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Uporaba centralnih venskih katetrov (CVK) se v sodobni medicini povecuje,
saj omogocajo izbolj$anje zdravja pacientov. Vendar pa, lahko CVK prispevajo
k razli¢nim nezazelenim zapletom, kot so okuzbe, nastanek krvnih strdkov in
poskodbe krvnih celic. Namen naSega dela je bil ocenili kako razlicen pretok
(33 ml/min in 500 ml/min), ki poganja eritrocitni koncentrat skozi CVK, in
razli¢ni parametri CVK (material, prevleka, geometrija, premer lumna, dolzina)
vplivajo na poskodbe eritrocitov. Poskodbe eritrocitov smo opredelili s
hematolosko analizo in analizo mikropartiklov. Dokazali smo, da Stevilo
lumnov vpliva na razlike v poskodbah eritrocitov, pri katetrih z ve¢ lumni je
bilo manj poskodb. Dokazali smo tudi, da ima $tevilo lumnov veéji vpliv na
poskodbe kot geometrija tunela, in da geometrija nima vpliva na razlike v
poskodbah eritrocitov. Pri nizjem pretoku prevleka, dolzina katetra in premer
lumna niso imeli vpliva na razlike v poskodbah. Pri vi$jem pretoku je previeka
imela vpliv na razlike v poSkodbah, dolzina katetra in premer lumna pa ne,
oziroma je imela prevleka ve¢ji vpliv kot dolzina in premer. Katetri, ki so imeli
prevleko, so pri vi§jem pretoku povzrocéali manj poSkodb eritrocitov kot katetri
brez prevleke. Nismo pa dokazali, da visji pretok povzroca ve¢ poskodb kot
nizji pretok. Visji pretok je povzrocal manj poskodb kot nizji pretok.
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The use of central venous catheters (CVC) in modern medicine is increasing,
as they enable to improve the health of the patients. However, CVC could also
contribute to various undesirable complications such as infections, blood clots
formations and damages of blood cells. The aim of our study was to evaluate
how different flow rate (33 and 500 ml/min), which drives the erythrocyte
concentrate through CVC, and various parameters of CVC (material, coating,
geometry, lumen diameter, length) affect on red blood cells damages. Damages
of red blood cells were defined with haematological analysis and analysis of
microparticles. We demonstrated that the number of lumen affects on the
differences in erythrocytes damages, and that there was less damages at CVC
with multiple lumens. We have also demonstrated that the number of lumens
have greater influence on damages than geometry of the tunnel and that the
geometry doesn't have affects on damages. At lower flow rate the coating, the
length of the CVC and the lumen diameter had no influence on the differences
in damages. At higher flow rate coating had an influence on the differences in
damages, lenght of CVC and lumen diameter had no infuence on damages,
respectively, coating had greater influence than lenght and diameter. At higer
flow rate CVC with coating cousing less damages than CVC without coating.
But we didn't demonstrated that higher flow rate couse more damages than
lower flow rate. Higher flow rate has coused less damages than lower flow.
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MCH povprecna vrednost hemoglobina v enem eritrocitu

MCHC povprecna koncentracija hemoglobina v eritrocitu

MCV povprecna prostornina eritrocitov

miRNA mikro RNA (ang. »micro RNA«)
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1 UvOD

Krvne celice se lahko poskodujejo, ¢e so v stiku z umetnimi povrSinami (plastika, kovina,
steklo) (Vogler in Siedlecki, 2009), s kavitacijo, s trki med celicami (Baskurt, 2012) in s
turbulentni tokovi (Vercaemst, 2008). Med potencialnimi viri poSkodb krvnih celic so tudi
katetri (Lippi in sod., 2013).

Uporaba katetrov in drugih zunajtelesnih in znotrajtelesnih pripomockov se v sodobni
medicini nenehno poveéuje. Ceprav katetri omogo&ajo izbolj$anje zdravja pacientov,
hidrofobni znacaj povrSinskih materialov njihovih povrSin pospesuje adsorpcijo proteinov
in adhezijo celic, zaradi Cesar pride do razlicnih nezazelenih zapletov (Chauhan in sod.,
2014). Najpogostejsi zapleti pri uporabi kardiovaskularnih pripomockov so poskodbe
krozec¢ih krvnih komponent, nastanek krvnih strdkov, aktivacija komplementnega sistema
in drugih imunoloskih poti (Ratner in sod., 1996), hemoliza in sprostitev hemoglobina v
plazmo (Vercaemst, 2008). Adsorpcija proteinov in adhezija krvnih celic, ter nastanek
krvnih strdkov, lahko ogrozijo funkcijo pripomockov, na ta nacin, da ovirajo pretok skozi
njih (Ratner in sod., 1996).

Ko je kri izpostavljena pripomockom Se najprej zacne adsorbirati proteinska plast na
njihove umetne povrSine (Ratner in sod., 1996). Proteinska plast doseze debelino od 2 do
10 nm (Tengvall in sod., 1998). Adsorpcija krvnih plazemskih proteinov je hiter proces, Ki
v nekaj sekundah ustvari bioloSko aktivno povr$ino, ki lahko reagira z drugimi krvnimi
mehanizmi (Nygren in sod., 1997). Plazemski proteini, ki se adsorbirajo so albumini,
globulini, fibrinogen, trombin ... Med tem ko adsorbirani proteini vzpostavljajo ravnovesno
stanje, se za¢ne adhezija krvnih celic (trombociti, eritrociti, levkociti) na proteinsko plast
(Colman in sod., 2006). Dinamika adsorpcije proteinov je povezana z vrsto beljakovine, ter
kemijskimi in fizikalnimi lastnostmi povrSine (Tran in sod., 2000). Hidrofobne povrSine
adsorbirajo vec¢ proteinov kot hidrofilne (Wilson in sod., 2005).

Adhezivni receptorji trombocitov prepoznajo adsorbirane proteine na umetnih povrsinah,
kar lahko vodi do adhezije, Sirjenja in aktivacije trombocitov. Potencialni mediatorji za
adhezijo trombocitov so fibrinogen, fibronektin, vitronektin, imunoglobulini in
Willebrandov faktor (slika 1). Kljuéni protein za adhezijo trombocitov je fibrinogen (Tsai
in sod., 2002), med tem ko fibronektin, imunoglobulini in Willebrandov faktor kazejo le
podporne ucinke, ki so lahko povezani z aktivacijo trombocitov (Grunkemeier in sod.,
2000). Koli¢ina adsorbiranega fibrinogena, ki je potrebna za adhezijo trombocitov je zelo
majhna - 7 ng/lcm? (Tsai in sod., 1999). Adhezija trombocitov na hidrofobnih povrsinah
steCe v manj kot 5 s, na hidrofilnih pa v manj kot 30 s (Yayapour in Nygren, 1999).
Adsorpcija doloc¢enih prokoagulantov na umetne povrsSine lahko aktivira intrinzi¢ni sistem
koagulacije krvi, kar pa lahko vodi do nastanka krvnih strdkov (Colman in sod., 2006).
TakSen je na primer faktor XII, ki se avtoaktivira na umetnih povrSinah (Vogler in
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Siedlecki, 2009). V aktivacijo sistema intrinzi¢ne koagulacije krvi lahko vodi tudi adhezija
levkocitov na umetne povrSine, preko izpostavljenosti tkivnega faktorja na plazemski
membrani vezanih celic (Colman in sod., 2006). Nekatere Studije predpostavljajo, da se
zacetna pritrditev trombocitov na umetne povrSine poveca, ¢e se poveca pretok krvi,
oziroma Ce se poveca strizna hitrost (ang. »shear rate«). Pritrditev trombocitov je odvisna
od vrste materiala in pretoka (Ratner in sod., 1996). Kameneva in Antaki (2007) pa
opisujeta, da se, pri uporabi kardiovaskularnih naprav, pri nizkem pretoku in nizki strizni
hitrosti poveca viskoznost in lahko pride do agregacije eritrocitov in vivo in in vitro. Frieke
in sodelavci (2005) opisujejo, da se s povecanjem strizne hitrosti zmanjsa viskoznost krvi
(znano je, da povisana viskoznost krvi napeljuje k kardiovaskularnim boleznim). Strizna
hitrost pa se poveta s povecanjem pretoka. Westerhof in sodelavci (2010) prav tako
opisujejo, da se viskoznost zmanjSa kadar se strizna hitrost poveca. Pri visoki strizni
hitrosti se eritrociti usmerijo v smer toka in viskoznost je nizja. Pri nizkih striznih hitrostih
pa lahko pride do agregacije eritrocitov, kar poveca viskoznost.

