizsgalatokat is csak korlatozottan, indokolt esetben és kortiltekintden lehet végezni. Az
Orvosi Vilagszovetség altal kiadott Helsinki Nyilatkozat értelmében az emberen végzett
klinikai orvostudoményi kutatasokat, igy példaul 0j gydgyszerek kiprobalasat eldzetesen
allatkisérletekben nyert adatokra kell alapozni.'?

Allatok felhasznalasara sziikség van az ugyancsak az emberi egészséget védo
toxikoldgiai vizsgdlatokban is. Kornyezetiinkbe folyamatosan nagyszadmt anyag keriil,
amelyeket emberi sziikségletek kielégitésére az ipar allit el6. Az 0j vegyiiletek kibocsatas
elotti  toxikoldgiai tesztelése elengedhetetlentil sziikséges a tarsadalom védelme
szempontjabol.

Allatokon végzett kisérletek nemcsak kozvetlen gyakorlati (példaul gyégyito, vagy
mérgezést megel6z0) célokat szolgalnak. Alapkutatdsok eredményei, amelynek révén
megismerjiik az €16 szervezetek miikodését és az él6lényekben taldlhatd anyagok jellemzoit,
gyakran csak hosszabb id6 mulva hasznosithatok a gyakorlatban. Ez igaz a tudomanyos
alapkutatasok barmely teriiletére. Nyilvdnvalo azonban ilyen kutatdsok sziikségessége, mert
ezek alapozzak meg az alkalmazasok lehetdségét.

Mozart, az emberiség ismert torténetének valdszintlileg legnagyobb géniusza 1791-ben
halt meg. A neves torténelmi személyiség Nagy Sandor macedon uralkodd 2114 évvel
korabban. Mindketten id6 eldtt harmincas éveikben. Kevesen gondolnanak arra, hogy e két
ember haldla kozott parhuzamot lehet allitani. Ma ugy latjuk, hogy betegségiik nagy
valosziniiséggel megeldzhetd, gyogyithatd, de legalabbis kezelhetd lenne, ha ma élnének.
Témank szempontjabdl azonban fontosabb, hogy ezek a lehetdségek mind a két férfi esetében
halaluk idején egyforman korlatozottak voltak, vagyis két évezred alatt a gyogyitas és az
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alapjat képez6 orvostudomdany szinte semmit sem fejlodott. Ez a fejlodés 1ényegében csak a
19. szazadban kezd6dott el és mai tudasunk mintegy 80%-at csak 1800 utan szereztiik, tobb
mint 50%-4t pedig 1900 6ta."®

Ennek a tudédsnak jelentds részét allatkisérletes kutatasoknak koszonhetjiik, amelyek
tulajdonképpen a 19. szdzadban kezdddtek el. Itt egy figyelemre méltd parhuzam, sét oki
Osszefliggés allapithatd meg. Az orvosok felismerték, hogy kevés remény van hatékony
gyogyitd eljarasok alkalmazéasara, ameddig meg nem ismerjiik az egészséges ¢s a koros €lo
szervezet mukodését. Elindultak tehat az allatkisérletes kutatdsok, amelyek igen nagy
eredményeket hoztak. Kevesen tudjdk példaul, hogy a gyermekagyi szepszis racionalis
megeldzését kidolgozd Semmelweis Ignac maga is végzett allatkisérleteket. 1850 utan a
mikrobiologia kialakulasaban nélkiilozhetetlen volt allatok felhasznalasa.

Talan legszemléletesebben az mutatja az allatkisérletek jelentdségét, hogy napjainkig
az elészor 1901-ben kiadott orvosi Nobel dijak mintegy 75%-at ilyen kisérleteket alkalmazo
kutatdsoknak itélték oda. Néhany, kordntsem teljességre torekvd, példat a kovetkezdkben
sorolunk fel (zarojelben a felhasznalt allatok faja).

1901 Behring: a diftéria elleni véddoltas kidolgozasa (tengerimalac).

1902 Ross: a malaria kérokozdja életciklusanak megértése (galamb).

1912 Carrel: az érsebészeti és szerv transzplantacids sebészeti technikak kifejlesztése (kutya).

1923 Banting és MacLeod az inzulin és a cukorbetegség mechanizmusanak felfedezése
(kutya, nyul, hal).

1939 Domagk: az els6 hatasos antibakterialis szer eldallitasa (egér, nyul).

1945 Fleming, Chain és Florey: a penicillin felfedezése (egér).

1952 Waksman a streptomicin, a tuberkuldzis elsé gyogyszerének felfedezése (tengerimalac).

1954 Enders, Weller és Robbins a jarvanyos gyermekbénulds (poliomyelitis) virusa
tenyésztésének megoldasa, ami elvezetett a véddoltashoz. (majom, egér).

1987 Tonegawa: az ellenanyag szintézis alapvetd mechanizmusainak megértése (egér
embrio).

1999 Furchgott, Ignarro és Murad: a nitrogén monoxid keringési rendszerben jatszott alapvetd
szerepének felfedezése (nyul, tengerimalac, szarvasmarha).

2. Allatvédé - tudomanyellenes mozgalmak

Ezeknek a mozgalmaknak a kezdete egybeesik az allatkisérletes kutatdsoknak a 19.
szazadban valo elterjedésével. Az elsd ilyen mozgalom megalapitasa Frances Power Cobbe
(1. 4bra) egy idSsebb angol hajadon nevéhez fiizédik. O turistaként 1863.-ban
Olaszorszagban tartdzkodva tudomast szerzett Maurice Schiff professzor kutydkon végzett
¢lettani  kisérleteirdl Firenzében ¢és egy peticiot szerkesztett, amelyben a professzort
felszolitotta a kisérletek abbahagyasara és amelyet aldiratott az akkor a varosban él6 angol
kozosség tobb tagjaval. A tudomanytorténészek ezt az eseményt tartjdk az allatkisérletes
kutatasok elleni els6 szervezett tiltakozasnak.
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1. abra Frances Power Cobbe

Cobbe Anglidba visszatérve irasokat kezdett publikdlni és tamogatdkat probalt
szerezni befolydsos emberek kozott, egyebek kozott a parlamentben is. 1875-ben
megalapitotta az elsd ,,antiviviszekcids” tarsasagot, amely ma is 1étezik és Lord Caernarvon
tamogatasaval elérte, hogy a parlament elfogadta az elsé allatvédelmi torvényt. Londoni
orvosok és fiziologusok egy csoportja lobbit alakitott a torvény megvaltoztatdsara, amelyhez
megnyerték tekintélyes szervezetek tamogatasat, ezek kozott volt a British Medical
Association és a General Medical Council is. Sikeriilt moédosittatni a torvény szovegeét,
amelyet végsd formdjaban 1876-ban fogadtak el és amely kilenc lényeges korlatozast
tartalmazott az allatkisérletekkel kapcsolatban, de ezek koziil hat aldl felmentést lehetett
kapni.

Az angol példa nyoman mads orszdgokban is alakultak allatvédd egyesiiletek, amelyek
valtakoz6 intenzitassal mikodtek a kovetkezd évtizedekben, tevékenységiik azonban az 1960-
as évektdl jelentdsen felerdsodott. Sajnalatos modon jelentds résziiknél mar a 19. szazadi
megalakulasuk ota észlelheté egy 0sszefonodas a tudomanyellenes iranyzatokkal. 1875-ben
egy bizonyos Sir George Duckett a kdvetkezo kijelentést tette Anglidban: "Az orvostudomany
valoszintileg elérkezett végsd hatardig és semmit sem tudhat meg és semmit sem nyerhet é16
allatokon wvald kisérletek megismétlésével". Azota az allatkisérleteket alkalmazo
orvostudomany az antibiotikumokat, a véddoltasokat, a szervek atiiltetését, a cukorbetegek
kezelésére szolgald inzulint, a szivsebészetet és hatékony gyogyszerek sokasigat adta az
emberiségnek, hogy csak a legfontosabbakat emlitsiik. Duckett kijelentésének értékét ezek
fényében kell vizsgélni.

A tudoményellenesség, amely egyike az irraciondlis irdnyzatoknak, a 20. szdzadban
egyes filozofusok kedvenc jatékava valt, akik az emberiség problémaiért a tudomanyt
probaltdk feleléssé tenni. Ez természetesen nincs igy ¢€s végképpen nincs igy az
orvostudomany esetében, amely a betegségek, a szenvedés €s a halal ellen kiizd. Nem volna
sziikségszeri ezért, hogy az ugyancsak humanus indittatast allatvédé mozgalmak a
tudomanyellenességgel tarsuljanak. Anndl is kevésbé kellene, hogy ez igy legyen, mert az
¢lettudomanyokkal foglalkozé kutatok hivatasukbol kovetkezden tisztelnek minden életet és
szeretik az 4llatokat, még akkor is, ha az emberek - de hozzatehetjiik, sok esetben az 4llatok -
érdekében is végzett kutatasaikban allatok felaldozasara kényszeriilnek. Tobb mint 70 olyan
gyogyszer ismeretes, amelyet emberek és allatok gyogyitasara egyarant alkalmaznak. A
poliomyelitis, vagyis jarvanyos gyermekbénulds néhany évtizeddel ezel6tt még rettenetes
betegség volt. A legydzését lehetdvé tevd védooltas kifejlesztéséhez majmokat kellett
felhasznalni. Amikor azonban a véddoltas elkésziilt, vele nemcsak ezt a sziilok rémét jelentd

15



betegséget sikeriilt szinte teljesen kikiiszobdlni, de az Afrikaban €16 ismert allatvédé Jane
Goodall csimpanzait is ezzel oltottak be, amikor a majomkoloniat poliomyelitis fenyegette.

Az allatkisérletes kutatasok ellenz6i két érvrendszert hasznalnak éspedig egymas
mellett: egy utilitarista mas néven haszonelvii, valgjaban azonban filozofiailag itt vulgaris
utilitarista érvelést; (magardl a valddi utilitarista filozofiarol 1. a 4. részt) és egy moralis (vagy
erkolesi alapa) érvelést. Erdekes modon sokan nem veszik észre, hogy a kettd egyszerre nem
alkalmazhat6. A vulgaris utilitarista alapon ellenzok szerint az ember és az allatok kozotti
kiilonbségek olyan nagyok, hogy az allatokon nyert eredmények nem alkalmazhatok az
emberre. A tudomany torténete szamtalanszor megcafolta mar ezt az allitast. Valojaban az
emberi ¢és az allati szervezet lényegileg nagyon hasonld. Ezért lehetséges allatokon nyert
eredményeket emberen alkalmazni. Azt feltételezni, hogy a szerte a vilagban dolgoz6 sok ezer
kutatdé munkéja értelmetlen és példaul az orvosi Nobel dijak kozel haromnegyedét
hiabavalosagokért adtak ki, enyhén szoélva naivitas.

A mordlis alapon érvelok azt mondjak, hogy allatok felhasznaldsa a tudomanyban
egyszerten erkolcsileg rossz, mert nincs jogunk allati életek elvételére az emberek érdekében.
Ennek az érvelésnek az erkdlcsi alapjandl azonban nem gyengébb, s6t erdsebb az az erkolesi
alap, amelyen az orvostudomany all, amely azt a hatalmas emberi szenvedést igyekszik
enyhiteni, amit a betegségek jelentenek az emberiség szdmara. Az orvostudomany
fejlodéséhez pedig az allatkisérletes kutatasok nélkiilozhetetlenek. Figyelembe veendd, hogy
ezekre a kutatasokra az emberiség altal felhasznalt Osszes allat toredékszazalékat forditjak
csupan vilagszerte.

A wvulgéris utilitarista ellenz érvelést gyakran moralis érvekkel egészitik ki
elfeledkezve arrél, hogy a kettdé egymassal nem egyeztethetd Ossze. Elvileg ez a fajta
utilitarista érvelés azt allitja, hogy ez ilyen tevékenység (tudniillik az allatkisérletes kutatas)
haszontalan, ezért abba kell hagyni. Ha bebizonyosodna, hogy ez nincs igy, akkor erkdlcsi
alapon elvileg nem ellenezné. Ha viszont erkdlesi alaprol biral valaki, akkor vulgéar-utilitarista
(vagyis haszonelvil) érvelésre nincs sziikség, mivel az erkolesi elvek magasabbrendiick. Egy
hipotetikus példaval megvilagitva: ha valaki az embereken végzett kisérleteket propagalna
(mint ahogy azok a naci Németorszagban meg is torténtek), az teljesen nyilvanvaldan erkolesi
alapon elfogadhatatlan volna, annak ellenére, hogy tisztdn vulgér-utilitarista alapon ez ellen
semmi kifogast nem lehetne emelni. Nyilvanvald, hogy a két érvelést nem lehet
Osszekapcsolni.

Az allatvédo mozgalmakra kezdettdl fogva az volt jellemz0, hogy aranytalanul nagy
figyelmet forditottak a tudomanyos célra felhasznalt allatok sorsara és ehhez képest sokkal
kevesebbet az egyéb célokra hasznalt allatokéra annak ellenére, hogy utdbbiak szama tobb
nagysagrenddel magasabb az eldbbiekénél. Ezt az aranytalansagot mutatja be az a tanulmany,
amelyben a kutatok az Egyesiilt Allamok foldmiivelésiigyi minisztériumanak allatok éves
felhasznaldsara vonatkoz6 hivatalos statisztikai adataira tdmaszkodva megvizsgaltak, hogy az
allatvédok altal publikalt irodalom milyen viszonylagos terjedelemben foglalkozik az egyes
allatfelhaszndlési teriiletekkel. A vizsgalat modszere az volt, hogy az allatvédok altal
legfontosabbnak tartott 25 konyv minden egyes oldalara vonatkozdéan megallapitottak, hogy
az melyik teriilettel kapcsolatban fejez ki aggalyt, illetve tiltakozast. Az eredmény roviden a
kovetkezd volt. Az 1989. évben az USA éllatfelhasznalasi aranyai (az Osszesen felhasznalt
allatszam szazalékaban) a kovetkezOk voltak: emberi élelmezésre 96.5%, vadaszat 2.6%,
gyepmesteri telepeken megolt 0.4%, tudomanyos és oktatasi célra 0.3%, prémruhazat 0.2%.
Ezek a hivatalos statisztikai adatok. Ezzel szemben az allatvédd publikaciokban az aggalyt-
tiltakozast kifejez6 oldalak aranya a kovetkezd volt: emberi élelmezés 30.6%, vadaszat 2.3%,
gyepmesteri telepeken kiirtott 2.3%, prémruhazat 0.8%, tudoményos és oktatasi cél 63.3%.
Az aggaly-tiltakozas %-ot a tényleges felhaszndlds %-kal osztva a kovetkezd (aggély)
hanyadosokat kapjuk: élelmezés 0.32, tudomanyos cél 211.00." Lathato tehat az Oriasi
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aranytalansag, amely a raforditott figyelem ¢és a tényleges tevékenység méretei kozott fennall.
Ennek hatterében az allatkisérletekkel kapcsolatos hiteles tajékoztatas elégtelenségén alapuld
érzelmi tényezdk allnak.

Ma a kiilonbozd orszdgokban szamos dallatvédé mozgalom Iétezik. Ezeknek a
spektruma a mérsékelttdl a sz€lsdségesig (allatvédd terrorizmus) terjed (2. 3. 4. abra). Egy
tekintetben megegyeznek: valamennyi korlatozni, vagy betiltatni kivanja az allatkisérletes
kutatasokat. A mérsékeltek a térvényi Gton valo korlatozast kivanjak elérni, ezekkel a kutatoi
tarsadalom lehetségesnek tartja az egyiittmiikodést egy ésszerli szabalyozas keretében. A
sz¢lsOséges csoportokkal nem lehetséges az egyiittmiikodés, mivel azok torvénytelen

eszkozoket hasznalnak.
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3. abra Kutat6 bombamerényletben megsériilt autdja
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4. abra

Az allatvédok szamanak ndvekedése az utobbi évtizedekben kapcsolatban van a
televizidos csatorndk szaporodasaval, mivel szdmos csatorna kizardlag az 4llatokkal
foglalkozik, bemutatva sok faj valdoban kiilonleges képességeit. A varoslakd emberek egy
része kizarolag ezekbdl szerzi allatokra vonatkoz6 informacidit, mivel sajat tapasztalata nincs,
illetve akiknek van, az talnyomodrészt hazi kedvenceikre fOleg kutyajukra, esetleg
macskajukra korlatozodik. Ezekkel kapcsolatban igen erds érzelmi kotddések johetnek létre.
Kiilonosen jelentdsek lehetnek ezek a kotddések, maganyos vagy emberi kapcsolataikban
frusztralt, sok esetben mizantrop egyének esetében. Idézet Ingrid Newkirk ismert aktivistatol:
»Nem vagyok morozus ember, de legszivesebben nem volnék itt. Nem tisztelem az életet,
csak annak egyedeit. Legszivesebben egy iires helyet latnék ott, ahol vagyok. Ez csak
duménak tinik, de legaldbb nem okoznék kart semmiben”.'® Az allatvédSk kozott szamos
ilyen ember taldlhatdo. Egy masik jelentds tényezd az un. ,,Walt Disney effektus” ami a
rajzfilmek kedves, antropomorf megjelenésti €s emberi érzelmeket mutatd, de a valos
helyzettdl tavol 4llo allatfigurainak tulajdonithat6.

Az érzelmi tényez6kon alapuld aktivitds azutdn kiilonb6z6 formakat 6lthet kiilonbozo
egyénekben. Sajnalatos, ha ez erdszakos cselekedetekben nyilvanul meg. Hazankban ez
szerencsére még nem tortént meg (fenyegetések mar voltak), de mas orszagokban mar igen.
Néhany évvel ezelétt az Egyesiilt Allamok szenatusa altal elrendelt vizsgalat tobbszazmilli6
dollaros kart mutatott ki allatokat hasznalo létesitményekbe, koztiik kutatd laboratériumokba
valod betorések, az ezekben tortént rombolasok, gytijtogatasok kovetkeztében. Tobbezerszamra
engedtek szabadon laboratoriumi allatokat, bizarr moédon olyanokat is, amelyek a szabadban
valo életre nem alkalmasak és hamarosan elpusztultak.

Néhany példa szélsdséges kijelentéseikre. Ingrid Newkirk (alapitd, People For The
Ethical Treatment of Animals = PETA, Magyarorszagon is miitkddd szervezet): ,,Csodalom,
hogy az Osszes laboratorium még nem égett foldig. Ha batrabb volnék, meggytjtanék egy
gyufat”." Ugyancsak 6: ,,Az allatfelszabaditok szerint nincs ésszerti alapja azt mondani, hogy
az embernek kiilonleges jogai vannak. Egy patkany, egy sertés, egy kutya és egy fii egyenlok.
Mind allatok”.?* Michael Fox (alelndk, The Humane Society): ,JEgy hangya ¢és az én
gyermekem élete egyforma megfontolast érdemel”?' Alex Pacheco (elndk, PETA):
,»Qyujtogatds, rombolds, betorés és lopas elfogadhatd biinok, ha az allatok érdekében
torténik”.** Dan Matthews (szovivé, PETA, arra a kérdésre, hogy milyen kovetkezményei
lennének, ha abbahagyndk az allatkisérleteket): ,,El0szor is ne légy beteg hapsikam”
(finomitott forditas).”® Jerry Vlasak (dnimal Liberation Press Officer): ,Nem hiszem, hogy
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tal sok kutatot kellene megdlni, 5, 10, 15 emberi életért cserébe megmenthetnénk 1, 2, 10
milli6 allati életet”.**

Az allatvéd6 mozgalmak aktivistai nagy altalanossagban hirom irdnyban fejtik ki
tevékenységiiket az allatkisérletes kutatasokkal szemben (egyéb, sokszor jogos, allatvédelmi
tevékenységiilk nem targya ennek a fejezetnek). Ezek a kovetkezok: a.) erkolcsfilozofiai
érvelések, b.) az allatkisérletekkel kapcsolatos tények hamis beéllitdsa és c.) vandalizmus,
megfélemlités ¢és terrorcselekmények. A mérsékelt, a kutatdéi kozosséggel vald
egylttmitkdésre alkalmas csoport kizardlag az a.) csoportba tartozé modszereket alkalmaz.
A tovabbiakban csak ezzel a tertilettel foglalkozunk.

3. Vannak-e jogaik az allatoknak?

Erkoélcesfilozofiai alapokra hivatkozd, éallatkisérleteket elitéld nézeteknek két irdnyzata
van. Az egyik szerint az allatkisérletek helytelenck, mert megsértik az allatok jogait.”® A
masik nézet szerint azért, mert érz6 lényeknek sok, elkeriilhetd szenvedést okoznak.*® Egyik
érvelés sem helytalld. Az els6 a jogok hibas felfogasan alapul, a masodik a kovetkezmények
hibés kiszamitasan.

Ahhoz, hogy megérthessiik, hogy vannak-e jogaik az éllatoknak foglalkoznunk kell
azzal a kérdéssel, hogy valdjdban mi is a jog? A jog, helyesen értelmezve, egy kdvetelés
(igény), amelyet az egyik fél a masikkal szemben tdmaszt. Akivel szemben tdmasztjadk az
lehet egy személy, egy kozOsség, vagy (esetleg) az egész emberiség. A jogok tartalma igen
valtozatos lehet:  kolcsondk  visszafizetése, munkavallalok  diszkrimindcidmentes
foglalkoztatdsa, a sz6lasszabadsdgba valdé be nem avatkozéds az allam részérdl stb. Ahhoz,
hogy barmilyen jogot helyesen értelmezhessiink tudnunk kell, hogy ki tamasztja azt, kivel
szemben és mi a tartalma?

Bonyolitja a helyzetet, hogy a jognak kiilonb6z6 forrasai lehetségesek. Egyes jogok az
alkotmanybol ¢és a torvénybdl szdrmaznak (pl. egy megvadoltnak joga van birdsagi
targyaldsra), mas jogok az erkolcsben gyokereznek, de torvényi igényt nem tamaszthatnak (pl.
jogom arra, hogy megtartsad a nekem tett igéretedet), ismét mas jogok mind az erkdlcsbol,
mind a torvénybdl erednek (pl. az a jogom, hogy ne lopjanak meg, vagy fizikailag ne
tdmadjanak meg).

A jogok kiilonbozo forrasa és tartalma valamint az, hogy ki tdmasztja kivel szemben
szovevényes halot alkot. Az azonban vilagos, hogy a jog végsd soron az erkdlcson alapul és
minden esetben olyan kovetelésrél van sz6, amely moralis cselekvok (moralis agensek)
kozosségében keletkezik. Jogok csak olyan lények kozott timadnak és védhetdk meg, akik
moralis koveteléseket tdmasztanak, vagy tamaszthatnak a madsikkal szemben. A jogok
birtokosai ezért személyek, emberi 1ények.

Csupan emberek szdmara meriilnek fel tisztan erkdlesi dontések, csak 6k — és
semmiképpen sem patkdnyok, macskdk vagy egerek — fektetnek le erkdlcsi torvényeket a
maguk és masok szdmara. Az allatoknak nincs meg a képességiik a moralis mérlegelésre.
Nem olyan Iények, amelyek moralis koveteléseket tdmaszthatndnak, vagy ilyenekre
reagalnanak. Az allatoknak tehat nincs €s nem is lehet joguk. A jogok birtokosainak fel kell
ismerniiik az esetleges konfliktusokat, amelyek a sajat érdekeik és a kozott allnak fenn, ami
helyes. Amikor tehat kisérleteket végziink allatokon nem sértjiik meg jogaikat, mert ilyenek
nincsenek (bar nem tartozik targykoriinkbe, de ugyanez a helyzet, ha éllatokat taplalékként
fogyasztunk el ).

Ebbdl azonban semmiképpen sem kovetkezik az, hogy erkolcsileg szabadok vagyunk
abban, hogy barmit megtehessiink az allatokkal. Tavolrél sem. Az 4allatokkal wvald
kapcsolatunkban, mint ahogy mas emberekkel val6 kapcsolatunkban 1is vannak
kotelezettségeink, amelyek nem szarmaznak veliink szembeni, jogra alapozott kovetelésekbdl.
A jogok kotelezettségekkel jarnak, de sok dolog, amit meg kell tenniink nem kapcsolatos
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masok feljogositottsagaval. A jogok és a kotelezettségek nem egymas forditottjai, ezt
feltételezni sulyos hiba volna.

Néhany példa segit megérteni az elézdeket. Belso elkotelezettségbdl erednek példaul
orvosok kotelezettségei betegeik irdnt, ami nem csupan a betegek jogaibol kovetkezik.
Tanaroknak is vannak ilyen kotelezettségei tanitvanyaik irdnt. Felndtteknek kiilonds
gondossagot kell tanusitani, ha gyermekekkel jatszanak (pl. futballoznak). Még
kisgyermekeknek is vannak kotelezettségeik ajandékba kapott kedvenc allataik irant.
Sziiloknek gyermekeikhez fliz6d6 kapcsolatabol eredhet elkdtelezettségiik arra, hogy fizessék
azok egyetemi tanulasanak koltségeit, vagy nyelvi, zenei stb. kiilonoraik dijat, ha erre
képesek, még ha a gyermeknek formadlisan nincs is joga ezt kovetelni. Kotelezettséget
érezhetek valaki irdnt, aki nagy jot tett velem.

Kevesen tagadjdk azt a kotelezettségilinket, hogy az 4llatokkal emberségesen
viselkedjiink. Az, hogy emberségesen viselkediink velilk szemben, nem jelenti azonban azt,
hogy az 4llatokat emberként kezeljilk. Emberek kozott is vannak olyanok, akik erkolcsi
mérlegelésre képtelenek (pl. agykarosodottak, kémaban levok, szenilisek) 0k mégsem vesztik
el jogaikat. Az erkdlcsi mérlegelésre vald képesség, amely az embert az 4allattol
megkiilonbozteti nem egy szlird, amellyel egyenként osztalyozzuk az embereket. Az olyan
személyeket, akik valamilyen korallapot miatt nem tudjédk teljesen gyakorolni erkolesi
funkcidikat nem vetjiilk ki a moralis agensek (emberek) kozosségébol. Itt embervoltunk
lényegérdl van sz6. Embervoltunk 1ényegébdl kovetkezik, hogy emberen kisérleteket nem
lehet végezni, vizsgalatokat is csak onkéntes beleegyezéssel. Allatok 1ényegi mivoltukbol
eredden nem adhatnak vagy nem tagadhatnak meg onkéntes beleegyezést és nem hozhatnak
erkolcsi dontéseket. Amit a magatehetetlen beteg emberek elvesztettek azt az allatok sohasem
birtokoltak.

Allatok néha bamulatos képességeket mutatnak. Tanulds, Osztonok, intelligencia
hozzéjarulnak egy faj taléléséhez. Erkolesi kozosségekben vald tagsdg azonban lehetetlen
szamukra. Erkolcsi cselekményekben megkiilonbdztetiink egy belso és egy kiilsd dimenziot.
A torvény csak akkor beszél blintényrdl, ha a biinds cselekedet, actus reus biinds szandékkal
(elmével) parosul, mens rea. Allat ezért biint sem kovethet el, allatokat birésag elé allitani (a
kozépkorban eléfordult) primitiv tudatlansdg jele. Van-e joga az oroszlannak megenni egy
zebracsikot? Van-e joga egy zebracsikonak ahhoz, hogy az oroszlan ne egye meg? Ezek
értelmetlen kérdések. Az ilyen kérdések hibasan a jogra hivatkoznak ott, ahova az nem
tartozik. Akik az allatkisérletes orvosi kutatasokat az ,,allati jogokra” hivatkozva itélik el,
ugyanezt a hibat kovetik el.

4. Van-e erkolcsi alapunk allatok felhasznalasara a tudomanyban?

Az allatkisérletek egyes ellenz6i, elhagyva az allatok jogaira vald hivatkozast, az
allatok altal érzett fajdalomra és stresszre hivatkoznak. Ok azt mondjak, hogy tartézkodnunk
kell, amennyire lehetséges, hogy fajdalmat okozzunk. Ez tulajdonképpen Jeremy Bentham 18.
szdzadi angol filozofus nézeteire tamaszkodik?” (5. abra). Szerinte a vilagban jelenlev
Osszes szenvedést (“pains’) csokkenteni, az 6romet, jolétet ("pleasures’) pedig novelni kell.
Ez az altala alapitott filozofiai utilitarizmus alaptétele. Az allatkisérletekre alkalmazva, azok
ellenz6éi gyakran idézik azon kijelentését (lovakkal, kutyakkal kapcsolatban), mely szerint
»Nem az a kérdés, hogy tudnak-e gondolkodni, tudnak-e beszélni, hanem az, hogy tudnak-e
szenvedni?” Az allatok tudnak szenvedni és kétségkiviil nem szabad, hogy sziikségteleniil
szenvedjenek. Az a kritika azonban, amely ezekbdl a kétségbevonhatatlan premisszakbol
kiindulva kétségbe vonja az allatkisérletek helyességét két sulyos hibat kovet el: egyforman
iteli meg az 4llati és az emberi szenvedést és hibdsan szdmitja ki az allatkisérletek
abbahagyasanak kovetkezményeit.
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5. abra Jeremy Bentham

Az elsd hiba, amelyet ezen nézet terjesztdi elkdvetnek az, hogy minden érz6 1énynek
egyforma moralis statust tulajdonitanak. Ezen kritikusok szerint moralis szempontbdl nincs
kiilonbség allatok és emberek altal elszenvedett fajdalom kozott. Szerintiik, aki tagadja ezeket
a kiilonbségeket ¢és jogosulatlanul eldnyt biztosit egyik fajnak a masik felett, az
,Szpecieszista”. Ennek a nézetnek prominens képviseléje Peter Singer.’® Szerinte a
»Szpecieszista” a rasszistahoz, vagy az un. ’szexistdhoz’ hasonlithatd. A rasszista sajat
rasszanak érdekeit mas rasszoké elé helyezi, a szexista pedig a nemek egyenldségének elvét
sérti meg.

Ez az érvelés alapvetden rossz és elutasitandd. A rasszizmusnak semmiféle racionalis
alapja sincsen. Az, hogy emberek kiilonboz6 foku tiszteletet érdemelnének pusztan azért, mert
egyik vagy masik rasszhoz tartoznak alapvetden igazsagtalan és nagy erkolcsi rombolést
jelentd téves eszme, amely mar szornytiségékhez vezetett. Elitélendd az Un. ’szexizmus’ is.

A fajok kozott azonban, pl. az embert a macskaval vagy patkannyal szembeallitva, a
moralisan értékelhetd kiilonbségek oriasiak. Az ember foglalkozik moralis mérlegeléssel, az
ember moralisan autonom (Kant), tagja moralis kozosségeknek, amelyek jogos koveteléseket
elismernek sajat érdekeikkel szemben. Az embereknek vannak jogaik, erkolesi statusuk
nagyban kiilonbozik a macskdk vagy a patkanyokétol.

A ,,szpecieszista” jelz6 dGnmagaban még elfogadhatd lenne is, de a rasszizmushoz valo
hasonlitasa alattomos €s botranyos. Minden erkodlcsi megitélésnél sziikséges figyelembe venni
azon ¢l6lények alapvetd jellegét, akikre kotelezettségeink vonatkoznak. Ha mindenfajta
(gerinces) ¢€l6lényt egyforman kell kezelniink, akkor, egy hipotetikus példdban egy kutatasi
program elbirdldsanal abbdl kiindulva, hogy egy ragcsald és egy ember altal érzett fajdalom
egyforman szamit, arra kellene kovetkeztetniink, hogy vagy (1) sem az emberek, sem a
ragesalok nem rendelkeznek jogokkal, vagy (2) a ragcsaloknak ugyanazok a jogaik, mint az
embereknek. Mindkét alternativa abszurd. Mégis, ha a fajok moralis egyenldségének
allaspontjara helyezkednénk egyiket vagy a masikat el kellene fogadnunk.

Emberek, mas emberek irant egy bizonyos moralis tisztelettel (elismeréssel) tartoznak,
amelyet allatoknak nem adhatnak meg. Egyes embereknek (orvosok és kutatok) fo
elkotelezettsége ¢letiikben az, hogy mas embereket meggyogyitsanak, a betegségek, a
szenvedés ¢és a halal ellen kiizdjenek a tudomanyra alapozott tevékenységiikkel. Ezen
kotelezettségiik teljesitése sok allat felaldozéasaval jarhat.
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Ha a kutatdorvosok, élettudomanyi kutatok abbahagynadk munkéjukat azért, mert arra a
meggy6zOdésre jutnanak, hogy nem tehetik meg az allatokkal azt, amit az emberek szolgalata
megkivan toliikk, akkor valojaban nem teljesiten¢k hivatasukat. Ez oOriasi szerencsétlenség
lenne. Ekkor megvaldsulna Ingrid Newkirk-nek a korabbiakban idézett kijelentése (,,...a rat
is a pig is a boy...”). Még ha igaz volna is — ahogyan biztosan nem az — hogy minden ¢l61ény
fajdalmat egyformén kell szamba venni, egy kovetkezetes utilitarista szdmitds megkoveteli,
hogy mérlegeljilk az G6sszes kovetkezményét annak, ha haszndlunk és annak is, ha nem
hasznalunk allatokat a kutatdsokban. Lattuk, hogy azok az ellenzdk, akik az u.n. allati jogokra
hivatkozva azt allitjak, hogy a kutatasok jotékony eredményei ellenére is a jogok elsObbséget
¢lveznek az érdekkel és az eldnnyel szemben, hibds uton jarnak. De az utilitarista alapon
érveldknek is — amely elmélet a mindenki szdmara hosszi tdvon megvalosithato legtobb jo €s
legnagyobb érdek alapjan 4ll — figyelembe kell venni, az dallatkisérletes kutatdsok
abbahagyasanak karos kovetkezményeit, valamint az ezekkel elért és a csak ezekkel elérhetd
elényodket. Az eldnyok oOridsiak. Rettenetes betegségek kikiiszobolése, az élettartam
megnovelése, szornyll fajdalmak enyhitése, az életmindség javitdsa (emberek és allatok
szdmara) olyan hatalmas jotétemények, amelyek, ha kovetkezetesen figyelembe vessziik dket,
nemhogy aldtdmasztandk ezen ellenzok kovetkeztetéseit, hanem ¢éppenséggel azok
forditottjahoz vezetnek bennilinket, vagyis: nem hasznalni dllatokat az élettudomanyi
kutatdsokban utilitarista filozdfiai alapon erkélesileg helytelen.®®
Lwpleasures™) és az Osszes szenvedést (,pains”) ami az allatkisérletekkel kapcsolatos, nem
szabad elfelejteniink a mérleg serpenydjébe helyezni mindazt a szérnyli szenvedést, ami a
multban 1étrejott volna, ami a jelenben sujtana, és ami a jovében jelentkezne, ha nem
torténtek volna allatkisérletek. A mérlegelésben nem hagyhatjuk figyelmen kiviil azokat a
megjosolhatd eldnyoket az emberi ¢és allati jolét vonatkozasaban, amelyeket nagy
valosziniiséggel elériink a jovoben, de amelyeket nem érnénk el, ha most abbahagynank a
kisérleteket.

A kutatok ritkan érzéketlenek az irant a szenvedés irant, amit kisérleti allataik éreznek,
st ezeket minden eszkozzel (a kisérletek eredményessége érdekében is) minimalizalni
igyekeznek. A kutatdsok ellenz6i gyakran érzéketlenek az altaluk elérni kivant (egészen a
betiltasig terjedhetd) korlatozasok kegyetlen kovetkezményei irant. Mérhetetlen szdmu ember
szenvedne sulyosan a jovOben eme joszandékl, de rovidlatd konyoriiletesség miatt. Ha az
emberek és az allatok kozotti moralisan értékelhetd kiillonbségeket, valamint az 6sszes hosszu
tavl kovetkezményt figyelembe véve mérlegeliink, a mérleg nyelve igen nagymértékben a
kutatasok javara billen.

5. Az allatvédelmi torvény

Magyarorszdgon allatvédelmi, allatkinzast tiltd jogszabalyok a 19. szédzad vége ota
léteztek. Atfogd, szamos teriiletet magaba foglalo allatvédelmi torvény azonban csak 1998.
oOta. Ez az 1998. évi XXVIIL. torvény, ,,Az dllatok védelmerdl és kiméletérol”, amely kiemelt
terjedelemben foglalkozik az éllatkisérletekkel. Szdmos kapcsolodo jogszabalya koziil ehhez
a terlilethez kothetd a 243/1998 (XI1.31.) korményrendelet, ,,Az dllatkisérletek végzésérol”; a
36/1999 (IV.2.) FVM-KOM-GM rendelet, "A kisérleti allatok tenyésztésének, tartdsdanak,
szallitasanak stb. szabdlyairol” valamint a 10/1999 (1.27.) FVM rendelet, ,, Az dllatvédelmi
tandcsado testiiletrol”.

A magyar torvény még hazanknak az Eurdpai Unidhoz (EU) vald csatlakozasa el6tt
1épett hatalyba, de elkészitésében figyelembe vették az EU vonatkoz6 ajanlasat. Ezt az Eurdpa
Tanacs 1986-ban hozott, azota médositott 123. konvencidja tartalmazza.”

Az Aallatkisérletek szempontjabdl a torvény lényege, hogy azokat csak engedéllyel
szabad végezni. Engedéllyel kell rendelkeznie annak az intézménynek, ahol az allatkisérlet
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torténik. Ilyen intézményekben Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsagot (MAB) kell alakitani.
Engedéllyel kell rendelkezni a kutatasi programnak, valamint az abban résztvevoknek. Az
engedélyek hatarozott idore szolnak. Az engedélyeztetési folyamat lancolata a kovetkezd. A
kutatasi program vezetéje a MAB-nak nyujtja be kérelmét, amely azt elbiralja, majd ha
alkalmasnak talalja, jovdhagyja. A jovahagyott kérelem az orszagos jellegli Allatvédelmi
Tanacsadd Testiilet (ATT) tagjaibol valasztott Allatkisérleti Tudomanyos Etika Tandcs
(ATET) elé kerill, amely azt engedélyezésre javasolja, modositasra visszakiildi, vagy
elutasitja. Az engedélyezésre javasolt programot a teriiletileg illetékes Megyei
Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Alloméas, mint hatosag engedélyezi. Ugyanez a
hatosag végzi az allatkisérleti intézmények, 1étesitmények €s programok ellendrzését is.

A torvény értelmében allatkisérlet kizardlag a kovetkezd célbol végezhetd: a) az
ember, a gerinctelen és gerinces allatok vagy ndvények betegségének, koros egészségi
allapotanak, rendellenességének megeldzése, felismerése és gyodgyitasa, ideértve a
gyogyszerek, vegyi anyagok és mas termékek termelését, mindsitését, hatékonysagéanak,
illetve artalmatlansaganak vizsgalatat; b) az ember, a gerinctelen és gerinces allatok vagy
novények élettani allapotanak feltardsa, vizsgélata, szabalyozasa vagy modositdsa; c) a
kornyezet védelme; d) tudoméanyos kutatds; e) oktatds €s gyakorlati képzés; f) igazsagligyi
orvostani vizsgalatok; g) specidlis kisérleti allatok tenyésztése.

Allatkisérlet kizarolag olyan felelds személy vezetésével végezhetd, aki kiilon
jogszabalyban meghatarozott végzettséggel ¢és gyakorlattal rendelkezik, és ismeri az
allatkisérletek etikai elveit, jogi szabalyait.

Allatkisérletet az végezhet, a kisérleti allatot az gondozhatja, feliigyelheti, aki erre
képesito oktatadsban részesiilt.

6. Allatvédelem a Szegedi Tudomanyegyetemen

Az egyetem egyike az allatkisérletek végzésére jogosult intézményeknek. Kiildetésének
megfelelden nagy jelentdséget tulajdonit a tudoményos kutatdsoknak és ezeken belill az
allatkisérletes kutatdsoknak. Ez utdbbiakra vonatkozé allaspontja megtalalhaté az SZTE
honlapjan a  http://www.u-szeged.hu/object.3fa73d37-277e-469b-886¢-658a796f16¢8.ivy
helyen. Ugyanitt mas, hasznos dokumentumok is elérhetdk, igy tobbek kozott az MTA
osztalykozi Allatkisérleti Tudoméanyos Bizottsaganak allaspontja az allatok tudomanyos célra
torténd felhasznalasarol valamint az SZTE MAB miikodési szabalyzata és kisérletek
engedélyezéséhez sziikséges, letdlthetd tirlapok.

A Szegedi Tudomanyegyetem hivatasa humanus elveinek megfeleléen fontosnak tartja
az itt folyo allatkisérletes munkaban az allatvédelem szempontjainak érvényesitését. Orvosi
karan mar 1992-ben, sajat kezdeményezésbél, az orszagban eldszor Allatvéds
Tudomanyetikai Bizottsagot hozott létre, amely a mai MAB el6djének tekinthetd. Az
egyetemen folyo allatkisérletes kutatasokra vonatkozdan kotelezd érvényti etikai kodex van
érvényben.

7. A Szegedi Tudomanyegyetem allatkisérleti etikai kédexe

Az SZTE allaspontja szerint az allatkisérletek tarsadalmi hasznossaga, nélkiilozhetetlensége
¢s erkolcsi alapjai megkérddjelezhetetlenek. Fontosnak tartjuk ugyanakkor, hogy az allatokon
folytatott kutatasokban érvényesiiljenek az alabbi elvek.

1. Az Aallatok szallitasa, gondozasa, tartasa, takarmanyozdsa és felhasznalasa legyen
Osszhangban az dllatvédelmi torvény eldirdsaival.

2. Allatok felhasznalasaval jaro kutatasokat ugy kell tervezni és végrehajtani, hogy azok az
emberi vagy allati egészség és a tdrsadalom javara szolgalo tudast gyarapitsak.

3. A kutatonak erkolesi kotelessége minden kisérletet allatkiméleti szempontbdl is
végiggondolni.
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4. A kutatoknak és a személyzetnek megfelelden képzettnek kell lenniiik €16 allatokon végzett
beavatkozasokban. Képzésiikrél megfeleld formaban gondoskodni kell. A képzés foglalja
magaban az allatok helyes gondozasanak, a veliikk valé6 humanus banasmddnak és az alapvetd
beavatkozasi moédszereknek az elsajatitasat.

5. Az allatok tartasa fajuknak megfeleld legyen. Tartasukat, taplalasukat és gondozasukat
allatorvos, vagy olyan kutato felligyelje, aki kellden képzett és tapasztalt a tartott, vagy
tanulmanyozott faj megfelelé gondozasdban ¢és a vele valé bandsmodban. Sziikség esetén
allatorvosi ellatasban kell részesiteni az allatokat.

6. Tudoményos célra a megfeleld faju allatokat kell alkalmazni. Szamuk a statisztikailag
értékelhetd eredményekhez sziikséges minimum legyen, ugyanakkor keriilni kell az ennél
kisebb szamu egyed felhasznaldsat is (ez nyilvanvaldan allati életek pazarlasa lenne). Ahol
lehetséges ¢€s észszerl, alkalmazandoak a kiegészitd modszerek, pl. matematikai modellek, in
vitro rendszerek, stb.

