






ANESZTEZIOLóGIA ES INTENZÍV TERÁPIA 51(4): 2021~L.... "":==~===':'=:';;;';':=::':"':'=:=':':'''::':.l..:.(;:'::;:::':

cyanattal jelzett dextran oldat injekciója
(FITC2000, 33 mg/kg, Sigma-Aldrich), és
ennek hullámhosszán készített (30 má
sodperces) felvétel követett (Ex: 490 nm,
Em: 520 nm) ugyanazon kapilláris vo
natkozásában.

Videó analízis

Méréseinket a fent említett festék-kizá
rásos technikán alapuló, ám általunk
módosított új informatikai megközelítés
révén értékeltük ki. Ennek lényege, (1)
mozgási artefaktum kiküszöbölése a két
festés mellett készített felvételek egy
másra illesztésével, (2) a GX terillet-ala
pú mérése (szemben a korábbi egy vonal
menti mérésekkel), és (3) folyamatos
vizuális feedback (a GX megjelenítése).
A GX-érfal határterület definiálása a má
sok által is használt intenzitásgörbe
határértékein (50%-os intenzitáscsökke
nés) alapult [30]. A terillet-alapú mérésre
azért volt szükség, mert előzetes tapasz
talataink szerint a fénymikroszkópia ált
al biztosított felbontás (esetünkben ez
150 nm/pixel) nem ad lehetőséget a
maximum 1-2 pixelnek megfelelőméretú
GX változásainak egyetlen ér-átmérőnél

való hiteles számszerüsítésére.

A GX vastagság meghatározás és vizuali
záció lépései:

1. Az összetartozó (két) festéssel készült
képpárok kiválasztása: egy állaton át
lagosan 8-9 érképletet tudtunk anali
zálni, a mikromozgások hatásának
kiküszöbölése céljából (esetleges fó
kusz eltérés miatt) mindig 10 képpá
ron, képpáronként 10-10 mérést vé
geztünk.

2. A mozgási artefaktum (azaz a két fes
ték hulIámhosszán készített felvétel
közötti x és y tengely szerinti eltérés,
mely az állat légzómozgásai illetve ap
ró mikromozgások következménye)
kiküszöbölése: az TR70-nel készült
képet átlátszóvá tettük, majd a FITC-

2000-rel készített képre manuálisan
illesztettük.

3. A mérési terület (region ofinterest, ROI)
kijelölése: mivel a kiválasztott, tökéle
tes fókuszban levő érszakasz mindig
valamely szöget zárt be az x vagy y ten
gellyel, így először mindig az ér hossz
tengelyét x tengellyel bezárt szögét
definiáltuk, majd a ROI-t egy szoftve
resen berajzolt téglalap segitségével je
löltük ki (az ér tengelyével párhuzamo
san; Ábra 1.).

FITC 2000

TR 70

Ábra 1.: GX meghatározása az alábbi képlettel történt:
~R70p~el-FITC200p~eij/2~GX

TR 70: Texas-red festékkeljeizett 70 lcDa méretü dext
rán; FITC 2000: fluorescein isotlúocyanattal jelzett
2000 lcDa méretü dextrán; GX: glycocalyx.

4. A mérés elve: A GX-érfal határterillet
definiálása az intenzításgörbe határér
tékei segitségével történt, melyet a mért
RGB (red green blue) értékekből nyer
tünk, határértéknek az intenzításgörbe
50%-át vettük [27, 30]. A pixelt elemi,
oszthatatlan egységnek tekintettük.
A határérték alapján a program megha
tározta mindkét képen, hogy mely pixe-
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lek alkotják a festéket tartalmazó
érszakaszt a ROI-n belül. Szemben a
korábbi egy vonal menti mérésekkel,
esetünkben a RO! által meghatározott
téglalap minden pixelsorában a szoft
ver automatikusan meghatározta a GX
vastagságot (azaz a TR 70-nel meghatá
rozott pixelszámból kivonta a FITe
2000-rel adódó pixelszámot és osztotta
kettővel)(Ábra 1.). Tehát a GX vastag
ság meghatározása nem egyetlen vonal
mentén történt, hanem közel 50 mérés
átlagából adódott (melyeknél csak a
képek kiválasztása és egymásra illesz
tése volt manuális, a többi folyamatot a
szoftver automatikusan hajtotta végre).
Mérésekkel igazoltuk, hogy a kalkulált
GX vastagság értékek nem függnek a
Ral méretétől,

5. Automatikus kiértékelés, a GX vizuális
megjelenítése (az eredeti képre a prog
ram automatikusan kivetiti a GX-ot és
egy intenzitás-pontfelhő diagramon is
megjeleníti), valamint az adatok auto
matikus exportja (egy csv fájlba; az állat
azonosítója, csoport, dátum, képek elé
rési útvonala, intenzitás határértéke,
artefaktum koordinátái, GX területe,
GX vastagsága, vizsgált érszakasz
hossza)(Ábra 2.).