Trombociti Q
=== Fibrinogen
1 Aktivirani tromboditi %
IgG

. Albumin
Levkociti

' Vitronektin

Vezava trombocitov na

fibrinogen preko GPIlb-llla
. receptorja

P-selektin

———
2
=0
) |
Minute Ure Dnevi
Adsorbija krvnih Vezava, aktivacija in agregacija Vezava levkocitov
proteinov trombocitov

Slika 1: Shematski prikaz adsorpcije proteinov in adhezije krvnih celic na umetne povrsine (prirejeno po Slee
in sod., 2014)
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Na adsorbirano proteinsko plast se trombociti in levkociti (Se posebej nevtrofilci) vezejo
pogosto in v velikem Stevilu. Toda zdi se, da se eritrociti slabo vezejo na umetne povrsine.
Dokazano je bilo, da se eritrociti in vitro vezejo na umetne povrsine z majhnim obmoc¢jem
na plazemski membrani, vendar morfoloske Studije hemodializnih membran kazejo, da se
in vivo veZe relativno malo eritrocitov na umetne povrsine (Colman in sod., 2006).

Eritrociti so med svojim zivljenjskim obdobjem izpostavljeni mehanskim obremenitvam na
razliénih ravneh krvozilnega sistema. Na te ufinke odgovorijo s spreminjanjem oblike
(Baskurt, 2012). Ce eritrociti krozijo skozi umetne organe ali pripomocke, ki &rpajo in
procesirajo kri, so lahko poskodovani ali uniceni (Paul in sod., 2003). Poskodbe eritrocitov
so opredeljene s hemolizo, sprostitvijo hemoglobina iz celice, morfoloskimi spremembami,
zivljenjsko dobo eritrocitov ... Fizi¢ne sile, ki lahko vplivajo na poSkodbe eritrocitov so
strizna napetost (ang. »shearing stress«), razli¢en tlak in neposreden vpliv trdnih povrSin
(Nevaril in sod., 2004). Med potencialnimi viri poskodb eritrocitov so katetri. V Stevilnih
Studijah je bilo dokazano, da je pri uporabi katetrov precej$nje tveganje hemolize (Lippi in
sod., 2013).

1.1 NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je bilo ocenili kako razli¢ni parametri (material, prevleka,
geometrija tunela, dolzina, premer lumna, $tevilo lumnov) centralnih venskih katetrov in
pretok skozi centralne venske katetre vplivajo na poSkodbe eritrocitov.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

- H1: Posamezne lastnosti centralnih venskih katetrov (material, prevleka, geometrija
tunela, dolzina, premer lumna, S$tevilo lumnov) vplivajo na Stevilo nastalih
mikropartiklov iz eritrocitov.

- H2: Posamezne lastnosti centralnih venskih katetrov (material, prevleka, geometrija
tunela, dolzina, premer lumna, $tevilo lumnov) vplivajo na hematoloske parametre
(koncentracija prostega in celokupnega hemoglobina, deleZz hematokrita in stopnja
hemolize).

- H3: Visji pretok, ki poganja eritrocitni koncentrat skozi centralne venske katetre,
povzroca ve¢ poskodb eritrocitov kot niZji pretok.



FiderSek T. Vpliv razli¢nih vrst centralnih venskih katetrov na poskodbe krvnih celic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

2 PREGLED OBJAV

2.1 CENTRALNI VENSKI KATETRI (CVK)

Izraz centralni venski kateter se nanaSa na intravenski kateter, katerega konica lezi v veliki
centralni veni. Obstajajo razlicne vrste CVK, vendar je vsem skupno, da konica katetra
prosto lebdi znotraj krvnega obtoka v veliki veni, vzporedno z vensko steno (Priro¢nik
Central venous catheter care guidelines, 2011).

2.1.1 Namen uporabe CVK
Centralni venski katetri se uporabljajo za:
- spremljanje zdravja pacientov,
- zagotavljanje zdravil,
- citotoksi¢no terapijo in ostale kompleksne terapije z zdravili,

- infuzijo hipotoni¢nih in hipertoni¢nih raztopin, raztopin z ekstremnim pH in
osmolarnostjo,

- neposreden vnos hrane v Kri,

- neposredno meritev krvnega tlaka velike ali centralne vene,

- pogost odvzem krvnega vzorca,

- povezavo osebe z okvarjeno ledvico s hemodializnim aparatom,

- vstavljanje desnega srénega katetra (Swan Ganz kateter) (Culverwell, 2013; Fahy in
Sockrider, 2007; May in sod., 2015).

2.1.2 Glavni zapleti povezani s CVK

Najvecji zaplet pri uporabi CVK so okuzbe, ki se pojavijo pri 3 — 8 % vseh vstavljenih
katetrih. Pred okuzbo pride najprej do kolonizacije endovaskularne konice katetra po
ekstraluminalni ali intraluminalni poti (Frasca in sod., 2010). Patogeneza infekcij
povezanih s CVK je odvisna od vrste katetra. Kratkoro¢ni katetri so povezani z
ekstraluminalno kolonizacijo — mikroorganizmi vstopijo v krvni obtok preko koze, na
vstopnem mestu katetra (slika 2) (Crnich in Maki, 2002). Vsaka cevka (kateter), ki vstopa
v telo, lahko olajsa bakterijam, da preidejo iz koze v krvni obtok (Fahy in Sockrider,
2007). Koza je primarni vir infekcije, ki je lahko sistemska ali lokalna (Culverwell, 2013).
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Dolgoroc¢ni katetri so povezani z intraluminalno kolonizacijo — mikroorganizmi vstopijo v
krvni obtok najpogosteje preko katetrskega vozlis¢a (ang. »catheter hub«), lahko pa tudi
preko kontaminiranih teko¢in, zdravil in krvnih produktov (slika 2). Redkeje lahko pride
do hematogene kolonizacije iz oddaljenih infekcij, ki niso povezane s katetri (Crnich in
Maki, 2002). Gostiteljevi proteini (npr. fibronektin), ki so pogosto prisotni na konici
katetrov, olajSajo kolonizacijo mikroorganizmov. Najpogostej$i mikroorganizmi ki so
povezani z infekcijo so koagulaza negativni stafilokoki, Staphylococcus aureus, Candida
sp. (Frasca in sod., 2010), Staphylococcus epidermidis (May in sod., 2015), tudi enterokoki
in gram-negativni bacili (Frasca in sod., 2010).

Kontaminirano
katetrsko
vozlisce

Kontaminirane
tekocine,
zdravila,

krvni produkti

Koini organizmi

FAbrinski tulec,
trombus

— e
fj.———"’—_'—\t_—___\fena

Hematogena kolonizacija

Slika 2: Shematski prikaz potencialnih virov okuzb (prirejeno po Crnich in Maki, 2002: 3)

Uporaba katetrov lahko povzro¢i okluzije (zapore), ki so trombotskega, netrombotskega ali
mehanskega vzroka. Okluzija katetra je definirana kot delna ali popolna obstrukcija
(zamasitev) katetra, ki omejuje ali prepreCuje moznost izstopa krvi, spiranje, dovajanje
zdravil in raztopin (Culverwell, 2013). Trombotska okluzija vkljucuje intraluminalni
trombus, fibrinski rep, fibrinski tulec in muralni trombus (slika 3) (Culverwell, 2013). Po
adsorpciji proteinov in adheziji trombocitov se trombociti aktivirajo in pospesijo
koagulacijsko kaskado, kar lahko vodi do tvorbe fibrinskega tulca vzdolz naprave v roku
24 h (May in sod., 2015). Fibrinska ovojnica je nekak$na vrsta tulca iz kolagenih snovi, Ki
se lahko tvorijo okoli katetra v krvnem obtoku. Netrombotske okluzije vkljucujejo oborine
zdravil in depozite lipidov. Do mehanskega vzroka okluzije lahko pride, ¢e je, na primer,
vstavljena katetrska konica prevelika oziroma je zila premajhna (Priro¢nik Central venous
catheter care guidelines, 2011).
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Slika 3: Shematski prikaz trombotskih okluzij (prirejeno po Winfield in Kanji, 2008: 4)

Ostali zapleti, ki se pojavijo pri uporabi CVK so krvavitve, predstavljajo nelagodje za
pacienta med samo umestitvijo (Fahy in Sockrider, 2007) in lahko pride do zra¢nega
embolizma (Culverwell, 2013).

2.1.3 Mesto vstavitve CVK

Ceprav je v telesu veliko ven, jih je le nekaj primernih za vstavitev CVK (Culverwell,
2013). Mesto vstavitve CVK je odvisno od vrste in dolzine terapije (Priro¢nik Central
venous catheter in adult patients, 2011). Zaradi razlik v lokalni gostoti flore koze lahko
mesto vstavitve vpliva na infekcije (Frasca in sod., 2010).