7. Amennyiben az 4allatkisérlet tudomanyos megfontoldsaival nem Osszeegyeztethetetlen, a
kovetkezd szabalyokat kell betartani. Az allatok felhasznalasa soran el kell keriilni, vagy
minimalizdlni kell kényelmetlenség- ("diszkomfort") és fajdalomérzetiiket. Hacsak az
ellenkezdjét nem bizonyitjak az adott esetben, a kutatoknak abbol kell kiindulni, hogy olyan
eljarasok, amelyek fajdalmat okoznak emberben, ugyanezt idézik eld allatokban is. Az
allatokon végzett olyan eljarasokat, amelyek tobb mint pillanatnyi, vagy tobb mint csekély
fajdalommal jarnak, megfeleldé nyugtatds, fajdalomcsillapitds, vagy érzéstelenités
alkalmazasaval kell végezni. Sebészi, vagy mas fajdalmas beavatkozast nem érzéstelenitett,
izomrelaxanssal kezelt allaton nem szabad végezni.

8. Ha a kisérlet sordn az allatot hosszantartd és karos hatds éri, azt Ujabb vizsgalatra
felhasznalni nem szabad. Az olyan allatok életét, amelyek egyébként stulyos vagy tartos, nem
csillapithat6 fajdalmat éreznének, humanus modon ki kell oltani.

9. Allatok felhasznalasaval folyo kutatisok a Szegedi Tudomanyegyetemen kizardlag a
Munkahelyi  Allatkisérleti Bizottsag hozzajarulasaval az allategészségiigyi hatosag
engedélyével folyhatnak.

10. Az SZTE kutat6éi nem kotnek olyan kutatasi szerz6dést, tovabba nem tdmogatnak olyan
kozleményt, amely ezeknek az etikai elveknek nem felel meg.
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I11. A Kisérleti allatok tartasanak és gondozasanak alapvetdé kérdései (Dr. Gadl Baldzs)

A kisérleti allat az emberi szervezet mikodését akkor modellezheti, ha a funkcidk
esetében teljes, vagy nagymértékli a hasonlosdg (tehat a modell egyben mérdeszkoz is). A
kisérleti eredmények csak akkor fogadhatok el, ha a mérés pontos, hiteles €¢s megismételheto.
Ezek az elvarasok leginkabb akkor valdsulnak meg, ha a kisérleti és a kontroll csoport csak
egyetlen vondsban, mégpedig a vizsgalt tényezd tekintetében tér el egymastol. Az allatok
érzékenységében (egyes reakciokban megmutatkozo valaszadd képességiikben) genetikai
okokbol jelentds kiilonbségek vannak, ezért egy adott kisérletben egyes fajok vagy torzsek
kiilsnosen alkalmasak vagy alkalmatlanok lehetnek.

A laborallatokkal kapcsolatban alapvetd igény, hogy legyenek olcsok, és tartasuk
egyszerli legyen. Ma ezeknek a kivanalmaknak leginkdbb a ragcsalok felelnek meg. A
laboratoriumi emlésok koziil a felhasznalas gyakorisadgat tekintve az egér és a patkany
egyiittesen kb. 90%-ot tesz ki, de az utobbi évtizedekben a felhasznalt mennyiség a korabbi
iddszakok tizedére csokkent. Tarsallatként is tartott fajok, pl. tengerimalac, nyul felhasznalasi
aranya ehhez képest igen alacsony. A felhaszndlés jelentds csokkenésének okai az allatmentes
mérési eljarasok fejlédése, a sajatos tulajdonsagu allatok (beltenyésztett, SPF, 1d. késébb)
alkalmazasa, valamint az arnévekedés is.3¢

1. A leggyakoribb laboratériumi emlésok bioldgiaja
1.1. Egér

Tipikus ragesalo, allandéan névekvd metszéfogakkal, ezért a koptatas miatt kemény
taplalékot igényel. JellemzOd a bélsarevés (kopropfagia). Sokat mozognak, masznak,
megijedve haraphatnak. Az ivarérett himek agresszivek egymaéssal. Erzékenyek a
hdingadozasra, huzatra, magas pératartalomra. Elettartamuk 1-2 év. Az ivarérettség 6-8
honapos korban kovetkezik be. A nemi miikddés egész évben folyamatosan, ciklusosan
ismétlédik (poliosztruszosak). Az ivari ciklus hossza atlagosan 4 nap, a vemhességi idé 13-21
nap, az ellés utdn azonnal ivarzanak. Az alomnagysag 6-10 db, a szopdsok levalasztasa 3
hetes korban torténik.

1.2. Patkany

Anatomiai kiilonlegesség pl. a szemzugokban 1évé Harder-féle mirigy (valadéka a
porfirin tartalomtol szines — 1d. I. fejezetet is), vagy az epehdlyag hidnya. A fogazat olyan,
mint az egéré (tipikus ragcsalo). A taplalékfogyasztasat energetikai alapon szabalyozza. Az
egérhez képest kevésbé mozgékony, nem agressziv. Atlagos élettartama 2-3 év. Erzékeny a
huzatra, a magas ammonia szintre, az alacsony paratartalomra €s a zajokra. Fogékony a léguti
fertdzésekre. A szaporodas bioldgia szinte megegyezik az egérével. A vemhességi id6 21-23
nap.

1.3. Tengerimalac

A kutatasban leginkabb haszndlt torzsek rovidszoriek. A tengerimalac 0j vagy
félelmet kelté €lmények hatdsara konnyen panikba esik. Ilyenkor szétszordodnak a ketrec
sarkaiba, vagy dermedten, mozdulatlanul egy helyben maradnak. Ideges egyedekben
fogcsattogtatas is megfigyelhetd. Az atlagos élettartam 4-5 év. Minden foguk nyitott gyokert,
folyamatosan ndvekvd. Novényevd, nem valodi ragesald, hatalmas vakbeliik van. Nem
szintetizalnak C-vitamint, ezt a taplalékkal kell felvenni (C-vitaminnal kiegészitett specialis,
pelletalt tappal kell etetni). A tengerimalac polidsztruszos, egész évben szaporodik
(tenyészthetd). Spontan ovulatorok (spontan petelevalds). A ciklus hossza 15-17 nap, az
ivarzas 1-2 napig tart. Az atlagos vemhességi id6 65 nap. Az atlagos alomnagysag 3-4 db. Az
utodok sziiletéskor jol fejlettek, az elvalasztas 14-28 napos korban torténik.
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1.4. Hazinyul

A kutatasban leggyakrabban a kozepes testii, 2-5 kg-os testtomegti (Uj-Zélandi,
Kaliforniai) fajtdkat hasznéljadk. A nyul élettartama 5-6 év. Minden fog nyitott gyokerii €s
folyamatosan novekszik. A nyal nem tud hanyni (mint a patkdny ¢és a 16). Novényevo. A
vakbél nagy ¢és a féregnyulvanyban végzdédik, ami jelentds mennyiségli nyirokszdvetet
tartalmaz. Koprofagok, a lagy (Un. éjszakai) bélsarat megeszik. A nyulakat leginkabb pelletalt
kereskedelmi nyultappal etetjiikk, mely beltartalmilag komplett. A vérerekkel jol ellatott
fiillkagylok a hészabalyozasban tdltenek be fontos szerepet. A méhiik kettOs (uterus duplex),
kettds méhnyakkal. A tenyészérettség kezdete 5-6 honapos kor a kdzepes testlieknél. Indukalt
ovulatorok (parzas altal indukalt tiiszérepedés), szabalytalan nemi ciklussal. A parzasra
alkalmas nyul péraja vérbd és lila. Az atlagos vemhességi id6 32 nap. Kevéssel a fialas eldtt a
néstény fészket €pit a kitépett szorébol. Az atlagos alom-nagysag 7-8 db, a levalasztas ideje 4-
6 hetes kor.

1.4. Sziriai aranyhorcsog

A horcsog a harmadik leggyakrabban hasznalt laborallat, 90%-ban sziriai
aranyhorcsog. Gyakran harap ha nem megfelelden nytlnak hozz4, ha fél, ha sériilt, vagy ha
éppen alvasbol ¢ébredt fel. A ndstények nagyobbak és agresszivebbek, mint a himek.
Elettartamuk 1.5-2 év. A metsz6fogak nyitott gyokertiek, folyamatosan nének. Jellegzetesek a
pofazacskok, melyek a lapockakig terjednek és nagyon tagulékonyak. Kereskedelmi, pelletalt
horcsog- vagy ragesalotappal kell taplalni. A horpasz- vagy illatmirigyek sotét pottyként
lathatoak a horpaszoknal (faggytmirigyek, a teriiletjelolésben és a parzasi viselkedésben van
szerepiik). Hugycsoviik a hiively alatt, kiilonalloan nyilik. Kb. 3 hoénapos korban valnak
ivaréretté. Polidsztruszosak, egész évben szaporodnak, az ivarzas 4 napig tart, az atlagos
vemhességi 1d6 16 nap. Az atlagos alomszam 5-9 db. A kannibalizmus gyakoribb, mint mas
ragcsaloknal. A levalasztas a szoposok 3 hetes koraban torténik.

1.5. Vadaszgorény

A vadéaszgorények atlagos testtomege 0.8-1.2 kg; atlagos ¢letkoruk 5-11 év.
Szezondlis testtomeg vesztés tavasszal el6fordul. Boriikk vastag, izzadtsagmirigyek nélkiil
(ezért hamar talheviilhetnek), aktiv faggyumirigyekkel, amik az illatukért felelések, miként a
paros végbélmirigyek (“blizmirigyek”) is. A gorényeknek kiilonleges kardiovaszkularis
anatomiajuk, nagy Iéplik van. Szigort husevok, ragadozok, rovid gyomor-béltraktussal,
vakbél nélkiil. Magas fehérje és zsirtartalmat, alacsony szénhidréat tartalmat igényelnek a
taplalékban. Macskatappal vagy specialis gorénytappal etethetok.

1.6. Torpesertés (minipig; micropig; vietnami ,,csiingéhasu” sertés)

A torpesertések tarsas (szocidlis) allatok és szigort, tekintélyelvii hierarchidban élnek.
Csoportos elhelyezésben altalaban 1-2 nap alatt harccal dontik el az erdsorrendet, amely
csaknem kozvetleniil a testmérettel all 6sszefiiggésben. Altalaban baratsigosak, okosak és
rosszul reagdlnak a nem szakszerli kezelésre. Zajos allatok. A hazi sertés betegségeire
fogékonyak, érzékenyek a szélsOséges homérsékletekre (féleg az extrém melegre, magas
péaratartalommal), porra és huzatra. Atlagos élettartamuk 10-12 év. Taplalasukra megfelelnek
a kereskedelmi sertéstapok, de az elhizas elkeriilése fontos. Atlagos testtomegiik 15-40 kg. A
tenyészérettséget 6-7 honapos korban érik el. Polidsztruszos, az ivari ciklus 18-24 nap, a
vemhességi id6 114-115 nap. Az atlagos alomnagysadg 5-8 db. Levélasztds 4-5 hetesen
torténik.

1.7. Macska

26



A macska szigorti husevo és ragadozo. Tokéletes latassal és hallassal bir, de szaglasa
gyengébb a kutyaénal. Territoridlis allatok, teriiletiikket vizeletspricceléssel és a feliiletek
feromonokkal torténé bekenésével jelolik meg (szaglasi kommunikécid). Nem szocializaltak,
de a csoportban éléshez hozzaszoktathatok. Az idedlis csoport kb.20 egyed, ami lehetdvé teszi
viszonylag stabil hierarchia kialakulasat. A macskdnak néhdny élettani jellemzOben tobb
hasonl6 tulajdonsdga van az emberrel, mint a nylUlnak vagy a ragcsaloknak, ezért széles
korben hasznaljak a viselkedési és orvosbioldgiai, kiilondsen a neuroldgiai kutatdsban. A
tenyészallatok atlagos élettartama 10-13 év. A macska nem ¢l meg mas hasevok, mint pl. a
kutya részére eldallitott taplalékon, specialis macskatapot igényel (pl. taurin sziikséglet). A
ndstény macskak szezonalisan polidsztruszosak, de kisebb hanyaduk folyamatosan parozhat.
Poligdmidban is jol szaporithatok. Az egyetlen lehetdség az ivarzés felismerésére a viselkedés
valtozasok észlelése, ami 4-6 napig tart. Az ovuldcié indukalt (a parzds valtja ki a
tliszOrepedést), a vemhességi id6 59-65 nap. Az atlagos alomszam 4-6 db, levalasztas 5-6
hetes korban torténik.

1.8. Kutya

A kutyak erésen szocializalt, baratsagos, emberszeretd allatok. Mind a fajtatarsakkal,
mind az emberrel valo szocidlis kapcsolat fontos a jo kozérzetiikhoz, ezért a szocidlis izolacid
¢s egyedi elhelyezés igen fontos stresszor. Megfelelden kialakitott csoportokban jol tarthatok.
A legidealisabb laboratoriumi kutya a beagle, de mas fajtdk és foleg keverék kutydk is
hasznalatosak. A kutya husevd, a kereskedelmi kutyatdpok megfeleléek a taplalasukhoz.
Atlagos élettartamuk 8-12 év. Az ivarérettséget 7-10 honapos korban érik el. Altaldban évente
kétszer ivarzanak (“tiizelnek™), az ivari ciklus hossza kb. 1/2 év. A vemhesség atlagos
id6tartama 63 nap. Az atlagos alomlétszadm 5-8 db. A szopdsok levalasztasa 6-7 hetes korban
torténik 2% 33

2. A kisérleti allatok elhelyezése és gondozasa
2.1. Altalanos elvek

Az allatok megfeleld elhelyezése ¢és kornyezetiilk megfeleld alakitasa nélkiilozhetetlen
az allatok joléte érdekében, a megfeleld mindségli, megbizhatd kisérleti eredményekhez,
valamint a személyzet egészségéhez és biztonsdgdhoz. Az allatok részére elegendd hely kell
ahhoz, hogy megforduljanak és a helyzetvaltoztatast megtehessék; hozza kell jutniuk az
¢lelemhez ¢€s a vizhez, elegendd tiszta alommal ellatott teriilet kell a pihenéshez, és teriilet kell
a mozgashoz is. Alkalmat kell adni az allatoknak, hogy a fajra jellemz6 viselkedésmintakat
gyakorolhassdk. Amikor lehetséges, a tarsas allatokat csoportokban kell elhelyezni és nem
egyedileg, feltéve, hogy az elhelyezés nem ellen javallt a kérdéses protokoll szempontjabodl és
nem teszi ki az allatokat sziikségtelen veszélynek. Erésen szocializalt és domesztikalt
allatoknak elény0s a pozitiv emberi kapcsolat.

2.2. Fizikai létesitmények (allathazak tipusai, berendezései)

Az allatok mikrokornyezete az Oket kozvetleniil koriilvevd fizikai kornyezet, az
elsodleges tartasi tér a maga sajatos kornyezeti tényezoivel. A makrokornyezet a masodlagos
tartasi tér (allattarto terem, 0l, stb.) fizikai kdrnyezete.

2.2.1. Az allattarté létesitmények alapveto tipusai

Alapvetden tenyészto €s kisérleti (felhasznaloi) 1étesitmények az aldbbiak lehetnek.

o Ketrec: rogzitett vagy mozgathato konténer, melyet tomor falak vesznek kortil és legalabb
az egyik oldaldn racsos vagy drothéaloval fedett, melyben egy vagy tobb allatot tartanak,
vagy szallitanak. A tenyészet siiriségének és a konténer méreteinek fiiggvényében az
allatok mozgasa viszonylag korlatozott.
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e Ol: falakkal, raccsal vagy drothaloval koriilzart teriilet, ahol egy, vagy tobb allatot
tartanak. A teriilet mérete és az allomany stirtiség fiiggvényében az allatnak altalaban tobb
mozgastere van, mint a ketrecben. Kifuto: fallal, raccsal, keritéssel vagy drothéloval
koriilzart teriilet, altalaban kéépiileten kiviil helyezkedik el, melyben a ketrecben vagy
Olban tartott allat idénként, etologiai vagy élettani sziikségleteinek megfeleléen, szabadon
mozoghat.Allattartd terem: épiileten beliili helyiség, ahol az allatokat ketrecekben vagy
olakban helyezik el tenyésztés, paroztatds vagy egy kisérlet lefolytatasa céljabol. A tartd
helyiségek tobbségét altalaban ragcsalok elhelyezésére tervezik. Gyakran nagyobb fajok
elhelyezésére is hasznaljak. Vigyédzni kell azonban, hogy Osszeférhetetlen fajokat ne
helyezzenek el egyiitt. A helyiségek falainak és padozatinak simanak, konnyen

moshatonak ¢és fertOtlenithetdnek, a padozatnak csuszasmentesnek kell lennie. Ezen

helyiségekben szennyvizelvezetd csatorndk is kivanatosak, melyek levezetéseit le kell fedni.

Minden intézkedést meg kell tenni a helyiségek rendszeres és hatékony tisztitasa és a kielégitd

higiénés szinvonal folyamatos fenntartasa érdekében. A tartd helyiségeket olyan

berendezésekkel kell ellatni, hogy sziikség esetén kisebb beavatkozasok itt is elvégezhetdek
legyenek. Kiszolgalo helyiségek a takarmany, a tiszta eszkoz és az alomanyag tarold helyiség
¢s a tisztito-fertdtlenitd helyiség. Az alomtarold helyiségnek szaraznak, ragcsalo- és
rovarmentesnek, a takarmany (allateledel) raktarnak ezen kiviil még hiivosnek is kell lennie.

Raktarhelyiséget kell berendezni a tiszta ketrecek és egyéb allattartasi eszk6zok tarolasara. A

mosd ¢€s fertdtlenitdé helyiséget megfeleldé nagysagura kell méretezni a sziikséges

berendezések elhelyezésére. A tisztitdsi folyamatot ugy kell megszervezni, hogy a tiszta és
szennyezett eszkozok teljesen kiilon legyenek, €s igy megakadalyozzuk a frissen tisztitottak
fertézodését.> ¥

2.2.2. A leggyakrabbak hasznalt fajok elhelyezése
2.2.2.1. Egér, patkany, tengerimalac, vadaszgorény

A tartdsuk altaldban kiilonb6zé méretli miianyag ketrecekben (dobozokban), racs
tetovel, altalaban faforgdcs alommal torténik. Jol szaporithatok haremben is. A
tengerimalacok, gorények tarsas allatok, jol tarthatok csoportosan vagy parban, akar alacsony
falakkal elvalasztott o6lakban (beton “kutricdkban™), almozva. Inger-gazdag kornyezetet
igényelnek, fOleg a vadaszgorények, a tengerimalacoknak sziikséges egy menedékhely
biztositasa is, ahol biztonsagosan elbujhatnak.

2.2.2.2. Nyul

A nyulak tomegesen tarthatok battérias megoldassal, automata itatokkal, de a
leggyakoribb az egyedi ketrecekben, tomoér vagy drothalés padozattal torténd tartds.
Komfortosabb elhelyezés az almozott 6lakban, kifutdéval 6sszekapcsolt csoportos elhelyezés.

2.2.2.3. Macska

A macskak egyedi ketrecekben, vagy csoportos kennelekben, ketrecekben tarthatok. A
csoportos tartasban az elfogadhato elhelyezés legfontosabb kritériuma a megfeleld szamu
buvohely és a menekiilési lehetdség biztositasa az allatok szamara. A macskalakba alom
(trtilék) talcat, a pihenéshez tagas polcokat, a maszashoz megfeleld targyakat ¢&s
koromkoptatasi alkalmatossagot kell elhelyezni. A zart helyiségekben sok, nem nyithaté ablak
legyen: a latvany, a fény (és mas sugarzo héforrasok is) nyugtatja az allatot.

2.2.2.4. Kutya, torpesertés

Elhelyezésiikre a lehetdségek széles kore all rendelkezésre: belsd- vagy kiilsé
széllashelyeken (6lakban, termekben) szabad kozlekedéssel a kifutoba, illetve teljesen zart
kornyezetben, néhany komplexitast biztositdé Ilehetdség beépitésével, esetleg egyedi

28



ketrecekben a kisérletek idejére. A kutyaknak alkalmat kell adni az aktivitasra (mozgasra)
arra, hogy bejuthassanak a kifutoba vagy atmenjek egy madsik teriiletre (nagyobb ketrecbe
vagy kiilso 6lba, kennelbe), amely nagyobb méretii helyet biztosit a mozgashoz.

2.2.2.5. Majmok (nem emberszabasi foeml4sok)

Szocialis allatok, ha hosszabb idére megfosztjak dket a tarsasagtol, akkor a depresszid
és frusztracié félreérthetetlen jeleit mutatjak (mint a kutyak, sertések). Elettanilag és
anatomiailag egy komplex, dinamikus kdrnyezetben val6 életre alkalmasak. Parban térténd
elhelyezésiik megfelelobb a csoportos elhelyezésnél.

Emelt pihendfeliletek és magasabban 1évé polcok a macskdk mellett gyakran
kivanatosak kutydk és a nem-emberszabdsu féemldsok (majmok) részére is. A macskak,
kutyak, sertések ketrecben torténd elhelyezése szigoruan korlatozott. Az igy elhelyezett
allatokat naponta legalabb egyszer ki kell engedni mozgésra (kifutd), ha ez nem ellenkezik a
kisérlet céljaival. Racsos padlozatot csak akkor lehet alkalmazni, ha az a kisérlet céljaira
sziikséges.

2.3. Eteto és itato berendezések

o Egér, patkany: etetkosar és itatopalackok szopokaval,

J Tengerimalac, nyul: utantdltds onetetd €s itatopalackok szopokaval,
J Kutya, macska, sertés: rogzitett vagy sulyos talak, talcak.**

3. Az allatok ellatasa és gondozasa

A létesitményért felelés személynek biztositania kell az dallatok rendszeres
ellendrzését, az elhelyezés feliigyeletét, és az allatorvos, vagy mas illetékes személy részérdl
torténd gondoskodast.

3.1. Takarmany, ivoviz, alom

Ma mar szinte minden faj tdpldlasa egységes (standard) takarmany-keverékkel
torténik, melyet uUn. pellet (dugd) formdba préselnek. A takarmany csomagoldsanak,
szallitasanak ¢és raktarozasdnak is meg kell felelni azon kovetelményeknek, melyek
megakadalyozzak szennyezddését, megromldsat vagy megsemmisiilését. A takarmany {6
hibdi a csiraszam emelkedés, avasodds és gombatoxinok jelenléte. A takarmany
szEétosztasanak modja nagymértékben fiigg a fajoktol, de mindenképpen olyannak kell lennie,
amit az illetd faj élettani sziikséglete megkivan (ragcsaloknak altalaban ,,ad libitum”,
huasevoknek, sertésnek adagolva). Az etet6ket gy kell kialakitani és elhelyezni, hogy a
taplalékhoz vald konnyll hozzajutdst minden allat szdmara lehetévé tegye, €s minimalis
legyen a széklettel és ivovizzel torténd szennyezddés.

Altalanossagban az allatoknak hozza kell férniiik szennyezédésmentes, tiszta
ivovizhez, az egyedi igényeiknek megfeleléen. Az altalanosan hasznalt itatdsi modszerek:
palackok, edények, automata itatd rendszerek. Itatopalackok leggyakrabban kisebb allatok
(ragesalok, nyul ), edények, valyuk altalaban nagyobb allatok ( kutya, macska, sertés ) esetén
hasznéalatosak A palackoknak &tlatsz6 anyagbdl kell késziilnilik, hogy figyelni lehessen
tartalmukat. A palackokat és az egyéb alkatrészeket szétszerelve, megfeleld idészakonként,
rendszeresen tisztitani és sterilizalni kell. Jobb a vizes palackokat alkalmanként lecserélni,
mint Gjratdlteni, a mikrobioldgiai atfertdzédés elkeriilése miatt.

Az alomanyag legyen szédraz, nedvszivd, nem poros, nem mérgezd, fert6zd
mikroorganizmusoktol, parazitaktol, férgektdl és mas szennyezddésektol mentes. Leginkabb a
nem gyantds fabol készilt puhafa gyaluforgiacs alkalmas és hasznélatos. Kiilonds
gondossaggal kell elkeriilni a fiirészpor (poros forgacs) vagy a kémiai anyaggal kezelt fabol
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késziilt forgacs alkalmazasat. Olyan mennyiségii alomanyagot kell hasznalni, amely elégséges
az allatok szarazon tartasahoz a doboz (ketrec) cserék kozotti idoben.

A létesitmény szinvonala nagymértéken fiigg a higiéniai koriillményektdl, vagyis egy
adott napirend alapjan végzett, megfeleld gyakorisaghi alomcserétdl, takaritdstol és
ferttlenitéstdl. Az allathazak minden részlegét, beleértve a kiszolgald teriileteket is,
rendszeresen takaritani, fertétleniteni kell. A tisztitas eltavolitja por és a szennyezddések nagy
részEt, a fertétlenités lecsokkenti a mikroorganizmusok elfogadhatatlan mennyiségét.

A kisérlet folyaman az 4llat teljesitményét nagymértékben befolyasolja, hogy
mennyire bizik az emberben és ezt a bizalmat fejleszteni kell. Ajanlatos ezért a gyakori
kapcsolattartds, hogy az 4llat megszokja az ember jelenlétét és tevékenységét
(adaptalas/adaptalodas). Az alkalmazottaknak kedvesnek, gyongédnek és hatarozottnak kell
lenniiik az 4llatokkal valo kapcsolat soran.**>*

4. A fizikai kornyezet legfontosabb tényezoi

4.1. Homérséklet

A termek homérsékletét folyamatosan mérni kell. Az ajanlott (optimalis) hdmérsékletek:

. Egér, patkany, tengerimalac, torpesertés, majom részére: 20—24°C

. Kutya, macska, nyul, vadaszgorény: 15-21°C.

Ujsziilott és fiatal allatok, vagy altatasbol ébredd allatok esetében magasabb hémérséklet
sziikséges.

4.2. Paratartalom (nedvesség)
A tartd helyiségekben a relativ paratartalom (RH) normalértéke 55+10%. Feltétleniil
keriilendd a 40% alatti és a 70% feletti értékek huzamosabb fenntartésa.

4.3. Levegémindség, szellozés

A szelldzés célja a friss levegd ( oxigén )biztositdsa, a szagok, karos gazok (pl.
ammonia ), por, valamint a fertéz0 anyagok szintjének minimalis szinten vald tartdsa (pl.
szlrt levegd, nyomas kiilonbség a helyiségek kozott, stb.). A rendszer csokkenti az allatok
légcseréjebdl, a vilagitds és egyéb berendezések miikddésébdl eredd talzott meleget és
nedvességet is. A helyiség levegdjét rendszeresen cserélni kell. Oranként 15-20-szor torténd
levegOcsere az optimdlis ardny. A mar hasznalt, visszaforgatott levegd alkalmazisa a
szelloztetésre keriilendd. A szelldztetd levegdt télen fiiteni, nyaron hiiteni sziikséges. A
gyakori alomcserék ¢és ketrectakaritds, a zsufoltsdg elkeriilése, az optimalisan tartott
hémérséklet és paratartalom is csokkenti a toxikus vagy blizos gazok mennyiségét a termek
levegbjében. A szellézteté rendszert ugy kell tervezni, hogy ne okozzon karos huzatot.**>*

5. A mikrobiologiai kornyezet (egészség, fertozottség, betegség)
5.1. A mikroorganizmusok, fert6zések szerepe és jelentésége (mikrobiologiai és
jarvanytani alapfogalmak)

Az éallatokat érintd korokok lehetnek 6roklodé rendellenességek, élettelen (fizikai-
kémiai) tényezdk, vagy €16 (egy- vagy tobbsejtii) €l6lények. A potencidlis kérokozok lehetnek
baktériumok, virusok, gombak, éloskdodok. A fertdzés soran egy mikroorganizmus vagy
parazita tarsult viszonyba keriil az allati szervezettel, fiiggetleniil attol, hogy okoz-e
betegséget vagy nem (tehat a fert6zottség nem egyenld a betegséggel!). A megbetegedést
okoz6 mikroorganizmusok lehetnek feltétlen (obligadt), vagy esetleges (fakultativ) korokozok.

A fert6zés, betegség kialakuldsa fligg még a korokozok faj és fajtaspecifikussagatol,
illetve fogékony szervezet jelenlététdl. Tiinetmentes (latens) fertdzottség (szubklinikai
betegség) esetén a korokozo jelen van a szervezetben, de nem mutathat6 ki, illetve nem okoz
klinikai tiineteket, ugyanakkor fertdzésveszélyt jelent. A korokozd behatoldsanak pillanatatol
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valamennyi id6 eltelik, amig a mikroba elszaporodik (lappangasi idd), majd tovabbi id6 kell a
tiinetek megjelenéséhez (vagy egyéb torténéshez, pl. ellenanyag képzddéshez). A tiinetekben
megnyilvanulo betegség kimenetele sok tényezotol fiigg, ezek alapjan lehet nem végzetes,
vagy elhullast okozo.

A kisérleti allatok fert6zodésének forrasa lehet a nem laboratoriumi célra tenyésztett,
vagy mas tenyészetbdl behozott allatok; otthoni kedvenc allatok; bioldgiai anyagok; egyéb
anyagok ¢s berendezések (pl. alom!); a személyzet (kutatd és a latogaté - a legnagyobb
mikrobiologiai veszély maga az ember!) Az intézmény jo szervezési, miikodési gyakorlata €s
az allando ellendrzés fontos a nem kivant organizmusok bejutasanak megakadalyozasara.*

A karantén (az olasz "quaranta giorni”, 40 nap kifejezésbdl) a mas helyrdl szarmazo
allatok allomanyba torténd betelepités elotti elkiilonitett tartdsara, megfigyelésére szolgal.
Célja a fertdzések tavoltartdsa. A karantén idStartamanak elegenddnek kell lenni, hogy az
éppen lappangasi idoben 1évo betegségek tiinetei kifejlédhessenek. A karantén é€s stabilizacid
idészakaban néhanyat vagy mindet meg kell valositani az kdvetkezOk koziil : diagnozis,
ellenérzé vizsgalatok, a betegségek megeldzése ¢s kezelése; az élettani és taplalkozasi
stabilizalas; a kiiltakar6 ellenérzése a kiilsé €l0skdddk miatt ( tobb zoonozis terjesztésében
szerepelnek ). Id6tartama a lappangési id0 és az allategészségligyi eldirasok alapjan kertil
meghatarozasra. Mas esetekben valtozhat, és a koriilményeknek megfelelden egy illetékes
személy, altaldban az intézmény allatorvosa hatdrozza meg. Még ha az dallatok kittind
utan akkor jo az ellatdsuk, ha egy akklimatizalodasi idOszakon (élettani, pszichés és
taplalkozasi stabilizacio) esnek at, miel6tt kisérleti felhasznalasra keriilnének.

5.2. A fertozottség hatasa a kisérleti eredményekre

Sok mikroorganizmus (még a rejtett, latens korokozok, illetve a szubklinikai
betegségek esetén is) befolyasolhatja az élettani paramétereket €s ennek kovetkeztében az
allatkisérleti eredményeket. Az nyilvanvalo, hogy a beteg allatokbdl nyert kisérleti adatok
csak maximalis fenntartassal haszndlhatok, ha egyaltalan hasznalhatok. A nem kivéanatos
korokozoktol mentes laboratoriumi allatok haszndlata fontos eldfeltétele a megbizhatd és
megismételhetd eredmények elérésének, minimalis allatlétszam felhaszndlasaval, ami egyben
Iényeges hozzajarulas az allatjoléti célokhoz is.

5.3. A kisérleti allatok mikrobioldgiai (higiéniai) minésége és besorolasa

A nem kivéanatos korokozok jelenléte és egy populacionak egy specifikus kisérletre
valo alkalmassaga csak a kisérletezés elOtti és alatti atfogd egészség monitorozas altal
hatdrozhaté meg. Az allatok mindsége leginkabb a mikrobiologiai (higiéniai) allapotuk és
azon tartasi rendszer alapjan jellemezhetd, amely biztositja a specifikus mikrobioldgiai statusz
fenntartasat.

Mikrobiologiai szempontbol a kovetkezd tartasi rendszerek kiillonboztethetok meg
(higiéniai szintek): Izolatorban tartott: az allatok sterilizalt kamraban tartottak, steril levegével
torténd szelldztetéssel, sterilizalt anyagok megfeleld bejuttatasaval, egy sor beépitett
kesztylivel. Barrier (zsilip) mogott tartott: az allatokat egy célzottan kialakitott, zsilipek
mogotti térben (helyiségben) tartjak és szaporitjak. Ezeknél az egységeknél az alkalmazottak
egy sor zsilipen at (01t6z0k), zuhanyozast kovetden, steril ruhdzatba 6ltdzve juthatnak be.
Minden eszkodz, anyag, ami bejut, ¢s a szelldztetd levegd is sterilizalt vagy fertotlenitett.
Barrier mogotti tartds megvalosithato ketrec vagy allvany szinten is, sterilizalhaté vagy mas
modon fertétlenithetd eszkdzok hasznalatdval. Konvencionalisan (hagyomanyosan) tartott: az
allatokat olyan teriileten (helyiségben) tartjak, ahol nincs semmilyen specidlis gat a korokozok
bejutdsa ellen. Ez a tartasmod nem biztositja a mikrobiologiai allapot stabilitasat, mert nem
kivant organizmusok barmikor bejuthatnak. Mikroizolacids ketrecek altalaban hasznalatosak
hogy megvédjék az allatokat az egyébként konvencionalis termekben.
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Szamos besorolds (klasszifikacio) keriilt kidolgozasra a laboratériumi allatok
mikrobiologiai mindségének meghatarozasdra. A legfontosabb higiéniai kategoridk a
kovetkezok:

. GF (germ free, mikrobamentes, csiramentes). Csaszadrmetszéssel vagy embrid
transzferrel nyert allatok, melyeket izolatorban nevelnek fel és tartanak aszeptikus
technikéakkal.

. SPF (specified pathogen free, meghatarozott korokozoktol mentes). Az allatokban
semmilyen bizonyitéka sincs (altaldban szeroldgiai, korszovettani vagy tenyésztési
vizsgalatokkal) meghatarozott korokozok jelenlétének. Egy allat akkor sorolhaté az SPF
kategoriaba, ha egy vagy sok patogén mikroorganizmustdl mentes. A kereskedelmi
forgalmazok (eldallitok, tenyésztok) kiillonbozo értelmezéseket alkottak az SPF statusz
kifejezésére, ami tehat igy nem egységes, nem egyértelmii. Minden meghatarozas alapja
az adott allatokban rendszeresen vizsgalt és ez alapjan nem kimutathat6 koérokozok sora.

. VAF (virus antibody free; virus ellenanyagtol mentes). Meghatarozott ragcsalod virusok
ellenanyagaitol mentes allatok (ragcsalok). Ezek az allatok a meghatarozottakon kiviili
virusoktdl és mas mikroorganizmusoktél valosziniileg nem mentesek.

o MD (minimal disease; kevés betegséggel terhelt). Az allatokat alacsony biztonsagi
szintli zsilip mogott tartjadk és néhany patogént6l mentesnek nyilvanitjak. A kifejezés
hasznalata 6vatossagot igényel, jelentésének pontatlansaga miatt.

o Konvenciondlis (hagyomanyos). Ezekben az dallatokban a korokozd terheltség
ismeretlen, ellendrizetlen, vagy mindketto.

5.4. Tiinetek, diagnézis, a beteg allat sorsa

A Dbetegségeket kezdetben csak altaldnos tiinetek jelzik. Ertékelheté tiinetek
jelentkezésekor sokszor mar késé az allomany megdvasa. A klinikai vizsgalat tobb fajnal (pl.
ragesalok) nehézkes. Altalanos tennivalok:

o a betegnek tling allat azonnali elkiilonitése (SPF allomanyban az allomanybol is el kell
tavolitani; itt a deklaraltan el6 nem forduld kérokozo kimutatasa is mar ,,betegség™!);

o a kornyezet fertdtlenitése;

. a betegnek tiind (beteg) allat és néhany tarsa azonnali vizsgalatra kiildése (SPF),
konvenciondlis allathazban az elkiilonitett betegek gyogykezelése, megsemmisitése,
esetleg allomany szintii kezelés (vizsgalatra kiildés itt is hasznos lehet).

5.5. Zoonézisok Allatrél emberre, illetve viszont terjedé fertézések. A kutatdsban,
oktatdsban, vagy tesztelésben hasznalt allatokhoz kapcsolodd Ilehetséges potencialis
zoonézisok listdja elég hosszu, mégis a valdsdgban a veszély nagyon kicsi, amikor a
laboratoriumi kisallatokkal foglalkozunk. Ennek tobb oka van. Eldszor is a kereskedelmi
laborallat forgalmazok (tenyésztdk) remek munkat végeznek a betegség mentes allatok
eldallitasa terén. Ugyanigy a felhasznald intézetek altalaban jo foglalkozas egészségiigyi és
biztonsagi programokat alkottak, melyek hatékony allatorvosi szlird és kezelési elemeket
tartalmaznak. A fert6z0dés veszélye nagyobb azoknal, akik nem laboratoriumi célra
tenyésztett allatokkal (kutya, macska, gazdasdgi éllatok) vagy vadallatokkal végeznek
kisérleteket. A nem emberi foemldsokkel torténd munka egy specidlis eset, mert sok
zoondzist okozd mikroorganizmust hordozhatnak. Minden ismeretlen helyrdl szarmazé
laborallatot, vagy amelyet nem fert6zés mentesitettek, zoono6zist okozé mikrobak forrasanak
kell tekinteni!**~

6. Szocialis kornyezet és egyéb kornyezeti tényezok

A szocialis kornyezet altaldban magaba foglalja az ugyanazon faj egyedei (fajtarsak)
kozotti fizikai érintkezést és kommunikaciot, de jelenti az egyedek kozotti, érintkezés nélkiili
kapcsolatot is vizudlis, hang, és szagjelek utjan.
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6.1. Teriiletigény, csoportméret

A teriiletigényt a szabalyozasok kiemelten kezelik, ezekben részletesen
meghatarozasra keriilt a minimalis teriiletigény és ketrecméret. A szocidlis allatokat parokban
vagy csoportokban kell elhelyezni és nem egyedileg, ha az nem jelent sziikségtelen
kockazatot az allatokra nézve, ha megvalosithatd és Osszeegyeztethetd a protokollal. A
csoportban tartott allatok helyigénye fligg az egyedi alapteriilet igényt6l, a viselkedéstol, az
allatok Osszeférhetdségétdl, az allatok szamatol és a tartasi céloktol.

6.2. Egyéb tényezok

Figyelembe kell venni a fajok kozotti és fajon beliili hatdsokat (hang, szag és
mikrobiologiai hatasok), a ,,szagtér”, “hangtér”, “mikrobatér” megfeleld elkiilonitése miatt
minden fajt kiilon helyiségben kell elhelyezni (pl. zajos allatokat, mint a kutya, sertés,
majmok, tadvolabb kell tartani a csendesebb allatokt6l, mint pl. ragcsalok vagy macska).

, ” , , , , , c s e e 30-32
Fontos tényezOk a fény és szinhatdsok és a biologiai ritmus.

7. Az allatok szallitasa, fogadasa

Az éllatokat mindig torvényesen kell beszerezni. A direkt kisérleti célra tenyésztett
allatok beszerzése a kivanatos, ami a leggyakrabban hasznalt emlds fajok esetében a
jogszabalyok szerint is kotelezd. Rendszerint az ilyen allatok eldallitoi (forgalmazoi)
rendszeresen tajékoztatast adnak (deklaraljak) az allomanyaik vagy egyedi allataik genetikai
¢s mikrobioldgiai statuszarol.

A szallitas olyan stressz, amely félelembdl, zajbol, hdmérsékletvaltozasbol, taplalék-és
ivovizmegvonasbol stb. tevédhet dssze, aminek kdvetkeztében sulyos eltérések mutatkoznak
az ¢lettani mutatokban. Az eltérések normalizdlédasdhoz ragesaloknak legalabb két hétre,
fejlettebb idegrendszerti allatoknak (pl. majom) legalabb két honapra van sziikségiik! Ezen
1doszak lerovidiilését szolgaljak a szallitds megtervezése, a klimatizalt allatszallitd jarmivek,
¢és az 0j helyen hasonld kornyezeti feltételek 1étrehozasa. Minden éllat szamara ajanlatos egy
hétig terjedd akklimatizacios idOszakot biztositani. A szallité feladata annak ellendrzése, hogy
a szallitand6 allat jO egészségben van-e. Nem szallithatok olyan vemhes allatok amelyek
varhatdan a szallitas kozben sziilnek. A feladonak és a szallitobnak minden ovintézkedést meg
kell tennie a csomagolasnal, berakodasnal és a szallitds soran, hogy a nem megfeleld
szell6zés, szélsdséges homérséklet, étel vagy ital hianya, a hosszu allasidé ne okozzon
szenvedést az allatnak. Az A&llatkiildeményeket azonnal at kell venni és haladéktalanul
kicsomagolni. Atvizsgalas utin az allatokat azonnal tiszta ketrecekben (6lakban) kell
elhelyezni és étellel, itallal ellatni. Minden allat szdmadra ajanlatos minimum egy hétig terjedd
akklimagzgciés idoszakot biztositani, még akkor is, ha hosszabb karanténozast nem
igényel.”™

8. A laboratériumi allatok tenyésztésének f6 iranyai
8.1. Genetikailag definialt allomanyok - beltenyésztett (inbred) torzsek

A folyamatos rokon paroztatdsok miatt az egyedek gyakorlatilag genetikailag
egyformanak tekinthetdk. Az ilyen egyedeket specialis igényli kutatasban (szerv- és daganat
atliltetés, immunologia, stb.) hasznaljak. A természetellenes tenyésztési torekvésnek negativ
hatdsai lehetnek a szaporasagban, életer6ben, ami gyakran a torzsek leromlasdhoz vezet.
Specialis beltenyésztett alloméanyok pl. a transzgén allatok.

Genetikailag nem definialt - kiiltenyésztett (outbred) allomanyok

A rokontenyésztés tudatos elkeriilése a cél. Altalaban szaporak, igy olcsobbak.
Elméletileg csak olyan vizsgalatokban lennének hasznalhatok, ahol a genetikai jellegnek nincs
hatdsa az eredményekre, de a gyakorlatban sokkal szélesebb korben hasznaljak ezeket!**
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IV. A fajdalom és a fajdalom csokkentése az allatkisérletekben (Dr. Gadl Baldzs)

A fijdalom és a gyotrelem (distressz) egyfajta bioldgiai alkalmazkodas részei a
természetben. Mérésiik nehéz, inkabb csak a normalistol eltér6 viselkedésmintakbol
kovetkeztethetlink rajuk. A gyotrelem (distressz) elzark6zo allapot, melyben az allat képtelen
teljesen alkalmazkodni a kéros ingerekhez és az altaluk okozott stresszhez. A fijdalom egy
kellemetlen érzékelés €s emocionalis élmény, kapcsolodva egy lehetséges vagy tényleges
szovetkarosodashoz.

Az elhtizodo fajdalom (betegség, sériilések, sebészeti beavatkozasok nyoman) és a
diszkomfort gyakori okai a gydtrelemnek, aminek a kdvetkezménye aggodalom és depressziod
(passzivitas, apatia) lehet.