6. Az adatok statisztikai analizise: Álla
tonként az összes mérésbőlkapott át
lagok alapján történt.

7. Szoftver és hardver specifikációk: ope
rációs rendszer: platform független,
programozási nyelv: Java, egyéb felté
telek: Java runtime enviroment kör
nyezet.

Ábra 2.: Egy érszaka.sz intravitális mikroszkópos képe Texas-red-dextrán (70 kDa) (A panel) és FITC-dextrán (2000
kDa) injektálása (B panel) után. A téglalap jelöli a GX vastagságméréshez használt ROI-t A ROI hosszát és szögét (deg) a
program megjeleniti (lásd a zöld számot). (C panel) a GX réteg automatikus megjelenítése a ROI-n belül. (D panel)
intenzitás-pontfelh6, amely megmuta1;ja a fluoreszcencia markerek térbeli eloszlását a ROI-n belül.
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A plazma syndecan-l szintjének megha
tározása

A kísérletek második sorozatában keta
min-xylazinnal altatott egereken (LPS:
n=8, kontroll: n=13) median laparoto
miát végeztünk, majd a vena cava infe
rior-ból (-1 ml) vérmintát vettünk EDTA
t tartalmazó hütött Eppendorf csövekbe.
A mintákat a mintavételtöl szánútott 30
percen belül 2000 g-n 15 percig centrifu
gáljuk, majd a plazmát aliquotokra
osztottuk és -20 "Cvon fagyasztva
tároltuk. A GX degradáció meghatározá
sa céljából syndecan-1 szinteket ELISA
módszerrel (Diaclone, Murine CD138
ELISA kit], melynek érzékenysége: >0.35
ng/rnl. határoztuk meg.

Statisztikai analízis

Adataink digitális rögzítésére Microsoft
Excel táblázatkezelő program 2010-es
verzióját használtuk, statisztikai analízi
süket IBM SPSS 23.0 programmal végez
tük (Armonk, NY, USA). A normalitási
vízsgálatok során Shapiro-Wilk tesztet
alkalmaztunk. Elemzéseinkhez Student
féle t-próbát alkalmaztunk. Ábráinkon
az átlag ± standard deviáció kerültek fel-

tüntetésre; p < 0,05. A folyamatos válto
zók közti összefüggés vizsgálatára Pear
son-korrelációt alkalmaztunk.

Eredmények

Az új szoftver segitségével a cremaster
izom kapi11árisainak GX vastagságát 5-7
um vastagságú erekben határoztuk meg.
A kontroll állatokban végzett mérések
alapján a GXvastagsága 210 ± 70 nm-nek
adódott. Az endotoxinnal kezelt csoport
ban azonban szignifikánsan alacsonyabb
értékeket találtunk (93 ± 40 nm; p <
0,001). Mindkét csoportban közel azonos
hosszúságú érszakaszokat vizsgáltunk
(az SH csoportban: 2784 ± 1510 nm, az
LPS csoportban: 2397 ± 1243 nm).

A plazmában mért syndecan-1 szint szig
nifikánsan magasabb volt az LPS-kezelt
állatokban, mint a kontroll csoportban
(Ábra 3.).

A plazma syndecan-1 és a program által
mért GX vastagság között szignifikáns ne
gatív korrelációt találtunk (r = - 0,857, P =

0,007).

Plazma syndecan-l

*

LPSsu

nglml
10 ,--------------,

9

8

7

6

5

4

3

2

l

o

Ábra 3.: Plazma syndecan-l koncentrációk (ng / ml) Kontroll (SH) és LPS-kezeIt állatokban (LPS) 18 órával az endo
toxaemiaindukciója után. Az adatokat átIag± standard deviáció ábrázoltuk. • P <0,001