Centralni venski katetri so vstavljeni na:

- vratu ali zgornjem delu prsnega koSa (notranja jugularna vena, zunanja jugularna
vena, vena subklavija),

- roki (brahialna, cefalicna, bazilarna vena) in

- v dimljah (femoralna vena) (Priro¢nik Central venous catheter in adult patients,
2011).
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2.1.4 Material CVK

Pomemben dejavnik pri prepre¢evanju okuzb in ostalih zapletov, ki lahko nastanejo pri
uporabi katetrov je njihova vrsta materiala. Material mora biti biokompatibilen,
hemokompatibilen, biostabilen, kemi¢no nevtralen in aplicirana zdravila ga ne smejo
spremeniti. Teflonski in poliuretanski katetri so povezani z manj$im Stevilom infekcijskih
zapletov, kot katetri iz polivinil-klorida in polietilena (Frasca in sod., 2010). Vecina
katetrov, ki se uporabljajo v sodobni medicini je iz poliuretana (May in sod., 2015) in
silikona (Culverwell, 2013). Poliuretan zagotavlja proznost, odpornost (May in sod., 2015),
je omehcan v veni, je trombo-odporen, omogoca viSje pretoke in visoko stopnjo
biokompatibilnosti. Silikon zagotavlja proznost, je mehak, odporen na mnoge kemikalije,
vendar je manj trombo-odporen, ima slabo toleranco na tlak in zdravila lahko pronicajo v
material (Culverwell, 2013).

Katetri so lahko prevleceni z antimikrobnimi in antisepti¢ni sredstvi, ki zmanjSajo adhezijo
mikroorganizmov in nastanek biofilma in s tem nevarnost infekcij povezanih s katetri.
Prevleceni katetri, v primerjavi s standardnimi katetri, zmanjSajo kolonizacijo in okuZzbe.
Sredstva s katerimi so lahko Kkatetri prevleceni so klorheksidin, srebrov sulfadiazin,
minociklin in rifampin (Frasca in sod., 2010). Lahko imajo tudi heparinske prevleke, ki
zmanj$ajo nastajanje krvnih strdkov (slika 4) (Priro¢nik Central venous catheter in adult
patients, 2011).

e & R

Slika  4:  PrevleCeni  katetri  (levo) in  neprevleeni  katetri  (desno)  (Vir  slike:
https://www.youtube.com/watch?v=84Z4Lu7CflQ)

Slika prikazuje neprevleéene in prevlie¢ene katetre. Razvidno je, da prevledeni katetri zmanj$ajo nastajanje
krvnih strdkov v primerjavi z neprevleéenimi.

2.1.5 Vrste CVK

Katetri so razli¢ni po velikosti in imajo enega ali ve¢ lumnov (Culverwell, 2013). Pri
katetrih z ve¢ lumni vsak posamezen lumen omogoca neodvisen dostop v venski krvni
obtok. To omogoca dajanje dveh nezdruzljivih zdravil ob istem ¢asu in lo¢eno dovajanje
vazopresorjev in prehrane (Frasca in sod., 2010).


https://www.youtube.com/watch?v=84Z4Lu7CfIQ
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2.1.5.1 Netunelirani

Vstavljeni so neposredno (perkutano) v centralno veno (notranjo jugularno veno, veno
subklavijo, femoralno veno) skozi kozo (slika 5). So kratkoro¢ni silikonski ali
poliuretanski katetri, vstavljeni manj kot 3 tedne (Priro¢nik Preventing central line —
associated bloodstream infections, 2012). Imajo enega ali ve¢ lumnov (Priro¢nik Central
venous catheter in adult patients, 2011).

Notranja
jugularna vena

Netuneliran
CVK z veé lumni

Vena subklavija
/

SO

Slika 5: Shematski prikaz netuneliranega katetra vstavljenega v notranjo jugularno veno (prirejeno po Kirby
in Corrigan, 2013)

2.1.5.2 Tunelirani

Vstavljeni so v notranjo jugularno veno, veno subklavijo in femoralno veno. So kirur§ko
tunelirani pod koZo in izstopijo iz koze nekaj centimetrov stran od vene (slika 6) (Priro¢nik
Preventing central line — associated bloodstream infections, 2012). Podkozno tuneliranje
zmanjsSa pojavnost okuzb, predvidoma zaradi povecane razdalje med vstopnim mestom v
veni in vstopnim mestom v koZi. Studije so pokazale, da tunelirani katetri zmanjajo
kolonizacijo za 39 % in infekcijo krvi za 40 % v primerjavi z netuneliranimi. Prednost
tunelov je tudi boljSa fiksacija katetra (Frasca in sod., 2010). So dolgoro¢ni poliuretanski
ali silikonski katetri (Priro¢nik Preventing central line — associated bloodstream infections,
2012), ki so vstavljeni ve¢ mesecev (do enega leta) in zapustijo kozo preko podkoznega
tunela. Lahko imajo enega, dva ali tri lumne. Uporabljajo se za apliciranje zdravil,
parentalne prehrane, hemodializo, vzorc¢enje in dajanje krvi in krvnih produktov (Priro¢nik
Central venous catheter in adult patients, 2011).
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Slika 6: Shematski prikaz tuneliranega Kkatetra vstavljenega v veno subklavijo (vir slike:
http://www.lymphomas.org.uk/about-lymphoma/treatment/chemotherapy-lymphoma)

2.1.5.3 Periferno vstavljeni centralni katetri (PICC)

Vstavljeni so perkutano v bazilarno, brahialno ali cefalicno veno in vstopijo v superiorno
veno cavo (slika 7). So dolgoro¢ni Katetri (Priro¢nik Preventing central line — associated
bloodstream infections, 2012), ki so vstavljeni nekaj tednov ali mesecev. Uporabljajo se pri

pacientih, ki potrebujejo intravensko (1V) terapijo (Priro¢nik Central venous catheter in
adult patients, 2011).

Slika 7: Shematski prikaz periferno vstavljenega centralnega katetra v veno na roki z izstopom katetrske
konice v veni cavi (vir slike: http://www.uofmchildrenshospital.org/healthlibrary/Article/85527)


http://www.lymphomas.org.uk/about-lymphoma/treatment/chemotherapy-lymphoma
http://www.uofmchildrenshospital.org/healthlibrary/Article/85527
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2.1.5.4 Vsajene venske dostopne naprave (Port)

Vstavljene so v veno subklavijo in notranjo jugularno veno. So kirursko v celoti vstavljene
(tunelirane) pod kozo (slika 8). So dolgoro¢ne ali stalne naprave, iz plastike, titana ali

nerjavecega jekla (Priro¢nik Preventing central line — associated bloodstream infections,
2012).

PORT
/'Vena N
Koia ~ \
PORT pod “ 7 S "
koio [ *
\, )
i '
< ,,TQ Srce
IP J '

Slika 8: Shematski prikaz vsajene venske dostopne naprave (Port) v veno (vir slike:
http://curesearch.org/Central-Lines)

2.2 HEMOREOLOGIJA

Hemoreologija je veda o fizikalnih lastnostih pretoka krvi v cirkulatornem sistemu
(http://www.merriam-webster.com/medical/hemorheology, januar 2016).

Razli¢ni sloji krvi se gibljejo z razli¢no hitrostjo. Razlika v hitrosti med dvema razli¢nima
slojema tekocine (Krvi), z ozirom drug na drugega, je strizna hitrost. V sploS$nem je strizna
hitrost nagib hitrostnega profila (slika 9). Ko se dva sloja krvi z razli¢no hitrostjo dotikata
drug drugega pride med njima do strizne napetosti (Westerhof in sod., 2010). Srednja
hitrost, imenovana tudi sredi§¢na hitrost, je hitrost v sredini cevi - Kkatetra (slika 9)
(Rubenstein in sod., 2015).

Srednja hitrost

Slika 9: Strizna hitrost (prirejeno po Westerhof in sod., 2010)


http://curesearch.org/Central-Lines
http://www.merriam-webster.com/medical/hemorheology
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Kri je neko¢ veljala za newtonsko teko€ino. Danes je znano, da je kri nenewtonska
tekoc¢ina. Lastnost, ki dela kri nenewtonsko je viskoelasticnost, ki je osnova reoloske
lastnost krvi in je odvisna od elastiCnosti eritrocitov (Abdel Baieth, 2008). Pri
nenewtonskih tekoCinah je viskoznost odvisna od strizne hitrosti (slika 10), pri newtonskih
tekoCinah pa viskoznost ni odvisna od strizne hitrosti (Cokelet, 2011). Povezava strizne
hitrosti in strizne napetosti pri newtonskih tekocinah je linearna, pri nenewtonskih
tekoc¢inah pa nelinearna (slika 11) (Westerhof in sod., 2010).