A fajdalom felismerése és kezelése igen fontos. A fajdalomnak tobbféle negativ
kovetkezménye van (stressz vélasz), mert szdmos élettani funkcio is zavart szenved. Ilyen pl.
a késedelmes sebgydgyulds, szervfunkciok késdi helyreédllasa, immunmiikddés csdkkenése,
amitdl torzulnak a kisérleti adatok. Az allatjoléti szabalyozasoknak is kulcskérdése, hogy az
allatok fajdalma minimalis legyen, amikor csak lehetséges: “minden kisérletet ugy kell
megtervezni, hogy a kisérleti allatot megkiméljiik a sziikségtelen fajdalomtol, szenvedéstol,
gvotrelemtol”. Tehéat a fajdalmat, szenvedést mind erkdlesi, mind tudoméanyos okokbol
minimalisra kell csokkenteni!*® %37

1. A fajdalom felismerése

Bizonyitott, hogy az allatok ténylegesen érzik a fajdalmat, akar nagyon fiatal korban
is. A legfobb kiilonbség az allatok és az ember kozott, hogy az emberek verbalisan be tudnak
szamolni a kellemetlen érzékelési és érzelmi élményeikrdl. Ellenkez6 bizonyitékok hianyaban
valdsziniisithetd, hogy ami fijdalmas az embernek, az fajdalmas lesz az allatnak is. A
fajdalom mennyiségileg is meghatarozhat6, objektiv tiinetei (foleg heveny fajdalom esetén):

e  pupillatagulat,

e  pulzus- és 1égzés szdm emelkedés,
° vizelet- és bélsariirités,

e  hirtelen hangadas.

Legtobbszor azonban (féleg elhuzodo fajdalom esetén) az allatok viselkedése valtozik
meg, melynek felismerése ¢és mérése nehéz. Raadasul egyes fajokban a viselkedésmintdk
eltéroek. Ilyen magatartasmintak lehetnek pl. az aldbbiak:
pszichomotoros nyugtalansag, agresszivitas, védekezés,
visszahizddas, nyugodt hely keresése,

a mozgas jellegének megvaltozasa (pupositott hat, lassu jaras),

elnyomott testhelyzet felvétele,

étvagytalansag, fogyas

apatia, a testdpolas hidnya

e  hanghatasok.

A heveny ¢és a kronikus fajdalomra esetleg eltérd tiinetek is utalhatnak.?® *'-32 3637

2. Fajdalom-mentesités

A lehetséges megvalositasok az alabbiak lehetnek:

o Erzéstelenités (anaesthesia): a fajdalom érzékelésének, tudatosulasanak kikapcsolasa;

o Féjdalomcsillapitas (analgesia): a tajdalomérzet elnyomasa, korlatozasa, csokkentése.
Az éllatjoléti  szabalyozasok szerint “valamennyi kisérletet helyi vagy dltaldnos
érzestelenitésben kell elvégezni, kivéve:

° ha az érzéstelenités nagyobb traumdat okoz az dllatnak, mint maga a kisérlet;
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. ha az érzéstelenités nem egyeztetheté ossze a kisérlet céljaval (pl. az eredmények
torzulasa varhato ettol; fajdalomkutatas);

Ha az érzéstelenités nem lehetséges, fajdalomcsillapitokat vagy megfelelo mas modszert kell

haszndalni, hogy lehetoség szerint korlatozzuk a fajdalmat,; és amennyiben az ilyen modszer a

kiserlet céljaval osszeegyeztethetd, de az adllatnak az érzéstelenito hatasanak elmultaval

varhatéan erds fajdalmai lesznek, idében megfeleld fajdalomesillapitékat kell adni”.*®

2.1. Az érzéstelenités (anaesthesia) modszerei

2.1.1. Helyi érzéstelenités

Ha a test koriilirt, meghatarozott teriiletén atmeneti érzéstelenséget hozunk létre ugy, hogy
kozben az Ontudat megmarad. Forméi a feliiletes-, vezetéses ¢és besziliréses helyi
érzéstelenités.

2.1.2. Altalanos érzéstelenités (altatas)

Minden olyan mddszer, amikor a fajdalomérzet kikapcsolasa dntudatvesztéssel jar. Formai:

J inhalacids altatas: altatogazok alkalmazédsaval. Gyakran az daltalanos érzéstelenités
bevezetése (indukcidja) injekcios altatoszerrel torténik, és annak fenntartasat végzik
altatogazzal.

e injekcios altatds: az injekcids altatoszerek Osszetételiiktdl fiiggden kiillonbozé modon
adagolhatoak. Leggyakoribb a laboratériumi allatokon az izomba, a vénaba ¢és a
hastiregbe torténé beadasuk.

Az altatas gyogyszeres el0készitése (premedicatio) célja a nyugtatds, az altatoszer
adagjanak csokkentése, az ¢ébredési id6 csokkentése, fajdalomcsillapitds. Az altatas
(megfeleld) mélységének megitélésére hasznalhato (vizsgalhato) reflexek:

. pupillareakcio (fényre reagalas)

o szemhéjreflex (szemhéj megérintésére pislogas)

e  megfordulasi reflex (hasra akar fordulni, ha hatara fektetjiik)

o fiilkagylo reflex (fiilcsipésre fejrazas: nyul, tengerimalac!)

A mélység megitélésére a fajdalom objektiv tiineteinek birdlata is alkalmas (ld.
fentebb).

2.1.3. Az altatas elokészitése; az altatas alatti és utani teendok legfontosabb elemei

e A macska, kutya, sertés és a majom a narkézis bevezetése kdzben konnyen hany
bizonyos szerek adasakor — altatas el6tt kb. 12 oraig koplaltatni kell 6ket. Kisebb allatok
esetében 2 Oras koplaltatds elegendd, ragcsalokndl pedig nem is sziikséges. A hanyés
okozta félrenyelés elkeriilésére és a szabad l1égutak biztositasara egyébként is tanacsos
1égesbtubus alkalmazésa (intubalas), injekcids altatasnal is.

e  Altatds kozben a testhdmérséklet gyorsan csokken, kis testlieknél hamarabb. Ez az
¢lettani folyamatok csokkent miikodéséhez, elhuzodd ébredéshez vezet. Elkeriilésére
fiitélap, melegitdparna (paplan), meleg vizes palackok hasznélata sziikséges.

e  Altatas alatt az allat gondos és folyamatos monitorozésa (életjelenségek, reflexek
vizsgélata) fontos, melynek célja a folyamatos informacié nyerése az aktualis allapotrol,
igy segitségiikkel az altatdst iranyithatjuk, az eltéréseket korrigalhatjuk, a
komplikaciokat elharithatjuk. A fizikalis ¢és/vagy miiszeres uton vizsgalando
legfontosabb élettani paraméterek (életjelenségek): nyalkahartydk szine, pulzus szdm és
szivritmus, kapillaris telodés, 1€gzésszam, 1€gzési ritmus és mélység, testhomérseklet,
artérids vérnyomas, pupilla tdgassdga, fényre reagdldsa, izomténus. Az élettani
paramétereket az altatas bevezetd szakaszaban percenként, a fenntartds soran legalabb 5
percenként sziikséges meghatarozni, értékelni. A miiszeres vizsgalatokkal egyszerre
tobb életjelenség monitorozasa és az altatott allat folyamatos ellenérzése valik lehetové.
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e A mitét alatti vérveszteség poOtlasara, a vértérfogat fenntartisdra és altatds okozta
kérosan megvaltozott egyensulyi helyzetek korrigalasara az altatas alatt és utan infuzid
adésa sziikséges.

e  Altatds utan az allatot egyedileg, félhomalyos, csendes kdrnyezetben kell elhelyezni
folyamatos feliigyelettel az ébredésig. Az ébredés alatt az életjelenségek ellendrzése, a
melegités folytatdsa és/vagy a hd veszteség megakaddlyozésa (puha, hdszigeteld
anyagra fektetés, melegitoparna) sziikséges. A teljes felébredés azt az allapotot jelenti,
amikor az 4allat képes fiigglleges helyzetben tartani a testét, visszatér a normal
testhomérséklete €¢s minden élettani mutatdja normal hatarok kozott van. Inhalacios és
rovid idejii altatdsnal az ébredés rovidebb, mig injekcios illetve hosszu altatdsnal
elhuz6dobb.

. Az ébregioéglu;[;éu;‘sfontos az 1voviz nyujtasa a szokott médon, mert az allatok szomjasak
lesznek.”™ "%

2.2. Fajdalomcsillapitas (analgesia)

A fijdalomérzés teljes hianya csak az altalanos érzéstelenités soran érhetd el — a
fajdalomcsillapitd szerek alkalmazasaval nem; de a fajdalom jelentdsen csokkenthetd, igy
hatranyos kovetkezményei alig érvényesiilnek!

2.2.1. A fajdalomcsillapitas alapelvei

A fajdalom megeldzése hatasosabb, mint "gyogyitasa” (preemptiv fajdalomcsillapitas). Az
idegrendszer ingerlékenységének fokozodasa akkor csokkenthetd optimalisan, ha a
fajdalomcsillapitokat az ingerhatas el6tt, és nem annak kezdete utan adjuk. Sokkal jobb hatas
érhetd el az alkalmazhatd szerek két- vagy tobb tipusanak kombinacidjaval. Tulélési
kisérleteknél fajdalomcsillapitd protokollokat kell alkalmazni. Ezek alapja az a tény, hogy
egyes érzéstelenitészerek rendelkeznek fajdalomesillapitd hatassal, tobbségiik azonban nem!
Az idegrendszer tulérzékenységi allapota ilyenkor ugyanugy kialakul, az érzéstelenség
ellenére, ami klinikai fdjdalomhoz vezethet az ébredés utan! Ezért az dltalanos érzéstelenités
elétt meg kell fontolni, hogy milyen fajdalomcsillapitod szerekre van sziikség (1d. gyogyszeres
elokészités!). Fajdalomcesillapitoként hasznalhato gydgyszercsoportok:

Opioidok;

Helyi érzéstelenitdk;

Nem-szteroid gyulladdscsokkentdk;

Alfa-2 adrenoceptor agonistak;

Disszociativ szerek.

Egyes gyogyszercsoportok ezek koziil, egymassal vagy mas altaldnos érzéstelenitd szerekkel

. , . - . - . w1z 1oz 1y 30,
kombindlva, az éltalanos érzéstelenség elérésére alkalmasak (1d. gyodgyszeres elOkészités!).
31,32, 36,37
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V. Az invaziv beavatkozasok alapelvei (Dr. Gadl Balazs)

1. Az allatok kezelése és rogzitése

A megfeleld kézbevételi és rogzitési technikak csokkentik a stresszt mind az allatokra,
mind a kutatora nézve. A rogzitési stressz a kisérleti eredmények torzuldsat eredményezheti,
¢s mindig minimalizalni kell, amikor csak lehetséges. Helytelen megfogéaskor az allatok
sériilést okozhatnak maguknak és az embereknek is. Ha a kisérlet az allatok jelentos
rogzitésével jar, ajanlatos Oket ehhez hozzészoktatni. A rogzités alapelve a kiméletesség ¢€s a
hatarozottsag! A gydgyszeres rogzités (nyugtatok) megfontolandé minden elhuzodo, vagy
fajdalmasnak igérkez6 rogzités esetén.

Egér, patkany

A farok megfogasa a faroktd kozelében alkalmas a felemeléshez és athelyezéshez.
Kisebb beavatkozashoz (pl. injekcid beadasa) a tarko és hat laza borét egyik kézzel szorosan
meg kell ragadni. Patkanynal lehetséges a test atfogasa és a hiivelykujjal az 4all alatti rogzités.
Mindkét esetben a szabad kézzel — sziikség esetén - a hatulso labakat rogzithetjiik vagy a
hatulso testfelet alatdmaszthatjuk.

Horcsog
Mivel megfoghato farka nincs, a patkdnyhoz hasonld modon kézbe vehetd a test
atfogéasaval, vagy szorosan meg kell ragadni a laza hatbdérénél fogva.

Tengerimalac
Egyik kézzel a testét korbefogva felemelhetd, mig a masik kézzel a hatulso labak
(testfél) ala nytlva a testet alatdmasztjuk, illetve rogzitjiik.

Nyul

Felemeléshez a laza hatbort kell megragadni az egyik kézzel, a masikkal pedig a hatso
testfél emelését kell segiteni a hatulsd labak Osszefogdsa utan. A nyul sériilést okozhat erds
hatulso labainak rigasaval, éles karmaival! Szallitashoz a testet az egyik alkarral aldtdmasztva
testiinkh6z szoritva rogzithetjiik, ugy hogy a feje a konydkiink alatt van. Tilos a fiilénél fogva
felemelni!

Vadaszgorény

Joindulat allat a test lapockdk kornyéki atolelésével felemelhetd. Harapos vagy tal
aktiv allat esetén felemeléshez, illetve beavatkozashoz a tarkobdr szoros megragadasa
sziikséges.

Macska

Gyakran elég kooperativak ahhoz, hogy rogzithessiikk egy asztalon, a nyak ¢&s
csipdtajék laza bdrének Osszefogasaval, vagy a test és a fej atfogasaval. A nem agressziv
macska szallithat6 a kutydhoz hasonloan a test ald nyuléssal, testiinkhoz olelve. Ingerlékeny
macskat egy vastag takardba lehet tekerni, ahonnan sziikség esetén a labai Gvatosan
eléhuzhatok a beavatkozashoz. Specidlis szajkosar (maszk) is hasznalhaté a harapas
megakadalyozasara; injekci6 beadasahoz alkalmazhato a betolhat6 falu kezeld ketrec.

Kutya

A kutya felemelésének modszere a testméretétdl fiiggden valtozik. Alaplépése, hogy
az allat nyakborét az egyik kézzel megragadjuk, mig masik karunkat a teste koré fonva
(atolelve) az ald nyulunk, Ggy hogy ez a keziink a mellkast tamasztja ald. A rogzités
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oldalfekvésben vagy 1l6 helyzetben torténhet injekcido beavatkozashoz vagy kisebb
beavatkozdshoz. Agressziv kutydkndl sziikség lehet szajkosar haszndlatira vagy a szdj
bekotésére gézesikkal. A kutyakkal valo munkahoz poraz hasznalata ajanlott.

Sertés

A sertések altaldban bardtsagosak de rosszul reagdlnak a nem szakszerli kezelésre.
Kezelésiik és rogzitésiik sikere nagyban fiigg a huméanus moédon végzett beavatkozasoktol.
Megkozelitéskor meg kell bizonyosodni arrdl, hogy észleli a jelenlétiinket (hangadés!). Ha
jjedtiikben '"nekiindulnak", sériiléseket okozhatnak maguknak ¢és az embernek is.
Alaprogzitésiik legegyszeriibb modja a taplalék nytjtasa. A kisebbek konnyen felemelhetdk a
testiik megfogasaval (alanyulas), labaikat logva hagyva. A nagyobbak a mellsd labak el6tt €s
a has alatt, ald nyulva emelhetdk fel. Mozgatashoz jol alkalmazhat6 egy kisebb tabla, melyet
oldalukhoz nyomva konnyen iranyithatok. Kisérleti rogzitéshez kiilonbozé hevederek
alkalmazhatok.

Majmok (nem emberszabasi foemlosok)

Veszélyesek lehetnek. Gyogyszeres (kémiai) immobilizacio gyakran hasznalatos.
Gyakori vérvételhez vagy gyogyszerbeadashoz rogzitd rendszerek hasznalatosak. Injekcid
beadéashoz bizalmatlan allat esetében beszorito ketrec vehetd igénybe.

A kutydk és majmok, pozitiv megerdsitéseken keresztiill konnyen megtanithatok,
képezhetdk, hogy eltiirjék a rutin beavatkozasokat, mint az izomba adott vagy vénas injekcio,
a vérvétel, a szdjon at torténd beadas, €s legyenek kooperativak. Az ilyen képzés segit
csokkenteni ezen beavatkozadsok soran fellépd stresszt, és nincs sziikség erdszakos
rogzitésre! 3% 38

2. Anyagok bejuttatasanak modjai a szervezetbe

A kiilonboz6 anyagok (tablettak, folyadékok, injekcios készitmények, stb.) beaddsakor

tobbféle alkalmazasi mod koziil valaszthatunk, amely elsdsorban az illetd anyag természetétol

(0sszetételétol), az allat jellemzditdl és az adagolas céljatol fligg.

o Enteralis adagolds (emésztocsébe juttatas): szajon at, gyomorszondan (kaniilon),
végbélen, vékonybél szondan.

o Parenteralis adagolas (az emésztdcso kikeriilésével torténd bejuttatas): dontéen injekcios
adagolas borbe, bor ald, izomba, vénaba, artéridba, hasiiregbe, gerinccsatornaba,
orriiregbe, légcsObe. A beadasra haszndlhatdé véndk (esetenként mas véndk is)
alkalmasak vérvételre. A hasiiregbe torténd adagolds ragcsalokon az egyik
leggyakrabban hasznélt modszer.

J Kiilonleges eljarasok: vértranszfzio, transzplantacio (pl. embridtranszfer, boratiiltetés),
implantacio.** **

3. Az invaziv beavatkozasok (injekcidzas, vérvétel, miitétek) alapvetd kovetelményei

1. Fajdalommentesség

Ha a fajdalom elkeriilhetd, akkor a fajdalommentesség egyben kotelesség! A fajdalomokozast
nem lehet az allatnak megmagyarazni. Aggodalom, veszélyérzet, szenvedés kiséri az invaziv
beavatkozdsokat, ezért a jutalmazas, dicséret fontos minden rendszeresen ismételt

beavatkozas utan (ld. korabban is!)

2. Az aszepszis betartasa
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Kotelezd — egyrészt azért, hogy a vizsgalati mintak ne fertdzddjenek, és azért is, hogy az allat
ne fert6z6djon (még akkor is, ha a beavatkozast kovetden esetleg életét veszti). Alapvetd
elemei:

Az éllat tomegét még az anyagok beadasa vagy altatds elétt meg kell mérni.

A hasznalt miiszereket sterilizalni kell (hd, gaz, vagy “hideg” sterilezés).
Kézfertdtlenités sziikséges; miitétek elott sebészi bemosakodas €s az altalanos sebészeti
gyakorlatnak megfeleld bedltozés (kopeny, sapka, maszk, kesztyi).

A mitéti (behatolasi) teriilet el6készitése: tisztitds utdn borotvalas, de legalabb
szOrnyirds, majd a teriilet fertOtlenitése. A mutéti teriiletet steril kenddkkel vagy
mianyag folidval izolalni kell (részletesen ld. a mitéttani gyakorlatban).

4. Miitéti beavatkozasok utani (posztoperativ) tennivalok

A sebek védelme miianyag gallérral és/vagy kotéssel (esetleg mas modon).

A sebek ellendrzését és kezelését (fertdtlenités, kotéscsere) naponta el kell végezni.

Az alapvetd biologiai funkcidkat (étvagy, vizelet- és székletiirités) rendszeresen,
naponta ellendrizni kell, mert ezek az altalanos allapot indikatorai.

A varratszedés a 10-14. napon torténhet.

A fajdalmakat a beavatkozas utan is csokkenteni kell (fajdalomesillapitokkal).?® 3! 32
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VI. Euthanasia, a kisérleti allatok kiméletes elpusztitasa (Dr. Gadl Baldzs)

A kisérleti allatok szenvedésmentes elpusztitasat el kell végezni a torvények altal eldirt
esetekben; és el lehet végezni szervek, szovetek nyerése érdekében, vagy a kisérlet altal
okozott morfologiai elvaltozasok megismerése cé€ljabol. A jogszabalyi rendelkezések
allatjoléti okokbol a kisérleti allatok sorsaval kapcsolatba ugy rendelkeznek, hogy ,.a kisérlet
vegen el kell donteni, hogy életben tarthato-e az adllat, vagy pedig valamilye humanus
modszerrel el kell pusztitani, attol fiiggéen, hogy az egészséget vissza tudja ugyan minden
egyeb tekintetben dllitani, de életét nagy valosziniiséggel tartos fajdalom vagy gyétrelem

kizepette tudja csak leélni”.*

1. Alapveto kovetelmények

e A haldlnak szenvedésmentesen (huménusan) kell bekovetkeznie;

J Megbizhat6, hatasos, gazdasagos, konnyen kivitelezhetd legyen;

J Lehetdleg kézkontaktusban, boditott allapotban (ha a vizsgalatot, kisérletet nem zavarja)
kell elvégezni, azért, hogy az aggddas minimalis legyen,;

e Az ecuthanasiat mindig a tobbi allattol elkiilonitett helyiségben, elszigetelten kell
végrehajtani (a latvany, hang- és szaghatdsok az élettani paraméterek valtozasat,
torzulasat eredményezhetik!).

2. Alapveté modszerek

2.1. Farmako-kémiai eljarasok

o altalanos érzéstelenitd szerek tuladagolasa (foleg pentobarbital)

o  belélegeztetés (altatogazok vagy CO,) Altalanos érzéstelenité szerek és altatégazok
hasznalata megfelel a legtobb faj (sertés, kutya, macska, ragcsalok, nyul, madarak ¢és
majmok) esetén. A szén-dioxid bel¢legeztetés elvileg barmely faj részére alkalmas
modszer, de a gyakorlatban az 500g alatti ragcsalokra és emldsokre korlatozodik a
hasznalata.

2.2. Mechanikai — fizikai modszerek

o lefejezés (dekapitalas) — kisebb allatokon olldval, nyaktiloval

e  nyakcsigolya kiizesités (diszlokacid) — ragesalok, kutya és macskakolykok (gyors és
gyakorlott végrehajtasa fajjdalommentes!)

. szogbelovés (pisztoly)

. elvéreztetés (nagyallatok), ezen modszerek eldtt nyugtatds vagy altatas alkalmazasa
ajanlott.

3. Nem javasolt eljarasok

Fagyasztas, vizbefojtas, éter, kloroform, sztrichnin, magnézium-szulfat, izombénitok, sth.303%
39
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VII. Kisérletek tervezése, értékelése, adatok feldolgozasa (Dr. Kaszaki Jozsef)

E fejezet célja, hogy a gyakorlatban alkalmazhatd attekintést adjon egy kisérlet részleteirdl, a
tervezésrol, kivitelezésrdl és a kisérleti adatok értékelésérdl. Az dtlettdl a megvalositasig, illetve
az eredmény birtokaban a kovetkeztetés levonasaig az alabbi témakoroket érintjiik: az irodalom
attekintése; a kisérleti hipotézis feldllitasa; a kisérlet megtervezése, kisérleti modellek,
modszerek, protokollok, a kontroll csoport; a kisérlet kivitelezése; a mérési adatok értékelése,
statisztikai analizis; a konkluzid, valasz a feltett kérdésre, a hipotézis igazolésa.

1. Az irodalom attekintése

A kisérlet tervezése a szakirodalom attekintésével kezdddik. Fontos, hogy
megismerkedjiink a kutatasi téma hatterével. Frissitsiik fel a korabban tanult és a témaval
kapcsolatos alapismereteinket, olvassunk minél tobbet és probaljuk megérteni a kozolt adatok és
elméletek kozott talalhato Osszefliggéseket. Mindehhez ma mar nem sziikséges bekoltdzni a
konyvtarba - az Internet segitségével szamos nemzetkdzi folyoirat és adatbazis elérhetd. Az
egyik leghasznosabb és jo keresd feliilettel rendelkezd rendszer a PUBMED (a honlap
elérhetdsége:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi).  Kereshetiink  kulcsszavak,
szokombinacidk alapjan, a szerz6 neve vagy a folyoirat adatait megadva. A keresés
eredményeképpen kapott kozlemények kivonatat elolvashatjuk, majd szerencsés esetben (ha a
folyoirat hozzaférése ingyenes) az Adobe Acrobat Reader program segitségével a kozlemények
PDF file formatumban letdlthetok (az esetek egy részében a teljes cikk letdltéséhez csak a
megfeleld eléfizetés €s jelszavak ismerete utdn juthatunk hozza). Tandcs: inkabb olvass egy hétig
és kiserletezz egy napot, mint forditva!

2. A hipotézis felallitasa

A témaval az 1. fejezet részletesen foglalkozott, ezért itt csak roviden Osszefoglaljuk a
folyamat 1ényegét. Az 0sszegylijtott ismeretanyag alapjan, annak ismeretlen, eddig nem tisztazott
részleteire, fehér foltjaira épitve fogalmazzuk meg a kérdésiinket, amire kisérleti uton szeretnénk
valaszt kapni. Ha a vizsgalandd jelenség altalunk feltételezett folyamatat vazoljuk, kisérleti
hipotézist alkotunk. Az elméleti alapok adottak, a folyamat bizonyos részletei lehetnek ismertek,
de a folyamat mélyebb részleteit €s 0sszefliggéseit bizonyitani szeretnénk. Ha a kérdést jol tettiik
fel, hipotézisiink helytallo, a kisérleti tervezés és kivitelezés korrekt volt, akkor a kisérlet mérési
eredményeinek analizise valaszt fog adni a feltett kérdésre.

3. A kisérlet megtervezése

Egy kisérlet részletes megtervezése a kisérleti modell és objektum kivéalasztasat, a
(vizsgalo) modszerek feltételeinek megteremtését, ami egyben a kisérleti elrendezés (setup) és
protokoll tervezését, valamint a kisérleti csoportok éatgondoldsat igényli. Az utdbbi esetében
kiemelt figyelmet kell forditani a kontroll csoportra vagy csoportokra.

3.1. A kisérleti modellek f6 tipusai

A Kkisérlet tervezésének meghatarozd pontja, hogy milyen kisérleti modellt valasztunk,
illetve milyen modell alkalmas az elképzelések megvalositashoz. Kérdés, hogy sejt, szovet,
szerv, szervrendszer, vagy az ¢€l6lény szintjén kivanunk-e vizsgéalatokat végezni. Ezek alapjan in
vitro (ex vivo) ¢€s in vivo kisérleti modellek koziil valaszthatunk, ez a csoportositas elso
kozelitésben az egyszerlibbtél a bonyolultabb, Osszetettebb ¢letjelenségek vizsgalatat teszi
lehetévé. Ez azonban nem azt jelenti, hogy az in vitro kisérlet kivitelezése egyszerii lenne, sot a
megvalositds a mesterséges kozeg miatt sok esetben igen koltséges, és nagy anyag- és miiszer
igénnyel jar.
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In vitro: Mesterséges kozegben fenntartott sejt, vagy szovet €letjelenségeinek, mitkodésének
vizsgalatat jelenti. Elsdsorban sejt és szovet kultardk tartoznak ebbe a tipusba (részletesen a XI.
fejezet foglalkozik a témaval). Az €16 szervezetbdl kiemelt, abbol eltavolitott (ex vivo) szovet,
szerv, vagy szervrendszer ¢életjelenségeinek vizsgalata. A vitalis miikodés fenntartdsara specialis
mesterséges kdzeget biztositunk, amely Osszetétele, fizikai és kémiai paraméterei kdzel azonosak
a testnedvek (pl. vér) tulajdonsagaival;

In vivo: Eber vagy altatott él6lény életjelenségeinek, normalis vagy koros miikodésének
megfigyelése és vizsgalata.

3.2. A kisérlet ,,targya”

A valasztott modell alapjan kisérletiink ,,targya” (objektuma) lehet egyetlen sejt, de
megfigyeléseket, méréseket végezhetiink in vivo koriilmények kozott is. Az in vivo modellen
beliil tovabbi lehetdéség az un. ,kis allat” (pl. ragcsald) és a ,,nagy allat” (pl. kutya, sertés)
modell. Ezek elényeit és hatranyait az aldbbiakban foglaljuk dssze:

3.2.1. 7Kis allat” modellek

Elénye hogy a kisérletek nagyobb esetszamban végezhetdk, mivel egyszerre tobb kisérlet
is futhat parhuzamosan. A rovid tenyészidd a fejlédéssel Osszefiiggd, vagy adott életkorban
kialakul6 folyamatok vizsgalatat is lehetové teszi. Kiemelten fontos jelentdsége lehet a genetikai
specialitasoknak (transzgenikus, vagy knock out egér torzsek), amelyek révén molekularis
biologiai és cellularis folyamatok kiilon farmakologiai kezelések nélkiil vizsgalhatok.
Osszességében ezek a modellek molekularis bioldgiai, biokémiai vizsgalatok céljaira sokkal
elénydsebbek, mint a nagy allat modell. Hatranyuk lehet a korlatozott (vagy nagyon koltséges)
instrumentacid (pl. hemodinamikai mérések csak korlatozottan végezhetdk), masrészt bizonyos
esetekben a kapott adatok nem adaptalhaték a human viszonyokra.

3.2.2. ”Nagy allat” modellek

Az elonyok kozott kell emliteniink mindazt, ami a rdgesalé modellek hatranya, vagyis a
sz€leskorli instrumentacios lehetoségeket és a nagyobb human kompatibilitast. Hatranyuk a
kisebb esetszamu kisérleti lehetdség és a hosszl tenyészidd, ami gyakorlatilag kizarja a genetikai
vizsgalatokat.

3.3. A metodikak

A vizsgdlomodszerek a tudomanyteriiletek szerint csoportosithatok (morfoldgiai,
biokémiai, fizioldgiai, farmakologiai, genetikai, etc. mddszerek), ezeket lehetdségeink és a
kisérlet célja szerint alkalmazhatjuk. A terjedelmi korldtok miatt e fejezet természetesen csak
bizonyos alapvetd metodikakat 0sszegezhet.

3.3.1. Altatas/anaesthesia (részletesen lasd a IV. fejezetben)

3.3.2. Légzésbiztositas

A szabad, atjarhat6 1égutak biztositasa minden altatott allatkisérlet alapfeltétele. Maga az
altatds, vagy a természetestol eltérd testhelyzet (hati fektetés) elégtelen gazcserét eredményezhet,
amely a légzés 4altal meghatarozott életjelenségek befolyasolasaval azonnal tévitra viheti
kisérletlinket. A 1€égzésbiztositas torténhet a 1égcsd szajon at torténd intubalasaval, azaz a 1égzést
biztositd, megfeleld méretli csd bevezetésével. Ragesalok estében gyakoribb a trachea sebészi
uton torténd megnyitasaval kivitelezett intubalas. A 1égzésvizsgaldé modszereket a X. fejezet
targyalja részletesebben.

3.3.3. Sebészi technikak, instrumentacio
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E beavatkozasok célja, hogy sebészi tton feltarjuk, azaz a megfigyelés szamara lathatova
tegylik a vizsgalando teriiletet (pl. hasiireg, mellkas), vagy a fiziologiai, biokémiai paraméterek
monitorozasara szolgaldé érzékeld, jelatalakitd ¢és tovabbitd eszkozoket (szenzorok,
transzducerek, katéterek) a vizsgalando szerv/szerv rendszer teriiletére beiiltessiik.

3.3.4. Eletjelenségek vizsgalé médszerei

A fiziologiai paraméterek monitorozasara €rzékeld, jelatalakito, jeltovabbitd eszkdzoket
alkalmazunk, amelyeket megfelelé6 méromiiszerrel, illetve adatgyiijté-jelanalizald szamitogéppel
kapcsolunk 6ssze. A legfontosabb fizioldgiai paraméter a vérnyomas, amelynek monitorozasa a
keringési allapot megismerésének egyik alapfeltétele. Mérése kdzvetlen (invaziv) vagy kozvetett
(nem-invaziv) moédon torténhet. A vérkeringés vizsgald modszereit az VIII. fejezet, a
mikrokeringést vizsgalé modszereket a [X. fejezet targyalja részletesen.

3.3.5. Biologiai mintak analizise

A mintavétel technikdja és mddszere sarkalatos pontja a biologiai mintdk analizisének,
amely torténhet azonnal, vagy a minta bizonyos idejli tarolasat a kdvetden. Biokémiai
meghatarozas esetében altalaban 1ényeges a minta hiitése. A hiités céljara hasznalt kdzeg lehet
olvado jég (0-4 °C), szénsavho (-70 °C), vagy folyékony nitrogén (-180 °C). A mintavételi és a
tarolasi hémérséklet szempontjabol lényeges, hogy a mintadt milyen biokémiai meghatarozas
céljara vettiik, pl. enzimaktivitds mérése esetén elényds a -70 °C alatti tarolds, de ez a tarolasi
hémérséklet mar karosithatja a mintdk RNS tartalmanak meghatarozasat. Bioldgiai mintavétel
torténhet testnedvekbdl (vér, nyirok, liquor, vizelet), illetve szovetbdl (biopszia). Vérmintakbol
meghatarozhatjuk:
. a sejtes komponensek szamat (vordsvértest, leukocyta. vérlemezke),
° plazma Osszetevoket, metabolitokat (vércukor, laktat, piruvat szintek, ion dsszetétel, stb.),
. rheolodgiai (aramlastani) paramétereket (siillyedés, hematokrit, viszkozités),
o vérgaz analizis (vér pH; pCO,, pO,, oxigén szaturacio, stb.),
Szdveti mintavételbol (biopsziakbol):
. biokémiai, molekuléris biologiai meghatarozasok;
. szovettani modszerek alkalmazésa (hisztokémia, stb.).

3.4. A kisérleti elrendezés (setup)

A sziikséges méromiiszerek és metodikak hasznalatdnak elsajatitasat kovetden allithatjuk
Ossze kisérleti elrendezésiinket. A kisérleti elrendezés (setup) az alkalmazott mddszerek ¢€s a
méréseket végzd miiszerek Osszerendezett gylijteménye. Magéban foglalja a sziikséges sebészi
instrumentacidt, a kisérleti allapot fenntartdsdhoz sziikséges eszkozoket (altatogép, respirator,
infuziés pumpa), a vitdlis jelek monitorozdsdhoz sziikséges eszkozoket, valamint a
mintavételekbol torténd biokémiai, szovettani modszereket. Az 6. abra egy altatott patkdnyon
torténd vérkeringés monitorozas elrendezését szemlélteti.
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mesenterica superior-on
6. abra Mesenterialis keringési vizsgalat kisérleti elrendezése patkdny modellben

3.5. A kontroll és a kisérleti csoportok

A kisérlet egyik legfontosabb pontja a megfeleld kontroll megtervezése. Lényeges
kérdés, hogy mit tekintlink kontrollnak, illetve mit viszonyitunk mihez. A kontrollnak alapvetden
azt az allapotot kell tiikroznie, amelyhez képest egy beavatkozas kovetkeztében fellépd valtozas
mértéke meghatarozhatd. A kontroll lehet egy folyamat kiindulési kezdeti szakasza, azaz normal
koriilmények kozott, a tervezett beavatkozas elott mért érték, vagyis alapvonal (baseline). Ez
esetben onkontrollos kisérletrdl beszélink. Az Onkontroll azonban szdmos esetben nem
elegendd, foéleg akkor, ha a vizsgalt folyamat hosszii €és szamos tényezd (pl. altatas)
befolyasolhatja a hosszasan vizsgalando allapotot. Ezért a hosszabb id6tartamu vizsgalatok
esetében 0nalldé kontroll csoportra van szikség. Ekkor a korrekt Osszehasonlitds céljabol
pontosan ugyanolyan ideig ¢és modon kell a beavatkozas nélkiili (kontroll) folyamatot
vizsgalnunk, mint azt, amelyben a vizsgalando6 folyamatot (pl. koros allapotot) 1étrehoztuk.

Nemcsak egy korallapotban bekdvetkezd valtozasokat, hanem a korallapotot befolyasolo
kezelés hatasat, hatékonysagat is vizsgalhatjuk. Ez esetben célszerii a kezelés hatasat egy negativ
¢s egy pozitiv kontroll csoport adataihoz hasonlitani. A negativ kontroll fogalma megegyezik a
fentiekben vazolt kontroll csoport jellemzdivel. Olyan allapot, amelyben a vizsgalt paraméterek
valtozadsa minimalis. A pozitiv kontrollal az a célunk, hogy olyan allapotot hozzunk Iétre,
amelyben a vizsgalt paraméterek maximalis mértékli valtozasat idézziik eld. Tulajdonképpen az
a csoport, amelyben magit a beavatkozast létrehozzuk, egyuttal pozitiv kontrollként is
funkcionalhat a beavatkozas hatasat befolyasol6 kezeléssel szemben. A 7. abra ezt az allapotot
szemlélteti. Egy kisérletben mesterséges mellhartyagyulladast (pleuritist) hoztunk létre, és a
korallapot jellemzésére meghataroztuk a melliiregb6l kimoshatd, a gyulladds folyamatdban
fontos szerepet jatszo fehérvérsejtek szamat. A kontroll csoportban is elvégeztiik a sebészi
beavatkozast, de a gyulladéaskelté anyag helyett annak olddszerével (fizioldgias s6 oldattal)
kezeltiik Oket. Ezt a csoportot tekintjiik negativ kontrollnak. Pozitiv kontrollnak tekintjiik a
korallapotban szenvedd egerek csoportjat, amelyben gyulladaskeltd anyag beadaséaval kisérletes
pleuritist okozunk. A harmadik csoportunk gyogyszeres (pl. acetilszalicilsav; ASA) kezelést
kapott, amely csoport adatait az el6z0 két kontroll csoport adataival vetjiikk Gssze, a kezelés
hatékonysaganak megallapitasa céljabol.
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7. abra Negativ és pozitiv kontroll, valamint kezelt csoport adatainak szemléltetése 'hox-

whisker’ diagramon (magyarazatot lasd a szovegben).

Az ¢el6z0 példa alapjan Osszegezhetjiik, hogy egy kisérlet tervezésénél (annak idétartamatol
fiiggetleniil) milyen kisérleti csoportokra lehet sziikség. Az un. almiitott, vagyis intervencio-
mentes, negativ kontroll csoport mellett az intervencionak kitett csoport egyuttal a pozitiv
kontroll szerepét is betolti. A kisérletesen Ilétrehozott korfolyamatot befolyasolhatjuk
elokezeléssel (befolyasold hatds inditasa az intervencid el6tt), illetve kezeléssel, azaz a
beavatkozéas alatt elkezdett terapidval. Ennek megfeleléen ’eldkezelt’ és ’kezelt’ kisérleti
csoportokrol beszélhetiink.

3.6. A Kkisérleti protokoll

A kisérleti protokoll alapja, hogy a kisérlet egymast kdvetd szakaszai elére meghatarozott
idérendben kovetik egymast. A kisérleti periodusok altalaban a kontroll, az intervencié (sebészi,
korélettani, farmakoldgiai) és az intervencid kovetkezményeinek a megfigyelése, amely
kiegésziilhet egy eldkezelési, illetve egy beavatkozas alatt/utan végzett kezelési periodussal.
Fontos, hogy a kisérlet valamennyi csoportjdban ugyanazokat az eldre eltervezett, szigort
idérendnek megfeleld6 méréseket, illetve mintavételezést kell elvégezni a pontos
Osszehasonlithatosag érdekében.

A kisérleti protokoll tervezésénél két (részben ellentétes) szempontot érdemes figyelembe
venni a mérések/mintavételezés szdmat illetden. Az egyik szempont, hogy elegendé szamu
mérést végezziink ahhoz, hogy a vizsgalt folyamatot megfelelden feltérképezziik. Ez kiilonosen
hosszt kisérlet esetében lényeges. A masik szempont a mintavételezések szamat illetéen az,
hogy mar a tervezéskor vegyiik figyelembe a kisérlet értékelését jelentd statisztikai analizis
igényeit. Ugyanis ha lényegtelen mérési adatokkal stiritjik a kisérleti protokollt, az
megnehezitheti a statisztikai kiértékelést, mivel a megfigyelt valtozas elveszhet a Iényegtelen
adatok tengerében. Ennek elkeriilése céljabol érdemes attekinteniink, hogy milyen kisérleti
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protokoll tipusokat alkalmazhatunk, amelyek egyuttal alapjat képezik a késobbi statisztikai
analizisnek is.

3.6.1. Két mérés osszehasonlitisa (“elott — utan” tipus)

A legegyszeriibb eset, amikor minddssze két mérést végiink ugyanazon az egyeden, a
beavatkozas eldtt és utan (8. abra). A statisztika analizis szempontjabdl a két mérés egymdstol
fiiggo mérésnek tekinthetd, mivel a mérések ugyanazon az egyeden torténtek.

ml/min/kg Szivindex
180

—O— Atlag+-SD
—O— Median; 25%; 75%

160
140
120

100 -

80

*

1dé (6ra)

8. abra Két, egymastol fliggd mérés dsszehasonlitasa egy beavatkozas eldtt és utan

3.6.2. Két csoport o6sszehasonlitasa egy mintavétel alapjan

Két kisérleti csoportunk van, amelyekben csak egy-egy mérés/mintavétel torténik,
ugyanabban az idépontban. Igy a két csoport egy-egy, azonos iddpillanatbeli eltérését
hasonlithatjuk 6ssze (kontroll — kezelt csoportok esete; 9. dbra). A statisztika szempontjabol a
mérések egymastol fiiggetlenek, mivel két kiilonb6zoé populacio adatait hasonlitjuk dssze.
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9. abra Két, egymastol fliiggetlen csoport dsszehasonlitasa

3.6.3. Kettonél tobb csoport 6sszehasonlitiasa egy mintavétel alapjan

Az eldbb emlitett (3.5. pont) pleuritis kisérlet tipikus példaja a ketténél tobb csoport
Osszehasonlitdsanak, ahol negativ kontroll, pozitiv kontroll (indukalt kérallapot) és a kezeléssel
befolyasolt koérdllapotu csoportokat hasonlitottuk 6ssze (7. abra). A statisztika szempontjabol a
mérések egymastol fiiggetlenek, mivel tobb, kiilonb6zo populacié adatait hasonlitjuk dssze.

3.6.4. Tobbszor ismételt mérések a populacio egy csoportjaban

Ezt a kisérleti protokoll tipust akkor alkalmazzuk, ha egy folyamat idofiiggését
vizsgaljuk. Minimum 3 mérés/mintavétel esetén érvényes, ahol a vizsgalt paraméter valtozasat a
kezdeti kontroll alapvonal (baseline) értékéhez hasonlitjuk (10. abra). A statisztikai analizis
szempontjabol a mérések egymadstol fiiggé mérésnek tekinthetd, mivel a mérések ugyanazon az
egyeden torténtek.

Ida v] [ 90 150 240 {perc)
Veéerzéses shock -
Kaontrall Ujraélesztés
|

i

10. abra Tobbszor ismételt, egymastdl fliiggd mérések protokoll tipusa egy csoporton beliil
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3.6.5. Tobbszor ismételt mérések kettonél tobb csoport esetén

Az el6z6h6z hasonld, de kettdnél tobb csoport esetére érvényes protokoll tipus, ahol
szintén egy folyamat idofliggését vizsgaljuk, természetesen kettonél tobb, ismételt
mérést/mintavételezést végezve (11. abra). Ez esetben az adatok 6sszehasonlitdsa két szempont
szerint torténhet. A statisztika analizis szempontjabol a mérések egymastol fiiggé mérésnek
tekinthetdk egy csoporton beliil, ahol a vizsgalt paraméterek valtozasat a kontroll alapvonal
(baseline) értékéhez hasonlitjuk. A masik szempont a csoportok kozotti 6sszehasonlitds, amely
esetben minden egyes vizsgalt idopontban a kapott adatokat egymastdl fiiggetlennek tekintjiik.