6 —

Viskoznost (Pa*s)

I | [ I [ I I I [
0.2 05 1 2 5 10 20 50

StriZna hitrost (1/s)

Slika 10: Odvisnost viskoznosti od strizne hitrosti pri nenewtonskih teko¢inah (prirejeno po Westerhof in
sod., 2010)

Viskoznost

Nenewtonska
tekocina

Strizna napetost

Newtonska tekocina

StriZna hitrost

Slika 11: Povezava strizne hitrosti in strizne napetosti pri newtonskih in nenewtonskih teko¢inah (prirejeno
po Westerhof in sod., 2010)

Viskoznost krvi je odvisna tudi od viskoznosti plazme, deformabilnosti eritrocitov, deleza
hematokrita (slika 12) in od premera zile (slika 13) (Westerhof in sod., 2010)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baieth%20HE%5Bauth%5D
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Slika 12: Odvisnost viskoznosti od hematokrita pri henewtonskih teko¢inah (prirejeno po Westerhof in sod.,
2010)
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Slika 13: Odvisnost viskoznosti od premera zile pri nenewtonskih teko¢inah (prirejeno po Westerhof in sod.,
2010)

2.3 HEMATOLOSKI PARAMETRI

V hematologiji sta struktura in metabolizem eritrocitov opisani preko razli¢nih parametrov,
ki vkljuCujejo Stevilo eritrocitov, koncentracijo hemoglobina, delez hematokrita,
povpre¢no prostornino eritrocitov (MCV), povpre¢no vrednost hemoglobina v enem
eritrocitu (MCH) in povpre¢no koncentracijo hemoglobina v eritrocitu (MCHC) (Lippi in
sod., 2012).

2.3.1 Hematokrit

Beseda hematokrit izvira iz grske besede »hema«, Ki pomeni Kri in »krites«, Ki pomeni
umerjanje ali presojanje krvi. Hematokrit (Ht) je razmerje med volumnom eritrocitov in
volumnov celotne krvi (Billett, 1990). Normalne vrednosti so 0,41 — 0,53 pri moskih in
0,36 — 0,46 pri Zzenskah (Lippi in sod., 2012). Njegovo vrednost lahko dolo¢imo
neposredno z mikrohematokritsko centrifugo in posredno s hematoloskim analizatorjem.
Mikrohematokritska centrifuga je pripomocek, ki vrti kapilarno cevko pri visoki hitrosti,
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pri ¢emer se loc¢ijo celicne komponente od tekocine. Pri uporabi hematoloskega
analizatorja je hematokrit elektronsko izracunan, pri ¢emer se uposteva Stevilo eritrocitov
in volumen (Estridge in sod., 2000).

2.3.2 Hemoglobin

Hemoglobin je glavna komponenta eritrocitov (Lippi in sod., 2012) in je protein, ki je
specializiran za prenos kisika (Fosbery in sod., 2001). Daje rde€o barvo eritrocitom in krvi.
Njegova primarna funkcija je transport kisika iz plju¢ do tkiv in prenos ogljikovega
dioksida iz tkiv v pljuca, kjer se CO, izlo¢i. Hemoglobin je sestavljen iz dveh delov, iz
hema in globina (Estridge in sod., 2000). V vsaki molekuli hemoglobina so Stirje
polipeptidi, dva a-globina in dva B-globina. Vsak polipeptid ima terciarno strukturo, v
sredini katerega je molekula hema. Molekula hema pa ima v sredini atom Zeleza na

katerega se veze kisik. To pomeni, da ena molekula hemoglobina lahko nosi §tiri atome
kisika (Fosbery in sod., 2001).

2.3.3 Hemoliza

Beseda hemoliza izhaja iz gr8ke besede »hemo«, Ki pomeni kri in »lysis«, ki pomeni
razpad. Je patoloski proces, ki je ovrednoten z razpadom eritrocitov in se kaze v sprostitvi
hemoglobina in drugih znotrajceli¢nih komponent v krvno plazmo. Hemoliza je povezana s
povecano koncentracijo prostega hemoglobina. 1zhaja lahko iz dveh virov, in vivo in in
vitro. Vzroki za hemolizo in vivo so napake v sintezi hemoglobina ali membrane
eritrocitov, okvarjen metabolizem eritrocitov, infekcije, mehanske poSkodbe v obtoku,
transfuzija krvi z druga¢no krvno skupino in drugi. Vzroki za hemolizo in vitro so odvisni
od pacienta in medicinskega osebja, od medicinskih pripomoc¢kov, od obdelave vzorca,
transporta in shranjevanja vzorca (Lippi in sod., 2012). Studije kaZejo, da je pove¢ana
stopnja hemolize povezana tudi z uporabo katetrov (Danielis, 2014).

2.4 MIKROPARTIKLI (MP)

MP so bili prvi¢ identificirani leta 1967, med Wolfovo raziskavo strjevanja krvi, kot
produkt trombocitov, ki ga je poimenoval trombocitni prah (VanWijk in sod., 2003).

Danes velja, da so heterogena populacija (Morel in sod., 2011) submikronskih
fosfolipidnih veziklov, ki izvirajo iz razli¢nih vrst celic (Hargett in Bauer, 2013) -
levkocitov, trombocitov, eritrocitov, monocitov, endotelnih celic (Kent in sod., 2014) in
granulocitov (Morel in sod., 2011).
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2.4.1 Klasifikacija MP

Klasifikacija MP temelji na njihovem celicnem izvoru, mehanizmu nastanka (Orozco in
Lewis, 2010) in velikosti (Gyorgy in sod., 2011). MP, ki izvirajo iz znotrajceli¢nih
multivezikularnih telesc, ki se zlijejo s plazemsko membrano, se imenujejo eksosomi in
eksosomom podobni vezikli. MP, ki nastanejo z brstenjem plazemske membrane so
mikrovezikli, membranski partikli in apoptoti¢na telesca (Orozco in Lewis, 2010).

2.4.1.1 Eksosomi

So majhni transportni vezikli, ki so prisotni v Stevilnih ali morda celo v vseh bioloskih
tekoCinah, vkljuéno z urinom, krvjo, likvorjem, materinim mlekom, slino in frakcijo
telesnih tekocin (serum, plazma) (Van der Pol in sod., 2012). Nastanejo po klasi¢ni ali
direktni poti (slika 14). Klasi¢na pot vkljuéuje nastanek intraluminalnih veziklov (ILV)
znotraj multivezikularnih endosomov (MVE). MVE se lahko zlijejo z lizosomom za
razgradnjo tovora ali s plazemsko membrano za izlocanje ILV, ki so potem sprosceni kot
eksosomi. Direktna pot vkljucuje sproséanje veziklov neposredno iz plazemske membrane
in jih ni mogoce lo€iti od eksosomov, ki nastanejo po klasi¢ni poti, saj imajo podobno
gostoto in velikost (Van der Pol in sod., 2012). So skodelicaste oblike (Taylor in Gercel-
Taylor, 2013) in v premeru merijo od 50 do 100 nm (Orozco in Lewis, 2010). Njihova
gostota je od 1,13 do 1,19 g/ml in obicajno so izolirani s centrifugiranjem pri 100 000 —
200 000 x g (Barteneva in sod., 2013).

Klasi¢na pot nastanka eksosomov :%: i:: ﬁZﬁ: Direktna pot nastanka
eksosomov
Plazemska membrana 'ﬁg :ﬁ: #
%:_ Eksosomi “ﬁ %
Transmembranski R " " X TH e
proteini Saiakl -ﬁ: ; H i #

it
1,

Citosol

Slika 14: Shematski prikaz klasi¢ne in direktne poti nastanka eksosomov (prirejeno po Van der Pol in sod.,
2012: 7)

Eksosomi vsebujejo RNA in miRNA, vendar ne vsebujejo DNA (Orozco in Lewis, 2010).
Obdani so s fosfolipidno membrano, ki vsebuje relativno visoke vrednosti holesterola,
sfingomielina in ceramida (Van der Pol in sod., 2012), ter na detergent odporne
membranske domene - lipidne rafte (Orozco in Lewis, 2010). Membrana obicajno ne
izraza fosfatidilserina (Barteneva in sod., 2013) in ne veze aneksina V, oziroma ima nizko
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kapaciteto njegove vezave (Mause in Weber, 2010). Njihovi oznacevalci so CD63, CD81
in CD82 (Van der Pol in sod., 2012).

2.4.1.2 Eksosomom podobni vezikli

So nepravilne oblike (Taylor in Gercel-Taylor, 2013) in imajo podobne znailnosti kot
eksosomi, vendar so nekoliko manjse velikosti (30 - 90 nm) in ne vsebujejo lipidnih raftov
(Orozco in Lewis, 2010).

2.4.1.3 Mikrovezikli (MV)

Mikrovezikli, pogosto imenovani tudi mikropartikli ali ekotosomi (Barteneva in sod.,
2013), so izrazi za vezikle, ki so nepravilnih oblik (Taylor in Gercel-Taylor, 2013) in se
sproscajo iz plazemske membrane. Ta izraz se pogosto uporablja tudi za opis celotne
populacije veziklov izoliranih iz bioloskih teko¢in. MV so prisotni v veCini, ¢e ne vseh
bioloskih teko¢inah. Ceprav velja, da so MV veéji od eksosomov in obi¢ajno raziskovalci
porocajo o velikostnem razponu med 100 nm in 1,0 um v premeru, je Se vedno veliko
zmede. Gostota MV je neznana, obicajno so izolirani s centrifugiranjem pri 10 000 - 20
000 x g (Van der Pol in sod., 2012). Membrana MV izraza fosfatidilserin in ima visoko
vezavno kapaciteto za aneksin V. Njihovi oznaCevalci so integrini, selektini in drugi
antigeni izvorne celice (Barteneva in sod., 2013).

2.4.1.4 Membranski partikli

Membranski partikli so okrogle oblike, s premerom od 50 do 80 nm. Imajo podobno
velikost kot eksosomi, vendar imajo nizjo gostoto (1,032 — 1,068 g/ml) in ne izrazajo
CD63. Membranski partikli izrazajo CD133. Izvirajo iz plazemske membrane epitelnih
celic in se pojavljajo v telesnih tekocCinah, ki so v stiku z epitelom (slina, urin, semenska
tekocCina) ter sobivajo z eksosomi v slini (Van der Pol in sod., 2012).

2.4.1.5 Apoptotski vezikli

Ko so celice v procesu apoptoze sproscajo vezikle, ki izpostavljajo fosfatidilserin, in jih
imenujemo apoptoti¢na telesa ali apoptotski vezikli. Bistvena razlika med apoptotskimi
vezikli in drugimi celi¢nimi vezikli je njihova velikost. Premer apoptotski veziklov je od 1
do 5 um. To je v velikostnem razredu trombocitov v ¢loveski krvi. Trombocitna
apoptotska telesa je tezko lociti od aktiviranih trombocitov ali trombocitov, kjer poteka
proces, ki spominja apoptozo, saj vsi izrazajo fosfatidilserin in imajo podobno velikost.
Gostota apoptotskih veziklov je 1,16 — 1,28 g/ml in se delno prekriva z gostoto eksosomov.
Njihova morfologija je obicajno bolj heterogena od drugih celi¢nih veziklov. Apoptoti¢ne
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celice sprosc¢ajo vsaj dve imunolosko razli¢ni vrsti apoptotskih veziklov. Apoptotski
vezikli, ki izvirajo iz plazemske membrane vsebujejo fragmentirano DNA in histone,
medtem ko apoptotski vezikli, ki izvirajo iz endoplazemskega retikuluma ne vsebujejo
DNA in histonov, vendar izpostavljajo nezrele glikoepitope (Van der Pol in sod., 2012).
Obicajno so izolirni s centrifugiranjem pri 16 000 x g. Imajo visoko vezavno kapaciteto za
aneksin V. Njihovi oznacevalci so histoni (Mause in Weber, 2010).

2.4.2 Sestava mikropartiklov

MP so obdani s fosfolipidnim dvoslojem, ki izpostavlja transmembranske proteine in
receptorje, ter obkroza komponente citoplazme starSevske celice (Morel in sod., 2011).

Membrana MP je sestavljena predvsem iz lipidov in proteinov (Orozco in Lewis, 2010).
Natan¢na vsebnost lipidov in proteinov je odvisna od celice iz katere izvirajo in od vrste
drazljaja, ki sodeluje pri njihovem nastanku (Weerheim in sod., 2002).

Plazma MP vsebujejo Stevilne biomolekule:
- proteine (signalni proteini in receptorji, citoskeletni in efektorki proteini),
- lipide in

- nukleinske kisline (miRNA, mRNA in celo DNA) (Barteneva in sod., 2013).

2.4.2.1 Lipidi

V mirujoc¢ih celicah so razli¢ne vrste fosfolipidov asimetricno porazdeljene v lipidnem
dvosloju (VanWijk in sod., 2003 ). Ta asimetricna razporeditev fosfolipidov je obi¢ajno
motena med tvorbo MP, kar vodi do izpostavljenosti negativno nabitih fosfolipidov
(fosfatidilserin in fosfatidiletanolamin) na zunanjo stran membrane MP (Weerheim in sod.,
2002).

Fosfolipidna sestava trombocitnih MP pri zdravih ljudeh je pretezno iz fosfatidilholina
(priblizno 60 %), preostanek sestoji iz sfingomielina, fosfatidiletanolamina in
fosfatidilserina, in se jasno razlikuje od fosfolipidne sestave plazemske membrane
starSevske celice (Weerheim in sod., 2002).

Fourcade in sodelavci (1995) so porocali, da MP iz sinovijske teko¢ine vnetih sklepov
bolnikov z artritisom vsebujejo fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin, sfingomielin in
lizofosfolipid (20 — 25 %) in majhne koli¢ine fosfatidilserina. Ta sestava se jasno razlikuje
od MP izoliranih pri zdravih ljudeh. MP iz sinovijske teko€ine so v glavnem levkocitnega
izvora. To lahko pomeni, da se fosfolipidna sestava MP razlikuje med razli¢nimi tipi celic,
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ali da vnetni draZljaji proizvajajo MP z drugacno fosfolipidno sestavo (VanWijk in sod.,
2003).

Huber in sodelavci (2002) so porocali o prisotnosti oksidiranih fosfolipidov v MP iz
endotelijskih celic, ki so bile izpostavljene oksidativnemu stresnemu drazljaju, med tem ko
so oksidirani fosfolipidi odsotni v MP pri endotelijskih celicah, stimuliranih z kalcijevim
ionoforjem.

2.4.2.2 Proteini

MP izpostavljajo membranske antigene, ki so specificni za celice iz katerih izvirajo
(VanWijk in sod., 2003), kar omogoca identifikacijo MP glede na njihov celien izvor:
trombocitni, levkocitni, eritrocitni, endotelijski in iz drugih tkiv. Vendar, MP niso replika
starSevske celice in njene plazemske membrane, kar kaze stopnjo selektivnosti pri
njihovem nastanku (Kriebardis in sod., 2012).

MP, ki izvirajo iz limfocitov T pomagalk na svoji povrsini izrazajo CD4. MP, ki izvirajo iz
endotelijskih celic na svoji povrSini izrazajo E-Selektin. Trombocitni MP izrazajo P-
selektin in glikoprotein 53 (VanWijk in sod., 2003).

Povrsinski proteini mikropartiklov se lahko razlikujejo od proteinov v plazemski membrani
celice iz katere MP izvirajo (Barteneva in sod., 2013). Na primer, MP limfocitov T
primanjkuje proteinov CD28 in CD45, ki so med najbolj obilno prisotnimi proteini
starSevske celi¢ne membrane (VanWijk in sod., 2003).

Vkljucitev proteinskih molekul v MP je selektivna in odvisna od drazljaja in mikrookolja
starSevske celice (Barteneva in sod., 2013).

2.4.3 Funkcija mikropartiklov

Dolgo je veljalo, da so MP celi¢ni ostanki brez bioloske funkcije. V zadnjem c¢asu so
Stevilne raziskave pokazale, da imajo pomembno vilogo pri:

- MEDCELICNI KOMUNIKACIJI
Imajo pomembno vlogo pri transportu in dostavljanju bioaktivnih molekul in signalov. Na
taréne celice lahko delujejo z neposredno stimulacijo preko povrSinsko izrazenih ligandov
ali s prenosom povrSinskih receptorjev iz ene celice do druge (Italiano in sod., 2010).

- VNETJU
V Casu razlicnih sistemskih vnetnih stanjih se Stevilo MP v sistemskem obtoku poveca.
Mesri in sodelavci (1999) so opisali heterogeno populacijo MP pri zdravih ljudeh. Ta se je
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podvojila ob dodatku vnetnega drazljaja. MP lahko sprozijo produkcijo tkivnega faktorja
(TF) in vnetnih citokinov z aktivacijo tarcne celice (Van der Pol in sod., 2012).

- KOAGULACI

MP, Se posebej trombocitni, so efektorji koagulacijskega sistema (Morel in sod., 2006). Z
izpostavljenostjo negativno nabitega fosfatidilserina zagotavljajo dodatno prokoagulantno
povrsino, na katero se, v prisotnosti kalcijevih ionov, vezejo koagulacijski faktorji, s ¢imer
spodbujajo koagulacijo (Van der Pol in sod., 2012). Stevilo MP, ki so povezani s
koagulacijo, je povecano pri razlicnih boleznih, kot je idiopatska trombocitopenija,
paroksizmalna no¢na hemoglobinurija in koronarni sindrom. Zmanj$ana koncentracija MP,
v kombinaciji z okvaro izpostavljenosti fosfatidilserina na aktiviranih trombocitih, je
povezana z nagnjenostjo h krvavitvam, kot pri bolnikih s Scottovim sindromom,
Castamanovo napako in Glanzmannovo bolezenijo. Ker je koagulacija ena od znacilnosti
bolezni srca in ozilja, in ker so raziskovalci porocali o spremenjenem Stevilu in
prokoagulantnem obnasanju MP pri ve¢ boleznih srca in ozilja, MP igrajo vzro¢no vlogo
pri razvoju koagulacije in boleznih srca in ozilja (VanWijk in sod., 2003).