Ida 0 G0 a0 150 240 {perc)

Yerzeses shock — =
Kaontroll jraélesztés A

i

Ida 0 o &0 a0 150 240 {perc)
werzéses shock -

L Ljraéles ztés B

Ida @ 60 20 150 240 (perc)

varzeses shock =
CLLE e Ujraélesztés C

|

11. abra Tobbszor ismételt mérések dsszehasonlitasa kettonél tobb csoport esetén

4. A kisérlet Kivitelezése

Egy in vivo kisérlet igen sok tiirelmet és kitartdst igényel, mivel szamos dologra kell

egyszerre figyelmet forditanunk. Nemcsak a mérések pontos kivitelezésére, hanem a
koriilmények standardizalasara, ezek fenntartisara is tligyelniink kell. Két kérdés meriil fel a
kisérleti kivitelezés kapcsan: 1. mit és mennyit mérjiink, és 2. mire figyeljiink kisérlet kozben?
1. A lehetéségeinkhez képest minél tobb paramétert, minél tobbszor meg kell mérni, kiillondsen
az el6-kisérletek iddszakaban, amikor még pontosan nem ismerjik a vizsgalt folyamat
valtozéasat, vagy a kisérleti alanyunk reakcidit. A sikeres kisérletek szdmanak novekedésével
(optimalis esetben) kezd korvonalazddni a valtozas irdnya, tendenciaja, amely lehetové teszi a
mérési idépontok, illetve a vizsgalhaté paraméterek szdmanak optimalizalasat. Az eld-kisérletek
folosleges adatait késébb szelektalni lehet, de a hianyz6 adatokat csak ujabb, koltséges
mérésekkel lehet potolni.

A kisérleti kivitelezés fontos eszkdze a jegyzOkonyv. Lényeges, hogy a kivitelezés
minden 1épését, a mérések/mintavételek pontos iddpontjat, a gydgyszeres kezelések paramétereit
(beadas moddja, dozis, volumen, kezelés iddtartama) és minden egyéb megfigyelésiinket a
jegyzOkonyvben rogzitsiik. A jegyzOkonyv esetében fokozottan érvényes ,,a sz6 elszall, az iras
megmarad” elve: tomoren, Iényegre toré mddon irjunk, Ggy, hogy akar évek mulva is érthetd
legyen mindenki szdmara.

2. Néhany példa arra, hogy mire figyeljlink kisérlet kozben:
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o Fenntarto altatas: figyeljiik az ébredés jeleit (pislogas, izomfeszités; szivfrekvencia
emelkedés) és meghatarozott iddpontokban, vagy amikor sziikséges, adjunk fenntartd
dozist anesztetikumot.

o Testhd: altatott allatkisérletben nem elhanyagolhatdé paraméter, amelynek ellendrzése
minimalis odafigyeléssel és technikai eszkozigénnyel megoldhatd. A rektélis (végbélben
torténd) homérséklet monitorozéasa egyszerli €s megfeleldé pontossag megoldas. Bizonyos
fiitéparna alkalmazasaval tudunk kompenzalni.

o Infizid: a folyamatos, kontrolalt folyadék poétlas rendkiviil fontos az altatott és sebészi
beavatkozason atesett allatok esetében. Csak igy kompenzéalhatd a hosszl tavu altatas és a
sebészi beavatkozas negativ hatasa.

. Vérgaz: ha lehetdségiink van ra, ne hanyagoljuk el a vérgazok monitorozasat. Azonnal jelzi
a 1égzés és a homeosztazis zavarat, amelyet mesterséges 1¢legeztetéssel korrigalhatunk.

5. A mérési adatok érékelése, statisztikai analizis
5.1. Az adatbazis elkészitése

A mérési adatok Osszegzéséhez ¢és értékeléséhez hasznédljunk adatbazis kezelésére
alkalmas szoftvereket (pl. MS Excel). Egy-egy kisérlet adatait un. adat-blokkokba (rekord)
rendezziik, amelynek elsé oszlopai a kisérlet datumat, kodjat, a csoport megnevezését és esetleg
az adat forras file nevét tartalmazzdk (az adott rekordon beliil alland6 cellatartalom
oszloponként). A mérések idépontja, illetve a mért paraméterek tovabbi oszlopokba keriilnek (az
adott idoponthoz tartozd sorokban, az id6 fiiggvénye szerint valtozé cellatartalommal). A 10.
tablazat a fentieknek megfeleld adatbazis részletét szemlélteti.

10. Tablazat Az adatbazis felépitése (jelolések: Sham-op = almfitott, kontroll csoport; MBP =
artérias kozépnyomas; HR = szivfrekvencia; BTemp = testhdmérséklet; CO = perctérfogat)

Datum Kod Csoport Forras 1dé MBP HR BTemp CO

2006.10.13 Coll Sham-op CO IDI 0 76,42 389,61 37,55 73,6
2006.10.13 Coll Sham-op CO ID2 30 96,56 489,8 38,28 60,1
2006.10.13 Coll Sham-op CO ID3 60 92,63 454,55 37,85 61,3
2006.10.13 Coll Sham-op CO ID4 90 98,86 478,09 37,75 71,2
2006.10.13 Coll Sham-op CO ID5 120 85,95 585,37 3743 87,7
2006.10.13 Coll Sham-op CO ID6 150 79,02 444,44 38,03 68,6
2006.10.13 Coll Sham-op CO ID7 180 83,46 463,32 37,5 74,8
2007.01.31 Col32  Colitis CO_ID1 0 154,1 421,1 37,9 75,0
2007.01.31 Col32  Colitis CO_ID2 30 152 412 37,2 83,1
2007.01.31 Col32  Colitis CO_ID3 60 151,5 408,6 36,7 68,9
2007.01.31 Col32 Colitis CO_ID4 90 1553 375,1 35,4 74,5
2007.01.31 Col32  Colitis CO_IDS5 120 147 409 37,5 87,2
2007.01.31 Col32 Colitis CO_ID6 150 138,5 454,1 38,6 94,3
2007.01.31 Col32  Colitis CO_ID7 180 136,2 447 37,0 103,1

5.2. Az adatok grafikus abrazolasa

Diszkrét (kategorikus) adatokat (pl. férfi/nd; él/meghalt), amelyek csak egyetlen értéket vehetnek
fel, altaldban oszlop, vagy kor diagramon abrazoljuk.

Adataink tobbsége inkabb folytonos tipusu, azaz barmely értéket felvehet, igy abrazolhatok
maguk a mérési pontok (pontdiagram), vagy a mérésekbdl szdmolt statisztikdk. Ez utdbbi
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alapjan lehet hisztogramot , box-whisker diagramot, atlag-szoras diagramot késziteni egy valtozé
eseteén.

A pontdiagram alkalmazasdnak egyik példdja a korrelacio vizsgalat, amikor két paraméter
kapcsolatat ponthalmaz szemlélteti.

A box-whisker abrazolasi mod feltiinteti az adatok 5-95 %-os terjedelmét, also és felsd szorasat,
valamint a kozépértéket (1d. 7. abra).

Az atlag-szoras diagram lehet oszlop vagy vonal grafikon.

5.3. A statisztikai analizis

Eloljaroban sziikséges megjegyezni, hogy e jegyzet terjedelme nem teszi lehetévé, hogy a
statisztikai analizis témakdrrel részletesen foglalkozzunk. Célunk az alapfogalmak érthetove
tétele, és hogy rovid attekintést adjunk a gyakorlatban alkalmazhato statisztika modszerekrél.*!

5.3.1. Alapfogalmak
Sokasag (populacio): a vizsgélni kivant egyedek, targyak, stb. Osszessége, amelynek minden
elemre kiterjedd, teljeskorti vizsgalatat nem lehet, vagy nem gazdasagos elvégezni.
Statisztikai minta: a sokasagbodl kivalasztott egyedekhez tartozé megfigyelési adatok. A minta
elemszama a benne szerepld egyedek szdma. Minél tobbet mériink, annal jobban
megkozelithetjiilk a minta alapjan a populacid tulajdonsagait. Ugyanakkor a mérésnek anyagi,
térbeli és iddbeli korlatai lehetnek. A minta optimalis elemszamdnak meghatarozasa fontos
feladat, €s fiigg a problématol, elézetes ismereteinktdl, az alkalmazandé modszertdl.
Mintavételnél fontos szempont a reprezentativitas (azaz a kivéalasztott minta jol reprezentédlja a
vizsgalni kivant sokasagot), és a fiiggetlenség (pl. ha ugyanazt az egyedet tobbszor megmérjiik,
az igy keletkezett adatok nem fiiggetlenek - a minta elemszdmat igy nem lehet névelni).
A minta eloszlasa (hisztogram): a legkisebb és a legnagyobb mintaelem kozti kiilonbséget
valahany (4ltaldban 5-nél tobb) intervallumra osztjuk. Abrat készitink ugy, hogy az
intervallumokra olyan magas téglalapokat rajzolunk, mint ahiny megfigyelés abba az
intervallumba esik. Minél tobb a mintaelem, €¢s minél tobb az intervallumok szdma, a hisztogram
annal jobban megkozeliti az elméleti eloszlast. Ha ez az elméleti eloszlas formaja harang-gorbe
(Gauss-gorbe), akkor azt mondjuk, hogy a minta normadlis eloszlasu populaciobol szarmazik (12.
abra). Ha az eloszlas formaja eltér a szabalyos harang-gorbétdl (ferdeség jellemzi), akkor a
minta nem-normalis eloszlasu populaciobol szarmazik (13. abra).
Elemszam: a mérések szama
Atlag: kozépérték. Ha x1,x9,....xy jeloli a mintat, az dtlag a mintaelemek szamtani kézepe, azaz:
2%

n
Standard deviacio (SD): a minta szoradsa, azaz a minta elemeinek az atlagtol vald atlagos
eltérése. Normalis eloszlas esetén atlag+2*SD intervallumban talalhatdo a mintaclemek 95%-a.
Képlete:

. Y-
n—1

Standard error (SE v. SEM): az atlag szérasa SE=SD/Nn. Azt fejezi ki, hogy ha 0j mintat
vennénk ugyanebbdl a populaciobdl, akkor ennek az 4tlaga mennyire térne el a most
kiszamolttol. Normalis eloszlas esetén Atlag+2*SE-jelenti azt az intervallumot, amelyben az
atlag mozoghat az esetek 95%-aban.

Percentilis: 10%-os percentilis: az a szam, aminél a mintaeclemek 10%-a kisebb.

Kvartilisek: 25%-0s és 75%-0s percentilisek (a minta "negyedeld" pontjai).

X =
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Median: a minta kdzepe, az a szdm, aminél a mintaelemek 50%-a kisebb vagy egyenld.
Szamitasa: a mintaclemeket nagysag szerint rendezve a median kozépsé elem, vagy a két
kozépso atlaga.

Terjedelem: a legnagyobb ¢és a legkisebb érték (mintaelem) kozotti kiilonbség.

Ferdeségi egyiitthato: mérdszam arra, hogy az eloszlas szimmetrikus-e vagy ferde. Negativ
ferdeségi egyiitthatd esetén baloldali (negativ) ferdeségrol van szo, azaz az atlagnal nagyobb
értékek a gyakoribbak.

Statisztikai becslés: a populacid eloszlasanak valamely ismeretlen paraméterét a minta alapjan
becsiiljiilk. A minta elemeit egy formulaba helyettesitve kozelithetjiik a paraméter igazi értékét
(pl. a populacio "elméleti" atlagat a minta elemekbdl szokasos moddon szamolt atlaggal
kozelitjiik). A megbizhatosagi intervallum (konfidencia intervallum): olyan intervallum, amely
(4ltalaban) nagy valosziniiséggel tartalmazza a becsiilt paraméter valodi értékét.
Hipotézisvizsgalat: Azt az eljarast, amellyel a statisztikusok az adatokat elemzik annak
eldontésére, hogy van-e elegendd bizonyiték a megsejtett (alternativ) hipotézis alatamasztasara,
hipotézisvizsgalatnak nevezziikk. Két ellentétes allitast kell kialakitani, melyeket null-
hipotézisnek ¢és alternativ hipotézisnek neveziink. A kisérletet azért végezziik, hogy az alternativ
hipotézist bebizonyitsuk azzal, hogy lehetdleg kevés kétséglink maradjon afeldl, hogy az
alternativ hipotézis igaz, megmutatva, hogy a null-hipotézis nagy valosziniiséggel hamis.
p-erték: annak valdszinlisége, hogy a null-hipotézis fennalldsa esetén éppen az adott
probastatisztikat kapjuk. A szamitdgépes programrendszerek ezt a p értéket kozelitdleg ki tudjak
szamitani. Ma mar tobben ajanljak ennek a p-értéknek a kozlését a p >0.05 vagy p <0.05
hasznalata helyett. Ugyanis, a p >0.05 alapjan csak annyit tudunk, hogy nincs szignifikans
kiilonbség 95%-o0s szinten. De ha pl. p=0.078 , akkor lathat6, hogy ez mar "majdnem"
szignifikans, illetve az is 90%-os szinten. Ha pl. p=0.975, akkor "messze" vagyunk a
szignifikanciatol, és elég biztosak lehetiink abban, hogy valoban nincs kiilonbség.

A szignifikancia, szignifikans eltérés: a null-hipotézistdl valo, adott szintet meghaladé eltérés. A
szignifikancia nem jelenti azt, hogy az &sszehasonlitott varhatd értékek biztosan kiilonboznek,
csak azt, hogy a megegyezés valdsziniisége kicsi (5%).

Nem szignifikans: p >0.05 , 95%-o0s szinten nem szignifikéns kiilonbség azt jelenti, hogy nem
sikeriilt kiilonbséget kimutatni.*!

5.3.2. A statisztikai analizis gyakorlati alkalmazasa

Adataink statisztikai analizisét célszerii eloszlas vizsgalattal kezdeni. Ha elég nagy
elemszamu mintdnk van (tobb sz4z), akkor az eloszlas tipusa nagy pontossdggal megéllapithat6 a
ferdeségi egyiitthatd, vagy a szoras azonossag tétele alapjan (a statisztikai programok altalaban
automatikusan elvégzik az eloszlas vizsgalatot). Azonban igen ritkan fordul eld, hogy tébb szaz
adatunk van, a mintdnk elemszama legtobbszor 5-20 kozé esik. Ilyen, relative kis elemszam
esetén az eloszlas tipusa pontosan nem allapithatdé meg, igy kisebb hibat kovetiink el, ha
feltételezziik a nem-normalis eloszlast.
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Parameéteres statisztikai probak alkalmazasa

12. abra Harang forméaju normalis eloszlas (Gauss-gorbe), amelyet az adatok atlagaval és
szorasként a standard deviacioval jellemezhetiink

A statisztikai  vizsgdld modszereket (probakat) az eloszlas tipusanak megfelelden
alkalmazhatjuk. Paraméteres eloszlas (Gauss gorbe; 12. abra) esetén paraméteres statisztikai
probéakat, mig nem-paraméteres eloszlas (torzult Gauss gorbe; 13. dbra) estén nem-paraméteres
statisztikai probakat alkalmazhatunk. A tovabbiakban hasznaland6 statisztikai probak
kivéalasztasat mar a kisérleti protokoll tipusa hatarozza meg. Két minta esetén egy mintds, vagy
két mintds probakat végezhetiink, attol fiiggéen, hogy adataink egymastol fliggd, vagy
fiiggetlenek. Két minta esetén valaszthatd probak attekintéséhez a 14. abra nyujt segitséget. A
ketténél tobb minta, illetve ismételt mérések esetére az alkalmazhato statisztikai probakrol a 15.
abra nyujt attekintést.*!

' I\

25% atlag median 75%

Nem-Paraméteres statisztikai probdk alkalmazasa

13. abra Torzult harang-gorbe formaji, nem-normalis eloszlas, amelyet az adatok median
értekével és szorasként a kvartilisekkel jellemezhetiink
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Folytonos eloszlas

2 minta (mérés)
esetén

Nem normalis eloszlas
Nem paraméteres probak

7N\

Figgetlen Figgd Fuggetlen Figgd
Onkontroll Onkontroll

Kétmintas t-proba Egymintas t-préba Mann-Whiitney teszt Wilzexon teszt

Unpaired t-test Paired t-test Kétmintas proba  Egymintas proba
1-1 mérés két 2 mérés egy 1-1 mérés két 2 mérés egy
beteg csoporton beteg csoporton beteg esoporton beteg csoporten
14. abra Két minta esetén valaszthato statisztikai probak attekintése

Folytonos eloszlas
Ketténél tébb minta

esetén
Nem Normalis eloszlas
Nem Paraméteres prébak
Figgetlen Fiiggo Figgetlen Fiiggo
Ketténél tébb Snkontroll + Ketténél tébb Onkontroll +
csoport dssze- Ismételt mérések csoport Gssze- Ismételt mérések
hasonlitasa hasonlitasa
Variancia analizis ~ Variancia analizis Kruskal-Wallis Friedmann préba
* + préoba * ¢
Az adatok szignifikancidja esetén: Az adatok szignifikanciaja esetén:
Paronkeénti 6sszehasonlitas: Paronkénti 6sszehasonlitas:
Dunnett, LSD, Tukey, Scheffé Dunn préba;
3 v. tébb beteg Egy beteg csoporton 3 v. tébb beteg Egy beteg csoporton
csoporton 1-1 3, v. tébb ismételt csoporten 1-1 3, v. tébb ismételt
mérés mérés mérés mérés
15. abra Kettoénél tobb minta, illetve ismételt mérések esetén alkalmazhato statisztikai

probak 0sszegzése
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VIIL. Eletjelenségek monitorozasa a gyakorlatban - a keringés (Dr. Kaszaki Jozsef)

Minden fejlett monitorozas fizikai, technikai alapja a valtozasok (elektromos) jellé
alakitasa, melynek alapvet6 sorrendje a jelérzékelés — jelatalakitas — erdsités és zavarsziirés —
adat kijelzés (analodg, digitalis) — adatfeldolgozas — adattarolds. A transducer (jelatalakito)
jellegzetességei:

Szenzitivitas (érzékenység): az a minimum input (bemeneti) jel, amely mérhetd (detektalhato)
kimeneti (output) valtozast hoz létre;

Range: a vizsgalt paraméter még mérhetd maximum €s a minimum értékének kiilonbsége;
Pontossag: a mérés reprodukélhatosagéanak a foka;

Felbontas: a legkisebb detektalhatdo input novekedés, amely detektalhaté output jelet
eredményez;

A transducer kimenete elektromos jel, amit erdsiteni és tarolni lehet. Az elektromos jel
kabelen keriil a megjelenitd eszkdzhdz (kijelzd). Az elektromos jelet analog — digitalis atalakitod
(A/D konverter) formalja a szamitogép szaméra hasznalhat6 informaciova.*?

5.1. Nem invaziv vizsgalo médszerek
5.1.1. Elektrokardiografia

Allatkisérletek esetében is széles korben alkalmazott nem-invaziv eljaras, amely a
normalis, illetve attdl eltérd szivmiikodésrol, ritmus zavarokrol, a szivfrekvenciarol, a szivizom
oxigén statuszardl ad informaciot. A human EKG jelhez képest jelentds eltérések lehetnek a
kisérleti allatok esetében (pl. forditott T hullam sertések esetén).

5.1.2. Indirekt vérnyomas-mérés

A legfontosabb fiziologiai paraméter a vérnyomads, amelynek monitorozasa a keringési
allapot megismerésének egyik alapfeltétele. Az indirekt, nem invaziv vérnyomas-mérés
elsdsorban ragcsalok (egerek, patkdnyok) esetében hasznalt eljards, amely soran az allatok
farkara helyezziik a mandzsettas érzékeldt. A mérés az oszcillotonometria (‘elektromos’
vérnyomasméro) elvén alapul.

5.1.3. Pulzus oximetria (pulzoximetria)

Folyamatos, nem invaziv modszer az artérids oxigén szaturdcié és a szivfrekvencia
mérésére. A vér oxigénnel vald telitettsége (szaturacioja) kiszamithatdé az oxigenizalt
hemoglobin ¢és az 0Ossz-hemoglobin aranyabol. A vért adott hulldmhossziasdghi fénnyel
megvilagitva a visszavert (athalado) fény intenzitasabol kovetkeztetni lehet az oxigénszintre. Az
artérias pulzus altal hozzaadott tobblet — varidbilis - fényelnyelést alkalmazzak az artérias oxigén
szaturacid kiszamitasara. Ragcsalok esetében a szenzort a szortelen testfelszinre (fiil, farok)
helyezhetjiik, mig nagy allat modell esetén az allat nyelve a legalkalmasabb célteriilet.*?

5.2. Kardiovaszkularis monitorozas invaziv modszerei
5.2.1. Az invaziv nyomasmérés alapelvei

Alapeszkdze az ér lumenébe vezetett csé (intra-vaszkularis kaniil, ill. katéter), amely a
vénas vagy artérids nyomast, mint mechanikus energiat, egy hajlékony, de viszonylag merev falt
csOvon at az energia atalakitobhoz (transducer) kozvetiti. A kaniill végén a csOben levd
folyadékoszlop (s6oldat) kozvetleniil érintkezik az érben araml6 véroszloppal (a Pascal torvény
alapjan a nyomds gyengitetleniil terjed tovabb a folyadékban). Ily mdédon a vérnyomas jel a
kaniil belsejében 1évo folyadékoszlop kozvetitésével érintkezik a testen kiviil elhelyezett szenzor
membranjaval, ami nyomas jelet elektromos jell¢ alakitja.

A vérkeringés egyes szakaszaiba invaziv uton vezetett kaniiloket folyamatosan kell
heparinizalt sooldattal obliteni. A katéterbe bejutott vért, ill. a katéterben keletkezd buborékokat
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el kell tavolitani, ez utdbbiak jelentdsen befolyasoljak az eszk6zok miikodését. A pontos
nyomasmérés feltétele a légtelen, minél merevebb ¢és rovidebb kaniil. A rendszer ,,0" pontjat
minden Osszeallitas elején, és a késdbbiekben is ismételten meg kell hatarozni.

5.2.2. Vénas nyomasmeérés

Vénas katéter bevezetésére altaldban a v. jugularis externa, vagy a v. femoralis a
legalkalmasabb teriilet. A vénds kaniil lehetévé teszi a fenntartd anesztetikum, vizsgalando
drogok ¢és az infizi6 beadasat, valamint vérminta vételt. A megfeleléen pozicionalt v. jugularis
katéter a centralis vénas nyomas, a jobb szivfél tolté nyomdsanak mérését teszi lehetove,
amelyb6l a keringd vérvolumenre lehet kovetkeztetni. Vénas vérmintdbol a sejtes
komponenseket (vorosvértest, fehérvérsejt, és trombocita szam) és a vér rheologiai paramétereit
(hematokrit, siillyedés, viszkozitas) hatarozhatjuk meg.***

5.2.3. Artérias nyomas mérés

Az in vivo allatkisérletekben kozvetlen artérids nyomasmérésre altalaban a femoralis
vagy a carotis artéridk kaniildldsa révén keriil sor. Az artérias katéter a vérnyomds kdzvetlen
mérését, vérgaz méréseket, folyamatos hemodinamikai informaciot szolgaltat. Az adekvat
szervperfuzid fenntartdsa szempontjdbdl kiemelkedd jelentdségii az atlagos artérias vérnyomas
megfelel szinten vald tartasa. A pulzalé nyomads jelbdl annak szisztolés és diasztolés értéke,
kozépnyomadsa és a percenkénti pulzushulldm szamabol pedig a szivirekvencia hatdrozhaté meg.
A pulzusnyomas (szisztolés-diasztolés nyomas kiilonbség) jelzi a volumen statuszt. Magas
pulzusnyomas: vazodilataciora, hipervolémiara, az alacsony pulzusnyomas vazokonstrikciora,
hipovolémiara utalhat. Az artérids nyomas mérés lépései:
Artéria kaniilalasa
Csatlakozas a mérérendszerhez, buborékmentesség biztositasa;
A kaniil biztonsagos rogzitése
A transducer nulla pontjanak beéllitasa és rogzitése a sziv szintjében;
Heparin (1-2 egység /ml) alkalmazasa a kaniil 6blitésére, véralvadasgatlas;
A mérés kezdete.

AR e e

5.2.4. A pulmonalis keringés (kisvérkor) monitorozasa

Kis allat modellek esetén gyakorlatilag nem lehetséges katétert juttatni a kis vérkorbe (a modszer csak nagy
allat modellben kivitelezhetd). Az artéria pulmonalis nyomasanak (és a perctérfogatnak) a meghatarozasa Swan-
Ganz katéterrel lehetséges, amelynek 4-5 lumene van. A sarga dg az a. pulmondlis nyomads csatorna, a kék ag a
termodilicids teszt oldat beinjektalasara szolgal (29 cm-el a katétervég elott); a fehér ag a termisztor vezeték (a
termisztor a katéter végén taldlhatd); a piros ag a katéter végén levo ballon felfujasara szolgalo csatorna, amely az a.
pulmonalisba torténd katétervég beusztatast teszi lehetdvé. Az 5. vezeték, a beinjektalt hideg fiziologids so oldat
hémérsékletét mérd termisztor kabele (5 csatornas katéter esetén);

A katéter felvezetése a jugularis vagy a femoralis vénan keresztiil torténik, a nyomas jelek kontrollalasa
mellett (16. abra). Ha latjuk a jobb kamrai nyomas jelét, akkor a piros lumen, a katétervég ballon felfujasa utan lehet
beusztatni a termisztoros katéter véget az a. pulmonalisba. Sikeres felvezetés esetén a 10-25 Hgmm-es pulmonalis
nyomas jelet monitorozhatjuk. A ballon jabb felfiijasa esetén a pulmonalis kapillaris éknyomas (wedge pressure), a
katétervég el6tti nyomas mérhet, amely a kisvérkor visszatéré agénak (bal pitvar) nyomasaval egyenld. gy tehat
Swan-Ganz katéter alkalmazasaval a centralis vénas nyomas, a pulmonalis artéria nyomasa és a kapillaris éknyomas,
valamint a perctérfogat mérhetd egyidében. >+
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(Hgmm)
A
— 40
jobb pitvar jobb kamra arteria pulmonalis PCWP
— 20
0
16. abra A kisvérkori nyomasgorbe szakaszai ¢és jellegzetességei

5.2.5. A perctérfogat monitorozasa

5.2.5.1. Perctérfogat mérés pulmonalis termodiliiciéos médszerrel

Ez a Swan-Ganz katéter alkalmazasat igényld modszer csak nagy allatok esetében alkalmazhato.
Perctérfogatmérés megfelelé késziilékkel torténhet, a jobb pitvar el6tt, a kék agon beinjektalt 5 ml hideg (2-5 °C)
fiziologias soéoldat termodilucios gorbéje alapjan. A folyadék pontos hdfokat a katéter szenzorja méri. A
hémérséklet-valtozast, a ,,hiitdtt vérbolus" tovahaladasat az a. pulmonalisban elhelyezkedd katétervégi termisztor
méri. A monitor a vér dtmeneti hémérséklet valtozasabol termodiliicios gorbét rajzol. A termodilucios gorbe alatti
teriilet aranyos a perctérfogattal. A gorbeteriilet integralasaval a monitor szamitogépe megadja a perctérfogatot.***
Az artérias nyomas és a centralis vénas nyomas, valamint a perctérfogat ismeretében szamithatd a teljes periférias
ellenallas = (artérias kdzépnyomas-centralis vénas nyomas)/percérfogat.

5.2.5.2. Perctérfogat mérés transzpulmonalis termodilicios modszerrel

Emlitettiik, hogy ragcsalok esetében nem lehetséges katétert bevezetni a kis vérkorbe, de perctérfogat
mérésre mégis van lehetdség, az Uin. transzpulmonalis modszerrel. A mérés feltétele egy centralis vénas katéter és
egy artérids hészenzoros katéter, amelyet altalaban az a. femoralisba vezetlink. A centralis vénaba adott hdbolus
hatasat az artérias oldalon behelyezett kaniil hdmérdszala regisztralja (17. abra). A teljes kis vérkdr és a nagy vérkor
artérids szakaszanak egy részébdl extrapolalunk az egész keringésre. Az idében és térben kiterjedtebb minta
csokkenti a I€legeztetés befolyasold hatasat. A bolus-hatas gorbe integralasabol szamolt perctérfogat és a lefutasabol
nyert idGadatok birtokaban, a Q = V/t alapdsszefiiggés alapjan kiilonbz0, a keringést jellemzd térfogatokat,
volumetrias paramétereket hatdrozhatunk meg.*

Hidegp fiziolopias sa
oldat injekialas

!

-

Termiszior
katéter az
aortaban
Jobb szivfél Bal sziufél
17. abra A transzpulmonalis perctérfogat mérés sémaja
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5.2.6. Véraramlas mérés

A mérés célja egy adott érkeresztmetszeten idoegység alatt atdramlott vérmennyiség
meghatdrozasa. A legelterjedtebb az ultrahangos aramlasmérés, amely soran az ultrahang
érzékeld szenzort (Gn. proba, probe) a vizsgalando ér lumene koré illesztjiik. A mérés fligg a
rendelkezésre 4ll6 proba méretétdl, igy a mérésnek also és felsd hatara van (kis artéria dramlésa
nem, vagy pontatlanul mérheté 5 mm-es ératmérore tervezett probaval). A kozvetlen ultrahangos
aramlasmérés az ér keresztmetszeten athalado ultrahang sugarak és azok athaladasi idejének (az
un. transit-time) mérésével torténik. Két ultrahang ado-vevo helyezkedik el egymassal szemben,
az ¢ér masik oldalan pedig egy visszaverddd ,reflektor” feliilet taldlhato), és mindkét ado
ultrahang sugarakat kiild a masik felé. Az egyik jel a véraramlés iranyaba, a masik az aramlassal
szemben halad. Amikor az els¢ sugar beérkezik, elindul a mésik sugar az aramlassal szemben.
Az ultrahang sugarak athaladasi ideje eltér az aramlas iranya és az aramlassal szemben torténd
haladés esetén. A mérés alapja a kiilonbozd athaladasi iddtartamok, illetve az athaladasi
idékiilonbségek megallapitisa egy szamitogépes szoftver segitségével.*?

5.2.7. A sziv kontraktilitasa

A bal kamra feladata a diasztole soran bearamlott vér tovabbitasa a nagyvérkorbe. A kamra teljesitményét
jelentésen befolyasolhatja a sziv kontraktilitisa. A szivkontraktilitds meghatarozasa a gyakorlatban a normalis
szivciklus szisztolés fazisdban lehetséges, az izometrids kontrakcid (dP/dt max) vagy a végszisztolés nyomas-
volumen 6sszefiiggés (ESPVR) alapjan. 1. Az artérias nyomasgdrbe dP/dtmax értéke a balkamrai nyomasvaltozas
novekedését reprezentalja, ami a szivkontraktilitas paramétere. 2. ESPVR mérés esetén valamely, a pumpafunkciora
utalé paraméter (dP/dt; kamranyomas) és az eldterhelésre utald paraméter (végdiasztolés volumen) egyidejii
mérésével hozzuk létre a nyomas-volumen hurok goérbéket, amelyek végszisztolés pontjaira (a legnagyobb
nyomashoz tartozd legkisebb volumen) illesztett egyenes meredeksége az elasztancia, melyet a kontraktilitas
mérészamaként fogadunk el. A gyakorlatban ez a mddszer csak egy specialis, a kamra liregébe vezetett nyomas és
volumen egyidejii meghatarozasara alkalmas katéter révén lehetséges.*
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IX: A mikrokeringés vizsgalata (Dr. Szabo Andrea)

1. Bevezetés

A keringési rendszer betegségei, a sziv- és érrendszeri koérképekre visszavezethetd
morbiditas és haldlozas jelentds egészségligyi problémat jelent szerte a vildgon. E problémakdr
egészen addig fog kihivast jelenteni, amig az eltérések oka és a fenntartasukért felelds tényezok,
vagyis a betegségek kortana ismeretlen, vagy csak részben ismert. A lassu elérehaladas f6 oka
ezuttal is az ismeretek, informaciok hianya.

Minden szerv élete a mikrokeringés fliggvénye, ez a rendszer hatarozza meg, hogy a
sejtek, szovetek, szervek mennyi oxigént és tapanyagot kapnak az életben maradashoz.
Mikrokeringési vonatkozéasai nem csupan keringési zavaroknak vannak (pl. sokk, érelzarédasok),
pl. a bér mikrokeringés koros valtozasa a klinikai megjelenés egyik fontos 0sszetevdje diabetes
mellitusban, ¢és a mikrokeringés zavarai szamos gyulladdsos betegség hatterében is
megtalalhatok. Az akut gyulladas valamennyi klinikai tiinete mogott (rubor = vordsség, tumor =
duzzanat, calor = forrésag, dolor = fajdalom ¢és functio laesa = funkcidzavar) mikrokeringési
szintli valtozasok allnak.

A mikrokeringési elégtelenség kimutatdsa a terdpids stratégia kialakitasa és a kezelés
hatdsossaganak megallapitasa szempontjabdl is igen fontos, de ma még nagyon kevés eszkdzos
lehet6ség all az orvoslds rendelkezésére. Az allatkisérletes modellekben kialakitott ¢és
tovabbfejlesztett eszkozok (mint pl. intravitalis mikroszképia; 1d. aldbb) mar bizonyos
lehetdséget biztositanak a humdén klinikai vizsgalati lehetdségek kidolgozasara is. Ezek az
eszk6zok minddssze néhany évtized oOta allnak rendelkezésre, de megjelenésiikkel maris rohamos
fejlodés bontakozott ki a mikrokeringési zavarok ¢és gyulladasos reakciok kortananak
megismerése terén is.

Ma még nem josolhaté meg, hogy a jovoben milyen mddszerek fogjadk megmenteni a
lecsokkent vagy megsziind agyi vagy vékonybél mikrokeringést. Fontos tudni, hogy e koérképek
pathomechanizmusanak vizsgalatara jelenleg kizarélag allati modellek hasznalhatok, vagyis
(ezattal is) az alapkutatasoknak kell olyan eredményeket elérni, melyeket az alkalmazott kutatas
¢és a klinikum felhasznalhat. Mindez jorészt annak koszonhetd, hogy a ragcsalokban szerzett
ismeretek adaptalhatok a human viszonyokra. Az allati és az emberi gyulladasos mediatorok nagy
homologiat mutatnak, igy az allatkisérletes vizsgalatoknak dontd szerepilkk van a klinikai
gyakorlatban bevezetésre szant kezelések hatékonysaganak meghatarozasaban.

Az mikrokeringési vizsgalatokat a legtdbb esetben invaziv, sebészi vagy mikrosebészi
beavatkozas el6zi meg (pl. akut vagy kronikus bor, mellkasi vagy koponya ,,ablakok™ — skinfold
chamber, cranial window technika, stb.). A technikék leirdsa meghaladna e jegyzet kereteit;
ezeket a részleteket a targykorrel foglalkozé kozlemények és szakkonyvek altalaban részletesen
targyaljak.

2. A mikrokeringés funkcionalis anatomiaja, jellegzetességei

A mikrokeringés f6 komponensei a prekapillaris sphincterek, a metarterioldk - “preferencialis
csatornak™, kis “igazi kapillarisok™ és a posztkapillaris venuldk (I1d. 18-19. abra).
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18. abra A szisztémas keringés €s a mikrokeringés sematikus rajza
Arteriola e Metarteriola oo
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Kapillarisok
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19. abra A mikrokeringés sematikus abrazolasa

A mikrokeringés jellegzetességei:

1 A nyomas progressziven csokken arteriolaktol a venulak iranyaba.

2 Az arteriolakat simaizom veszi koriil, amely a metarteriolakban folyamatossa valik és egy simaizom gytiriiben
végzOdik a prekapillaris sphincterekben. A perfundalt kapillarisok teriiletét a prekapillaris sphincterek
szabalyozzak, ezek nyilasa noveli a perfundalt kapillarisok szamat.

3 A kapillarisok egyetlen réteg endothelsejtb6l allnak, melyek kollagénbdl és mucopolysaccharidbdl felépiild
bazalis membranon helyezkednek el és ezeket pericitak veszik koriil. Minddssze ~ 30%-50%-uk van normal
allapotban nyitva.

A kapillarisok funkcidja az ereken keresztiil torténd tapanyag és salakanyag csere. A kapillaris halézat rendkiviil

stiri, hiszen a sejtek maximalis tavolsaga a kapillaristol kisebb, mint 3-4 sejtnyi, azaz kisebb, mint 100 pm. A

kapillarisok fala rendkiviil vékony, ezért hatalmas felszin : térfogat ardnyt képviselnek és ez a vékony diffuizids

barrier kivalo lehet6séget biztosit a tipanyagok (és oxigén) és a salakanyagok (és CO,) cseréjének (20-21. abra). A

kapillarisok stirisége szervenként eltér, a tiidé kapillaris denzitdsa kb. 35-szor nagyobb, mint a vazizomé. A

prekapillaris sphincter nyitasa csokkenti a sejtnek kapillaristol valo tavolsagat. A kapillarisok atméréje ugyanakkor

nagyon kicsi, minddssze annyira nagy, hogy a vorosvérsejtek atpréselddjenek rajta, a fehérvérsejtek pedig néha el is
akadhatnak ezekben. A transendothelialis transzport fiigg a diffizios gradienstdl és a Starling erdktdl (22. abra). Az
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utobbiak a kapillaris hidrosztatikus nyomas vs interstitialis hidrosztatikus nyomas és a plazma ozmotikus nyomas vs
interstitialis ozmotikus nyomas fliggvényei. A fenti hatasokra Gsszesen ~20 liter folyadék keriil ki naponta és ~16
liter keriil vissza a nyirokkeringés révén. Odéma akkor keletkezik, ha a filtracid6 meghaladja a nyirokkeringés
kapacitasat.

ﬁ transzcellularis

Fluid .
l ! Protzin !Jn-.l.anl F':’"’

endothelsejtek kozotti

rések
20. abra A transendothelialis transzport
Kapillaris EF Sejt

O, 0, o

21. abra Az oxigén koncentracidja csokken a kapillaristdl az extracellularis folyadékon
(EF) at a sejtek iranyaban.

Hidrosztatikus nyomds

APT@P%WUIG

Ozmotikus (onkotikus) nyomds

22, abra A hidrosztatikus €s onkotikus nyomas valtozasa a kapillarisok mentén
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Permeabilitas (a vizhez képest)
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23. abra Diffuzio6 a kapillaris membranon keresztiil

A kapillaris membran permeabilitdsa logaritmikusan csokken az anyag méretével. Ezért a
mikrovaszkularis permeabilitds vizsgalatakor nagy molekula stlytl (az albuminndl nagyobb)
anyagok nem jutnak ki a kapillaris membranon (23. dbra). Kis méretli anyagok koncentracioja
viszont gyorsan kiegyenlitédik az extra- és intravaszkularis tér kozott, ezért ezek nem
hasznalhatok mikrovaszkularis permeabilitas vizsgalatra.

3. Az akut gyulladas mikrokeringési vonatkozasai

A gyulladas valamilyen kéarosodas, karositd tényezé (kémiai agens, hideg, meleg, trauma, kérokozok, stb.) altal
kivaltott élettani valasz, amely a karositd agens felhigulasahoz vagy teljes elimindlasahoz vezet. A normal allapot
visszaallitasara iranyul, védd hatast, de potencialisan karos kovetkezményekkel jar. A mikrokeringés szoros
kapcsolatban all a gyulladdsos és immunvalasszal. Az immunvalasz egy behatolo (testidegen objektum)
felismerésére, jelzésére és elpusztitasara iranyul (sziikség van a “sajat” és “idegen” felismerésére €s elkiilonitésére).
A limfocitak rendelkeznek az idegen anyagok, behatold pathogének felszinén talalhat6 receptorok (antigének), virus
altal megtamadott sejtek és tumorsejtek felismerésének képességével. A nyirokcsomdk a nyirok filtralasa révén
elésegitik az antigének talalkozasat a limfocitdkkal, a mobilis sejtek (pl. a polimorf magvu leukocitdk (PMN) és
makrofagok) bekebelezhetik a mikroorganizmusokat és a testidegen anyagokat.

%

Az akut gyulladds mikrokeringési vonatkozésai:

o Az ératmérd valtozdsok (vazodilaticid) megndvekedett vérdramlast (rubor, tumor)
okoznak.

o A megnovekedett permeabilitds miatt rések keletkeznek (1) az endothel sejtek myosin
tartalmanak Osszehuzodasa és kovetkezményes rovidiilése miatt, (2) direkt endothelsejt
nekrézis és (3) az éretlen endothelsejtek folyadék ateresztése kovetkeztében. A
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permeabilitas fokozddasa a fehérjében dus exsudatum és sejtek elemek extracellularis résbe
torténd kijutasat okozza. A szivargas altaldban 20-60 pm-es méretli venulakra korlatozodik
¢s endothelialis rések kovetkeztében jon létre egy azonnali, atmeneti (kb. 30 perces) reakcio
soran.

o A PMN-ek kijutasa a mikrokeringésbdl a fokozott leukocita rolling, kitapadas €s migracio
révén. A fehérvérsejtek szoveti akkumuldcidja hozzdjarul a kérositdé agens elleni
kiizdelemhez (24. abra). Kémiai dgenseknek a leukocitdk specifikus receptorokhoz valo
kotddése szamos reakciot indul el, koztiik azok chemotaxisat. Ennek eredményeként a
leukocita — endothelsejt interakciok fokozddnak (25. abra).

24, abra Leukocitak a vérben €s a szoveti migraciot kovetden

Szovetkarosodas

/ . N
"
Hizosejtek @
véralvadas \ Komplement}.
& W
I '/ citokinek C5aﬂv{3{;L
. citokinek IL8 b @
P-selectin, PAF | T2 M F‘ .

|
J E-selectin ICAM-1

-

Véraramlas Rolling Kitapadas Transzmigracié

25. abra A leukocita — endothelsejt interakcié mechanizmusa

3.1. Leukocita aktivacio és transzmigracio

Ahhoz, hogy a PMN-ek el tudjak hagyni az ér lumenét, az endothelsejtek és a PMN-ek adhézios
molekuldi expressziojanak egyidejiileg fokozodnia kell. A PMN rollingért feltehetden elsésorban
a selectinek, az endothelium felszinén valo kitapadasukért az integrinek felelosek (26. abra).
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26. abra
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A kitapadast kdvetden a PMN-ek az endothelsejt felszinén még addig mozognak, mig az endothelsejtek kozotti
résekbe cytoplazmatikus nyulvanyokat, Uin. pseudopodiumokat nem bocsatanak. Ezeket a réseket részben a
felszabadul6 hisztamin, részben a PMN-ek sajat enzimei hozzak létre. A PECAM nevii adhézids molekula felelés
részben a transmigracioért. Végiil a teljes sejt atjut a bazalis membranon is, melynek lebontasa kollagendz enzim
révén valosul meg (27. abra).

27. abra

PECAM-1
(CD31)

A leukocytak transzmigracioja az endotheliumon.

11. Tablazat Az adhézidés molekuldk néhany jelenleg ismert csoportja, amelyek szerepet
jatszanak a leukocita migraci6 egyes fazisaiban.
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Fazis Endothelialis ligand Leukocita ligand
Rolling Selectinek/ligandok Selectinek/ligandok
E-selectin (endothelium) + “ESL-1"
P-selectin (endothelium & vérlemezke) + “PSGL-1"
GlyCAM-1 + L-selectin
Adhézio (sticking) Immunoglobulin family Integrinek
VCAM-1 (vascular adhesion molecule 1) + VLA-4 = 1 integrin)
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) | + LFA1 (CD11a/CD18)
ICAM-1 + MACI (CD11b/CD18) = B2 integrin
Transzmigracié endothelialis PECAM-1 leukocita PECAM-1

(“platelet-endothelial adhesion molecule” =
CD31)

(“platelet-endothelial adhesion molecule” =
CD31)

3.2. A PMN ,killing” mechanizmus
Az aktivacio egyes fazisai a kovetkezd:
e  Felismerés és kapcsolodas.
e  Bekebelezés és feloldas (phagosoma €s lysosoma révén).
e A ,killing” és az eliminalas foként oxigén szabadgyokok vagy halogénalas révén valésul meg. A
neutrofiloknak ugyanis vannak oxidativ és nem oxidativ , killing” mechanizmusai egyarant:
- NADPH oxidase rendszer, egy membranhoz kapcsolt enzim, mely redukalja az O,-t szuperoxid anionna
(0y), hidrogén peroxidda (H,0,), és hidroxil gyokké (OH") = ,,oxidative burst”.
- Bacteriocidalis és sejt degradaciot okozo lizoszomalis granulumok (azurophil- és un. specifikus
granulumok) melyek egybeolvadnak a phagosoméaval phago-lysosomat hozva létre.
- H,0,-MPO-halid rendszer, mely a leghatdsosabb bactericidalis rendszer.