- ZILNI FUNKCIJI
Imajo lahko koristne ali Skodljive ucinke na zilno integriteto. Lahko sprozijo apoptozo
gladkih miSi¢nih celic zil ali regeneracijo zil (Van der Pol in sod., 2012). Pri
kardiovaskularnih boleznih, ki jih opredeljuje endotelijska disfunkcija (akutni koronarni
sindrom, hipertenzija, ateroskleroza) se Stevilo MP poveca in spremeni se njihova sestava.
Prav tako so opazne visoke vrednosti MP pri ateroskleroti¢nih plakih. Ti MP v glavnem
izvirajo iz monocitov in limfocitov (VanWijk in sod., 2003).

- HOMEOSTAZI (Dinkla in sod., 2013)

- HEMOSTAZI, CELICNI PROLIFERACLJI IN DIFERENCIACUI (Morel in sod.,
2011)

- METASTAZIRANJU (Kent in sod., 2014)

MP so vkljuceni tudi v Sirok spekter patoloskih stanj, kot so avtoimunske bolezni (Gyorgy
in sod., 2011), tromboza, diabetes, okuzbe, ter bolezni srca in ozilja (Grisendi in sod.,
2015).

2.4.4 Nastanek mikropartiklov

Celice so obdane s plazemsko membrano, ki je sestavljena iz fosfolipidnega dvosloja.
Vsaka stran ima drugacno lipidno sestavo. Pod normalnimi fizioloSkimi pogoji sta
negativno nabita aminofosfolipida (fosfatidilserin in fosfatidiletanolamin) obi¢ajno
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koncentrirana na notranji strani membrane, med tem ko sta nevtralna fosfatidilholin in
sfingomielin koncentrirana na zunanji strani membrane (Morel in sod., 2011).

Asimetri¢na porazdelitev fosfolipidov v plazemski membrani celice je aktivno vzdrzevana
s tremi encimskimi sistemi: flipaze, flopaze in skramblaze (Rubin in sod., 2012). Flipaza je
od ATP odvisna translokaza, flopaza je prav tako od ATP odvisna translokaza, vendar
manj specificna in pocasnej$a od flipaze. Skramblaza je od ATP neodvisna translokaza,
toda od kalcija odvisen encim (Bevers in sod., 1999). V mirujoc¢ih celicah aktivirane
flipaze internalizirajo negativno nabit fosfolipid in vzdrzujejo asimetrijo v fosfolipidnem
dvosloju. Flopaze in skramblaze pa so neaktivne, vsaj dokler je koncentracija
citoplazemskega kalcija nizka (Rubin in sod., 2012).

Na splo$no velja, da se MP tvorijo, ko se izgubi asimetri¢na razporeditev lipidnega
dvosloja. Njihov nastanek opazimo, ko so celice podvrZene celi¢ni aktivaciji, posSkodbi ali
apoptozi (Morel in sod., 2011). Celi¢na aktivacija in celi¢na apoptoza sta dva dobro znana
celi¢na procesa, ki lahko vodita do nastanka MP. Trenutno se Se ne ve ali vodita v nastanek
podobnih MP v smislu velikosti, lipidne in proteinske sestave ter patofizioloskih ucinkov.
Vendar pa obstajajo razlike v mehanizmih, ki se kazejo v njihovem oblikovanju (VanWijk
in sod., 2003).

2.4.4.1 Celi¢na aktivacija

MP lahko nastanejo med celi¢no aktivacijo z mnogimi agonisti. Na primer, trombociti
sprostijo MP po aktivaciji s trombinom, kalcijevim ionoforom A23187, ADP plus
kolagenom in terminalnim komplementnim kompleksom C5b-9. Monociti, endotelijske
celice, hepatociti in celice gladkih miSic arterij sprostijo MP po aktivaciji z bakterijskimi
lipopolisaharidi, citokini (kot so tumorski nekrozni faktor-o ali interlevkin-1), C5b-9
kompleksom ali hidroperoksidom (VanWijk in sod., 2003).

Eden od prvih znakov aktivacije celic je povecanje znotrajcelicne koncentracije kalcija,
zlasti na mestu nastajanja veziklov. Posledica je inhibicija flipaze in aktivacija flopaze in
skramblaze (VanWijk in sod., 2003). Flopaza eksternalizira fosfatidilserin in
fosfatidiletanoalamin (negativen fosfolipid), skramblaza pa sodeluje pri prenosu
negativnega fosfolipida nespecifi¢éno skozi membrano, kar se kaze v izgubi asimetri¢ne
porazdelitev membrane (Morel in sod., 2011). Z dodatno preureditvijo lipidnih raftov
postane membrana $e manj stabilna (slika 15) (Rubin in sod., 2012).

Povecéana znotrajceli¢na koncentracija kalcija aktivira tudi proteaze, kot so kaspaze (Morel
in sod., 2011), gelsolin (Barteneva in sod., 2013) in kalpain, ki cepi talinsko povezavo med
membranskimi in citoskeletnimi beljakovinami (VanWijk in sod., 2003). Pride do
preureditve citoskeleta in spros¢anja MP (slika 15) (Barteneva in sod., 2013).
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Na splosno velja, da je sprostitev MP, ki so povezani s celicno aktivacijo, ¢asovno in od
kalcija odvisna. Odcepljanje se za¢ne v nekaj minutah po vezavi agonista (VanWijk in
sod., 2003).
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Slika 15: Nastanek MP s celi¢no aktivacijo

Plazemska membrana je dobro strukturiran subjekt, za katero je znadilna nadzorovana preéna porazdelitev

lipidov in proteinov med zunanjo in notranjo stranjo membrane, in tudi lateralna organizacija domen, ki jih

imenujemo rafti. Po stimulaciji pride do prerazporeditve, kar vodi do preureditve raftov, eksternalizacije

fosfatidilserina in spro$¢anja MP (prirejeno po Alaarg in sod., 201: 4).

2.4.4.2 Celi¢na apoptoza

Za celi¢no apoptozo je znacilna celicna kontrakcija, fragmentacija DNA in dinami¢na
membranska vezikulacija. Taksni vezikli se lahko razlikujejo od veziklov, ki nastanejo s
celi¢no aktivacijo v velikosti, lipidni in proteinski sestavi ter (pato-)fizioloskih u¢inkih.
Mo¢ kontrakeije, ki jo ustvari aktinsko - miozinska citoskeletna struktura, verjetno vpliva
na nastanek veziklov. Apoptotska membranska vezikulacija je odvisna od aktivacije
ROCK I (Rho kinaza I). ROCK | spodbuja pove¢anje nastanka aktinsko - miozinske sile in
pari aktinsko - miozinske filamente s plazemsko membrano. Pri nastanku apoptostkih
veziklov imajo posredno viogo kaspaze (VanWijk in sod., 2003). Kaspaze so cisteinske
proteaze, ki hidrolizirajo peptidne vezi in sodelujejo pri vnetnih procesih in apoptozi.



21

FiderSek T. Vpliv razli¢nih vrst centralnih venskih katetrov na poskodbe krvnih celic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

Zdrave celice vsebujejo Stevilne kaspaze, ki imajo majhno katalitsko aktivnost (so
neaktivne). Ko kaspaze prejmejo apoptotski signal (npr. mutacija DNA) se aktivirajo in
sprozijo proces apoptoze (Kumar, 2007; Mcllwain in sod., 2015). Med apoptozo kaspaze
aktivirajo in razcepijo ROCK 1. Aktivacija ROCK I in, kot posledica, membranska
vezikulacija sta potrebni za prerazporeditev fragmentirane DNA iz jedrske regije v
membranske vezikle in apoptotska telesa. Tak$no nastajanje MP med apoptozo je rezultat
aktivacije ROCK I in posledi¢no motnje v strukturi membranskega skeleta. Taki MP lahko
vsebujejo fragmente DNA (VanWijk in sod., 2003).

2.4.5 Metode za preucevanje mikropartiklov

Trenutno Se ne obstaja standardna metoda za analizo MP v krvnih vzorcih (Grisendi in
sod., 2015). Najpogostejsi pristopi za preucevanje MP so elektronska mikroskopija,
mikroskopija na atomsko silo, masna spektroskopija, Western blot, funkcionalni testi in
pretocna citometrija (Barteneva in sod., 2013).

Elektronska mikroskopija podaja premer posameznih MP, vendar vedno ne zagotavlja
koli¢inskih podatkov o populaciji MP, Se posebej kadar se uporablja negativno barvanje.
Dolocitev Stevila MP in njihovega izvora sta omejena (Barteneva in sod., 2013).

Mikroskopija na atomsko silo ima omejeno dolocCitev Stevila in celicnega izvora MP.
Lahko pride do napak zaradi prisotnosti celicnega drobirja in plazemskih proteinov
(Barteneva in sod., 2013).

Z masno spektroskopijo ne moremo dolo¢iti Stevila MP, lahko pa dolo¢imo celi¢en izvor,
vendar je potrebna velika koliCina zaCetnega materiala (Barteneva in sod., 2013). Lahko
dolo¢imo tudi lipidno in proteinsko sestavo (Van der Pol in sod., 2012).