4. A mikrokeringés kisérletes vizsgalata
4.1. Strukturalis — statikus mdédszerek
4.1.1. Fénymikroszképos médszerek

\%

Allati mikrokeringési modellekben hasznalhato a tus feltoltés (India ink, természetes
tinta). Intravénds alkalmazds utdn a vizsgalt szovetet fixaljak, paraffinba agyazzak, majd
megfestik (pl. hematoxilin-eozinnal). A modszer célja a mikrokeringés és a perfuzio
effektivitdsanak vizualizalasa €s az endothelium folytonossag megszakadasanak kimutatdsa. A
mikrovaszkularis karosodasra utal a tus szivargas a kapillarisokbdl — fekete foltok latszanak a
szOvettani metszeten, vagy a nem perfundalt teriiletek kimutathatok (28. abra). Hatranya hogy
statikus, egyetlen idOpillanatot demonstraldé metszetek késziilnek, és ismételt injekciora és
felvételek készitésére van sziikség, ha iddbeli valtozasokat szeretnénk kovetni.
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28. abra A mikrovaszkularis struktira és a vérellatds karosoddsa patkdny vékonybélben
érelzarddas hatasara (India ink foltok jelzik a kapillarisokat és a karosodast)

4.1.2. Elektronmikroszképia

A mikrokeringés kiilonbozo sejtes struktirdinak kdrosoddsanak kimutatdsara hasznalhato
(29. abra). Hatranya hogy statikus, tobb sejt, vagy nagyobb szdveti egység karosodasanak
kimutatasara, a sejtek kdzotti kapesolatok valtozasainak jellemzésére kevésbé alkalmas.

29. abra Mikrokeringési zavar altal kivaltott sejtkarosodas kimutatasa
elektronmikroszkoppal.

4.1.3. ,,Corrosion casting” (scanning elektronmikroszképiaval)**

\%

A korrézios oOntvény” technikaval a vizsgalni kivant szervbol a vért eltavolitjuk
(kanntilalast kovetden atoblitjiik, perfundaljuk), majd szovettani fixaldo oldattal mossuk at az
érrendszert. Ezutdn nagyon hig, de gyorsan szilarduldo anyaggal (pl. methacrylate gyantaval)
toltjiik fel a szervet, egészen a kapillarisokig eljuttatva. A gyanta tokéletes megszilardulasa utan a
szovetet koncentralt lugba (KOH vagy NaOH) helyezziik, mely a szerves anyagokat teljesen
feloldja és csak a megkeményedett dntvény (corrosion cast) marad vissza (30a abra). Ezeket az
ontvényeket metszés utan pl. scanning elektronmikroszkdppal vizsgéalhatjuk tovabb. A modszer
célja a szdveti érszerkezet kirajzolasa. Hatranya hogy statikus, egyetlen iddpillanatot reprezental
(30b abra).
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Errendszer egy szoveten beliil. A milanyag Ontvény a szovet
Injektalt milanyag gyanta feloldasat kovetden

30a. abra Erhalozat a miigyanta injektalasakor és a szovet feloldasat kovetéen.

30b. abra A vese (bal fels6), vese glomerulusok (bal k6zépso), a gyomor (bal also), a sziv
(jobb fels6) és a szemfenék (jobb also) kapillarisainak corrosion casting képe.

4.2. Funkcionalis, in vivo moédszerek
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4.2.1. Mikrogyongy technika

\%

Mikro- vagy nanométer méretli partikulumokat intravénéasan injektalunk, majd ezek gyors
eloszlasat kovetden egy kivalasztott szervben vizsgaljuk a dusuldst. A jelzéstél fiiggben a
részecskék eloszlasat szovettani strukturak, szoveti rétegek vagy szervek kozott tudjuk vizsgélni.
A test egyes régioi elkiilonitve is vizsgalhatoak.

o Izotoppal jelzett mikrogyiingyiik45

o  Kimutatas szovetbdl in vivo: gamma kamera segitségével vizsgalhatjuk az izotop diisuldsat
a vizsgalt szerv vagy szovet felett. Ha kiilonb6zd izotopokat kiilonbozd iddpontokban
adunk, a szoveti perfuzio idobeli valtozasai is detektalhatova valnak.

o Meghatarozas szovetmintabol: szovetmintdkat tobb szervbdl vehetiink (altaldban a
kisérletek végén, ritkdbban idokozi szdveti biopsziabol) és ezek radioaktivitdsa a szdveti

o  Meghatarozas vérmintabol: a szovetmintakbol valdo meghatarozassal parhuzamosan, vagy
azoktol fliggetleniil egyarant lehetséges. Ezek a mintdk a vizsgalt szerv el6tti €s utani
mintavételek révén az adott szerv perfuzidjara engednek kovetkeztetni (gamma
szcintillacios szamlalo segitségével).

e Szines mikrogyongyok

Kiilonboz6 szinnel jelzett partikulumok injektalhatok, a meghatarozas torténhet:

o szovetmintabol (vagy biopsziabol): kolorimetrikus/fotometrias méréssel

o szerv el6tti és utani mintak koncentracidja hasonlithat6 0ssze.

Mivel kiilonb6z6é iddpontokban kiilonbozé szinii gyongyok beadasara is van lehetdség, a szoveti

perfuzi6 iddbeli valtozasai is detektalhatova valnak. Elényok: funkciondlis és dinamikus mérési

lehetdség. Limitaciok: egy- vagy néhdny iddpillanatrol adnak informéciot (és az izotdpok

alkalmazasa veszélyes).

4.2.2. Laser-Doppler véraramlas mérés*®

Elonyok: dinamikus, barmely iddépillanatban korlatlanul megismételhetd, human koriilmények
kozott is alkalmazhato. Limitacid, hogy a szervek felsé vékony rétege vizsgalatara alkalmas és
hogy a mikrokeringés kiilonb6z6é strukturainak (arteriolak/venuldk/kapillarisok) paraméter
valtozasi egyedi moédon nem detektalhatok (csak nagyobb szovetmasszabol szarmazo jelek allnak
rendelkezésre) (31. abra). A mikddés elvét lasd a megfeleld tankdnyvekben.

Microvascular Flow
(perfusion units)

kS

-

=
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31. abra A here laser-Doppler aramlasgorbéje

5. A mikrokeringés direkt vizsgalata: az intravitalis mikroszkop*’

\%

Ez a moddszer lehetéséget ad a mikrokeringés dinamikus, in vivo megfigyelésére a
szovetek felsd rétegében. A hagyomanyos szdvettani vizsgalatokkal szemben a szdvet nem
athalad6 fénnyel (transzilluminacioval) keriil vizsgalatra, hanem az uUn. epi-illumindcids
technikdval. Ez azt jelenti, hogy a vizsgald fény visszaverddik és a mikroszkop fokuszanak
valtoztatasaval a szovet kiillonb6zé mélységben (altalaban 100-200 pm mélységben) vizsgalhato.
A mikroszkophoz egy kamera és képrogzitdé rendszer tartozik, amely a mikrokeringés elvileg
korlatlan idejii megfigyelését tenné lehetové, az analizis pedig a video-felvételekrdl off-line,
szamitogép segitségével torténik.

5.1. Klasszikus fluoreszcens intravitalis video-mikroszkopia (IVM)

A szdvetek megvilagitdsa higanygdz lamaval torténik, a mikroszkopbol tavozo vagy a
mikroszkopba érkezd jelek sziirése kiilonbozé hullamhosszra specifikus filterek segitségével
torténik. Ezek a jelek a mikrokeringés kiilonb6z6 modon jelzett struktarairdl (vordsvérseijt,
leukocita, plazma) egymastol elkiilonitve gytijthetdk be, kiilonb6z6 fluoreszcens filterek révén.

Vorosversejt jelzése: az éallatoktol levett vért fluoreszcens molekuldk (Na-fluoreszcein)
jelenlétében inkubaljuk, mossuk, majd intravéndsan beadjuk egy masik allatnak (a beltenyésztett
ragcsaloknak nincsenek eltérd vércsoportjai). A szigndl vildgos folt lesz a képernydn, amely az
érrendszerben egyiitt aramlik a vorosvérsejtekkel (32. abra).

Plazma jelzése: nagy molekulatomegli (dltalaban az albuminnal nagyobb) fluoreszcens
markerek segitségével lehetséges, melyek nem hagyjak el az érpalyat. Ebben az esetben a plazma
vildgosan kirajzolja minden érstruktira kontlrjat, melyben a sejtes elemek sotét foltokként
mozognak.

Fehervéersejtek jelzése: ezek a sejtek konnyen megjelolhetok egy fluoreszcens vegyi
anyag, a rhodamin egyszeri intravénas beadasaval. Ezt a leukocitdk gyorsan felveszik (a
mitokondriumokhoz kapcsolodik).

5.2. Orthogonalis polarizaciés spektralis (OPS) képalkotas*® *°

Human koriilmények kozott a mikrokeringés direkt megfigyelésével kapcsolatos
problémak a fluoreszcens jelzés sziikségességébdl és az eszkozok méretébdl adodnak. Az OPS
technika olyan intravitalis mikroszkopias lehetdség, mely nem a fluoreszcens markerek, hanem
polarizalt fény alkalmazdsan alapul. A masik fontos eldnye az eszkdz méretébdl adodik, mely
alkalmasséa teszi az emberi miitétek alatti hasznalatra is. Az OPS technika 548 nm-es fényt
alkalmaz (mely megfelel a hemoglobin és oxihemoglobin spektrum izobesztikus pontjanak), igy
alkalmas minden hemoglobin tartalmu struktira (azaz ér) vizualizalasara. A kamerahoz egy video
felvevo kapcsolodik és a kiértékelés az [VM-hez hasonldan torténik (12. Tablazat).

12. Tablazat Két intravitalis vide6-mikroszkopos mddszer dsszehasonlitasa

\V

Fluoreszcens IVM OPS képalkotas
In vivo, dinamikus In vivo, dinamikus
Fluoreszcens markerekkel torténik Polarizalt fény
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Felszini szovetrétegek analizisére Felszini szovetrétegek analizisére

Fluoreszcens jelolések: leukocita: rhodamine | Nincs festés: hemoglobin tartalmt struktarak
6G, vvt: FITC (fluoreszcein izotiocianat), | vizsgalata

plazma: FITC-albumin, FITC-dextran, etc.
Leukocita-endothel interakciok vizsgalata is | Leukocita-endothel interakciok vizsgalatara nem
alkalmas

Video6 felvételek, off line analizis

Video felvételek, off line analizis

s T T
e

SVHS-vided . SVHS videé b

mikroszko
mikroszkép osziop

” .@ software’ ]

Human  koriilmények  kozott  nem | Human koriilmények kozott alkalmazhato
alkalmazhato

5.3. Mikrokeringési paraméterek intravitalis mikroszkopiaval

\Y%

1. Perfuzio

o aramlasi sebesség (,,red blood cell velocity”’; RBCV; egysége: um/s)

o véraramlasi mintazat valtozasok (térbeli és idébeli heterogenitast mutathatnak)

. kapillaris perfuzié valtozasok (’functional capillary density”; FCD:”; atjart kapillaris
hossz/teriilet, egysége: 1/mm)

2. Leukocita—endothelidlis interakciok

A gyulladasos reakciokat mutato sejtek szamszerisitése:

o free flowing” sejtek (a vizsgalt érszakaszon szabadon 4thalado, interakcidokat nem mutatd
sejtek; szamszerusités: %-ban kifejezve)
o wrolling” (gordiild sejtek, az érre jellemzd sebesség 30-40%-at meg nem haladd sejtek,

melyek az endothelium felszinén gordiilést mutatnak, szamszerisités: %-ban kifejezve vagy
db sejt/érkeresztmetszet)

69



o Lwsticking” (kitapado sejtek, melyek az endothel felszinén helyezkednek el minimum 30 sec-
ig, %-ban kifejezve vagy db sejt/érfelszin)

3. Mikrovaszkularis permeabilitds

Az egyik leggyakrabban alkalmazott mddszer az intravénas FITC-albumin beadasat kovetden a

fény-intenzitds mérése €s Osszehasonlitasa intra- és extravaszkularisan.

4. Erdtméré viltozdsok

A vazodilator és vazokonstriktor stimulusokra adott valaszok szdmszertisithetok.

00-D0 DO.00 B0

32. abra Fluoreszcens jelolés (bal fels6: leukocitak a venulakban; jobb felsd: maj) és OPS
intravitalis mikroszkdpos képek (bal also: a vékonybél izomrétege, jobb alsd: bél villusok)

5.4. IVM-mel vizsgalhaté szovetek, szervek

\%

Limitaciét jelent a szOvet vastagsaga (csak a szovetek felszini rétegérél szolgaltat
informacidt, igy a szovetvastagsag nagymértékben befolyasolja az alkalmazhatosagat). Minden
parenchymas szerv vizsgalhato, hiszen ezekben a felszinen nyert informacio6 jol reprezentalja a
mélyebben levd valtozasokat is. Mivel a kisallatok pl. ragcsalok (egér, tengerimalac, patkany)
nagyon vékony szovetekkel rendelkeznek, ezért foként ezen fajok egyedeinek vizsgalata a
legelterjedtebb. Ha a vékonybelet vessziik alapul, a mikroszkop fokuszanak valtoztatasaval
eldszor a subserosalis nyirokerek latszanak és a szovetek nem vizsgalhatok mélyebben (pl.
kutyan), mig patkanyon vagy egéren mélyebb rétegekig eljuthatunk (serosa, korkords és
hosszanti izom rétegek, akar a submucosalis erekig). Ha viszont a bélbolyhokat szeretnénk
vizsgalni, a lumen antimesenterialis oldalon torténd megnyitasat kovetéen a villusok a lumen
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felol (kutyan vagy egéren egyforman) konnyen vizsgalhatéak. Ami viszont a bort illeti, még a
patkanyok sem alkalmasak, csak az egerek vékony epidermise esetén lehet a bor alatti
mikrokeringést vizsgalhatdva tenni.

A szervek mozgasa problémat okozhat (idealis esetben a nem mozgd szervek
alkalmasabbak IVM vizsgalatokra, mint a mozgo6, pulzald vagy 6sszehuzodok), éppen ezért a sziv
¢s tiidok csak ritkdn célszervei ezeknek a vizsgalatoknak. Mivel a 1€égzémozgasok a rekeszizmon
keresztiil a majra is atterjednek, ez a szerv is csak specidlis preparalas révén tehetd alkalmassa az
IVM-mel valé vizsgalatokra (a maj bal lebenyének hatulso felszinét vizsgaljuk, mely a szerv
kiemelése és rotalasa révén valik elérhetévé). IVM-mel leggyakrabban vizsgalt szervek és
szovetek az izom (vaz, simaizom, szivizom), belek, csonthartya, maj, hasnyalmirigy, here,
hugyhoélyag, agy (Gn. cranidlis ablakon keresztiil) €s a tiido (Gn. mellkasi ablakon keresztiil,
1égzési sziinetekben).

5.5. A mikrokeringési paraméterek koros valtozasai

%

Perfuzio
o vOrosvérsejt aramlasi sebesség csokken (ritkan no)
o funkcionalis kapillaris denzitds csokken

o A mikrokeringés heterogenitasa nd

Leukocita—endothelialis interakciok: szabadon athalad6é sejtek aranya csokken, a rollingot
mutatok ¢€s kitapadok aranya no.

Mikrovaszkularis permeabilitds: fokozdodik.
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X. Allatkisérletes modellek és modszerek a légzéskutatasban (Dr. Adamicza Agnes)

Az asztma, a sulyos szepszist kiséré tiidoodéma, vagy az emphysema olyan emberi
betegségek, koros elvaltozdsok, melyek egy egész szervrendszer — a 1égzdrendszer — teljes
struktarajat és funkciojat érintik; s vizsgalatukra, a korfolyamatok mechanizmusainak
megértésére csaknem kizardlag in vivo modellek alkalmazhatok.

1. A 1égzés funkcionalis vizsgalata
A 1égzés funkcionalis vizsgalatat, monitorozasat az alabbiak szerint végezhetjiik:

. Alap-monitorozas (megfigyelések)

. Hemodinamika (pulmonalis keringés, nyomads, véraramlas vizsgéalatok)

. Légzésmechanika (pletizmografia, bronchiélis provokacios teszt, kényszeritett
oszcillacio modszere)

. Légzési gazok nem-invaziv (kapnometria, pulzoximetria) vagy invaziv (vérgdzanalizis)
monitorozasa

. Biokémiai analizisek (vér, tiidészovet, bronchoalveoldris folyadék)

. Bronchoalveoléris lavage (BAL)

. Tiid66déma meghatarozasa (gravimetrias analizis, permeabilitds vizsgalat,

transthoracalis elektromos impedancia)

1.1. Alap monitorozas
Megfigyeljiik a kisérleti allat 1égzOmozgasat (tipus, mélység, frekvencia), valamint,
nagy allatmodellben, hallgat6zassal a tiidében aramlo levegd hangjelenségeit.

1.2. Hemodinamika

A pulmonalis keringési allapotra az artéria pulmonalis nyomés ¢&s véraramlas
mérésével kovetkeztetiink. A csak nagy allatmodellekben hasznalt Swan-Ganz katéterrel mért
paraméterek az a. pulmonalis nyomas, pulmonalis kapillaris éknyomas, pulmonalis
vaszkularis rezisztencia és a perctérfogat, valamint a kevert vénds vérben mért vérgaz
paraméterek.

1.3. Légzésmechanika

A 1égzés soran valtozik a nyomds, az aramlas és a térfogat a tiidében. A
légzésmechanika ezeknek a paramétereknek a mérésével, €s a koztik 1évé Osszefliggések
vizsgalataval foglalkozik. Hagyomanyos légzésmechanikai paraméterek a 1éguti ellenallas,
tiidé compliance, elaszticitas, pulmonalis inflacidos nyomas.

Leéguti ellenallas (H,Ocm/l/s) a levegdaramlads soran keletkezd strlodési erdk altal
okozott, a levegd aramldsaval szembeni ellenallds, mely a nyomds és az aramlds hanyadosa.
Az aramlas egyenesen aranyos a nyomadssal, és forditottan aranyos az ellendllassal. Az
ellenallas a levegd molekuldk egymas kozti, és a levegd molekulak és a légutak fala kozti
strlodasbol szadrmazik. A nyoméasmérés transducerrel (jelatalakitd), az &ramldsmérés
pneumotachograffal torténik.

Tiidé compliance (1/H,Ocm) a tidészovet tagulékonysaganak a jellemzdje, az
egységnyi nyomadsvaltozasra bekovetkezd térfogatvaltozdas mérdszama. A compliance
csokken tiidd fibrozisban (a tiidészovet diffuz, kotdszovetes atalakuldsa; pl. fémpor, azbeszt
expozicioja kezdetben gyulladasos folyamatot indukal, melyet hegesedés kovet az
intersticiumban — az alveolusok kozti tér - , a tiidészovet megvastagodik, és merevvé valik),
légutak elzarodasakor vagy fokozott alveolaris feliileti fesziiltség esetén, atelektazidban és
tiidéddémaban, ugyanakkor emphysemaban nd.
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Elaszticitas a tiidészovet rugalmassagat jellemzo tulajdonsag, az a képesség, mely
révén a tido igyekszik az eredeti formdjat és nagysagat felvenni; f0 meghatirozdja az
alveolusokat koriilvevé rostos-elasztikus halozat.™

Inflacios csucsnyomas az endotrachedlis vagy a tracheatubus végén mért belégzési
nyomas legnagyobb értéke.

1.3.1. Pletizmografia

A pletizmograf egy légmentesen lezarhatdo kamra, mely a tlid6térfogat és a léguti
ellenallas nem-invaziv meghatarozasara alkalmas mind a klinikumban, mind a kisérleti
laboratériumokban. A hozza csatlakoztatott nyomasmérdk €s pneumotachograf segitségével
nyomas ¢és aramlasi jeleket mérnek. Ezzel a modszerrel mérhetdé a funkcionalis rezidualis
kapacitas (FRC, kilégzés-végi tiidd térfogat) és a teljes tido kapacitas (TLC). A kisérleti allat
egy, a kamrabol kivezetd csovon/tracheatubus keresztiil 1égzik. Légzés soran a mellkas
térfogata valtozik, igy valtozik a kamranyomas is.

A tiidotérfogat meghatarozasanak alapja a Boyle-Mariotte empirikus torvény, mely
szerint, egy adott hdmérsékleten adott mennyiségli gaz térfogatanak és nyomasanak szorzata
allando:

PV =allando
vagy, ha a gaz allapotvaltozason megy keresztiil, akkor a két allapot kozotti osszefliggés:
PV =PV
ahol V’és V a végso és kezdeti térfogatok, a P’és P a végso és kezdeti nyomasok.

1.3.2. Bronchialis provokacio

A bronchidlis provokacios tesztet az asztma diagnosztizalasdban hasznaljak. A
tiidoben bekovetkezd valtozasokat kiilonbozd bronchokonstriktor anyagokkal (acetilkolin,
metakolin, hisztamin, vagy kornyezeti allergén) szembeni fokozott léguti reaktivitas
aerosol formajaban, mely hiperreaktiv valaszreakciot okoz. A 1égzésfunkcids paramétereket a
provokacio eldtt és utan regisztraljak, vagy kisérletes koriilmények kozott a kényszeritett
oszcillacid modszerét alkalmazzak.

1.3.3. Kényszeritett oszcillacio moédszere

A kényszeritett oszcillaici6 modszerével a tiiddszovet ¢és a légutak mechanikai
tulajdonsagai szeparaltan, nem-invaziv modon mérhetdk.>' Kis amplitaddju, alacsony
frekvencidji (a fizioldgias frekvenciat is magaban foglald) kényszerrezgéseket szamitdogép-
vezérelt hangszorobol a kilégzés végén a tracheaba vezetnek, és mérik a tiidé bemend
impedancidjat. Az impedancia gorbékhez torténd modellillesztéssel hatdrozzak meg a légutak
(ellenallés) és a tiidoszovet (ellenallds, elaszticitas) mechanikdjat jellemzd paramétereket. A
légutak ¢és a tlidészovet szeparalt vizsgalatat a frekvenciafiiggésiik eltérd jellege teszi
lehetdve.

1.4. Légzési gazok monitorozasa

Nem-invaziv: kapnometria/kapnografia a kilégzett (kilégzés-végi) CO,/CO, nyomas
gorbét, €s a 1égzési frekvenciat méri. Pulzoximetria az O, szaturéciot €s a szivfrekvenciat méri
(klinikumban hasznaljak).

Invaziv: a vérgazanalizis célja a vérgaz statuszanak (O, felvétel, CO, leadas, vér pH)
megallapitasa, a tiid0 és a vese szerepének tisztazdsa a sav-bazis egyensuly fenntartdsaban. Az
artérias kaniilbdl, heparinizalt fecskenddbe vett vérmintabdl specialis vérgazmérd késziilek
méri a vér Oy (pOy) és CO;, parcialis nyomasat (pCOy,), és a pH-t, valamint kalkulalja az
aktualis és standard bikarbonatot (pCO, = 40 Hgmme-en), a bazis felesleget (azon sav vagy
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bazis mennyisége, mely a normal pH-t allitja be; pozitiv = alkaldzis, negativ = acido6zis), és az
O, szaturéciot (az O,-t megkotd hemoglobin szazalékos aranya).

1.4.1. A sav-bazis egyensuly

Normal vérgaz értékek: pO, 90-100 Hgmm, pCO, 36-44 Hgmm, pH 7,35-7,45, bikarbonat
22-26 mmol/l, bazis felesleg -2+2 mmol/l, O, szaturaci6é 96-100%.

Respiracios acidozis: emelkedett pCO,, csokkent pH (1éguti obstrukcio, ARDS vagy csokkent
1égzés).

Respiracios alkalozis: csokkent pCO,; pH nagyobb, mint 7,45 (hiperventillacio).

Metabolikus acidozis: bazis hidny; pH kisebb, mint 7,35; csokkent bikarbonat szint
(gasztrointesztinalis betegségek).

Metabolikus alkalozis: bazis felesleg vagy savveszteség (pl. hanyas).

1.5. Biokémiai analizisek

A tiid6 funkcid vizsgalata torténhet vazo- és bronchoaktiv mediatorok, enzimek (féleg
neutrophil fehérvérsejtek altal termelt protedzok és myeloperoxiddz), markerek (a tiidd sejtes
elemeinek vagy szoveteinek a koros allapotvaltozasat jelzik), proteinek, surfactant, és
differencidlt (pl. fehérvérsejtek, makrofdgok) sejtszdm meghatdrozdsaval a vérben, a
tiidészovetbdl vett biopsziaban vagy a BAL-ban.

1.6. Bronchoalveolaris lavage

A BAL (vagy bronchoalveolaris lavage) egyszeri modszer a légzérendszer
betegségeinek (COPD-kronikus obstruktiv tiidobetegség, gyulladasos léguti korképek)
monitorozasara €s diagnosztizaldsara. A proximalis légutakbol, a kis disztalis légutakbol, és
az alveolusokbdl is elvégezhetd a mintavétel, mely kisérletes koriilmények kozott egy vékony
kaniilnek a tracheatubuson keresztiili levezetésével torténik. A mintavétel kis mennyiségi,
testhdmérsekletli  steril fiziologias NaCl oldat befecskendezésébdl ¢és a folyadék
visszaszivasabol all. Ez a miivelet tobbszor is ismételhetd. Az elsé minta (bronchialis
mosofolyadék) kiilon is analizalhatd, vagy a teljes visszanyert mintamennyiség kertil
vizsgalatra. A BAL visszanyerése valtozo, rendszerint 30-50%-a a befecskendezett
térfogatnak (COPD-ben kisebb). A BAL mintakbdl solubilis és sejtes elemek vizsgalata
torténhet (mediator/marker meghatarozas, sejtszamlalas, sejttenyésztés). A BAL kis mérték,
atmeneti pO; csokkenést okoz.

1.7. A tiidé 6déma meghatarozasa

Gravimetrias analizis. Az allatokat tulaltatjuk, majd a tiidészovetbdl mintat vesziink.
A minta ,nedves sulyanak” lemérése (wet weight - WW) utdn a szdvetet szaritdban
sulyallandosagig szaritjuk, majd ismét lemérjiik (dry weight - DW). A tiid0odéma paramétere
a nedves ¢s szaraz suly aranya (WW/DW).

Pulmonalis kapillaris permeabilitas meghatarozasa. Evans kék festék (EB) intravénas
befecskendezését kovetden a festék a plazma fehérjéhez (albumin) kotédik. Megnovekedett
érpermeabilitds esetén (6déma) a keringésbdl plazmakiaramléas torténik, melynek soran a
festék-fehérje komplex is a kornyezd szovetekbe keriil. A kisérletek végén az allatokat
egy oldészer (formamid) segitségével extrahdljuk, majd a festékkoncentraciot az
extraktumbol és a vérbdl spektrofotometridsan meghatarozzuk. Permeabilitasi index =
EBszovet / EBplazma.*?

Transthoracalis elektromos impedancia. Elve: kis amplitadéja, nagy frekvencias
aramot vezetve a mellkason és a nyakon elhelyezett elektrodékra, a szivciklus alatt a
ver6térfogattal aranyos impedancia (fesziiltség/aramerdsség) valtozasok mérhetdk
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(perctérfogatmérés). A mellkasban a nagy vezetoképességli vér, sziv és nagy erck mellett
nagy ellenéllasu szovetek (tiidd, izom, csont, zsir) is hozzajarulnak a mellkasi alapimpedancia
(Zy) értékéhez. Bar a Z, értéke nagy variabilitdst mutat, de a valtozasa jol jelzi a mellkasban
bekovetkezd folyadék és levegd térfogatvaltozasokat. Igy, mellkasi vérzés vagy tiidéodéma
esetén a Z; csokken, pneumothoraxban nd. Tehat, a Z, folyamatos monitorozasa
mellkasmiitott betegek posztoperativ szakaszdban hasznos lehet a korai intrathoracalis
folyadék ¢és leveg6térfogatvaltozas jelzésében, amikor még mas paraméterek (hemodinamikai,
vérgaz) nem valtoznak.™ >*

2. A szabad légutak biztositasa, mesterséges l1élegeztetés
Itt az alabbi technikakat kell targyalni:

. Endotrachealis intubacid
. Tracheostomia
. Thoracotomia

. Mesterséges 1¢legeztetés

2.1. Endotrachealis intubacio

Az endotrachedlis intubacidé a szabad légut biztositdsanak legaltalanosabb ¢és
legbiztosabb modja, mely lehetdvé teszi a 1égzérendszer funkcidjanak folyamatos
monitorozasat (pl. a be- és kilégzett gazok Osszetételének mérése), 1€guti nyomasmérést, rovid
idejli mesterséges l¢legeztetést, a léguti valadék leszivasat, a BAL-t, valamint gyogyszer
beadasat. Megfeleld méretii, plasztik, vagy gumi anyagu tubust (nagy allatok) vagy plasztik
katétert (kis allatok) vezetiink a hanyatt fekvd, hatrahajtott fejli altatott allat trachedjaba vagy
valamelyik f6 bronchusba, megfeleld feltaras mellett a szdjon keresztiil. Az intubacié nagy
allatokon laringoszkoppal, kis allatokon csipesszel torténd feltaras mellett torténik. Egereken,
a tracheanak miit6lampa segitségével torténd, boron keresztiili megvilagitdsa megkonnyiti a
mivelet elvégzését. A tracheatubusok disztalis végén felfujhatd mandzsetta biztositja a
veszteség nélkiili 1€gzést/I¢legeztetést, valamint megakadalyozza nyal vagy vér tiidobe torténd
lejutasat. A mandzsetta feszessége a tubus masik végén 1évo kontroll ballonnal ellendrizhetd.

2.2. Tracheostomia

A tracheostomia, altatasban végzett sebészi beavatkozads, melynek soran (altalaban
plasztik) tubust (nagy allatok) vagy plasztik katétert (kis allatok) vezetiink egy nyildson
keresztiil a trachedba. Akkor van rd sziikség, amikor az endotrachedlis intubacié nem
végezhetd el, vagy a szabad légutak biztositdsdra hosszabb ideig van sziikség (tartds
mesterséges 1¢legeztetés, légzésmechanikai mérések). A tracheostomia technikdja, 1€pései
roviden az alabbiak:

1. az altatott allatot hanyatt fektetjiik,

2. anyak borét lemossuk, fertétlenitjiik,

3. a pajzsporc ¢és gyurliporc alatti elsé és masodik tracheaporc kozott szikével harant
iranyban bOérmetszést végziink,

4.  anyakizmokat kdzépvonalban tompan szétvalasztjuk,

T-alaki metszést (stoma) végziink: az elsd ¢és masodik tracheaporc kozott a tracheat

atvagjuk, majd a masodik (vagy a harmadik) tracheaporcot koézépvonalban lefelé

bemetsziik,

6. nagy allatoknal a porc csiicskeibe egy-egy atraumatikus 6ltést helyeziink be a feltaras
megkonnyitésére (kis allatoknal a trachea ald fonalat vezetiink, ennek megemelése
elegendo feltarast biztosit a tracheakantil bevezetéséhez),

7.  atubus bevezetése utan a betétet eltdvolitjuk, a mandzsettat felfajjuk,

8.  atartooltéseket megcsomozzuk,

e
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9.  abdrt mindkét oldalon zarjuk.

2.3. Thoracotomia

Thoracotomia a mellkas sebészi uton, mesterséges lélegeztetés alatt torténd
megnyitasa, mely lehetdvé teszi kdzvetleniil a tiid6 felszinén végzett beavatkozasok/mérések
elvégzését. Kisérleti koriilmények kozott a mellkas megnyitdsa altalaban a mellkasfalon
keresztiil torténik, nagy allatoknal egyik oldali bordarezekcidval, vagy a bordak széles
feltarasaval, kis allatoknal (patkdny, egér) a sternum kozépvonaldban torténd hosszanti
metszéssel (gyors, kicsi a vérveszteség).

2.4. Mesterséges 1élegeztetés

Mesterséges 1¢legeztetés soran respirator segitségével juttatjuk a levegdt a tiidobe
(pozitiv nyomasu I¢élegeztetés). A 1élegeztetés célja az oxigenizacid novelése, az optimalis
ventillacid biztositdsa, az atelektdzia (alveolusok kollapszusa, Osszeesése, mely csokkent
alveolaris ventillaciobol vagy az alveolusok elzar6dasabol ered) megsziintetése. Mesterséges
I¢legeztetés alkalmazdsa elengedhetetlen azokban az esetekben, amikor az allat spontan
1égzése gatolt (izomrelaxans) vagy a mellkas megnyitasara (thoracotomia) van sziikség. A
térfogat-vezérelt késziilékekben a belégzés addig tart, amig a bedllitott levegdtérfogat (1égzési
térfogat) a tiidobe keriil, mig a nyomas-vezérelt respiratorokban a beéllitott nyomas eléréséig.
Az elébbiekben beadllithatd még a 1égzési frekvencia vagy a percventillacio, €s tulnyomasos
szelep akadéalyozza meg a koros nyomds kialakuldsat. Lélegeztetés sordn, ha a kilégzés
néhany vizcm-es nyomassal (PEEP-pozitiv kilégzés-végi nyomas) szemben torténik, akkor az
alveolusok megtelnek levegdvel, javul az oxigenizacid, és nd a kilégzés-végi tiid6 térfogat.
Thoracotomia alatt, illetve nyitott mellkasu allatokon végzett kisérletekben elengedhetetlen a
PEEP alkalmazasa, mely javitja a gazcserét, kinyilnak az alsé tiidéteriiletekben 1évo, a
hanyattfekvés miatt elzarodott kis 1égutak, ezéltal biztositott a belégzett levegd homogén
eloszlésa.

3. A tiid6 morfologiai vizsgalata

Az alveolaris struktarat kapillaris endothelium, alveo-kapillaris membran (0,5 p
vastag; gdzcsere), az epithelium 1. tipusu epithelidlis sejtjei (lapos sejtek), és II. tipust
epithelialis sejtek (kocka alaki pneumocitdk, mikrovillusokkal, a citoplazmaban szekrécios
szemcsék-surfactant szintézis) alkotjak. Az alveolaris felszin 80-90%-at kapillarisok veszik
koriil. Az alveolusok falat vékony filmréteg, a surfactant boritja, mely a II. tipust epithelialis
sejtek granulumaiban termelddik, és a tiid6 humoralis és celluldris védelmi rendszerének a
része. A surfactant egy feliilet-aktiv lipoprotein komplex, mely csokkenti a feliileti
fesziiltséget, noveli a compliancet (megkdnnyiti a tiidé belégzését), fenntartja az alveolusok
mechanikai stabilitdsat és megakadalyozza, hogy a kilégzés végén Gsszeessenek, biztositja az
optimalis gdzcserét. Az extracellularis matrix részei fehérje rostok és polimer
makromolekuldk (szénhidrat lancok és fehérjék, melyek folyadékot képesek megkdtni). A
fehérje rostokat (kollagén és elasztin) fibroblasztok termelik. A kollagén a tlidészovet
merevségét, az elasztin a rugalmassagot biztositja. A matrix halozatos szerkezete a szovet
strukturdlis integritasat, az intersticidlis folyadék a sejtek miikodéséhez sziikséges folyadékot
¢s ionokat adja. A morfologia vizsgalatara in vivo (intravitalis videdmikroszkopia, ortogonalis
polarizécios spektralis képalkotas) vagy ex vivo, szdvettani modszereket (fénymikroszkopia,
elektronmikroszkopia) alkalmazhatunk.

3.1. In vivo videomikroszkdpia, ortogonalis polarizacios spektralis képalkotas

In vivo videomikroszkopidval mérhetd paraméterek: alveolaris stabilitds (subpleuralis
alveolusok nagysaganak valtozasa a belégzés és kilégzés soran), alveolaris falvastagsag,
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tiid66déma.> A mérések elvégezhetok nyitott mellkasu allatokban, kozvetlenil a tiid6
felszinén, vagy a mellkason, a bordak koz¢é beiiltetett “ablak”-on (miianyag lencse) keresztiil,
1égzéssziinetben (be- vagy kilégzés végén).

Az ortogondlis polarizacids spektralis képalkotas alkalmas a subpleuralis alveolusok
megjelenitésére, és méreteinek vizsgalatdra nyitott mellkasu allatokban. A méréseket
végezhetjiik statikusan, 1égzéssziinetben, vagy a mikroszkoép lencséjének megfeleld
beallitasaval dinamikusan, 1€gzés kozben is.

3.2. Szovettani vizsgalat

Fénymikroszkopia. Tiidészovet fénymikroszkopos vizsgalatara pl. haematoxylin (a
sejtmagot kékre festi) és eozin (a voOrdsvértestet vildgos pirosra, a citoplazmat és a
kotdszovetet rozsaszinre vagy pirosra festi) festést hasznalnak.

Elektronmikroszkopia. Az elektronmikroszkop, fény helyett, nagy energiaju fokuszalt
elektronnyaldbot haszndl a vizsgalt szovet szerkezetének €s Osszetételének a vizsgalatara.
Kitling felvételek készithetok a bronchidlis és alveolaris struktarardl, és az epithel sejtek
felépitésérdl a pasztdzo (scanning) elektronmikroszkop segitségével.

4. Human tiidobetegségek allatkisérletes modelljei

Ahhoz, hogy egy betegség hattér mechanizmusait megismerjiik és megértsiik, az adott
betegség 0 jellemzdinek in vivo modellezésére van sziikség. A tiidObetegségek allatkisérletes
modelljeiben vagy a kivaltott patofiziologiai folyamatokat, vagy e folyamatok altal indukalt
légzorendszeri paraméterek valtozasat mérjik. A kiilonb6zé 1égzérendszeri betegségek
kisérletes vizsgalatara elsOsorban kis allat modelleket (egér, patkdny, tengerimalac, nyul)
hasznalunk.

4.1. ARDS - akut (vagy felnéttkori) respiracios distressz szindroma (shock tiido)
Az ARDS f0 tiinetei: tachypnea, hipoxémia, diffuz bilateralis pulmonalis infiltracio,
tiidéodéma, csokkent tiidé compliance, nehézlégzés, hipotenzid €s metabolikus acidozis.

4.1.1. ARDS-hez tarsulo klinikai korképek

Az ARDS kialakulhat kdzvetleniil a tiidot ért karosodas, vagy indirekt modon, egyéb
szerveket ért kdrosito tényezok hatdsara. Kozvetleniil a tiidot ért karosito tényezok/korképek:
a légzérendszer infekcidja, tiidogyulladds, gyomortartalom aspiracioja, tiidézuzodas,
zsirembolia vagy mérgezd gazok inhaldcioja. Ezekben az esetekben a gyulladdsos folyamatok
az alveolaris epitheliumban indukaldédnak, és innen terjednek az endothelidlis rétegre. Egyéb
szerveket érintd korképekben indirekt modon alakul ki az ARDS, pl. szepszis (40-50%), tobb
szervet érintdé trauma, kiilonbdzd shock tipusok, égési sériilés, akut pancreatitis vagy
gyogyszer tuladagolas. A gyulladdsos folyamatok kialakuldsdban aktivalt neutrophil és
endothel sejtek, valamint gyulladasos mediatorok vesznek rész.>®

Az ARDS kialakulasdban szerepet jatsz6 f0 patofiziologiai mechanizmusok a
kapillaris endothelium és az alveolaris epithelium kéarosodéasa, a kapillaris permeabilitas
novekedése, intersticialis/alveolaris ©0déma, az 6déma kovetkezményeként surfactant
karosodas, atelektazia, shunt (normal tiidében a ventillalo alveolusokat ellatd kapillarisokban
a keringés megtartott =  ventillacid/perfuzié  egyensuly; koros  allapotokban
ventillacid/perfiizid aranytalansag van, pl. normal alveolaris keringés mellett a légutak
elzarodtak atelektazia vagy fokozott valadékszekrécié miatt, igy nincs gazcsere), funkcionalis
rezidualis kapacitas és compliance csokkenés.

4.1.2. A tiidokarosodas markerei
A markerek mérésével a tiido kilonbozo alkotéelemeinek a karosodasara kovetkeztethetiink.
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Kapillaris  permeabilitas: nd, ez intersticidlis/alveolaris ©6démat okoz; az
(endotrachedlis tubusbdl vett) ddémafolyadék fehérje tartalma, gyulladdsos mediatorok és
sejtek szama a BAL-ban.

Endothelialis markerek: plazma adhézidos molekuldk és vazoaktiv medidtorok szintje
(nd).

Epithelialis markerek: surfactant és a hozzad kapcsolodo specifikus fehérjék szintje a
BAL-ban (csokken).

Makrofagok: cytokinek szintje nd a BAL-ban és a plazmaban; NF-kappa-B, egy
gyulladasos mediator, mely normal allapotban a citoplazmaban inaktiv formaban talalhato.
Endotoxin (lipopoliszacharid, a Gram-negativ baktérium kiilsé sejtmembran alkotorésze)
vagy cytokin hatdsara aktivalodik, a sejtmagban DNS transzkripciét és mRNS transzlaciot
indukal, ezaltal a gyulladdsos medidtorok (cytokinek, induktiv nitrogénmonoxid szintetiz,
adhézids molekulak) szintézise folyamatosan biztositott.

Neutrophilok: protedz enzimek (elasztdz, kollagendz) a BAL-ban, myeloperoxidaz a
BAL-ban ¢és a tiidoszovetben. A myeloperoxidaz szoveti aktivitasa jol korrelal a szovettani
karosodasok mértékével.

4.1.3. Az ARDS allatkisérletes modelljei

o Endotoxin vagy ¢l6 baktérium intravénas beaddsaval (injekcid, infizid): a neutrophilek
kitapadnak a tiidé6 mikrokeringésében, gyulladdsos medidtorok szabadulnak fel,
tiid66déma alakul ki.

J Oleinsav (telitetlen zsirsav, a sejtmembran foszfolipid része) intravénds beadasaval
(injekcio vagy infuzid): a kapillaris permeabilitds nd, jellemzd a fehérjében gazdag
O6démafolyadék és jelentds ventillacid/perfiizid inhomogenitas. Az oleinsav kiilondsen
pancreatitisz és sulyos csonttorések szovodményeként fellépé ARDS modellezésére
alkalmas.

J Intestinalis ischemia-reperfuizioval, mely lokalis gyulladdsos reakciokat (neutrophil sejt
aktivacio és akkumulacio, folyadék filtracid) indukal a bél mikrokeringésében, ezaltal
csokken a bél mucosa barrier funkcioj, a mucosa karosodas kovetkeztében baktériumok,
¢s endotoxin keriil a bél lumenébdl a keringésbe. Az aktivalt neutrophilok és az
endotoxin tavoli szervekben, igy a tiidoben is gyulladasos folyamatok general, melynek
gyulladasos sejtek kitapadasa, kapillaris permeabilitds ndovekedése, tiidéodéma és
1égzésmechanikai valtozasok a kovetkezményei.

. Akut pancreatitisszel, melyet kisérletes koriilmények kozott nagy dozist
cholecystokininnel vagy annak analogjaval, ceruleinnel, vagy cholecystokinin és alkohol
kombinacidjaval valtanak ki, féleg patkdnyokon és egereken.

o Coecum ligacié/punkcié indukalta szepszissel: a has megnyitdsa utdn a coecum tovét
lekotjiik, majd megfeleld vastagsagi tlivel 1-2-szer atszarjuk, majd a coecum
megnyomasaval ellendrizziik a perforaciot. A tiinetek a hasfal réteges bezardsa utdn 24
oran beliil jelentkeznek.

4.2. Emphysema

Az emphysema a COPD egyik tipusa, melyre jellemzd a termindlis bronchiolusoktol
disztalisan 1évo alveolaris terililetek irreverzibilis, permanens megnagyobbodasa. Mellkas
rontgen és computer tomograf felvételeken hiperinflacio, megnagyobbodott 1égzsakok, és
eroteljes tiidokontuar lathato.

Emphysemaban a compliance nd, ¢és a tiidé kevésbé képes Osszehuzodni. Kilégzés
soran a levegd nem tud eltavozni, igy egyre tobb levegd marad vissza a tiidében (,,trapped
air”). Az alveolusok nem tudnak friss levegdvel felfrissiilni. Irreverzibilis betegség, mely
fokozatosan alakul ki, és a folyamat csak lassithatdo. Az emphysema 6 kivaltoja a dohanyzas;
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egyéb okok kozott szerepel a 1égszennyezddés és, mint endogén tényezd, a protedz-
antiproteaz egyensuly (a tiidé endogén védekezési mechanizmusa) felborulésa.

4.2.1. Emphysema modellek

4.2.1.1. Exogén anyagok intrapulmonalis expozicidja

. Az els6 allatkisérletes modellben (1990) dohdnyzas hatasat vizsgaltak tengerimalacokon
(10 cigaretta/nap 1-12 honapig). A kivaltott hatds: az epithelium megvastagodasa,
fokozott nyakszekrécio, az alveolusokban né a gyulladasos sejtek szdma, a BAL-ban nd
a neutrophil sejtek ardnya. Az azdta elvégzett szamos kisérlet eredménye bebizonyitotta,
hogy kis allatokon ez a modell nem alkalmas az emphysema kivaltasara. Ugyanis, a kis
allatok obligat orrlégzok, igy a patkdnyok rezisztensek, és az egerek érzékenysége
torzstipusoktol fiigg.

. Irritald (kornyezetszennyezd) gdzok inhalacidés modelljeiben nitrogén dioxid, 6zon vagy
diesel kipufogdgaz hatasat vizsgaljak. Az okozott pulmondlis valtozasok: né a légutak
ellenallasa ¢és érzékenysége, neutrophil infiltraci6 az alveolusokban, fokozott
valadékszekrécio, simaizom hipertrofia (a simaizom sejtek nagysaga nd).

J Protedzok (elasztdz, papain: ndvényi eredetli, hatdsa lassabb az elasztaznal)
alkalmazasdval az elasztin lebomlik. Az elasztaz-indukalta valtozasok: hemorrhagia,
neutrophil ¢és makrofag infiltraci6, 6déma, alveolusok megnagyobbodéasa; nd a
compliance, a funkcionalis rezidudlis kapacitas és a teljes tiid6 kapacitas; csokken a
kilégzési aramlés és a tiid6 elasztin tartalma.”’

J Kis dozist endotoxin utan neutrophil szekvesztracid, migraciod, neutrophilokbol térténd
elasztaz felszabadulas, elasztin lebontasa torténik.

4.2.1.2. Genetikai modellek

Mutans egértdrzsek megnagyobbodott 1égtérrel.

o »Blotchy” egér: lysyl oxidaz enzim hidnya (réztartalmt enzim, mely a kollagén-elasztin
szintézis¢hez kell); kollagén-elasztin defektus

o »light skin” egér: fibrillin mutans (fibrillin az extracellularis mikrofibrillumok f6
eleme); nem képzddnek normalis elasztin rostok, illetve nem megfeleléen kapcsolodnak
0ssze, neutrophil/makrofag migracio.

4.2.1.3. Génmanipulalt/transzgenikus modellek

A génmanipuldcido a génterapia {6 eszkoze betegségek kutatdsaban, 0 kezelési
eljarasok kidolgozasaban. Génmanipulacio sordn egy adott gén modositdsa vagy hianyzé gén
atvitele torténik. Kiilonosen az egérmodelleken végzett kisérletek elterjedtek, mivel az egerek
genomja ismert, gyors és konnyl a szaporitasuk, €és a génmanipulacio/géntranszfer konnyen
elvégezhetd. Funkcid-vesztés (,.knock-out’; kiiitott”, egy adott gént mesterségesen
kikapcsolnak) soran egy fehérjeszintézisért felelds gén kiiktatdsa (elasztin-/-: kevesebb,
kitagult disztalis 1égtér; surfactant D fehérje-/-: makrofagok elasztdz szintézise nd) torténik,
mig tobblet-funkcid (,,knock-in”; fokozott fehérjeszintézis) soran pl. né az IL-13 szintézise
(gyulladés, makrofagok elasztdz szintézise no).

4.3. Asztma

Az asztma komplex, idiilt léguti betegség, melynek jellemzéi a gyulladasos
folyamatok (fehérvérsejtek, hizosejtek szamanak és aktivitasanak a novekedése a légutakban,
gyulladdsos mediatorok felszabaduldsa), bronchokonstrikcid, fokozott valadékképzddés és
bronchidlis tulérzékenység (hiperreaktivitds). Asztmdban elsésorban az eosinophil sejtek
szdma novekszik, az aktivalt sejtekbdl mediatorok szabadulnak fel, és ezek okozzak a
gyulladasos reakciokat és a fokozott reaktivitast. Az eosinophil sejtek granulumaibodl
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felszabaduld anyagok citotoxikusak, karositjak az epitheliumot, fokozzak az érpermeabilitast
¢s fokozzék a hizosejtekbdl torténd hisztamin és cytokin kidramlést. A gyulladasban 1évo
légutak besziikiilnek, féleg a spazmus és a fokozott valadékképz6dés miatt. Csokken a
tiiddtérfogat és a vitalkapacitads. Az asztma rizikdfaktorai: allergének (allati szdr, toll, poratka,
pollen, penészgomba), irritaldé anyagok (dohanyfiist, levegdszennyezddés, erds szagok/illatok,
stressz), egyéb (gyodgyszerek, ételek, vegyszerek, fertdzEs).

4.3.1. Asztma markerek

BAL-ban: lymphocitak, makrofagok, neutrophil ¢s eosinophil sejtek (foleg a
bronchidlis mosofolyadékban), valadék, vér; a kilégzett levegdben: nitrogén monoxid. Ez
utobbi nd asztmaban és jol korreldl a gyulladasos folyamatokkal.

4.3.2. Asztma modellek

A leggyakrabban alkalmazott asztma modell kis allatok (nyul, tengerimalac, egér)
ovalbuminnal (OA, szintetikus tojas fehérje) torténd szenzitizaldsa. Kiilonb6zo
patkanytorzsek pulmonalis reakcioi kozott jelentds eltérések lehetnek, melyek a torzsek léguti
simaizom mennyiségében 1évo kiillonbségekbdl adédnak. Nagy allat modelleket (majom, juh,
kutya) ritkabban alkalmaznak.™®

Elészor OA intraperitonedlis vagy szubkutan injekciojaval szenzitizaljak az allatokat.
Adjuvansként Al(OH);-t adnak, mely eldsegiti az antitest reakcidé kialakuldsat. Majd, a
kezelést 7 nappal késébb megismétlik. Ujabb 7 nap miilva, az allatok porlaszto segitségével
legalabb 7 napig naponta OA kezelést kapnak aerosol formajadban. A szenzitizalas biokémiai
¢s fiziologiai hatasat, és 1égzésmechanikai (bronchidlis provokécios teszt) kdvetkezményeit
vizsgaljak, valamint differencialt (eosinophil, leukocita, granulocita, és vorosvértest)
sejtszamlalast végeznek a BAL-bol. A szenzitizalas sikeressége az OA intravénas beadasaval
ellendrizhetd.

4.4. Tiidoodéma

A tiidéddéma folyadék felhalmozodésa a tiidében, mely gézcsere csokkenéséhez és
1égzési zavarokhoz vezet. Kialakulhat a keringési zavarok miatt (hidrosztatikai), fokozott
fehérjevesztés, veseproblémak kovetkeztében (onkotikus, plazma kolloid ozmotikus nyomasa
csokken), és a kapillaris permeabilitas novekedése miatt (permeabilitasi). A tiidéodéma
kozvetlen oka a megemelkedett pulmonalis kapillaris nyomas, a csdkkent plazma onkotikus
nyomads, az intersticialis nyomas csokkenése, az alveo-kapillaris membran karosodasa,
fokozott kapillaris permeabilitds vagy nyirok elzarodas. Eldszor, a folyadék az erekbdl az
intersticialis térbe (intersticidlis 6déma), majd a folyamat stilyosbodéasaval, az alveolaris térbe
(alveolaris ©6déma) szivarog. Az odémafolyadék gyulladdsos sejteket (neutrophilok,
makrofagok), vorosvértesteket, fehérjét ¢és proteaz enzimeket tartalmaz. Az extracellularis
térben felgyiilemlett folyadék gatolja a tiidé6 normal mikodését, az alveoldris 6déma
inaktivalja a surfactant-t, ami az alveolusok kollapszusahoz vezet.

4.4.1. Tidéodéma modellek

Kisérletes koriilmények kozott tidéodéma valthaté ki pl. endotoxin intravénds
(infuzio, injekcid) adasaval. Az endotoxin beadasat kovetdn vizsgalhato az
endothel/neutrophil interakcid, a neutrophil adhézid/aktivacido és a gyulladdsos mediatorok
felszabadulasa. Més modellekben, pl. oleinsav intravénds infuzidja noveli a kapillaris
permeabilitast, a fehérje bedramléast az alveolusokba és ventillacid/perfuizié aranytalansagot
okoz.
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XI. Sejt és szovettenyésztés (Dr. Torday Csilla)

1. Altalanos hattér

Napjainkban folyamatosan nd az igény, hogy az €16 allaton végzett kisérleteket in vitro
modellek és metodikak valtsak fel. A tarsadalom nagy tobbsége elfogadja, hogy sziikség van
allatkisérletekre, azonban szorgalmazza szamuk csokkentését. A kutatok kozott természetesen
egyetértés van abban, hogy csakis a legsziikségesebb ¢s masképpen meg nem valaszolhatd
kérdések tisztazasa torténjenek allatokon. Ugyanakkor egyes allatvédo szervezetek csakis azt a
megoldast tekintik “alternativnak™, ha a kutatas egyaltalin nem hasznalna fel allatot kisérleti
céllal. Ezek a javaslatok 4ltaldban azt tartalmazzdk, hogy sejttenyészeteken torténjenek
vizsgalatok €16 allat helyett. Bizonyos kutatasi feladatok megoldasaban a sejttenyészet valoban
megfeleld alternativa lehet. Vannak azonban olyan tudoményos felvetések, melyek
megvalaszolasara a sejttenyészet nem alkalmas.

A sejttenyésztés modszerét egy adott sejttipus tisztan, vagy kevert kulturaban torténd
eldallitasara alkalmazzak. Ezek a sejtek €16 kornyezetiikkbol kiragadva, az oket korilvevod
sejtektdl, az immun- és hormonrendszertdl megfosztva csak egy adott, sziik tudomanyteriilet
szamara jelentenek megfeleld alternativat. In vivo kisérlet esetén az adott kérdést nemcsak egy
bizonyos aspektusbol, hanem a maga komplexitdsdban vizsgalhatjuk. Az allatvéddket
joszandékuk és allatszeretetliik vezérli, amikor a sejttenyészetek alkalmazésat alternativaként
ajanljak, de a fentieket altalaban nem veszik figyelembe (€s természetesen a sejttenyésztéshez is
sziikség van kisérleti allatra).

Bar a sejttenyészetek csak korlatozottan alkalmasak bizonyos kérdések megvalaszolasara,
a tudomany nagyon sokat koszonhet ezeknek a modszereknek. A sejttenyésztés képezi az alapjat
a hatalmas iitemben fejlodé géntechnologianak €s a mara ipari méreteket 61t6 biotechnologianak.
Egyre nagyobb sziikség van sejtkultirakra az allatokon végzett toxicitasi tesztek kivaltasahoz is.
A nagymennyiségli koncentralt monoklondlis ellenanyag termelés legegyszeriibb ¢és
legkoltségkimélobb modja az in vitro szdvettenyésztés. Az utobbi években az érdeklodés a
specifikus monoklonalis ellenanyag termeld hibridoma sejtvonalak fel¢ fordult, a diagnosztikus
valamint az 1) terapias célokra alkalmas monoklondlis ellenanyagok irdnt a kereslet oriasi. A
hibridoma olyan sejttipus, amelyet egy tumoros (rendszerint myeloma vagy limféma) valamint
mindkét sziiléi sejttipus kivant tulajdonsagait, igy a daganatos sejt gyors osztodasi képességét,
valamint a normal sejt azon tulajdonsagat, mellyel az monoklonalis antitest-termelést diktalni
képes. A hibridéma laboratoriumi koriilmények kozott halhatatlan, immortalis sejt €s ugyanazt a
produktumot képes eldallitani tenyésztése, fenntartdsa soran, amit a sziiléi sejtek. A fentiek
figyelembevételével tehat mind a kutatok, mind az allatvédok szempontjabdl is érdemes a
szovettenyésztés modszerével, lehetdségeivel és hataraival megismerkedni.

2. Az allatkisérletek helyettesitésére alkalmazhaté in vitro lehetéségek
Biokémiai tesztek

Immunkémiai technikak (bakterialis toxinok azonositasara)

Szerv, szovet vagy sejtkultirdk (biokémiai kutatasok céljara)
Mikroorganizmusok (karcinogén ill. mutagén anyagok tesztelésére)
Magasabbrendii n6vények, néhany metazoa parazita alkalmazasa
Komputer szimulaciés modellek (pl. komputer-vezérelt probababak)
Allatkisérleteket mar helyettesité alternativ eljarasok

o Monoklonalis ellenanyag eléallitas

o Terhességi teszt

. Vakcina hatékonysagi teszt
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° Vakcina termelés virussal

3. A szovettenyésztési technika rovid torténete

1907 Ross Harrison 1étrehozza az elsé szovettenyészetet (az eredeti Harrison modszert Alexis
Carrel és Montrose Burrows maddositotta).

1947 Az Amerikai Szovettenyésztd tarsasag megalakuldsa Hershey-ben (USA, Pennsylvania).

1949 G. W. Hyatt létrehozta az Amerikai Tengerészeti Szovetbankot ortopédiai miitétekbdl
szarmazo csontszdvet tarolasara.

1950 Az els6 human tumoros sejtvonal elinditdsa ('HeLa' - Henrietta Lacks cervix tumor
sejtvonala)

1962 Leonard Hayflick létrehozza az elsé normal human diploid sejtvonalat.

1980 Ananda Chakrabarty a genetikai engineering modszerével nyersolajat emészto
baktériumtorzset hozott létre.

4. A szovettenyésztés fogalma

A sejt illetve szovettenyésztés olyan technika, melynek révén a ndvényi vagy allati
szervezetbdl eltavolitott sejtek kontrolalt koriilmények kozott a legtdbb sziikséges tapanyagot
tartalmazo steril médiumban ndvekednek. A sejt és szovettenyésztés altalanos technika, melyet a
biotechnologia mint iparag, széles korben alkalmaz. > 6% ¢!

4.1. Sejt és szovettenyésztés céljai

o Maganak a sejtnek a vizsgalata (sejtanalizis)

. A sejt-sejt kolcsonhatas (sejtkommunikécid) vizsgalata

. A sejtek kiilonboz6 kémiai anyagokra adott valaszanak analizise

. Kiilonbo6z6 sejt-eredetii fehérje termékek eldallitasara (biotechnologia ipar)

%

4.2. A sejt / szovettenyésztéssel kapcsolatos alapfogalmak

A sejttenyészetek késziilhetnek szdveti explantokbol ("explant kulturak") €s sejtszuszpenzidbol
("szuszpenzios kulturak").

Szovettenyésztés: a szovet fenntartdsat jelenti oly moddon, mely lehetévé teszi a sejtek
differencialodasat ill. a struktira és/vagy funkcidé megdrzését.

Sejttenyeésztés: diszpergalt sejtek fenntartasa in vitro koriilmények kozott.

Monolayer: a tenyésztéedény felszinén egy sejtréteg novekszik.

Szubkultura: a sejtek egyik kultirdbol a masikba torténd atvitele (passzazs) tobbnyire szaporitas
céljabol.

Primer tenyészet: egy allatbol direkt mddon eltavolitott sejtbdl, szovetbdl, vagy szervbdl induld
sejtkultura.

Szervtenyészet: szdvet, egész szerv, vagy szervdarab fenntartdsa a differencialodasi készség, a
funkci6 és architektura megoérzése mellett.

Explant tenyészet: egy szervbdl kimetszett szovetdarab, mely a szoveti struktirat bizonyos
mértékben megtartja, ugyanakkor sejtek vandorolnak ki beldle és alkotnak 0j sejt-egytitteseket.
Sejtvonal: primer sejttenyészetbol indul az elsé passzazskor, de még véges élettartammal
rendelkezik

Folytonos sejtvonal: transzformalodott, korlatlan élettartamt sejtvonal.

4.3. A sejttenyészetek tipusai
° Primer sejttenyészetek: késziilhetnek embrionalis ill. felnétt szovetbdl. Minden egyes
preparatum Kkicsit eltér egymastol, teljesen homogén idegen sejtet nem tartalmazé tiszta
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tenyészetrol nem beszélhetiink. Eldnyiik, hogy a sejteket mas hatas, mint a tenyésztés
kezdd 1épéseként alkalmazott enzimatikus, vagy mechanikus disszociacié nem érte, a
sejtek nem tekinthetok moddositott ill. transzformalt sejteknek. Hatranyuk, hogy ezek a
kultardk korlatozott ideig tarthatok csak fenn, élettartamuk tehat véges (hetek, néhany
honap).

° Sejtvonalak: abnormalis, gyakran transzformalt sejtek, élettartamuk korlatlan.

5. A sejttenyésztés modszerei és feltételei

5.1. A sejttenyészt6 laboratorium legfontosabb eszkozei

. Laminaris flilke ("laminar box™): a steril munka, azaz a steril oldatok készitése, sziirése,
Osszedllitasa, a sejtek prepardlasa, tehat maga a sejttenyésztési folyamat minden 1épése
kizarolag itt, a steril levegd-aramot biztositd fiilkék alatt torténik. Két fajtija van, a
vertikdlis, valamint a horizontalis tipust lamindaris box (a steril levegd mésként aramlik
benniik). A vertikalis box-ban (biology safety cabinet) a steril levegd a fiilke tetejérdl, tehat
fentrél lefelé, vertikdlisan 4ramlik; veszélyes anyagokkal valo munkira ez a
legalkalmasabb tipus. A horizontalis box veszélyes anyagokkal val6 munkdra nem
alkalmas, de a tenyészetek szdmara legbiztonsagosabb feltételeket nytjtja. A steril levegd
horizontalisan, a tenyészt0 iranyaba, kifelé aramlik. Mindkét steril tenyésztd fiilke tipus
esetében a levegd folyamatosan kicserélddik sziirt, steril levegdre, ugyanis ezek a steril
fiilkék el vannak latva un. HEPA (high efficiency particle) filterrel, amely a nemkivanatos
partikulakat kisziiri. A steril fiilkék természetesen fel vannak szerelve rovid-hulldamhossza
UV lampékkal, hogy a munka sziinetében a fiilkét sterilizalni lehessen.”” ®

. CO; inkubatorok: a sejtek 5-10% CO, tartalmu, kézel 100%-os paratartalmt 1égtérben
novekednek. A tenyészté médium natriumbikarbondt/szénsav puffer rendszerrel van az
optimalis fiziologias pH értékre beallitva. Ezeket a feltételeket szigortian be kell tartani és
folyamatosan ellendrizni. A megfeleld, folyamatos gazcserét a tenyésztéflaskak sapkainak
meglazitasaval biztositani kell a tenyésztés folyaman.

. Mikroszkop: a tenyészetek vizualizaldsara faziskontraszttal ellatott invertoszkdpot
hasznalunk.

5.2. Sejtpreparalas szovettenyésztés céljabol
Az egyes Iépések az alabbiak:

1. A szOvettenyésztéshez sziikséges oldatok elkészitése.
2. Atenyésztés céljara felhaszndlando szover elokészitése.
3. Sejtdisszocialas:
o  Mechanikus disszociacio a sejtek enzimatikus kezelés nélkiili szétvalasztasa mechanikus
uton:

o a szovet megfeleld6 atméréji tiin keresztil fecskendébe torténd fel-le
szivogatasaval (pl. lagy, konnyen diszpergalhato agyszdvet esetén);
o aszovet megfeleld porusméretli mlianyag szitan torténd atpréselésével.
o FEnzimatikus disszociacio enzimatikus kezeléssel, kollagendz, tripszin, tripszin-EDTA,
diszpaz, protedz enzimek alkalmazaséaval torténik.
4. A sejtszuszpenzi6 steril nylon sziirdn at torténd sziirése a sikeresen diszpergalt sejtek és a
megmaradt, nagyobb szovetdarabok szétvalasztasa céljabol.
A sejtek alacsony fordulaton torténd iilepitése.
A sejtiiledék reszuszpendalasa, a feliiluszot ekkor friss tapfolyadékra cseréljiik.
7. Sejtszamolas (az dssz-sejtszamot ill. az €16 sejtek szdmat mikroszkop alatt, hemocitométer
segitségével hatarozzuk meg ¢és bedllitjuk a kivant sejtsiiriséget a tenyésztéshez.
Trypéankéket hasznalunk az un. festék-kizarasos tesztben, hogy meg tudjuk hatdrozni az
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elpusztult sejtek szamat. Az ilyen sejtek nem festddnek, nem veszik fel a festéket. A
tenyészetek morfologiai valtozasat, novekedését naponta ellendrizziik. Téapfolyadékot
altalaban hetente két alkalommal cseréliink a sejtkultirdkon. Ha elérték a megfeleld
sejtstirliséget, szubkultiurdkat készitiink beldliik, ill. tartos tarolasra lefagyaszthatjuk, amint
azt a feladat megkivanja.

5.3. Sejtadhéziés molekulak, a sejtek letapadasat segité faktorok
Ezeket az anyagokat a tenyésztdedények feliiletének kezelésére hasznaljuk:

Kollagén

Fibronektinek (sejtfelszini és plazmafehérjék)
Laminin (heteromer glikoprotein)
Poly-L-Lizin (polikationos természetli poliaminosav, 70.000-150.000 kDa MW

Poly-L-Ornitin (polikationos természetli poliaminosav, 30.000-70.000 kDa MW)

6. Tenyészto6 oldatok és alkalmazasuk

13. Tablazat Médiumok tipusai és alkalmazasuk

Médium tipusa

Példak

Alkalmazasuk

Balanced (egyensulyi)

so oldatok)

PBS (Phosphate
Buffered
Solution)

DPBS
(Dulbecco PBS)
Hank’s BSS,
Earl’s BSS

A komplex médiumok alapjat képezik

Alap médium

MEM (Minimal
Essential
Medium) - 1d.
részletesen a
6.3. pont alatt

Primér és diploid kultarak fenntartasdhoz

DMEM Dulbecco altal moédositott MEM oldat, emelt

(Dulbecco’s koncentracioban tartalmaz amindsavakat €s

Modified Eagle | vitaminokat. A legkiilonfélébb sejtek

Medium) tenyésztés¢hez (beleértve a hibridomakat is)
megfeleld.

GMEM A Glasgow MEM tapoldat a BHK-21 tipusu
sejtek optimalis médiuma. A MEM
modositasa, 10% triptdz foszfatot és a normalis
vitamin és aminsav koncentraci6 kétszeresét
tartalmazza.

Komplex medium RPMI 1640 Eredetileg human leukémias sejtek szamara

fejlesztették ki. Az emlds sejtek széles skalaja
(beleértve a hibridomakat) jol novekszik
benne.

Iscove’s DMEM

A DMEM oldat médositasa, mely még
hatékonyabban tdmogatja a sejtnovekedést (B-
limfocita, timocita).

Leibovitz (L-15)

CO,—mentes kdrnyezetre, CO, termosztiton
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kiviili munkékhoz fejlesztették ki

TC 100 Rovarsejt kultarakra fejlesztették ki
Grace’s Insect
Medium,
Schneider’s
Insect Medium

Szérum-mentes CHO (Chinese | Szérummentes koriilmények biztositasara,
tenyészté médiumok | hamster ovary) | specialisan aranyhdrcsog ovarium sejtek
tenyésztéséhez. Megjegyzés: szérum helyett
kiilonféle szuplementumokat mint fetuin,
insulin, BSA, transferrin adnak a médiumhoz.

Ham F10 és Megjegyzés: ezekhez a médiumokhoz szérum

szdrmazékai, helyett mas szuplementumokat, mint pl.

Ham F12 inzulin, transzferrin, epidermalis novekedési

DMEM/F12 faktort adnak. Altaldban Hepes-sel puffereltek.
Rovarsejt tenyésztod S£-900 IT SFM, | Specialisan Sf9 Sf21 rovarsejtvonalakra
médiumok SF Insect- fejlesztették ki

Medium-2

%

6.1. A sejttenyészto oldatok alapveté komponensei

° Szervetlen sok (natrium, kalcium, kdlium, magnézium klorid, szulfat, ill. foszfat so1)
. Szénhidratok (glukdz, fruktoz)

° Aminosavak

° Vitaminok

. Zsirsavak ¢és lipidek

o Fehérjék és peptidek

. Szérum

%

6.2. A sejttenyészto oldatokhoz adott tenyésztést segité elemek
Mindegyik konstituensnek specialis funkcidja van:
o Fotalis borjusavé (FCS), 0jsziilott borjusavo, 10szérum, az alap tenyésztdoldathoz

leggyakrabban hozzakevert komponensek. A sejtndvekedéshez nélkiilozhetetlen nutritiv

anyagokat ill. ndvekedési faktorokat (growth factor) tartalmazzak. Sejttipusonként valtozo,

hogy melyik szérumfajta kedvez az adott sejt ndvekedésének.
Novekedési faktorok

Inzulin

Transzferrin

Szérum albumin

6.3. A MEM oldat (Minimum Essential Medium Eagle)

A Minimum Essential Medium (MEM), melyet Harry Eagle fejlesztett ki, egyike a legszélesebb

korben, monolayer kulturak fenntartasara alkalmazott szintetikus sejttenyészté oldatoknak. A

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) a MEM tovébbfejlesztett valtozata, ma az emlds

sejtkultarak leggyakrabban hasznalt sejttenyésztd oldata (33. abra).
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium /DMEM/

osszetevok mg/L
inorganikus sok
CaCl,*2H,0 264,00
Fe(NO3)3*9H,0 0,10
KCI 400,00
MgSQO,*7H,0 200,00
NaCl 6400,00
NaHCO; 3700,00
NaH,PO,*2H,0 141,00
egyéb
D-Glikoz 1000,00
Na-Piruvat 110,00
aminosavak
L-Arginin*HCI 84,00
L-Cisztin 48,00
Glicin 30,00
L-Histidin-HCI*H,O 42,00
L-Isoleucin 105,00
L-Leucin 105,00
L-Lisin-HCI 146,00
L-Metionin 30,00
L-Fenilalanin 66,00
L-Szerin 42,00
L-Treonin 95,00
L-Triptofan 16,00
L-Tirozin 72,00
L-Valin 94,00
vitaminok
D-Ca-Pantotenat 4,00
Kolin-klorid 4,00
Folsav 4,00
Inositol 7,20
Niacinamid 4,00
Piridoxin-HCI 4,00
Riboflavin 0,40
Tiamin-HCI 4,00
33. abra A Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) oldat 6sszetevdi

7. A leggyakrabban hasznalt tenyésztoedények
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34. abra Sejttenyészto ,,flaskdk™. A tenyésztéfelszin nagysagaban, a sejtfilm felett 1évo
folyadékréteg térfogataban térnek el egymastol.

35. abra Petri csészék. A méret, azaz a tenyésztéfelszin szerint térnek el egymastol.
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36. abra Soklyuku tenyésztéedények. Tobb kutban, azonos koriilmények kozott ndvekedd,
parhuzamos minta vizsgalatat teszik lehetové. A tenyésztOkutak szdma 6, 12, 24, 48 ill. 96 lehet.

8. Szubkultura készitése

A sejttenyésztd laboratoriumban alkalmazott proteazok (tripszin, kollagenaz, prondz) altaldban

EDTA-val egyiitt alkalmazva a sejtek fellazulasat, majd a tenyésztéfelszinrdl torténd levalasat

okozzdk. Az enzimatikus emésztés egy nagyon hatékony modszer, de ha nem a megfeleld ideig

torténik, karosithatja, lebonthatja a sejtfelszini fehérjéket. Az enzimatikus emésztés folyamata a

sziikséges idoben barmikor ledllithatd, ha a sejtekhez szérumot tartalmazé teljes tapoldatot

adunk.*%!

1.  Elkészitjiikk a megfeleld koncentracidju enzimoldatot (tripszin - EDTA oldat) egy olyan,
csak az alapvetd sdkat tartalmazé oldatban, amely nem tartalmaz Ca®" ill. Mg®" ionokat
(kalcium ¢és magnézium-mentes PBS oldat), hanem EDTA-t, a vizben elkeriilhetetleniil
jelenlévo kalcium €s magnézium eltavolitasara.

2. Szivjuk le a tenyésztd oldatot a tenyészetrdl, fecskenddvel, vagy egyéb moédszerrel, majd
mossuk meg a sejttenyészeteket (azaz cseréljiik le a tapfolyadékot) Ca®—t ill. Mg*—t nem
tartalmazé soéoldatra, hogy a szérum nyomait maradéktalanul eltavolitsuk (ugyanis a
szérum kiilonféle protedz inhibitorokat tartalmaz).
tripszin-EDTA oldatot, hogy a sejt-monolayert teljesen befedje.

4.  Tegyiik be a sejteket a 37 °C-os inkubatorba. Addig hagyjuk a sejteket inkubalodni, amig
le nem valnak a tenyésztdéedény felszinérdl, ligyelve arra, hogy az enzimhatas ne legyen
tulzottan erds (maximum 2 perces).
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5. Kovessiik invert mikroszkop alatt a folyamatot. A sejtek lekerekedése jelzi a levalasi
folyamat megkezdddését.

6. Adjunk a sejtekhez szérumot (10%-os végkoncentracidban) vagy higitsuk a
sejtszuszpenzidt szérum-tartalmu friss médiummal, hogy meggatoljuk a tovabbi enzim-
hatast. Gytjtsiik 0ssze a sejtszuszpenziot steril centrifugacsében.

7. Alacsony fordulatszamon (800-1000 g) centrifugaljuk le a sejteket, tavolitsuk el a
feliiluszot, majd reszuszpendaljuk a sejteket friss, szérumot (altaldban 10%) tartalmazé
tenyésztd oldatban vagy fagyaszt6 médiumban (ha a sejteket le kivanjuk fagyasztani
tarolas céljabol).

8. Sejtszamolas utan higitsuk a sejtszuszpenzidt a kivant koncentraciora (altalaban 1:4 - 1:20
higitas a legtdbb sejtvonal esetén megfeleld), vagy primer kulturdknal az adott kisérleti
kivanalmaknak megfelelden.

9.  Pipettazzuk a sejteket Petri csészébe, soklyuku (Un. multiwell) tenyésztdéedénybe, ill.
tenyészto flaskaba, vagy mas, az igények szerinti tenyésztéedénybe.

9. A sejtek tarolasa

9.1. Lefagyasztas

1. A sejteket a tenyésztéfelszinrdl a szokasos enzimatikus emésztéssel eltavolitjuk
(“harvesting”), majd megmossuk szérumot tartalmazé komplett oldattal, hogy a fehérjebontd
enzimet eltavolitsuk.

2. A mosas sordn centrifugalassal {lepitett sejteket komplett oldatban reszuszpendaljuk, majd
meghatarozzuk a sejtszdmot €s az életképességet (viabilitast).

3. Ujbol centrifugaljuk a sejteket, reszuszpendaljuk jéghideg “fagyasztdé mediumban”(90%
foetalis borji savo és 10% Dimetilszulfoxid (DMSO) keveréke. A sejtszdm ismeretében
beallitjuk a kivant sejtstirtiséget (10° - 107 sejt/ml). Az egyes lépések soran végig jégen hiitve
tartjuk a sejteket. Megjegyzés: az Un. krioprotektiv agensek, mint a glicerol, vagy a DMSO,
csokkentik a fagyaspontot. Optimalis a log fazisban ndovekvd, egészséges sejtek hasznalata.

4. Pipettazzuk a sejtszuszpenzid 1 ml-es aliquotjait specialis fagyasztd edénykékbe.

Helyezziik a sejteket egy éjszakara -80°C—os fagyasztoba. Megjegyzés: a fokozatos lehiités

modszerével a viz még a sejtek megfagyasa eldtt tavozik a sejtekbdl. A hiités optimalis

sebessége 1-3 °C /perc.

6. A kovetkezd napon helyezziik a sejteket tartalmazé fagyasztd edényt a -80 °C—s fagyasztobol
a folyékony nitrogént tartalmazé taroloba. Mind a folyadék fazis (-196 °C) mind a
gazhalmazallapota nitrogén (-156 °C) megfeleld hiitést biztosit.

e

9.2 Sejtek felolvasztasa

A moddszer a hosszabb-rovidebb ideig tarolt sejtek, sejtvonalak életképes, tovabbtenyésztésre

alkalmas formdaban torténd visszanyerésére alkalmas. Az Ovatos, Iépcsdzetes lefagyasztassal

ellentétben, a felolvasztas gyorsan torténik. > !

1.  Tavolitsuk el a sejteket tartalmazo taroloedényt a fagyasztobol, majd gyorsan olvasszuk ki
37°C-os vizfiirdében, kiméletes razatas kozben.

2. Amint a jégkristalyok kiolvadnak, pipettdzzuk at ovatosan a sejteket egy eldmelegitett
komplett tenyésztdoldatot tartalmazo6 centrifugacsébe (1 ml fagyasztott sejtet tizszeresére
higitunk azaz fokozatosan adunk hozza 10 ml médiumot).

3. Alacsony fordulatszamti centrifugalassal {lepitsik a sejteket, majd dobjuk el a
krioprezervativ anyagot tartalmaz6 feliiluszot (ugyanis jelenlétiikben a sejtek torékenyek).

4. Ovatosan reszuszpendaljuk a sejteket a tenyésztd médiumban, hatdrozzuk meg a sejtszamot
¢s a viabilitast.
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5. Ultessiik ki a sejteket a kivant szdmban a megfeleld tenyésztdedénybe. A sejt-inoculum
legalabb 3 x 10 é16 sejt /ml legyen.

vV

10. Mesterséges szovetek létrehozasa (,.tissue engineering”)

Az utobbi évtizedekben forradalom zajlott a bioldgiai tudomanyok teriiletén, 1étrejott a
biotechnologia 10j, multidiszciplindris teriilete, a human “tissue engineering”. Ez a kifejezés
Osszekapcsolja a medicina, a sejt-¢s molekularis biologia, anyag, valamint a mérnoki
tudomanyok (,,engineering”) kiillonféle aspektusait, Célja, hogy szovetpotld anyagokat hozzon
létre, melyek segitségével a karosodott huméan szovet regeneralhatd, funkcidja megtarthato,
illetve javithato lehet.
talalkozhatunk elészor, ahol a kovetkezOképpen fogalmaztdk meg a kifejezés lényegét "an
interdisciplinary field that applies the principles of engineering and life sciences toward the
development of biological substitutes that restore, maintain, or improve tissue function or a
whole organ". MacArthur és Oreffo® a fogalmat ugy definialta, mint a szdvetszaporodas elvének
megértését ¢és alkalmazasat, funkciondlis, szovetpdtldo anyagok Ilétrehozdsa céljabol
("understanding the principles of tissue growth, and applying this to produce functional
replacement tissue for clinical use").

1. A tissue engineering (regenerativ medicina) javitja, vagy poétolja a karosodott, illetve
kiesett strukturalis szoveti (pl. csont, porc, erek, holyag, stb.) funkciot. Erre a célra mindig
¢l6 sejtet hasznal, tobbnyire kiilonb6z6 modon, de azonos céllal (pl. €16 fibroblaszt
sejtekbdl épit fel mesterséges bort, vagy €16 kondrocitdkkal potolja, illetve javitja, allitja
helyre a karosodott porcszovet funkcigjat).

2. A szdvet transzplantacid (pl. dssejtet haszndlva) specifikus biokémiai funkciot ellato sejtek
(pl. mesterséges maj ill. pancreas) transzplantacidjat jelenti.

3. A biologiai engineering egy szélesebb teriiletet jelent, mely magédba foglalja a magat a
tissue engineering-et és mas, rokon terlileteket, mint pl. a bioanyagok Iétrehozasat,
alkalmazasat.

A sejtek akkor valtak igazadn alkalmassa a tissue engineering céljara, amikor 1998-ban
felfedezték, hogy milyen moédon lehet a telomereket olyan iranyba befolyasolni, hogy
immortalizalt sejtvonalak jojjenek létre. Ezeldtt egészséges, nem tumoros emlds sejtkultirak
csak egy az un. ,,Hayflick limit” —nek megfeleld, korlatozott szdmu osztédason mentek keresztiil
(Leonard Hayflick 1965-ben megfigyelte, hogy tenyésztett sejtek kb. 50 alkalommal osztodnak
miel6tt elpusztulnak). Ennek a limitnek a kdzelében a sejtek az dregedés jeleit mutatjak (kivéve
az Ossejtek és a daganatos sejtek). A sejtosztodasi limit sejttipusrol sejttipusra, organizmusrol
organizmusra valtozik. A humén sejtek osztddasi limitje kb.52, és a telomerek (a kromoszémak
végén talalhatdo DNS régid) rovidiilésével all 6sszefiiggésben.

A mesterséges szovet 1étrehozéasa egy 1j, feltordben 1évo teriilete a biotechnologidnak,
mely magadban hordozza a lehetdségét a jelenleginél korszeriibb orvosi terdpias eljarasok
1étrejottének. A technika magaban foglalja az un. 3-D biokompatibilis scaffoldok 1étrehozasat
amelyek megfeleld mennyiségben hordozzdk az implantalando sejtet (1d. alabb), valamint az igy

i6jat.* % Jelenleg vilagméretii kutatas folyik
az Ujabb és jobb tissue engineering technikdk kifejlesztésére, amelyek a csontveld, a maj, a
szivizom, porc, az idegrendszer sejtjeinek poétlasara, vagy mesterséges bor, sziv, a keringést
tdmogato egységek, szivbillentyli protézisek eldallitasara irdnyulnak.

vV

10.1. A tissue engineering” szamara alkalmas sejtforrasok
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J Autolog sejtek nyerhetdk ugyanabbol az egyedbdl, mely a reinplantacié alanya, melybe a
reinplantacié torténik. Autolog sejtek inplanticidja okozza a legkevesebb problémat a
rejekeid illetve a patogén transzmisszio tekintetében.

J Allogén sejtek: ugyanannak a fajnak a donorjatol szarmaznak.

. Szingén vagy izogén sejteket genetikailag azonos organizmusbdl (ikrek, klonok, ill. Gn.
beltenyésztett, “inbred” kisérleti allat modellek) izolaljak.

o Primer sejtek: egy adott organizmusbol szairmaznak.

o Szekunder sejtek: sejtbankbol vagy tobbszorosen passzalt primer kultirakbdl szarmaznak.

o Xenogén sejtek: egy masik faj egyedeibdl lettek izoldlva. Pl. kardiovaszkuléris

implantatumok 1étrehozasara iranyuld kutatdsokban allati sejteket (elsOsorban sertés
eredetli sejteket) hasznélnak.

J Ossejtek: differencialatlan sejtek, melyek sejttenyészetben osztodnak és képesek létrehozni
a specializalt sejtek legkiilonfélébb formait. Forrasuktol fiiggden az éssejtek “felndtt” €s
embriondlis sejtté¢ alakulhatnak osztdédasuk soran. Az elébbi elsésorban multipotens, az
utobbi foleg pluripotens; néhany sejt totipotens az embrionalis allapot legkorabbi
szakaszan. Az Ossejtek igéretes eszk6zok lehetnek a sériilt ill. stilyosan karosodott szdveti
funkcio helyreallitasaban, ill. j szervek 1étrehozasaban.®

vV

10.2. A “scaffold” technika

E technikaval a sejteket egy mesterségesen létrehozott strukturaba implantéljak, ill. tenyésztik

(ezt nevezik allvanyzatnak - scaffold-nak), ami tdmogatja a haromdimenzios szoveti struktura

1étrejottét, és legalabb egynek megfelel az alabbiakban felsorolt harom cél koziil:

1.  biztositja a sejtkitapadast €s migraciot,

2. szallitja és visszatartja a sejteket és biokémiai faktorokat,

3.  biztositja a sejtek vitalis tdpanyagainak és a sejtek altal expresszalt anyagok difftzigjat.

A sejtnovekedést hatékonyan tdmogatd bioldgiai scaffoldokat természetes anyagokbol allitjak

eld, alapanyagként elsdsorban az extracellularis matrix (ECM) komponensek szolgalnak. Az

ECM a mikrokdrnyezet vitdlis komponense, mely a sejtek ill. a szdvetek szdmara a

sejtndvekedéshez és fejlodéshez megfeleld 3-D architekturat biztositja. Ami azonban az in vivo

milieu visszaallitasat illeti, ezek a scaffoldok ma még gyakran tokéletlenek. Nem képesek olyan
koriilményeket teremteni, amely lehetévé teszi, hogy a sejtek befolyasolni tudjak sajat

mikrokornyezetiiket. Az anyagok biologiai lebomlésa (biodegradabilitasa) is 1ényeges elem. A

scaffoldokat a koriilottiik 1évé szovet abszorbedlja, eltiinteti, ha mar betoltotték szerepiiket, igy

sebészeti eltavolitasukra nincs sziikség. A scaffold technika nagy igéret a medicina szamos
teriiletén, azonban még hosszabb idének kell eltelnie ahhoz, hogy ez a modszer emberi
hasznalatra szélesebb korben elérhetdvé valjon. A biologiai scaffoldok tipusai a kdvetkezok:

J Protein scaffoldok (kollagén vagy fibrin-alap). A kollagén alapt bioldgiai scaffoldok
elénye, hogy a kollagén gél matrix a tenyésztést kovetden megtartja formajat, permeabilis,
¢s szoveti inplantatumként a rekonstruktiv és kozmetikai sebészet alkalmazhatja
implantatumként (pl. gerincveldi repair).