Z Western blot lahko dolo¢amo Stevilo MP semikvantitativno, lahko dolo¢imo izvor,
vsebnost proteinov in lipidov (Van der Pol in sod., 2012), vendar je potrebna velika
koli¢ina zaCetnega materiala (>10 pg MP) (Barteneva in sod., 2013).

Funkcionalni testi (prokoagulantna aktivnost, test nastanka trombina, ELISA) omogocajo

dolocitev Stevila MP, vendar z njimi ne moremo dolociti celicnega izvora (Barteneva in
sod., 2013).

Preto¢na citometrija omogoca dolocitev Stevila in izvora MP. Metoda je omejena z
velikostjo delcev in proteinskimi agregati, ki lahko vodijo do napak v obcutljivosti na
preto¢nem citometru (Barteneva in sod., 2013). MP je potrebno pred analizo S pretocnim
citometru najprej izolirati. Izolacijo izvedemo z diferencialnim centrifugiranjem, s katerim
odstranimo nezazelene celice. Na ucinkovitost izolacije MP vpliva poleg gostote in
velikosti tudi oblika, volumen, viskoznost, temperatura in ¢as centrifugiranja. Trenutno Se
ni standardiziranega protokola centrifugiranja. Obifajno se najprej uporabi pocasnejSa
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hitrost centrifugiranja za odstranitev celic in drobirja, drugo in tretje centrifugiranje je
hitrejSe in je odvisno od tega, kateri tip MP zelimo izolirati. Za odstranitev celic in celicnih
ostankov je potrebno 200 — 1500 x g, 10 000 — 20 000 x g za odstranitev veziklov vecjih
od 100 nm in 100 000 — 200 000 x g za odstranitev veziklov manj$ih od 100 nm.
Locevanje razlicnih vrst MP v vzorcu temelji na podlagi razli¢nih parametrov, kot so
zrnatost in izrazanje razliénih markerjev na njihovi povrSini. S preto¢nim citometru
dolocamo velikost s sprednjim detektorjem sipanja (»forward scatter light«, FSC) in
zrnatost s stranskim detektorjem sipanja (»side scatter light«, SSC) (Orozco in Lewis,
2010). Za dolocitev celi¢nega izvora MP je najbolj pogost pristop barvanje s fluorescentno
oznaéenimi protitelesi direktno proti antigenu starSevske celice. Na primer: CD41 (Italiano
in sod., 2010), CD61 in CD62 za trombocite, glikoforin A (CD235a) za eritrocite, CD45 za
levkocite in CD14 za monocite. Za dolocitev Stevila MP se uporabljajo merilne kroglice, ki
so polistirenske ali sinteticne (Barteneva in sod., 2013).

Vsi testi si prizadevajo dobiti vpogled v bioloski mehanizem, ki sodeluje pri nastajanju in
funkciji MP. Vecina preiskovalcev uporablja preto¢no citometrijo, ki omogoca
identifikacijo in Stetje MP po oznaevanju z razlicnimi oznacevalci (Kriebardis in sod.,
2012).

2.4.6 Mikropartikli glede na celico izvora

2.4.6.1 Eritrocitni mikropartikli

Vecina po krvi kroze¢ih MP je eritrocitnega in trombocitnega izvora (Dinkla in sod.,
2013). Do nastanka eritrocitnih MP in vivo pride med 120 dnevno Zivljenjsko dobo
eritrocitov, kot del normalnega fizioloSkega procesa staranja. Posledica tega je izguba 30
% volumna in 20 % povrsine eritrocitov (Kriebardis in sod., 2012). Vezikulacija je lahko
sredstvo za eritrocite, da se znebijo Skodljivih dejavnikov, kot so denaturiran hemoglobin,
C5b-9 kompleks komplementa in imunoglobulin G, ki se kopi¢ijo v ¢asu njihove
zivljenjske dobe. Preko sprosc¢anja MP se lahko eritrociti znebijo teh molekul, medtem ko
so Se vedno viabilni, in tako preprecijo pred€asno odstranitev iz krvnega obtoka (Rubin in
sod., 2012). MP so in vivo hitro odstranjeni z retikuloendotelijskim sistemom (Kriebardis
in sod., 2012).

V eritrocitnih koncentratih se med skladiS¢enjem v banki krvi Stevilo MP postopoma
povecuje s Casom shranjevanja, kar lahko prispeva k nezelenim ucinkom transfuzije
(Grisendi in sod., 2015). V okviru transfuzijske medicine MP veljajo za lezije shranjevanja
eritrocitov in so lahko vkljuceni v nekatere stranske ucinke, opisane pri bolnikih s
transfuzijo krvi skladis¢eno vec kot 21 dni (Rubin in sod., 2012).
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Glavne znacilnosti eritrocitnih MP so podobne znacilnostim MP, ki izvirajo iz drugih celic.
Njihova velikost je na splosno bolj homogena in je okoli 0,15 pm. Eritrocitni MP
predstavljajo priblizno od 4 do 8 % vseh MP. Kot za druge MP, tudi fizioloSka vloga
eritrocitnih MP $e ni povsem pojasnjena (Rubin in sod., 2012).

Sestava eritrocitnin MP se lahko razlikuje glede na drazljaj, ali med in vitro in in vivo
pogojih, in se razlikuje od sestave starSevskih eritrocitov (Kriebardis in sod., 2012). Lahko
jih identificiramo s preto¢no citometrijo zaradi njihovega izrazanja glikoforina A (protein,
ki ga izrazajo eritrociti) in fosfatidilserina. Fosfatidilserin je obiCajno izpostavljen na
notranji strani celicne membrane, toda med celicno aktivacijo in apoptozo postane
izpostavljen na zunanji strani membrane, ter tako postane zaznaven z vezavo aneksina V.
Ceprav se ta pristop pogosto uporablja, lahko pride do napak, zaradi obarvanja celi¢nih
fragmentov in ostankov poleg MP. Med drugim je bilo v zadnjem €asu dokazano, da vsi
MP ne izraZajo fosfatidilserina (Grisendi in sod., 2015).

2.5 ANTIGENI, KI SMO JIH UPORABILI ZA DOKAZ MP ERITROCITNEGA
IZVORA

2.5.1 Aneksin V (Ann V)

Ann V je od 35 do 36 kDa velik protein, ki je odvisen od Ca*" in ima visoko afiniteto za
vezavo fosfatidilserina, ko je le ta izpostavljen na zunanji strani membrane. Ann 'V je lahko
konjugiran s fluorokromi, med tem pa ohranja svojo visoko afiniteto za vezavo s
fosfatidilserinom in sluzi kot obcutljiv marker za analizo s preto¢nim citometrom
(Hingorani in sod., 2011). Uporablja se kot oznacevalec apoptotskih celic in za analizo
MP. (Hargett in Bauer, 2013).

2.5.2 CD235a (Glikoforin A)

CD235a je sialoglikoprotein z molekulsko maso 10 kD. Prisoten je na celi¢ni membrani
kot  homodimer. Izraza se na  eritroidnih  prekurzorjih in  eritrocitih
(http://www.biolegend.com/fitc-anti-human-cd235a-glycophorin-a-antibody-6701.html).

2.5.3 Karboksifluorescein sukcinimidil ester (CFSE)

Je znotrajceli¢no fluorescentno barvilo, ki se uporablja za karakterizacijo kinetike celi¢nih
delitev v imunskem sistemu in kot specificen oznacevalec eritrocitov (De Boer in sod.,
2006; Giarratana in sod., 2005). S pomoc¢jo CFSE lahko spremljamo $tevilo celi¢nih
delitev v casu proliferacije (Hawkins in sod., 2007). Kovalentno vezan CFSE se
enakomerno razdeli med hcerinske celice, kar omogoca razlikovanje zaporednih krogov
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celi¢nih delitev. Lahko se uporablja in vitro in in vivo (Lyons in sod., 2013). Je priljubljeno
sredstvo za spremljanje delitve limfocitov (Quah in Parish, 2010).

Lastnost CFSE, da pasivno difundira skozi membrano, tam pa se hidrolizira z
znotrajceli¢no esterazo in tako postane fluorescenten smo izkoristili za jasno razlikovanje
MP z intaktno membrano od celi¢nega drobirja (Grisendi in sod., 2015).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 PRIPRAVA VZORCEV

Raziskavo smo izvedli na 57 CVK treh razlicnih proizvajalcev — Arrow (nadalje v nalogi
A), Kimal (nadalje v nalogi B), in Certofix (nadalje v nalogi C). Testirali smo CVK z enim
lumnom proizvajalcev A, B in C, ter CVK s petimi lumni proizvajalcev A in B. Pri pet
lumenskih katerih smo kri spustili le skozi distalni lumen. Na Zavodu za transfuzijsko
medicino smo dobili eritrocitne koncentrate Stirih razlicnih darovalcev. V kirurSkem bloku,
v UKC Ljubljana, smo z uporabo aparature za vzpostavitev zunanjega krvnega obtoka
izvedli pretok eritrocitnega koncentrata skozi CVK. Uporabili smo dva razli¢na pretoka, in
sicer, 33 ml/min in 500 ml/min. V epruvete smo zbirali po 5 ml eritrocitnega koncentrata,
ki je presel CVK.