. Poliszacharid polimer scaffoldok (glukozaminoglikanok, pl. hialuronsav).

o Hidrogél scaffoldok (polipeptid alapu, pl. PuraMatrix™).

10.2.1. A scaffoldok szintézise

Szamos moddszert dolgoztak ki haromdimenzids pordzus struktirdk eldallitdsara, melyek
alkalmasak lehetnek a tissue engineering céljaira. A ,molekularis On-Osszeszerelodés (self
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assembly”) technika olyan tulajdonsagu bioanyagot allit eld, mely hasonlé az in vivo ECM
tulajdonsagaihoz (Un. nanofiber cell-assembly).

Az 0Ossejtek enkapszulacidja (azaz a megfelelden 0sszedllitott peptid hordozdba torténd
beiiltetés) lehetdvé teszi, hogy ezek a sejtek a kivant sejttipussa differencialddjanak, és specifikus
novekedési faktorokat és citokineket expresszaljanak. Ezeknek a sejt-scaffold rendszereknek a
kivant szdvetbe torténd beliltetése egy 1) és széles alkalmazdsi teriiletet nyit meg, beleértve a
szovet-helyreallitast is.®®

10.2.2. Biolodgiai scaffoldok az idegi/idegsejt regeneraciéban

Ezek a peptid scaffoldok az idegsejt kitapadasat és az axonok novekedését tamogatjadk. A
gerincsériilésbol eredd bénulas és mas idegi karosodasok még az utdbbi iddkben is
visszafordithatatlannak, irreverzibilisnek tlintek. Jelentés 1épés tortént a paralizis
visszafordithatdsaga felé¢ azaltal, hogy kifejlesztettek egy olyan bioldgiai scaffoldot, amely
tdmogatja az idegsejtek letapadasat, stimuldlja az idegsejt novekedést és az idegsejt halozat
ki azt a self-assembling biokompatibilis és biodegradabilis peptid scaffold technikat, amely
lehetévé teszi az idegsejtek szamara hogy novekedjenek, funkciondlis szinapszisokat ¢és
kommunikécios csatornakat hozzanak 1étre.** %

10.2.3. Biologiai scaffoldok a szivizom helyreallitasara

A kisérletek arra irdnyultak, hogy segitsék a szivinfarktus aldozatainak rehabilitaciojat az
ischemizalt vagy elhalt szivizom potlasa révén. A biologiai scaffold technika klinikai
alkalmazésa forradalmasithatja a kardiologiat. Sertésen végzett kisérletekben azt tapasztaltik,
hogy 1j szivizom rostok novik be a scaffoldot, a sejtproliferacios rata megnd és a karosodott
szivben a gyogyulds ill. regeneracid jelei mutatkoztak. Kidolgoztak egy poliszaccharid (cukor)
polimer scaffoldot, mely megfeleléen tdmogatja a transzplantalt sejteket, segiti tulélésiiket,
osztodasukat, megfeleld struktiraba torténd szervezddésiiket és segiti az 0j szovetet vérrel ellato
kapillarisrendszer kialakuldsat. A technikaval tehat lehetdség nyilik az emberi testen kiviili
human szdvet eldallitasara kiillonféle szervekbdl, mely éppugy szekretal és metabolizal biokémiai
anyagokat, mint az adott szerv®.

10.2.4. Biologiai scaffoldok és csontvelo eredetii dssejtek a csontkarosodasok kezelésére

Az Oregedés alatt fellépd csonttomeg vesztés megnoveli a csonttdrések rizikojat. A csont
regeneracids folyamat idésebb korban lasst és korlatozott az osteoblastok csokkent aktivitasa
miatt. Osteoprogenitor sejteket szelektaltak patkany csontvel6bdl, és ezeket DMEM médiumban
hidrogél scaffoldon tenyésztették, majd transzplantaltak a csontdefektus teriiletére. 6 héttel a
transzplantacioé utan a defektus helyén 0j csont képzddott, igy az oszteogen csontveld sejteket
hordozé biokompatibilis scaffold igéretes megoldas Iehet, amivel a csont helyreallitasaval jaro
komplikaciok minimalisra csokkenthetdk.

10.2.5. Scaffoldok porcszovet in vitro eléallitasara

Bizonyos peptidek alacsony (0.1-1%) koncentracio mellett stabil hidrogélekké szervezddnek.
Ilyen Onszervezddd (“self-assembling”) peptideket az alternald, hidrofob ill. hidrofil karakter
oldalcsoportot valtva hordozé aminosav szekvencia jellemzi.’® A traumas sériilésekbél vagy
degenerativ betegségekbdl eredd porcdefektusok kezelésére, a szovet biologiai és mechanikai
funkciojanak megorzésére ill. helyreallitasara 0j orvosi stratégiara van sziikség. A beiiltetett
porcsejtek repair valaszt inicidlhatnak a sebagyban de novo cellularis regulacion keresztiil. A
kondrocitak eljuttatdsahoz a porcdefektus helyére sziikség van egy biokompatibilis scaffoldra,
mely a sejteket hordozza és magédba zarja. A scaffoldot egy 3-D templatként alkalmazzak,
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amelyben a kondrocitdk ECM-et termelnek. A sejt /scaffold rendszer strukturalis stabilitdsat a
scaffold tartja fent mindaddig, amig a tenyésztett kondrocitdk az implantatumot &tszovo,
Osszefiiggd ECM hal6t 1étre nem hozzak. Idealis koriilmények kozott a scaffold degradacidja
akkor kovetkezik be, amikor az ECM halo éretté valik a regeneracio irdnyitasara a scaffold
minden pontjan. A sikeres porcpotlas feltétele az integralodas a normalis porcszdvetbe.

11. Biokémiai folyamatok, melyek vizsgalatara alkalmas eszkoz a sejttenyészet
1. Sejt-sejt kommunikécio

2. Intracellularis szabad kélcium koncentracio [Ca*"]; mérése

3. In situ szabadgyok detektalas

Az intracellularis szabad Ca®* koncentracié [Ca®']; megemelkedésének fiziologias ill. patofiziologias szerepe, a
Ca®'-szint viltozas detektalasa’

A sejt kornyezetének valtozasaira kiilonféle komplex és egymassal Osszefiiggd szignal transzdukcids folyamatok
beinditasaval valaszol. A sejtmembranon atjutod jel a sejten beliili események sorozatat inditja el igy az intracellularis
Ca’" -szint megemelkedését, enzimek aktivacidjat, gén expressziot indukal. A Ca*" egyike a szamos intracellularis
szignal molekulanak, amely képes olyan fontos bioldgiai folyamatokat modulalni, mint pl. a sejtproliferacio,
differencialodas, exocitozis, metabolizmus. Patologids koriilmények kozott a kialakult szoveti karosodasok oka
tobbnyire a kalcium homeosztazis zavara, a szabalyozhatatlan, megnovekedett szabad kalcium ion-szint, azaz az
oxigén-eredetii szabadgyokok indukalta "Ca-overload" és a citoszkeleton karosodasa. Az ischemia-reperfuzios
karosodasokban is ezek a mechanizmusok érhetSk tetten. A Ca®* szignalizacié, az intracellularis szabad Ca®*-szint
mérése, valtozasanak detektilasa egyike a legfontosabb in vitro mérési technikaknak. A bazalis intracellularis Ca®"
koncentracié alacsony szinten tartott (10-100 nM), azonban fiziologiai stimulusra, hormonok, neurotranszmitterek
novekedési faktorok hatasara az intracelluléri szabad Ca®" koncentracio megemelkedik, de csak olyan mértékben,
amely bizonyos szignal-transzdukcids folyamatok beinditasdhoz sziikséges (100-2000 nM). Ez a novekedés
atmeneti, a masodperc tort része alatt lecseng, visszatér az alapallapotba. Patoldgias koriilmények kozott az
intracellularisan szabad, tehat nem kotétt formaban 16v6 Ca®* koncentracié akar a millimolos (mM) nagysagrendet is
elérheti, ami "Ca®" overloadot" eredményezhet, és sejthalalhoz vezet. Az intracelluldris Ca®* koncentracio
regulalasahoz a sejt két fontos Ca®" forrast hasznal: 1. Ca’" 1ép be a sejtbe az extracellularis térbSl vagy 2. Ca®'-t
mobilizal az intracellularis raktarakbol (endoplazmas reticulum, mitochondrium). Modszerek az intracellularis
szabad Ca’’-szint mérésére:

. Flow citometria (aramlasi citometria)
. Spektrofluorometria
. Konfokalis pasztazo laser mikroszkop

e

Az intracellularis szabad Ca’" koncentricio szerepének megértését és koncentraciojanak —detektalasat
forradalmasitotta a kiilonbdz6, Gn. Ca*'-szenzitiv fluoreszcens indikatorok, mint a INDO-1 AM, FURA-2AM ¢és
FLUO-3AM bevezetése. A modszer lényege, hogy ezek a Ca®" -specifikus fluoreszcens festékek AM-észter
(acetoximetil) formajukban nem képesek Ca”'-t kotni, ami nagy technolégiai elényt jelent, hiszen az extracellularis
térben 4 nagysagrenddel magasabb a Ca*"- koncentracid mint a sejten beliil, nyugalmi allapotban. A sejtbe bejutott
festék nem specifikus hidrolazok hatasara elveszti észter csoportjat. Szabad forméajaban a festék mar meg tudja kotni
a szabadon, ionos forméaban jelenlévé Ca®'-t, és igy jelezni tudja a sejt egy adott stimulusra Ca”'-szint emelkedés
formajaban adott valaszat. Ma mar szamos kémiai anyag 4ll rendelkezésre az intracellular Ca®'szintek
manipulalasira és mérésére. Az intracellularis Ca®-szint mesterségesen megemelhetd a szelektiv Ca®" ionophorok,
mint az lonomycin and A23187 alkalmazasaval, ill. csokkentheté intracellular Ca®* chelator BAPTA-AM
hasznalataval, és igy hatékony eszkozként szolgalnak a kérdéskor vizsgalatara.
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XII. Beltenyésztett allattorzsek, transzgenikus és génkiiitott allatok, klonozas
(Dr. Janossy Tamas)

1. Bevezetés

Az allatkisérleteken alapuld bioldgiai és orvostudomanyi kutatdsokban rendkiviil
fontos, hogy a biologiai tulajdonsagok, jelenségek tanulményozasara, a feltett tudomanyos
kérdések megvalaszolasara a legmegfelelobb kisérletes modellt alkalmazzuk. Ebben az
optimalis allatfaj kivalasztasa mellett dontd jelentdsége van annak, hogy a kisérleti allatok
genetikai jellemzoi megfeleljenek a kisérlet célkitiizéseinek. Genetikai tényez6k hatarozzak
meg az allatok tulajdonsagait, beleértve a kiilonb6zd fizikai hatasokkal (pl. fény, hd, ionizalod
sugarzasok, elektromos aram stb.), kémiai anyagokkal (pl. a szervezet miikddésében,
szabalyozasaban, valaszreakcioiban szerepet jatsz6 medidtorok, hormonok, valamint karosito
anyagok stb.), korokoz6 mikrobakkal (baktériumok, virusok, gombak stb.) és idegen, illetve
sajat antigénekkel szembeni érzékenységiiket. A genetikai tulajdonsdgok befolydsoljdk a
koros elvaltozasokra, a betegségekre valdo hajlamot, de a kezelés (pl. gyodgyszerek)
hatékonysagat ¢s mellékhatasait is. Természetesen nem csak a reakci6 kivalthatdosagat, hanem
annak mértékét is befolyasoljak a genetikai tényezok. Emiatt egy genetikailag valtozatos
populacidéban (amilyen pl. az emberi faj is) az egyes egyedek valaszreakcioik tekintetében
mind mindségileg (valaszképes vagy valaszképtelen), mind mennyiségileg (alacsony,
kozepes, magas valasz) kiilonbozhetnek egymastol. Ezért pl. ha egy korokozo altal eldidézett
betegséget akarunk tanulmdnyozni, olyan allatpopulaciot (torzset vagy torzseket) kell
valasztanunk, amelynek valamennyi egyede hordozza a korokozoval szembeni
fogékonysagért felelés géneket. Ezzel szemben a betegséggel szembeni ellendlloképesség
vizsgalatara célszerii a korokozdval szemben rezisztens populacidt (torzset vagy torzseket)
alkalmazni. Ha viszont azt kivanjuk meghatdrozni, hogy a koérokozo milyen gyakorisaggal
1déz el betegséget egy fajban, akkor genetikailag valtozatos, nem szelektalt kisérleti allatokat
kell valasztanunk.

A kisérleti allatok genetikai tulajdonsagait, a populacid egységességét, illetve
valtozatossagat befolydsolni tudjuk a tenyésztési modszerek megvalasztasaval. Az allatok
genetikai tulajdonséagait tervezett mdédon modositani is tudjuk (transzgenikus allatok,
génkilitott allatok stb.- 1d. késobb).

2. Genetikai alapfogalmak, definiciok

Az ivaros Uton szaporodd fajok esetén az utdd egy-egy teljes kromoszomakészletet 6rokol mindkét
szil6jétol, amelyek a szervezet valamennyi testi sejtjében jelen vannak. A testi kromoszomakon 1€év6 gének
esetében minden tulajdonsagot egy apai és egy anyai génbdl allo par kédol. Az azonos funkcidju gének a
kromoszoémapar mindkét tagjanak ugyanazon a helyén helyezkednek el (génhely vagy lokusz). A polimorf
géneknek két vagy tobb alléljiik van. A kiilonbozo allélekben a DNS-t felépitd bazisok sorrendje (szekvenciaja)
eltér egymastol. Ha az utdd mindkét sziilgjétél egyforma DNS-szekvenciajli, vagyis azonos génallélt 6rokol,
amely a két sziil6 kozos 6sétdl szarmazik, akkor homozigotanak, ellenkezd esetben heterozigotanak tekinthet6 az
adott génlokuszra nézve. Ha egy génnek van dominans és recessziv génallélje is, a dominans génallél altal kodolt
tulajdonsag a heterozigotdkban is megjelenik, mig a recessziv génallél altal meghatarozott tulajdonsag csak
akkor fejezddik ki, ha az egyed homozigdta az adott génre nézve, vagyis a kromoszoémapar mindkét tagjan
ugyanazt a recessziv génallélt hordozza. Kodominans 6roklddés esetén a heterozigotakban mind a két sziil6tol
orokolt génallél altal kodolt tulajdonsagok megjelennek.

2.1. Kiiltenyésztés

Kiiltenyésztés esetén a rokontenyésztést igyeksziink a lehetd legnagyobb mértékben elkeriilni.
Rokontenyésztésrdl akkor beszéliink, ha négy nemzedéken beliil k6z6s 6s van a csaladfaban.
Ha a tenyészparok szama 100-nal kevesebb, akkor a rokontenyésztés lehetOségét teljes
mértékben ki kell zarnunk, ha 100-nal tobb, a rotacios vagy a taldlomra torténd (random)
tenyésztés modszerét alkalmazzuk. A rotacios tenyésztésnél az alomtestvérek paroztatasat ugy
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kertiljik el, hogy a testvérparok him ¢és ndstény tagjait az allathdzi ketrecek kozott
kovetkezetesen ellentétes irdnyban mozgatva parositjuk, és ezt a moddszert nemzedékrdl
nemzedékre alkalmazzuk. A kiiltenyésztés genetikailag valtozatos allomanyt eredményez: a
beltenyésztettség novekedésének (a homozigdta génhelyek gyarapodasanak) mértéke
nemzedékenként kisebb, mint 1%. Ezt beltenyésztési egyiitthatonak (F) nevezziikk. A
kiiltenyésztett (outbred) dallomany egyedei tehat a génhelyek thlnyomd részében
heterozigotak, az apai (A) és az anyai gének (B) alléljei kiilonbozéek (AB). A populacio
anizogeén, ami azt jelenti, hogy egyedei kiillonb6zd genotipusuak.

2.2. Beltenyésztés

Beltenyésztés esetén szigoru rokontenyésztést végziink. Leggyakrabban sorozatos testvér-
testvér paroztatast alkalmazunk (a tenyészpar tagjai alomtestvérek), esetleg a fiatalabbik
szlilét parositjuk egy ellenkezd nemi utdéddal (a fiatalabb sziild esetén kisebb a mutacid
fellépésének ¢és ezaltal a sziild €s az utdd kozotti genetikai eltérés kialakuldsanak esélye). Ez
egyre novekvo homozigdtasagot (genetikai sodrodas) eredményez: a genotipus egyre tobb
génhelyen egyforma génallélt tartalmaz (AA vagy BB az AB helyett). A homozigotasadg zart
tenyészetben is novekszik. Zart tenyészetrdl akkor beszéliink, ha kiviilrél sem rendszeresen,
sem iddszakonként nem juttatunk be tenyészallatokat. Egyensulyban 1évo zart tenyészetben az
egyedek fele heterozigdta (AB), masik fele homozigéta (AA és BB).

2.3. Beltenyésztett torzs

Ha a beltenyésztést (testvér-testvér vagy sziilo-utdd paroztatast) tobb, mint 20 nemzedéken at
folytatjuk beltenyésztett (inbred) torzs jon létre, amelyben az Gsszes génlokusz 98,4%-a
homozigéta (F=98,4%). Ezt a torzset - a fennmaradd genetikai eltérések ellenére — azonos
genetikai alloménytnak, azonos genotipusinak vagyis izogénnek tekintjilk. Az ugyanabbol a
beltenyésztett torzsbol szarmazo6 allatokat szingéneknek is szoktuk nevezni.

[zogén torzsek esetében a torzs barmely tagja a kilokddés jele nélkiil elfogadja a torzs
barmelyik masik azonos nemii tagjabol atiiltetett szoveteket, mivel a torzs minden egyedének
hisztokompatibilitasi (szOveti egyezOségi) antigénjei azonosak. A him allatokbol szarmazo
transzplantaitumok az Y kromoszoman talalhato, gyenge hisztokompatibilitasi antigént kodold
génlokusz miatt kilokddhetnek ndstény egyedekben. A Silvers 4ltal bevezetett
bortranszplantacidos modszer kivaloan alkalmas az izogenitas ellendrzésére.

A teljes homozigotasag elérését késleltethetik a spontan bekovetkezd mutaciok. Ezek
ritkdk, de el6fordulhatnak. A spontdin mutaciok el6fordulasanak Iehetdsége miatt a
beltenyésztett allattorzsek fenntartasa is testvér-testvér paroztatassal torténik. A beltenyésztett
allattorzsek 1étrehozéasa a kis laboratoriumi emldsok (egér, patkany, tengerimalac, horcsog,
nyul) esetén a legkdonnyebb, mert ezek — kiilondsen az egerek és patkdnyok — szapordk ¢€s
rovid tenyészidejlek.

3. A beltenyésztett ragcsalotorzsek torténete

Torténetiik Osszefiigg a daganatkutatasok (egerek) és a multifaktoridlis 6roklédés (tengerimalacok)
tanulmanyozasanak torténetével. Mendel munkassaganak tjrafelfedezése vezetett 1900-ban a tumoroknak, mint
orokletes betegségeknek a vizsgalatdhoz. A kezdeti kisérletekben az egértenyészetekben spontan keletkezett
daganatokat kezdték el vizsgalni. Jensen, Loeb, Ehrlich, Tyzzer megkiséreltek ezeket az egértumorokat mas
egerekbe atiiltetni, az atiiltetett daganat azonban tobbnyire nem eredt meg, vagy atmeneti ndvekedés utan
visszafejlodott. Jensennek (1903), majd Loebnek (1908) sikeriilt egy-egy egértumort sorozatos atoltdsokkal
fenntartani viszonylag beltenyésztettnek szamitd egerekben. Little (1914) megallapitotta, hogy a daganatok
kilokédése (rejekeio), illetve a tumortranszplantdtumok elfogadédsaval szembeni fogékonysag tobb dominansan
6roklodd génen alapul. Ez késobb elvezetett a hisztokompatibilitasi gének felfedezéséhez és a sejtek altal
kozvetitett, cellularis immunvalasz tanulmanyozasahoz.

Id6kozben Rommel (1906) beltenyésztési kisérletbe kezdett tengerimalacokkal. Ezeknek az allatoknak
a leszarmazottai a ma is széles korben hasznalt 2-es és 13-as torzsii tengerimalacok. Munkajat Wright folytatta,

95



aki megalkotta a beltenyésztés altalanos matematikai elméletét. Az 6 nevéhez fliz6dik a beltenyésztési
egyiitthatd bevezetése (1922).

Helen King 1909-ben kezdett hozza a patkanyok beltenyésztéséhez (PA és WKA torzsek). Little
ugyanebben az évben inditotta el azoknak az egereknek a beltenyésztését, amely DBA torzs kialakulasahoz
vezetett. Bagg 1913-ban hozta 1étre albind egereib6l a BALB torzset, amelybdl Snell laboratériumaban az 1930-
as években jott 1étre a BALB/c torzs. Strong 1920-ban egy DBA ndstény egérnek Bagg-albind himmel tdrtént
keresztezésébol létrehozta a CBA és a C3H torzset, majd 1921-ben Bagg-albinéknak Cold Spring Harbor
albindkkal vald keresztezésével kialakitotta az A torzset is. Little teremtette meg a C57 torzsek csaladjat
(C57BL, C57BR, C57L, C58). 1937 elétt jott létre a CS7BL torzs 6-os és 10-es alvonala. 1920-1930 kozott
fejlesztették ki a ma is hasznalt beltenyésztett egér- és patkanytorzsek jelentds részét. 1929-ben Little Bar
Harbor-ban (Maine) megalapitotta a Jackson-laboratoriumot, amely a beltenyésztett torzseket allanddan
tovabbfejlesztette, 1j mutaciokat izolalt, a torzsek jellemzGit tanulmanyozta. A laboratorium rendelkezik a
legnagyobb gylijteménnyel beltenyésztett egértdrzsekbol, és ezek beszerzésének egyik {6 forrasa.

4. A beltenyésztett torzsek nevezéktana
A torzsek nevezéktananak szabalyait a nomenklatira bizottsag alkotta meg 1952-ben.

A torzsek nevét 1-4 nagybeti jeloli (pl. egértorzsek: A, AKR, CBA, DBA stb.;
patkanytorzsek: LEW, WAG, BN, PVG stb.). Szamokat csak a korabban elterjedt és
elnevezett torzsek nevében szabad alkalmazni (pl. egér: C3H, C57BL stb.; patkany: F344,
AS2, M520 stb.). Altorzsekrol beszélink, ha a beltenyésztés soran a torzs a 8-19.
testvérparoztatas kozott két vagy tobb agra oszlik, vagy ha ugyanabban a tenyészetben két
parhuzamos vonal genetikailag eltér. Ezt a torzsnév utdni tortjelet kovetd szdm vagy
szimbolum jeldli (pl. C57BL/6, illetve C57BL/10). Uj alvonal jon létre, ha egy torzs atkeriil
egy masik laboratoriumba, ahol hosszu ideig tenyésztik. Ennek soran genetikai valtozasok is
kialakulhatnak. Az alvonal nevét a tenyésztd vagy a laboratorium nevének roviditése jeldli
(pl. Sc = Scott, Sn = Snell, He = Heston, J = Jackson-laboratorium, Ca = Cambridge),
amelyek torténeti sorrendben kovetik egymast (pl. C57BL/10ScSn). Uj alvonal keletkezik
akkor is, ha a torzset valamilyen manipulécionak vetik ala (pl. az utddokat mas térzshéz adjak
ki dajkasagba). Ezek a beavatkozasok ugyanis valtozasokat idézhetnek eld a térzsben (pl. a
dajkasag befolyasolhatja a virushordozast). Ezért a tenyésztés soran végzett kiilonbozd
beavatkozasokat ugyancsak meg kell jelolni a névben. A leggyakoribb torzsmanipulaciok és
szimbolumaik a kdvetkezok:
o f (foster nursing): Az utédok dajkasagba adasa egy masik torzshoz: pl. C57BL/10fC3H.
Ez az eljaras alkalmazhat6 pl. a specifikalt patogénmentes (specified-pathogen-free =
SPF) torzsek létrehozasakor. A magzatokat megsziiletésiik eldtt a terhes méhhel egyiitt
steril koriilmények kozott eltavolitjak, és dajkasagba adjak egy SPF torzsli anyanak.
e: A torzset egy masik torzsbe térténd embriotranszfer révén hoztak létre.
h (hand rearing): A mesterséges taplalast jeloli.
0: Az ovariumtranszplantaciot jeloli.
p (preservation): A petesejt cseppfolyos nitrogénben valo tarolasat jeloli.

Az alvonalakat jel6ld szimbolumok iddrendi sorrendben kovetik egymast (pl.
C57BL/10ScSnfC3H: a C57BL/10-es torzset atadtak tenyésztésre J. P. Scott-nak, aki
tovabbadta G. D. Snell-nek, majd dajkasagba adtak C3H torzsi egereknek.

4.1. Roviditett torzsnevek

Ha a torzs neve tll hosszu, célszerli roviditeni, de a teljes nevet is meg kell adni a
szovegben. Ajanlott roviditések egértorzsek esetén: AKR=AK, BALB/c=C, C3H=C3,
C57BL=B, C57BL/6=B6, C57BL/10=B10 stb.

4.2. Beltenyésztési depresszio (leromlas)
A szaporodasi képesség, életképesség, egészség stb. csokkenése a beltenyésztés elsd

crer
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homozigotasaga is 1étrejon. A késdbbiekben ezek kiszelektalodnak, ezért a kialakult torzsben
mar nem fordul el6.

4.3. F; hibridek

Két kiillonbozo beltenyésztett torzs keresztezésébol szarmazéd utodok. Minden egyed
izogén ¢s heterozigota mindazon génlokuszokra, amelyekben a két sziil6i torzs kiilonbozik
(pl. a hisztokompatibilitasi génekre). Az F; hibridekben megfigyelhetd hibrid vigor vagy
heterdzis a beltenyésztési depresszid ellentéte: a karos recessziv gének elfedésén alapul. Az F,
hibrid torzsek nevét a kovetkezoképpen képezziik: (anyai tdrzs neve x apai torzs neve)F, pl.
(BALB/c x C57BL/6)F,, amelynek révid neve CB6F1.

5. A beltenyésztett torzsek alkalmazasa a bioldgiai és orvosi kutatasokban
J A faj tulajdonsagainak, a genetikai tényez6knek a vizsgalata
J Biologiai hatasok, valaszreakciok tanulmanyozésa
J Elettani torvényszeriiségek, mechanizmusok vizsgalata
o Immunoloégiai, immungenetikai torvényszeriiségek, az immunrendszer miikodésének
tanulmanyozasa, a transzplantacids €és a tumorimmunitas vizsgalata
Gyogyszerek hatasainak, hatdsmechanizmuséanak elemzése
o Koros allapotok, betegségek modellezése: patomechanizmus, terdpias lehetdségek
vizsgalata
A fajok (egér, patkdny, tengerimalac, horcsdgok, nyulak, csirkék stb.) és a torzsek
széles valasztéka (elsdsorban egerek és patkanyok) all rendelkezésre.

5.1. Koizogén torzsek

Ha egy beltenyésztett torzsben egyetlen gént érintd mutdcid 1ép fel, a mutéciot
fenntarthatjuk egy 10j beltenyésztett torzs kialakitdsa révén. Az 1j torzset, amely az ereditdl
egyetlen génlokuszban kiilonbozik, koizogén torzsnek nevezziik. A koizogén torzs nevét ugy
képezziik, hogy az eredeti torzs (altdrzs, alvonal) nevéhez kotdjellel hozzakapcsoljuk a gén
jelét, amelyet dolt betiikkel jeloliink. A CBA/Ca-nu egértorzs pl. a CBA/Ca torzs koizogén
torzse, amely a nu (nude = meztelen) szOrtelenséget és a timuszhidnyt meghatirozo
génmutaciokat hordozza e gének normalis alléljei helyett. A mutacié betegség alapjat
képezheti (1d. a kdvetkezd példakat):
Egeér:
Anémia (nemhez kotott vérszegénység = sex-linked anemia): sla gén
Cukorbetegség (diabétesz): db gén
Elhizas (obezitas): ob gén
Aminosavanyagcsere-zavarok: his (hisztidinémia), pro (prolinémia) gén
Vesebetegség (kidney): kd gén
Izomsorvadas (dystrophia muscularis): dy gén
Embrio-rendellenesség: z-allél
Sz0r- és thymusmentes (nude): nu gén

Patkany:
Diabetes insipidus (fokozott vizeletiirités): di gén
Sz0r- és thymusmentes: rnu gén
Bilirubinémia (sérgasag): j gén

A koizogén egértorzsek lehetoséget nyljtanak a gén fenotipust meghatarozo
szerepének vizsgalatiara, a betegségeket el6idézd géneket hordozd torzsek pedig kivaldan
alkalmasak a betegség tanulmanyozasat biztosité modellek kialakitasara.
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5.2. Kongenikus torzsek, kongenikus rezisztens torzsek

Ebben az esetben a ”donor” torzs (nem kell feltétleniil beltenyésztettnek lennie) egy
beltenyésztett (’recipiens”) torzsbe. Az alkalmazandd tenyésztési modszer fligg attol, hogy
dominans, kodomindns vagy recessziv génrdl van-e szo. Rendszerint a visszakeresztezést
alkalmazzuk. Dominans vagy kodominans gének esetén eldszor a két torzs keresztezésével F,
hibrideket allitunk el6, majd ezeket a “’recipiens” torzzsel visszakeresztezzik (backcross). Az
utddok koziil kivalasztjuk azokat, amelyek hordozzdk a ,donorgént”, ¢és ezeket
visszakeresztezziik a ,recipiens” torzzsel. Ezt legalabb 12-szer meg kell ismételni (minden
alkalommal szelektdlva a ,,donorgénre”). Az utolsd visszakeresztezést kovetden az utddok
koziil egy olyan himet és ndstényt kell kivalasztanunk, és egymadssal paroztatnunk, amelyek
heterozigotdk a ,,donorgénre” nézve, majd az utddok koziil két homozigota testvért kell
paroztatnunk (intercross). Az 1j kongenikus torzs tartalmazza a ,,donorgént” (a ,,recipiens”
torzs ennek megfeleld génjét viszont nem), az dsszes tobbi génje (hattérgének) a sorozatos
visszakeresztezések kovetkeztében megegyezik a ,,recipiens” torzs hattérgénjeivel.

Snell 1946-ban ezzel a modszerrel hozta 1étre kongenikus rezisztens egértorzseket. A
szelekci6 az atiiltetett tumorokkal szembeni ellenalloképességen, rezisztencian (a tumor nem
eredt meg vagy visszafejlodott a recipiensekben), illetve a bdrtranszplantatumok kilokddésén
elsésorban egy polimorf génrégio, a fO hisztokompatibilitasi komplex (major
histocompatibility complex = MHC) felel6s. Ez egerekben megegyezett a Gorer altal leirt II.
vércsoportantigént kodolo polimorf génnel, melyet H-2-nek neveztek el.

A kongenikus torzsek elnevezése a kovetkezOképpen torténik: recipiens torzs
neve.donor torzs neve. Leggyakrabban a rovid neveket hasznéljuk, pl. B10.D2. Ebben az
esetben a recipiens torzs a C57BL/10 (B10), a donor térzs a DBA/2 (D2). A B10.D2 tdrzs
hattérgénjei a megegyeznek a B10-ével, a H-2 génjei pedig a D2-ével (H-2%), vagyis a
B10.D2 torzs csak a H-2 génkomplexben kiilonbozik a B10-tdl, amely a H-2" haplotipust
hordozza. A H-2 kongenikus egértdrzsek kivaléan alkalmasak a traszplantacidés immunolégiai
¢s immungenetikai kutatasokra.

5.3. Rekombinans beltenyésztett torzsek

E torzseket két nem rokon beltenyésztett torzs keresztezésébdl szarmazd F2
nemzedékbdl allitjak eld tobb mint 20 generacion at végzett testvér-testvér paroztatassal. Az
elsé széles korben hasznalt rekombinans egértdrzseket a BALB/cBy (C) és a C57BL/6By
(B6) torzs keresztezeésébol allitottak elo, és CXBD-nek, CXBE-nek, CXBG-nek, CXBH-nak,
CXBI-nek, CXBJ-nek ¢s CXBK-nak nevezték oket (Bailey, 1971). A rekombinans térzsek
elnevezése ugy torténik, hogy a két sziiloi térzs rovid nevét egy X nagybetiivel valasztjuk el,
amelyet egy kotdjellel kapesolt szam kovet (pl. az AKR/J és C57L keresztezésébdl eldallitott
torzsek neve AKXL-1, -2, -3 stb.). Ez utdbbi szabalyt nem alkalmazzuk a régota hasznalt
CXB torzsekre. A rekombinans torzsek random eloszlasban ,,0sszekeveredve” hordozzak a
két sziiloi torzs génjeit. Mivel beltenyésztett torzsek, az egyes torzsek minden tagjanak
genetikai allomanya azonos, vagyis izogének. Alkalmazasuk lehetévé teszi 1) polimorf
génlokuszok azonositasat és térképezését, a tobb gén altal meghatarozott, Gin. poligénes
tulajdonsagok tanulmanyozasat (pl. €lettartam, spontan fellépd és kivaltott betegségek iranti
fogékonysag), valamint morfologiai, élettani, biokémiai és viselkedési jellemzok biometriai
elemzését, gyogyszerhatasok vizsgalatat.

5.4. Transzgenikus allatok

Transzgenikusnak azokat az allatokat nevezziik, amelyek genomja kiviilrdl bejuttatott
idegen gén(eke)t tartalmaz. A transzgén (transgene) szd transterred gemetic material (atvitt
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genetikai anyag) kifejezésbol szarmazik. Gordon €s munkatarsai 1981-ban szamoltak be arrdl,
hogy sikeriilt idegen DNS-t bejuttatniuk emldsallatokba, és ezaltal transzgenikus egereket
létrehozniuk. Késobb transzgenikus patkanyokat, birkakat, kecskéket, szarvasmarhakat,
nyulakat és csirkéket is eldallitottak. A transzgenikus allatok a bioldgiai és orvostudomanyi
kutatasokban lehetévé teszik a gének, illetve termékeik funkcionalis hatdsainak in vivo
vizsgalatat, betegségek allatkisérletes modelljeinek a létrehozasat; a mezdgazdasagban
kedvezébb tulajdonsagu (pl. nagyobb tejhozam, hustermelés, ill. ellendlloképesség a
betegségekkel szemben) 4llatok Ilétrehozasat; a biotechnologiai ¢és gyogyszeriparban
specifikus emberi fehérjék (pl. hormonok, véralvadasi faktorok, enzimek, citokinek stb.)
termeltetését és pl. a tejjel vald kivalasztasat. A tejbdl az emberi fehérjék nagy tisztasdggal
kivonhatoak.

A bejuttatni kivant génkonstrukcid eldallitasa in vitro, rekombinans DNS technolégia
segitségével torténik. Ez a funkcioért felelds struktargénen (pl. inzulingén) kiviil tartalmazhat
a génnek a genom megfeleld helyéhez vald célzott kotddését iranyitd vektorgénszakaszt,
tovabba a génmiikddést szabalyozo (regulator) promoter (elindit6) és enhancer (fokozo) DNS-
szekvenciakat is. Ezek biztositjdk, hogy a gén expresszidja (kifejezddése) csak bizonyos
szovetekben kovetkezzék be. Példaul a limfoid promoterek és enhancerek teszik lehetové az
atrendez6dott antigénreceptor-gének expresszidjat a limfocitdkban, az inzulinpromoter az
inzulingének kifejez6dését a hasnyalmirigy [-sejtjeiben. Olyan promoter elemeket is
beépithetiink, amelyek gyogyszerekkel (pl. tetraciklin, dexamethason), hormonokkal (pl.
inzulin), citokinekkel stb. kapcsolhatok be, ami lehetdvé teszi a transzgén atirédasanak
akaratlagos befolyasolasat. A génkonstrukciokba beépithetok a sejteket bizonyos sejtold
gyogyszerekkel szemben ellendllova (pl. neomicinrezisztencia-gén), illetve fogékonnya tevd
gének (pl. a ganciclovir-érzékenységet biztositd timidinkinazgén) is. Ez a génbevitelt
(transzfekcidt) kovetden lehetdvé teszi a sikeresen transzfektalt sejtek in vitro szelekcigjat: a
neomicin hatdsdra a génkonstrukcidot nem tartalmazo, normal emldssejtek, ganciclovir
jelenlétében pedig timidinkinazgént kifejezd sejtek pusztulnak el (1d. késébb).

A génkonstrukciot haromféle modon juttathatjuk be: 1. mikroinjekcidval; 2.

embriondlis dssejtek transzfekciojaval és atvitelével; 3. virus (adenovirus, retrovirus) altal
kozvetitett génatvitellel.
Transzgenikus dllatok létrehozdsa mikroinjekcios modszerrel: Gonadotrophormon-kezeléssel
eléidézett szuperovulaciot kovetden himmel paroztatjak a ndstényt. A petevezetékbol nyert
megtermékenyitett petesejtek him eldmagjaba mikroinjekcioval tobb szaz transzgén DNS-
molekulat juttatnak. A kétsejtes embridkat alvemhes ndstények petevezetékébe iiltetik be. Az
alvemhességet vazektomidval nemzdéképtelenné tett himekkel torténd paroztatassal idézik eld.
A transzgén 1-50 molekuldja egymast kdvetve (tandem) illeszkedik be a kromoszéma egy
random torési helyére, és egy mendeli egységként 6roklddik. Mivel az integracid altalaban a
DNS-replikaci6 elétt torténik, a transzgenikus utdédok kb. 75%-anak minden sejtje, igy az
ivarsejtjei is tartalmazzdk a transzgént. Az idegen DNS integracidja legtobbszor nem teszi
tonkre az endogén génfunkciot. A transzgént hordozé mindegyik allat heterozigbta,
amelyekbdl homozigdta vonalat lehet kitenyészteni. A mikroinjekcids modszer minden emlds
faj esetén alkalmazhatd. Egerek esetén a megsziiletett utdédok kb. 2,6%-a transzgenikus, mas
fajok esetén ez az arany 0,7-1,6%.

A transzgenikus allatok nevezéktana a kovetkez6: A recipiens torzs nevéhez kotojellel
kapcsoljuk a transzgén szimbolumat, pl. C57BL/10J-TgN(XXXX)Y, ahol Tg = transzgenikus,
N = nem homolog (vagy H = homolég) beillesztés, XXXX = a gén neve, Yyy = a laboratorium
kodja
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5.5. Génkiiitott (knockout, KO) allatok

A transzgén célzott beillesztése egy endogén gén kozepébe altaldban szétrombolja a
gént (géndiszrupcid), megsziinteti a gén kifejezodését, illetve funkciodjat. Ezt leggyakrabban a
homoldg rekombinacidval érik el. Ennek 1ényege, hogy a célba vett génnel majdnem azonos
szekvenciaju, un. homolog gént készitenek, amely a sejtbe juttatva kicserélddik a megcélzott
génszakasszal. A vektort gy is meg lehet tervezni, hogy a homoldg rekombinécio az endogén
génfunkcid megsziinésének kovetkeztében 1étrejovo valtozasokbodl kovetkeztethetiink a gén,
illetve termékeinek fiziologids szerepére. E modszerrel ,,egygénes” rendellenességeken
alapulo betegségek allati modelljei is 1étrehozhatok.

5.5.1. Génkiiitott allatok l1étrehozasa az embrionalis 6ssejtes modszerrel

Elészor egy célba juttatd vektort haszndlnak a gén diszrupcidjara egy embrionalis
Ossejtvonalban. Ez a homoldég génszakaszok kozott tartalmazza a neomicinrezisztenciat
kédold gént (neo) és az egyik homoldég génhez kapcsolddva a ganciclovirrel szembeni
érzékenységért felelds timidinkindz génjét (¢k) is. Az embrionalis Ossejteket a holyagcsira
belsé sejtjeib6dl nyerik. Ezek pluripotens 0Ossejtek, amelyek in vitro szdvetkultirdban
tenyészthetdk. Képesek differencialodni is, és igy létre tudjak hozni az érett szervezet
valamennyi sejtjét, beleértve az ivarsejteket is. A  vektorgént hozzdadjadk az
Ossejttenyészethez, amely a sejtek egy részébe beépiill. Homolog rekombinacidé esetén a
genomba beépiilt idegen gén tartalmazza a neo gént, a tk gént viszont nem. Emiatt a
transzfektalt sejtek rezisztensek lesznek mind neomicinre, mind ganciclovirre. Random, nem
homolog beépiilés esetén viszont nem csak a neo, hanem a tk is gén beillesztddik. Az ilyen
sejtek neomicinre rezisztensek, ganciclovirre viszont érzékenyek lesznek. Ha a transzfekciot
kdvetden neomicint és ganciclovirt adnak a sejttenyészethez, a neomicin elpusztitja nem
transzfektalt sejteket, a ganciclovir pedig azokat transzfektalt sejteket, amelyekbe vektor nem
homoldg rekombinacioval épiilt be. gy csak a homolog rekombinacion atesett, génkiiitott
embrionalis 6ssejtek maradnak életben. A kivant rekombinécid jelenléte igazolhato DNS-
vizsgalattal [Southern blot hibridizacioval, illetve polimeraz-lancreakcioval (polymerase
chain reaction, PCR)]. A szelektalt dssejteket holyagesiraba fecskendezik in vitro, és alterhes
ndstényekbe iiltetik. A kifejlodd allatok kimérak lesznek, azaz egyes szoveteik a génkititott
embrionalis dssejtekbdl, mig masok a normal hdlyagesirasejtekbol alakulnak ki. Az ivarsejtek
szintén kimérdk lesznek, de mivel ezek haploidok (csak egy kromoszdémakészletet
tartalmaznak), csak egyes sejtek hordozzak a szétrombolt gént tartalmazé kromoszomat. Ha a
kiméra allatokat normal allatokkal paroztatjak, és akar a spermium, akar a petesejt tartalmazza
génkiiitott kromoszomat, a normal partner ivarsejtjével vald egyesiilést kovetden az utdédok
heterozigétdk lesznek a mutaciora. Ha ilyen heterozigdtdkat paroztatnak, a mendeli
szabalyoknak megfeleld aranyban kapnak homozigota génkiiitott egereket, amelyekben az
adott gén nem fejezddik ki.

5.6. ”Génbeiitott” (knock-in) allatok

A homoloég rekombindciot lehet haszndlni egy normal génszekvencidnak egy masik
funkcioképes exogén génnel vald kicserélésére is. A knock-in allatok a transzgént a genom
meghatarozott helyén tartalmazzak, szemben a konvencionalis transzgenikus egerek esetén
megfigyelt random beépiiléssel. Ezt a modszert alkalmazzdk, ha a transzgén expresszidjat
endogén promoter vagy enhancer régioknak kell befolyasolniuk. Ebben az esetben a célba
juttatd vektor tartalmazza a bejuttatni kivant kiilsé gént, ezen kiviil egy olyan endogén génnel
homolog szekvenciakat is, amelyek sziikségesek a génnek a rekombinacié helyéhez vald
kotéséhez.
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A fenti konvencionalis génmanipulacios technikék rendkiviil hasznosnak bizonyultak,
géntermékek megvaltozott expresszidja, igy a modositott gén funkcidja rejtve maradhat. 2.
Egy konvencionalis génkilitott allatban a gén jelentdségét nem lehet csak egyetlen szovetben
vagy az egyedfejlodés egy adott idépontjdban konnyen meghatirozni. 3. A mikodoképes
szelekcios marker gén - mint pl. a neo gén - permanensen beépilil a genomba, amely
befolydsolhatja az 4llat fenotipusat. A génkiiitéses moddszer finomitasat teszi lehetévé a
bakteriofag eredetli Cre/loxP rekombinacios rendszer alkalmazasa, amely a fenti hatranyok
egy részét kikiiszoboli. A Cre enzim egy DNS-rekombinaz, amely a loxP DNS-szekvenciat
ismeri fel, és az enzim kivagja az olyan génszakaszokat, amelyeket két /oxP-szakasz hatarol.
Az ezen az elven alapuld rekombinacios rendszer segitségével eltavolithatd a neo gén a
hozzékapcsolodd homoldg szekvencidkkal egyiitt a génkiiitott allatokbol. Megfeleld
promoterek segitségével a cre gén kifejezddése, vagyis a Cre enzim szintézise és a géndelécio
a kivant szovetekre korlatozhato. Szteroid altal indukalt promotert is lehet hasznalni, ilyenkor
a gén eltavolitasa csak akkor kovetkezik be, ha az dallatoknak megfelelé dozisban
dexamethasont adunk. A Cre/loxP-modszer alkalmazhatd knock-in allatok létrehozésara is.
Ebben az esetben a loxP—szekvenciat a neo-gén ¢€s a célba juttato homoldg szekvencia mellé
helyezik, a bevinni kivant génszakasz mellé viszont nem. Ezért az exogén gén a kivant helyen
marad a genomban a Cre altal kdzvetitett delécio utan.

5.7. Klonozott allatok
A klon lényegi tulajdonsdga, hogy az utdd(ok) genetikai allomanya teljesen

megegyezik a kiindul6 szervezetével. A sejtek osztodasakor (pl. megtermékenyitett petesejt,
testi sejtek osztodasa) lényegében ugyanannak a kiinduld sejtnek a klonjai jonnek létre. A
tobbsejtli szervezet klonozasanak modszerei a kdvetkezok:
1. Az embrioosztasi (embryo splitting) technika. A j6 tulajdonsagokkal rendelkezd héaziallatok
- pl. szarvasmarhdk - esetében rutinszeriien hasznalt klonozasi eljaras, amellyel mesterségesen
allitanak elé egypetéjii ikreket. A moddszer 1ényege, hogy egy petesejtet mesterségesen
termékenyitenek meg egy spermiummal, majd a megtermékenyitett petesejtet (zigdta)
osztodni hagyjak nyolc sejtbdl all6 embridig. Ekkor az embridt két négysejtes, vagy
leggyakrabban négy kétsejtes darabra osztjdk. A nyolcsejtes allapotig még nem indul meg a
sejtek differencialodésa, €s az igy kapott embridok genetikailag teljesen azonosak lesznek
egymassal, mint az egypetéjii ikrek. Ezért az eljarast ikerkészitésnek is nevezik (embryo
twinning). Az utdodok elsésorban nem is sziileikre, hanem egymasra hasonlitanak. Az
elvalasztott embriokat ezutdn addig engedik fejlédni, amig beiiltethetd lesz egy alvemhes
nostény allat méhébe. Ezt kovetden mar egy normalis lefolyasu terhesség ¢és sziilés
kovetkezhet.

2. Szomatikus sejt magjanak datvitele [somatic cell nuclear transfer (SCNT)]. Ezt a mddszert

alkalmaztdk a skdciai Roslin Intézetben Ian Wilmut és Keith Campbell 1997-ben a Dolly

nevl bardny létrehozasakor. A sejtmagatvitelhez két sejt sziikséges: egy sejtmagdonor sejt €s

egy megtermékenyitetlen petesejt. Ez konnyebben befogadja a beiiltetett sejtmagot, mint a

megtermékenyitett petesejt. A petesejt alkalmasabb recipiens sejtnek, mint az egyéb sejtek,

mert konnyebb osztodasra késztetni. A sejtmagatvitel [épései a kovetkezok:

1.  Donorsejtként egy testi sejt szolgal. Dolly esetében ez egy emlémirigysejt volt, amelyet
in vitro tenyésztettek. A donor sejtet ezutan fotalis borjusavé nélkiili tapfolyadékba
helyezték, amelyben a sejtosztddas ledllt, €s a sejtek Gy vagy nyugalmi fazisba kertiltek.
Ez sziikséges ahhoz, hogy a nyugvo petesejt befogadja a donorsejtbdl szarmazo
sejtmagot.

2. A petesejtbdl el kell tavolitani sejtmagot. A genetikai informacid legnagyobb részét ez
tartalmazza, de a mitokondrialis DNS is tarol kodokat. A donorsejtet az enuklealt
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petesejt kozelébe helyezik, majd 1-8 6raval a mag eltavolitasa utan elektromos stimulust
alkalmaznak. Ennek hatisara a donorsejt (vagy kivett magja) 6sszeolvad az enukleélt
petesejttel, és aktivalja a sejtosztddast. A differencialt donorsejt magjanak genetikai
programja a petesejtben lenullazodik, a sejt differencialatlan allapotba keriil, ismét
pluripotenssé valik. Ha az embri6 talél, 5-6 napig egy birka petevezetékében novekedni
hagyjak (itt jobban tilélnek, mint szovettenyészetben).

3. Amikor eléri a kb. 100 sejtbdl all6 blasztoméra-allapotot, egy dajka anyabirka méhébe
tiltetik az embridt, amely kihordja a terhességet. A megsziiletd utéd genetikailag pontos
masolata a sejtmagdonor allatnak. Ezt az eljarast reproduktiv klonozasnak nevezik.
Dolly a 277 probalkozasbol sziiletett meg. A blasztoméra sejtjei embriondlis
Ossejtforrasként is felhasznalhatok.

1998-ban Teruhiko Wakayama and Ryuzo Yanagimachi a Hawai Egyetemen Ian
Willmut médszerét (Roslin-modszer) médositva kidolgozta a Honolulu-modszert, amelynek
segitségével sikerlilt egereket klonoznia. A kloénozott utddok képesek voltak szaporodni, és
ivaros Uton fenntartani a klont.

Allatokban a klonozas alacsony sikerességének f6 oka valédsziniileg az, hogy a donor
sejtmag nem mindig reprogramozodik teljesen. A kromatintranszfer egy Uj klonozési
technika, amelynek célja, hogy csokkentse ezeket a problémakat. Ennek sordn a kléonozando
allat sejtjét kezelik a célbol, hogy a sejtdifferencialédasi molekulakat eltavolitsdk, mieldtt a
sejtmagot kiveszik.** >
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XIII. Neurolégiai modellek (Dr. Farkas Tamas, Dr. Kis Zsolt, Dr. Toldi Jozsef)

E fejezet célja, hogy attekintést adjon a csokkent agyi keringés kovetkezményeinek kisérletes
vizsgalatardl, a gyakorlatban alkalmazhaté neuroldgiai kisérletes modellekrdl, a fontosabb
modszerekrdl és kivitelezésiikrdl. A keringési rendszer betegségei kozott jelentds ardnyban
szerepelnek az elégtelen agyi keringésre visszavezethetd problémak. Az agyi ischaemia a
harmadik leggyakoribb halélok a fejlett ipari orszagokban. Becslések szerint évente 4.7 millid
ember hal meg a F6ldon elégtelen agyi keringés kdvetkeztében, de beszédes adat hogy évente
mintegy 700000 ember kap elsé alkalommal, vagy ismételten sz¢€liitést (stroke-ot). A tulélék
kozott nagyon sokan szenvednek végleges fizikai és/vagy szellemi karosodast, és szorulnak
hosszi évekre é&polasra, gondoskoddsra. Mindezek aldhlizzék az elégtelen agyi keringés
tanulmanyozasanak sziikségességét. Az agyi ischaemia kovetkezményeinek megfigyelésére
sokféle modell alkalmazhat6, az aldbbiakban a leggyakrabban hasznaltak koziil is csak
néhanyat tudunk ismertetni.

1. Globalis ischaemias modellek

Az elnevezés arra utal, hogy iddélegesen a teljes agy keringése csokken, vagy
megszinik. Az agyi keringés megsziinése pl. a szivmiikddés leédllasakor fordul eld, ez az
allapot mindaddig fennall, mig az Ujraélesztés el nem kezdddik. A kodzponti idegrendszeri
kovetkezményeket jol lehet vizsgalni az un. four vessel occlusion (4VO) modellben.

A 4VO0 modell

Patkanyok esetében az agy vérellatasat alapvetden négy nagy artéria biztositja: a két arteria
vertebralis és a kétoldali a. carotis communisbdl eredd a. carotis interndk. Ha az agy
vérellatasat idolegesen sziineteltetni kivanjuk, akkor az erek kozti dsszekottetetést biztositd
Willis-kor miatt mind a négy ellato artéridban fel kell fiiggeszteni a keringést (ha barmelyikiik
atjarhato marad, akkor az — ha csokkent mértékben is — de biztosit bizonyos szintii
vérellatast).

Meg kell itt emliteni, hogy ugrdegérben stlyos globalis ischaemia idézhetd eld a két a. carotis
communis lekdtésével vagy leklippelésével, minthogy ezeknek az allatoknak inkomplett a
Willis koriik; nincs 0sszekottetés az a. basilaris €s az a. carotis communis rendszere kozott.

A 4VO modell készitése soran altatatasban feltarjuk a kétoldali a. vertebralist, ¢€s
kauterezéssel irreverzibilisen megsziintetik benniik a vérataramlast. Néhany napi gyogyulas
(recovery) utan — szintén rovid idejl altatasban - feltarjuk a kétoldali a. carotis communist, s
rovid ideig (par masodperctdl 4-5 percig terjedden) leszoritjuk dket. A carotisok leszoritasa
alatt az agy gyakorlatilag vérellatas nélkiil marad.

Itt kell megjegyezni, hogy ez a modell nemcsak a klinikai halal alatti, ill. azt kovetd kézponti
idegrendszeri valtozasok tanulmanyozasara alkalmas, hanem az un. prekondicionélés
mechanizmusanak vizsgalatara is. Az ischaemias prekondicionalas (IPC) vagyis rovid idejd,
ismételt ischaemids periddusok ischaemias toleranciat (IT) eredményezhet. Ennek lényege,
hogy a prekondiciondldson atesett szovet (pl. agy) kevesebb karosodést szenved el egy
késObbi stilyosabb, hosszabb ideig tart6 ischaemias attack alatt.

A 2V O modell patkanyon

Ezzel a modellel a tranziens vagy végleges agyi hipoperfuzié kovetkezményeit
tanulmanyozhatjuk. A fent ismertetettnél egyszeriibb beavatkozas: a kétoldali a. carotis
communis id6leges, vagy végleges lekotésével a lekotés idejére nagymértékben lecsokkentjiik
az agyi vératdramlast. A modszer kivaldan alkalmas a kronikus cerebralis hipoperfuziohoz
kapcsolodé neurodegenerativ betegségek tanulmanyozéasara’™.

2. A globalis ischaemia kovetkezményeinek vizsgalata
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a) Elektrofiziologiai modszerek

A globalis ischaemia hatdsainak in vivo elektrofiziologiai modszerrel torténd
tanulmanyozéasahoz az allatokat elaltatjuk. Mindez tdrténhet kozvetleniil a 2VO/4VO elott,
utan, vagy napokkal, hetekkel késébb’®. Az éllatot sztereotaxias késziilékbe helyezziik, mely
lehetévé teszi a kiillonbozo agyi struktirak pontos (tized mm felbontasu) célzott elérését. Kis
lyukakat farva a koponyéan, az ingerld/elvezetd elektrodokat a kivant agyi strukturdba
juttathatjuk. Patkanyban a hippocampalis formécio rendkiviil érzékeny az ischaemiara, amit a
sejtek megzavart metabolizmusa (pl. 2VO alatti lecsokkent citokrom enzim-aktivitas) és
funkcionélis kérosodésa is jelez Mindez jol demonstrélhat(') a hippocampus CA3 -as
oldali CAl-es régidjabdl torténd elvezetésével (37. abra). Megfelelo korulmenyek kozott
lehetéség nyilik a populacios spike-ok akar 3-4 6rés folyamatos nyomon kdvetésére is. Akut
koriilmények kozott a valaszok amplitidoit sszehasonlithatjuk kozvetleniil az ischaemia el6tt
mért amplitidokkal (6nkontrollos mérés egy allatcsoporton beliil), ill. hosszu tulélés esetén
(2VO) az amplitadokat az almiitott allatcsoport adataival vethetjiik 6ssze. A 2VO/4VO altal
okozott neurondlis karosodas (hisztologia) és a hippocampalis funkcidsériilés (magatartasi
tesztek) valamint a populaciés spike-ok amplituddinak csokkenése (elektrofizioldgia) kozott
pozitiv korrelacio allapithatd meg.
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37. abra A populacios spike amplitidok valtozasa 2VO-s patkdnyban leszoritas elott és

utan. Inszet: hippocampalis populécios spike. Kahbracm 1 mV; 5 ms. Az oszloPok amplitadé
valtozasokat jeleznek (5 x 5 potencial atlaga + S.D. P < 0.05; ~ P < 0.01; ~ P < 0.001) a
kontrollokhoz viszonyitva.

Tulels agyszelet preparatum készitésével, in vitro koriilmények kdzott olyan elektrofizioldgiai
vizsgalatokra nyilik lehetdség, amely altatott allaton nem, vagy csak sok zavard koriilmény
mellett lenne végrehajthatd. Az agyszeletek készitésének modszertani leirdsa meghaladnd a
fejezet kereteit, azt azonban meg kell jegyezni, hogy in vitro kisérletek soran szamos
kompromisszumot kell tenni. A két legfontosabb az allatok kora és az agyszelet vastagsaga. In
vitro kisérletekhez fiatal allatok hasznalata, de ezek (patkany esetében 20-30 napos)
agyszovetének ischaemia-tolerancidja sokkal jobb, mint a felndtt allatoké. Vastag szeleteket
(>400 pm) hasznalva mindenképp kialakul egy kozépponti ischaemids goc a szelet
belsejében, mivel ebben az esetben az O,, a gliikoéz és a karos anyagcseretermékek csak
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passziv diffuzidval vandorolnak a szdvetben. Vékonyabb (<300 um) szeletekben pedig alig
talalhatd olyan idegsejt, melynek arborizacidja ne sériilne. Mindezeket figyelembe véve,
készithetiink hasznalhatd hippocampalis szeleteket olyan 4llatok agyabol, melyekben
elézetesen 2VO/4VO-t alakitottunk ki. E szeletekben a kizardlag excitatorikus tulajdonsagu
Schaffer kollateralisok nagyfrekvencias elektromos ingerlésével (HFS) a kivaltott valaszok
amplitiddinak tartds, tobb oran at megmaradd ndvekedését hozhatjuk Iétre a CA1 régioban
(38. abra). A jelenséget hosszu iddtartaml potencirozoédasként (long-term potentiation), vagy
roviden LTP-ként ismerjilk. Az LTP (a szinaptikus attevoédés hatékonysaganak tartos
megndvekedése) mindmaig a tanulds ¢és a memoria folyamatok legelfogadottabb ¢&s
legintenzivebben tanulmanyozott modellje, melyet eldszor ebben a struktiraban irtak le az
1970-es ¢években. Kétféleképp tanulmanyozhatjuk az LTP indukélhatosagit a globalis
ischaemian atesett hippocampusban. Az almiitott allatcsoport adataival dsszevetve mérjiik az
LTP nagysagat és tartdssagat az ischaemids allatcsoportban ugyanolyan intenzitasi HFS-el
kivaltva, illetve vizsgalhatjuk azt is, hogy ugyanolyan mértéki LTP kivaltashoz mennyivel
intenzivebb HFS sziikséges (a pulzusok szdmat mennyivel kell megemelni).
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38. abra Nagyfrekvencids ingerléssel LTP (hosszi iddtartami potencirozddas)

alakithaté ki (a fekete négyzetek). Ha el6zdleg 2VO-t alkalmaztunk, a potencirozodas
nagymértékben csokkent és nem bizonyul tartésnak. Erdekességképpen: oxalecetsav 2VO
utani alkalmazasa kivédi a globalis ischaemia okozta LTP csokkenést, tehat a kezelés
protektiv. A kontroll csoportban LTP-t a Schaffer kollateralisok nagyfrekvencias ingerlésével
(HFS, nyil, 500 db, 100 Hz) alakitottuk ki. A 2VO-s csoport tagjai ezt 3 nappal megel6zden
egy 30 perces 2VO kezelésben részesiiltek. A 2VO+OxAc csoport a 2VO kezelés utan
nyomban intravénas oxalecetsav injekciot (1 M, 1.5 ml) is kapott. Az abrazolt pontok a
populacids spike-ok normalizalt atlagai + S.D.

b) Hisztolégiai modszerek
Fluoro-Jade B (FJB) festés

Az FJB festék anionos fluoreszcein szarmazék, amely specifikusan festi a degeneralddott
idegsejteket. A jelolodott sejtek megfelelden gerjesztett fény hatdsara fluoreszkdlnak, ami
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fluoreszcens mikroszkop alkalmazaséval megfigyelhetd. A mddszer elénye mas hisztoldgiai
eljarasokkal szemben abban rejlik, hogy a jeldlés nem antigén-antitest reakcid eredménye,
tehat nem immunfestés, ezért gyorsan kivitelezhetd. Az FIB festéssel az ischemias teriilet jol
koriilhatarolhat6. Mivel a hippocampus CAl-es régidja az egyik legérzékenyebb agyi
struktara, globalis agyi ischemia (pl. 4VO) esetén FIB festéssel ez a tertilet fog legkorabban
jelolodni.

NeuN immunfestés

Ep idegsejtek kimutatasara alkalmas. A gerinces allatok idegsejt specifikus magfehérjéje
elleni antitesttel (NeuN) az €ép idegsejtek lathatova tehetok. Az immunfestés soran foleg az ép
idegsejtek magja jelolodik, de halvany festddés a citoplazmara is jellemzd. Mivel az FJB
festés és a NeuN immunfestés ugyanazon metszeten egymds utan is alkalmazhatd, a két
modszer egyiittes alkalmazasaval lehetdség nyilik az ischaemia altal érintett és a teljesen ép
agyi teriiletek elkiilonitésére.

¢) Magatartasvizsgalé modszerek

Az agy vérellatasanak tranziens kiesése vagy a hosszabb-rovidebb ideig fennallé hipoperfiizid
sulyos agyi karosodéasokat idézhet eld, ami a kisérleti allat magatartasi, memoria és tanulasi
funkcidiban is megnyilvanulhat. A hippocampus az ischaemids allapotokra az egyik
legérzékenyebb struktura a kozponti idegrendszerben, és a tanuldsi, tajékozodasi és
memoriafunkciokban mindenképpen involvalt. Mindezen funkcidk tesztelésére kiillonbozo
magatartasvizsgald modszereket dolgoztak ki, ezek kozott az egyik leggyakrabban hasznalt az
un. Morris-féle Usz6 teszt (Morris water maze). Ennek lényege, hogy egy kor alaku
medencében Usztatjak a kisérleti allatot (patkanyt vagy egeret). Kozvetlentil a vizfelszin alatt,
az allat szdmara lathatatlan modon, elhelyeznek egy 6-8 cm atmérdji szigetet, amin meg lehet
pihenni. A szigetet kezdetben véletlenszerlien taldljdk meg az aéllatok, késobb pedig egyre
inkdbb megtanuljak a szigetnek a kornyezet targyaihoz viszonyitott helyzetét (a medence
kortl talalhato targyak, ldmpak, képek, berendezési eszk6zok alapjan, amiket lat az allat). A
sziget megtalalasanak idejét vagy a megtaldlasaig megtett Utvonalat vizsgalva, képet
kaphatunk az tanuldsi és memoriafunkcidkrol: a teszt rendkiviil érzékeny a hippocampus
épségére. Hasznalatosak még az open field arénaban és a kiilonb6zo labirintusokban tett
megfigyelések is (,, Y, "T" maze - és ezek passziv elkertiilései).

3. Lokalis ischaemia modellek

Ezek lényege, hogy az agynak csak bizonyos teriileteire, struktirdira korlatozodik az
ischaemias allapot. Lényegében ezek a kisérleti megkdzelitések modellezik pl. a thrombus
altal okozott érelzarodast és a kovetkezményként kialakuld infarktust.

Az artéria cerebri media elzarasa (MCAQO - Middle Cerebral Artery Occlusion)

Az MCAO soran egy megfelelden elvékonyitott, altaldban 4-0-4s nylon szalat vezetiink az
artéria carotis internaba, egészen az artéria cerebri medidig, mig az artéria carotis externa agat
lekotjiik. Ebben az esetben az okklizidval azonos oldali hemiszfériumban viszonylag nagy
kiterjedésti, fokalis 1éziot tudunk létrehozni, ami legtobbszor érinti a hippocampust és a
stridtumot is.

Fototrombotikus 1€zi6

Ezzel az eljarassal viszonylag kis kiterjedésii, jol koriilhatarolhaté fokalis ischemids 1€ziot
lehet 1étrehozni agykéregben, ami az egyik leggyakrabban alkalmazott stroke modell. A
modszer alapja, hogy a fényérzékeny bengali voros festék (Rose Bengal - di-natrium-
tetrajodo-tetrakloro-fluoreszcein) megvilagitds hatasdra a vért koagulalja, beldle oxidativ
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szabadgyokok szabadulnak fel, amely 4altaldban nem-nekrotikus, hanem apoptotikus
sejtpusztulast eredményez (Id TUNEL festés, alabb). A mddszer elénye, hogy a koponya
felnyitasa nélkiil lehet reprodukalhaté ischemids teriiletet 1étrehozni. A festéket intravéndsan
adjuk be, majd a koponyacsonton keresztiil az adott agyteriiletet hideg fehér fénnyel
megvilagitjuk. A fény hatasara az érben trombus képz3dik, ami az adott eret elzarja. Igy az ér
altal ellatott agyi teriilet véglegesen hipoxias lesz, kialakul az ischemids teriilet, ami altalaban
két jol elkiilonithetd teriiletre oszthatd: az elhalt sejteket tartalmazd mag régiora ill. apoptozis
jeleket mutatd, de még mikodd sejteket tartalmazd Gn. penumbra régiora. A két régiod
hisztologiai modszerekkel egymastol megkiilonboztethetd.

3.1. A lokalis ischaemia kovetkezményeinek vizsgalata
a) Elektrofiziologiai modszerek

Az agykérgen kialakulo ischaemids goc esetén az elektrofiziologiai elvezetésekben markdns
jelek észlelhetok, a legjellemzdébb a hiperexcitabilitas. Kisérleti koriilmények kozott mindez
jol tanulmanyozhatd a kérgi kivaltott potencidlok modszerével. Legegyszerlibb a
szomatoszenzoros kivaltott potencidlok hasznalata, ui. ebben az esetben mind a
szomatoszenzoros kérgen, mind a motoros kérgen vizsgalddhatunk. Az attack utan, kiilondsen
az ischaemias centrum koriili un. penumbra régidban, fokozott az excitabilitas az ischaemia
kialakulasa el6tti allapothoz képest, ami a kivaltott potencidlok amplitiddjadnak
novekedésében nyilvanul meg, és ez orakon at megfigyelhetd. A moddszer alkalmas a
neuroprotektiv beavatkozasok elektrofiziologiai monitorozasara is’ .

b) Hisztologiai modszerek

Nagyobb ischemids teriilet kimutatisira az un. TTC-festés (trifenil-tetrazolium-klorid)
modszerét alkalmazzak, mely inkabb makroszkopikus vizsgalatokra (a 1€zid kiterjedésének
meghatarozdsa) alkalmas. A moddszer lényege a minden ¢él6 szovetben megtalalhatod
dehidrogendz enzim miikodése. A miikoddé enzim a trifenil-tetrazélium-kloridot redukalja és
piros szinll trifenil-formazanna alakitja, ami a szdvetet is megfesti. Ahol az enzim nem
mikodik — pl. az ischemids teriiletek elhalt sejtjeiben — a TTC festék nem redukalédik, ezért
az elhalt szovetet nem tudja pirosra szinezni, igy az ischemias teriilet fehér szinli marad.
Gyakran alkalmazott festési eljaras a konvencionalis Nissl-festés is, amely szintén attekintd
képet ad a 1€ziordl és kornyezetérdl. A reakcid tulajdonképpen sav-bazis reakcid, ahol a féleg
pozitiv toltésii Cresyl-ibolya festék kotddik a Nissl-testek - zommel negativ toltésti - RNS-
¢hez.

Az MCAO ¢és a fototrombotikus kérgi 1€zi6 is kivaloan vizsgalhatd a fentebb részletesen
ismertetett Fluoro-Jade B festéssel és a NeuN immunfestéssel is.

4. Agyi trauma modellek

Hideglézio

A modszer alkalmazasaval foleg a nekrotikus folyamatokat ill. az agyddéma kialakulasat lehet
vizsgalni. Az eljaras soran a feltart koponya felszinére rézbol készitett nikkelezett termodot
helyeziink, altaldban 2 mm atmérdjiit, amit szarazjég és aceton 1:1 aranyu keverékével
el6zbleg -78°C—ra hiitiink. A hiités idétartama altalaban kevesebb, mint egy perc.

Traumas fejsériilés

Ez a moddszer a hideglézidhoz hasonldan, inkdbb a nekrotikus folyamatok vizsgélatara
alkalmas. Kisérleti koriilmények kozott, erre a célra kifejlesztett szerkezet segitségével
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szilikon bevonatu kis rudat ejtenek szabadeséssel a koponya egy meghatirozott pontjara. A
késziiléket tigy allitjak be, hogy kb. 0.5 J energidju titést tudjanak a fejre mérni.

Az agyi trauma modellekben is jol hasznilhatok a kordbban részletesen ismertetett
elektrofiziologiai, tovabba hisztologiai (FJB és NeuN) vizsgalati modszerek. Elterjedt
azonban az un. TUNEL modszer is (1d. alabb).

Az ISEL (In situ End Labeling) vagy TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
Mediated dUTP-biotin Nick End Labelling) technika

Igen gyakran alkalmazott eljards apoptotikus sejtek kimutatdsara. Az apoptozis kaszkad-
mechanizmusdnak egy szakaszaban a sejtek DNS alloméanya fragmentalodik, feltdredezik.
Ilyenkor a DNS-lanc 3’-OH végei megfelelé reagensek alkalmazasaval felismerhetové
valnak. Hagyomanyos diamino-benzidin (DAB) — tormaperoxidaz reakcidval az apoptotikus
sejtek barnara szinezddnek és fénymikroszkoppal lathatova valnak.
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1. James Watson tanacsa szerint ,,Take real joy in the discoveries of others, what matters most
is whether the result is important”! 1dézi Judah Folkman a Nature Medicine 2003 aprilisi
szamaban (Watson and DNA: Making a scientific revolution).

2. Ez a filozoéfiai elv a redundans dolgok lehasitdsara szolgal (vagyis abbdl kell kiindulni, ami
rendelkezésiinkre all - , pluralitas non est ponenda sine necessitate" - William of Ockham
(vagy Occam) angol tudds, filozéfus utan).

3. Az in vitro kifejezést el6szor 1934-ben alkalmazta az amerikai Gregory G. Pincus (1903—
1967) a fogamzasgatlo tabletta atyja ("Father of the Pill"), aki akkoriban az emberi peteérés
folyamatat tanulméanyozta.

4. Russel és Burch (1959) munkéssaga alapjan elterjedt kifejezés.

5. Peters-Volleberg et al. Reg Tox Pharmacol 20:248-258, 1994.

6. Deitch EA. Animal models of sepsis and shock: a review and lessons learned. Shock 9:1-
11, 1998.

7. Schulz MJ et al. Animal and human models for sepsis. Ann Med 34:573-581, 2002.

8. Esmon CT. Why do animal models (sometimes) fail to mimic human sepsis? Crit Care Med
34:S219-S222, 2004.

9. Cannon et al: The preventive treatment of wound shock. ] Am Med Assoc 15:1392-
1395,1918. (“if the pressure is raised before the surgeon is ready to check the bleeding that
may take place, blood that is sorely needed may be lost”)

10. Wiggers CJ. The present state of the shock problem. Physiol Rev 22:74-123, 1942.

11. Angle et al: Effect of gender and sex hormones on immune responses following shock.
Shock 14:81-90, 2000.

12. Gainer et al. Hemorrhagic shock in rats. Lab Animal Sci 45:169-172, 1995.

13. Watts et al. Am J Physiol 281:G498-G506, 2001.

14. Custalow et al. Shock 15:231-238, 2001.

15. WMA - DECLARATION OF HELSINKI - Ethical Principles for Medical Research
Involving Human Subjects. http://www.wma.net/e/policy/b3.htm)

16. Hellemans A, Bunch BH: The Timetables of Science. Simon & Schuster, New York 1988.
17. Nicoll CS, Russell SM: Editorial: Analysis of Animal Rights Literature Reveals the
Underlying Motives of the Movement: Ammunition for Counter Offensive by Scientists.
Endocrinology 127:985-989, 1990.

18. Newkirk I. in: Washington Post, November 13, 1983.

19. Newkirk I. in: Chronicle of Higher Education, 1999. November 12.

20. Newkirk I. in: Washingtonian 1986. August.

21. Fox M. in: The Inhumane Society, New York 1990.

22. Pacheco A. in: Gazette Mail, Charleston, 1989 January 15.

23. Matthews D. in: USA Today 1994. July 27).

24. Vlasak J. 2003 National Animal Rights Conference, Los Angeles, 2003.

25. Regan T. The Case for Animal Rights. University of California Press, Berkeley 1983.

26. Singer P. Animal Liberation. Avon Books, New York 1977.

27. Bentham J. Introduction to the Principles of Morals and Legislation. Athlone Press,
London 1970.

28. Cohen C. The Case for the Use of Animals in Biomedical Research. New Engl J Med 315:
865-870, 1986.

29. European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and
Other Scientific Purposes. Strasbourg, 18. III. 1986,
http://conventions.coe.int/Treaty/en/Treaties/Html/123.htm.

30. Kallai Laszlo: Laborallat konyv, Royal Press Hungary Kft, Budapest, 2003.

109



31. NRC ILAR Commission: Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, Natl.
Academy Press, Washington DC, 1996.

32. Olfert ED, Cross BM, McWilliam AA: Guide to the Care and Use of Experimental
Animals I-II., Canadian Council on Animal Care, Ontario, 1993.

33. Tuffery AA: Laboratory Animals, J.Wiley, London, 1995.

34. NRC ILAR Commission: Laboratory Animal Management: Dogs, NAP, Washington DC,
1994.

35. NRC ILAR Commission: Laboratory Animal Management: Rodents, NAP, Washington
DC, 1996.

36. NRC ILAR Commission: Recognition and Alleviation of Pain and Distress in Laboratory
Animals, NAP, Washington DC, 1992.

37. Hellebrekers L: Allatfijdalom. A fajdalom felismerése és hatékony kezelése a gyakorlat
szemszogeébol. Sik Kiadd, Budapest, 2002.

38. University of Minnesota, Academic Health Center, Research Animal Resources: Restrain
and Handling of Animals. Full text: http://www.ahc.umn.edu/rar/handling.html#Restraint

39. University of Minnesota, AHC, RAR: Euthanasia Guidelines. Full text:
http://www.ahc.umn.edu/rar/euthanasia.html

40. EU ECC 86/606/ECC Direktiva, 1986.

41. ,Biostatisztika eldadas ¢és gyakorlat. Kézirat az Interneten: http://www.szote.u-
szeged.hu/dmi. Biostatisztikai mdodszerek alkalmazasa neuropsychiatriai vizsgalatokban,
Ph.D. disszertacié. SZOTE, 56/1999.

42. Gondos T, Bede Antal, Pénzes Istvan: Monitorozas az anaethesiaban és az intenziv
terapiaban. In: Anesztezioldgia és intenziv terapia (szerk. Pénzes Istvan), 371-390, 1998.

43. Orvostechnika és monitorozas. Egyetemi tankonyv. Szerk: Boros Mihaly; 11-29, 2007.
44. Tompsett DH. Improvements in corrosion casting techniques. Ann R Coll Surg Engl.
24:110-23, 1959.

45. Kallskog O et al. Single glomerular blood flow as measured with carbonized '*'-Ce
labelled microspheres. Acta Physiol Scand 85:408-13, 1972.

46. Hartley CJ et al. An ultrasonic pulsed Doppler system for measuring blood flow in small
vessels. J Appl Physiol 37:626-9, 1974.

47. Clark ER. et al. Observations on changes in blood vascular endothelium in the living
animal. Am J Anat 57:385-437, 1935.

48. Groner W et al. Orthogonal polarization spectral imaging: a new method for study of the
microcirculation. Nat Med 5:1209-1212, 1999.

49. Harris AG et al. The Cytoscan Model E-II, a new reflectance microscope for intravital
microscopy: comparison with the standard fluorescence method. J Vasc Res 37:469-476,
2000.

50. Forster II RE et al. The Lung. Physiologic Basis of Pulmonary Function Tests. Year Book
Medical Publishers, Inc. Chicago, London. 1986.

51. Hantos Z et al. Mechanical impedance of the lungs and chest wall in the cat. J Appl
Physiol 73: 427-433, 1992.

52. Duncan FG et al. Correlation between Evans blue dye and radiolabeled albumin in guinea
pig airways in vivo. J Pharmacol Meth 21: 309-315, 1989.

53. Baker LE. Applications of the impedance technique to the respiratory system. IEEE Eng
Med Biol Magazine 8:50, 1989.

54. Davidson KG et al. Measurement of tidal volume by using transthoracic impedance
variations in rats. J] Appl Physiol 86: 759-766, 1999.

55. Halter JM et al. Positive end-expiratory pressure after a recruitment maneuver prevents
both alveolar collapse and recruitment/derecruitment. Am J Respir Crit Care Med 167:1620-
1626, 2003.

110



56. Gattinoni L et al. Acute respiratory distress syndrome caused by pulmonary and
extrapulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med 158:3-11, 1998.

57. Groneberg DA et al. Models of chronic obstructive pulmonary disease. Respir Res 5:18,
2004.

58. Kips JC et al. Murine models of asthma. Eur Respir J 22: 374-382, 2003.

59. Basic Cell Culture: A Practical Approach, 2nd ed. (ed. Davis J), Oxford University Press,
416, 2002.

60. Animal Cell Culture and Technology, 2nd ed (ed. Butler M), BIOS Scientific, 256, 2004.
61. Animal Cell Culture: A Practical Approach, 3rd ed (ed. Masters J), Oxford University
Press, 336, 2000.

62. Langer R et al. Tissue Engineering. Science 260: 920-926, 1993.

63. MacArthur BD et al. Bridging the gap. Nature 433:19, 2005.

64. Animal Cell Biotechnology: Methods And Protocols (ed. Jenkins N), Humana Press, US,
320, 1999.

65. Bronzino JD: Biomedical Engineering Handbook. Vol 1-2. CRC/Taylor & Francis, 2006
66. Handbook of Biodegradable Polymeric Materials and Their Applications. Surya K.
Mallapragada, Balaji Narasimhan (eds). lowa State University, Ames, USA.

67. Zhang S et al. Spontaneous assembly of a self-complementary oligopeptide to form a
stable macroscopic membrane. Proc Natl Acad Sci USA 90, 3334-3338, 1993

68. Leor J, Cohen S: Myocardial tissue engineering: creating a muscle patch for a wounded
heart. Ann NY Acad Sci 1015:312-319, 2004.

69. Cui O et al. Cerebrum repair with PHPMA hydrogel immobilized with neurite-promoting
peptides. J Bioactive and Compatible Polymers 18: 413-432, 2003.

70. Kisiday J. et al. Self-assembling peptide hydrogel fosters chondrocyte extracellular matrix
production and cell division: Implications for cartilage tissue repair Proc Natl Acad Sci USA
99:9996-10001, 2002.

71. Hansen CA et al. Measurement of intracellular free calcium to investigate receptor-
mediated calcium signaling, Methods in Enzymology191:691-706, 1990.

72. Abbas AK, Lichtman AH. Cellular and Molecular Immunology. 5th ed. Saunders,
Philadelphia, 2003.

73. Altman PL, Dittmer Katz D. Inbred and genetically defined strains of laboratory animals.
Part 1. Mouse and Rat. Federation of American Societies for Experimental Biology, Bethesda,
1979.

74. Festing MFW. Inbred strains in biomedical research. The MacMillan Press Ltd., London,
Basingstoke, 1979.

75. Farkas E et al. Permanent, bilateral common carotid artery occlusion in the rat: a model
for chronic cerebral hypoperfusion-related neurodegenerative diseases. Brain Res Rev
54:162-180, 2007.

76. Marosi M et al. Hippocampal (CAl) activities in Wistar rats from different vendors.
Fundamental differences in acute ischemia. J Neurosci Methods 156:231-235, 2006.

77. Liir G et al. Effects of dehydroepiandrosterone sulfate on the evoked cortical activity of
controls and of brain-injured rats. Cell Mol Neurobiol 26:1505-1519, 2006.

111



Tablazatok és abrak jegyzéke

1. Tablazat  ,Spontan” modellek (Iényegében hasonld, vagy teljesen azonos
mechanizmusok mitkddnek emberben ¢és allatban).

2. Tablazat  ,Indukalt” modell (ahol valamilyen manipulaciora van sziikség).

3. Tablazat  ,Negativ” modell (“miért nem?” modellek).

4. Tablazat  “Arva” modellek (jellegzetességek, melyeknek fontos biologiai jelentéségiik
lehet - a mutacio indukcid itt fontos kutatasi teriilet Iehet).

5. Tablazat Az allati (patkany) és az emberi modell kozotti eltérések.

6. Tablazat  Fajok kozotti 0sszehasonlitast eldsegitd dozis-skalazasi faktorok a testsulyhoz
viszonyitva.

7. Tablazat  Ragcsald modellek a human szepszis tanulmanyozéasara

8. Tablazat  Eltérések a modell (kisérletes szepszis) és a valdsag (human szepszis) kozott.

9. Tablazat  Allatkisérletes modellek a vérzéses shock tanulmanyozasara.

10. Tablazat Az adatbazis felépitése

11. Téblazat Az adhéziés molekuldk néhany jelenleg ismert csoportja, amelyek szerepet
jatszanak a leukocyta migraci6 fazisaiban.

12. Téblazat Intravitdlis videomikroszkopos modszerek 6sszehasonlitdsa

13. Tablazat Médiumok tipusai és alkalmazasuk

Abrik jegyzéke

1. bra Frances Power Cobbe

2. ébra Az Allatfelszabadité Front

3. édbra Kutaté bombamerényletben megsériilt autdja

4. ébra Allatkisérletek ellen tiinteték

5. abra Jeremy Bentham

6. abra Mesenterialis keringési vizsgalat kisérleti elrendezése patkdny modellben

7. ébra Negativ és pozitiv kontroll, valamint kezelt csoport adatainak szemléltetése
"box-whisker’ diagramon (magyarazatot lasd a szovegben)

8. dbra Két, egymastol fiiggd mérés dsszehasonlitdsa egy beavatkozas eldtt €s utan

9. dbra Két, egymastol fiiggetlen csoport dsszehasonlitasa

10. dbra Tobbszor ismételt, egymastol fliggd mérések protokoll tipusa egy csoporton
beliil

11. dbra Tobbszor ismételt mérések dsszehasonlitdsa kettdnél tobb csoport esetén

12. 4bra Harang (Gauss-gorbe) formdji normalis eloszlas, amelyet az adatok atlagaval
¢és szorasként a standard deviacidval jellemezhetiink

13. ébra Torzult harang-gdrbe formaji nem-normalis eloszlas, amelyet az adatok
median értékével és szorasként a kvartilisekkel jellemezhetlink

14. édbra Két minta esetén valaszthat6 statisztikai probak attekintése

15. abra Kettonél tobb minta, illetve ismételt mérések esetén alkalmazhato statisztikai
probak osszegzése

16. dbra A kisvérkori nyomasgorbe szakaszai és jellegzetességeik

17. dbra A transzpulmonalis perctérfogat mérés sémaja

18. dbra A szisztémas keringés €s a mikrokeringés sematikus rajza

19. ébra A mikrokeringés sematikus abrazolasa

20. abra A transendothelidlis transzport

21. 4bra Az oxigén koncentracidja csokken a kapillaristdl az extracellularis folyadékon
(EF) at a sejtek iranyaban

22. 4bra A hidrosztatikus és onkotikus nyomas valtozasa a kapillarisok mentén

23. ébra Diffuzi6 a kapillaris membréanon keresztiil.
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24.
25.
26.

27.
28.

29.

30a. abra
30b. abra

31.
32.

33.
34.
35.
36.
37.

38.

abra
abra
abra

abra
abra

abra

abra
abra

abra
abra
abra
abra
abra

abra

Leukocitak a vérben és a szdveti migraciot kovetden

A leukocita — endothelsejt interakcid mechanizmusa

jatsz6 6 adhézios molekulak.

A PMN-ek transzmigracidja az endotheliumon.

A mikrovaszkularis vérellatas kdrosodasa patkany vékonybélben érelzarodas
hatasara (India ink foltok jelzik a kapilléris kérosodast)

Mikrokeringési zavar altal kivaltott sejtkadrosodas kimutatasa
elektronmikroszkdppal.

Erhalozat a miigyanta beinjektaldsakor és a szovet feloldasat kovetden.

A vese (bal felsd), vese glomerulusok (bal kozépsd), a gyomor (bal als6), a sziv
(jobb felsd) és a szemfenék (jobb also) kapillarisainak corrosion casting képe.
A testis laser-Doppler aramlasgorbéje

Fluoreszcens (bal felsd: leukocytak a venulakban; jobb felsd: m4dj) és OPS
intravitalis mikroszkopos képek (bal also: a vékonybél izomrétege, jobb also:
bél villusok)

A Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 6sszetevoi

Sejttenyésztd ,,flaskak™

Petri csészék

Soklyuku tenyésztdedények

A populacids spike amplitadok valtozasa 2VO-s patkanyban leszorités el6tt és
utan

Hosszl idétartamu potencirozodas (LTP) alakithatd ki hippocampus régidkban
a Schaffer kollateralisok nagyfrekvencias ingerlésével (HFS).
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XV. Roviditések jegyzéke

4VO modell four vessel occlusion modell

ARDS
BAL
COPD
DW
EB
FIB
FRC
HFS
IL-13
IVM
KO
LTP
MHC
OA
OPS

pCOz
pH
PMN
pO;
TLC
TTC

\AYY
Zy

akut (vagy felnéttkori) respiracios distressz szindréma
bronchoalveolaris folyadék

kronikus obstruktiv tiidobetegség

széaraz suly

Evans kék

Fluoro-Jade B festés

funkcionalis rezidualis kapacitas

nagyfrekvencids elektromos ingerlés

interleukin-13

intravitalis vide6-mikroszkopia

génkititott (knockout) allatok

hosszu idétartamu potencirozodas (long-term potentiation)
hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
ovalbumin

orthogonalis polarizacios spektralis képalkotas
nyomas

a széndioxid parcialis nyomasa a vérben

hidrogén ion koncentracié mértéke a vérben

polimorf magvl leukocitak

az oxigén parcialis nyomasa a vérben

teljes tiido kapacitas

trifenil-tetrazolium-klorid festés

térfogat

nedves suly

a mellkas alapimpedancidja
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