3.2 1ZOLACHA MIKROPARTIKLOV

Mikropartikle smo izolirali na InStitutu za imunologijo in mikrobiologijo. Celoten
postopek je potekal pri sobni temperaturi.

V prvem koraku smo eritrocitni koncentrat centrifugirali 15 minut pri 2500 x g. Po tem
smo odpipetirali plazmo 1 ml nad visino usedlih eritrocitov.

V drugem koraku smo plazmo ponovno centrifugirali 15 minut pri 2500 x g. Nato smo v
Eppendorfove mikrocentrifugirke odpipetirali 0,5 ml supernatanta. S tem smo dobili
plazmo z majhno koli¢ino trombocitov (plazma revna s trombociti). VVzorce smo shranili
pri-80° C.

3.3 OZNACEVANIJE MIKROPARTIKLOV

Vzorce smo odtajali pri sobni temperaturi in jih premesali na vibracijskem stresalniku pri
nizkih obratih (12 obratov/minuto).

3.3.1 Priprava vzorca za ugotavljanje $tevila in koncentracije mikropartiklov in
oznacevanje s CFSE

V epruveto smo odpipetirali 30 pL razred¢enih mikropartiklov (1:3) in 110 uL pufra
HEPES, premesali na vibracijskem stresalniku pri nizkih obratih in inkubirali 15 minut v
temi pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo dodali 4,5 uM CFSE (Life Technologies),
premesali na vibracijskem stresalniku pri nizkih obratih in inkubirali v temi 15 minut pri
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sobni temperaturi. Po inkubaciji smo dodali 50 pL polietilenskih kroglic za Stetje
(Beckman Coulter) in premesali na vibracijskem stresalniku pri nizkih obratih. Tako je bil
vzorec pripravljen za analizo s preto¢nim citometrom.

3.3.2 Priprava vzorca in oznacevanje mikropartiklov s CFSE, aneksinom V in
CD235a

V epruveto smo odpipetirali 30 puL razred¢enih mikropartiklov (1:3) in 70 uL aneksin
vezavnega pufra (HEPES), premesali na vibracijskem stresalniku pri nizkih obratih in
inkubirali v temi 15 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo dodali 4,5 uM CFSE,
10 puL aneksin V (BD Biosciences) in 5 uL. CD235a (BD Biosciences), premesali na
vibracijskem stresalniku pri nizkih obratih in inkubirali v temi 15 minut pri sobni
temperaturi. Po inkubaciji smo dodali 200 pL pufra HEPES in centrifugirali 30 minut pri
17600 x g in 20° C. Po centrifugiranju smo odpipetirali 200 pL supernatanta in ga zavrgli.
Usedlino (obarvani mikropartikli) smo resuspendirali s 100 pL pufra HEPES.
Mikropartikli so bili pripravljeni za analizo s preto¢nim citometrom.

Pri negativni kontroli za aneksin V smo v epruvete odpipetirali 30 pL razred¢enih
mikropartiklov (1:3) in 70 pL pufra HEPES brez CaCl,, premesali na vibracijskem
stresalniku pri nizkih obratih in inkubirali v temi 15 minut pri sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo dodali 10 uL aneksin V, premesali na vibracijskem stresalniku pri nizkih
obratih in inkubirali v temi 15 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo dodali 200
uL pufra HEPES brez CaCl,, premesali na vibracijskem stresalniku pri nizkih obratih in
centrifugirali 30 minut pri 17600 x g in 20° C. Po centrifugiranju smo odpipetirali 200 pL
supernatanta in ga zavrgli. Usedlino smo resuspendirali s 100 puL pufra HEPES brez
CacCl, in pripravili za merjenje s preto¢nim citometrom.

3.4 ANALIZA MIKROPARTIKLOV S PRETOCNIM CITOMETROM

3.4.1 Princip delovanja preto¢nega citometra

Pri analizi s preto¢nim citometrom potujejo MP eden za drugim v tankem curku mimo vira
svetlobe. Svetlobni zarek, ki zadane MP, se odbije ali lomi, ali pa se absorbira v dolo¢enih
fluorokromih, ki nato izsevajo svetlobo ve¢jih valovnih dolzin. Spremembe belezi sistem
fotosprejemnikov.

Glavni sestavni deli preto¢nega citometra so:

- vir svetlobe (laserski zarek),
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- preto¢na komora z opti¢nim sistemom ogledal, le€ in filtrov,
- elektronika, ki spreminja svetlobne impulze v elektri¢ne in slednje v digitalne in

- racunalnik, ki zbira, analizira in usklajuje podatke ter uravnava delovanje aparata.

Preto¢ni sistem je zgrajen predvsem iz pretocne komore, skozi katero tecejo MP v
izotoni¢ni raztopini. Ob prehodu snopa zarkov odda posamezen MP signal. Dva
fotodetektorja merita odboj ali lom svetlobe, eden iz smeri vira — FSC in drugi pravokotno
na smer vpadne svetlobe — SSC. Detektor FSC je pomemben za ugotovitev velikosti MP,
detektor SSC pa sprejema od MP odbito svetlobo, skladno z zrnatostjo in povrsinsko
strukturo MP. V detektorjih, ki so opremljeni z barvnimi filtri, merimo izsevano svetlobo.
Vse dobljene podatke ureja in analizira racunalnik. Rezultate prikazemo graficno in
matemati¢no (Kotnik in sod., 2010).

3.4.2 Analiza vzorcev

V prvem koraku smo z mesSanico Vvelikostno Kalibriranih flourescentnih kroglic
(fluorosfere) naredili nastavitve na pretocnem citometru. Na Y osi smo imeli izrazeno
zrnatost (SSC), na X osi pa velikost (FSC) fluorosfer (slika 16). Glede na granuliranost
lahko s preto¢nim citometrom lo¢imo 0,5 um in 0,9 um fluorosfere, glede na velikost pa 3
um fluorosfere.
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Slika 16: Fluorosfere, ki smo jih logevali glede na velikost

Velikostno kalibrirane fluorescentne kroglice so omogocile izgradnjo vrat (ang.
»construction of gates«) za MP (slika 17).
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Slika 17: To¢kovni diagram populacije MP

V drugem koraku smo s pretocnim citometrom preucevali delez vseh mikropartiklov.
Vzorcu so bile dodane fluorosfere, ki so omogocale Stetje (slika 18). Mikropartikli pa so
bili oznaceni s CFSE, pri ¢emer smo na Y osi imeli izrazeno zrnatost MP (SSC), na X osi
pa fluorescenco CFSE (slika 19).
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Slika 18: Fluorosfere, ki omogocajo $tetje MP Slika 19: CFSE pozitivni MP (Q4)

Za izraCun koncentracije vseh MP smo uporabili enacbo:

N(MP)  V(FS)

¢ (MP/Vplazme) =R x
N(FS) V(MP)

x ¢ (FS) (D
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Pri ¢emer je:
R faktor red¢enja
R =V plazme izoliranih MP / kon¢ni V resuspendiranih MP ... (2
N (MP) stevilo mikropartiklov, ki jih izmeri pretoc¢ni citometer
N (FS) stevilo fluorosfer, ki jih izmeri preto¢ni citometer

V (MP) volumen vzorca resuspendiranih mikropartiklov, ki smo jih uporabili za analizo s
pretocnim citometrom

V (FS) prostornina dodanih fluorosfer za merjenje s pretoénimm citometrom

C (FS) originalna koncentracija fluorosfer

Koncentraciji fluorosfor sta bili 0,954 x 10°/ml in 1,005 x 10°/ml

V tretjem koraku smo s preto¢nim citometrom preucevali delez eritrocitnih mikropartiklov,
ki so bili oznaceni z Ann V (APC), CD235a (PE) in CFSE (FITC). Analizirali smo samo
CFSE pozitivne mikropartikle. Na Y osi smo imeli izrazene mikropartikle, ki so sevali
fluorescenco PE in so bili pozitivni na CD235a, na X osi pa mikropartikle, ki so sevali
fluorescenco FITC ter so bili pozitivni na CFSE (slika 20). V tem primeru smo naredili
negativno kontrolo za Ann V (slika 21), za dolo¢itev meje med Ann V pozitivnimi in
negativnimi mikropartikli (slika 22). V negativni kontroli smo mikropartikle oznadili z
Ann V v odsotnosti Ca*" ionov. Odgitali smo delez eritrocitnih MP, ki so bili pozitivni na
CD235a in Ann V (slika 22).

20007/201 5-VFOREC 27
. CDZ353%¥CFSE+

1I:I5

1I:|Idf

CcD235a PE-A

1IZI2

I II.IIII| = .I III.III|. LI IIIIII| TT IIIIII| T
2 a 4
0 0 10 10
CFSE FITC-A

Slika 20: Eritrocitni mikropartikli, ki so pozitivni na CD235a in CFSE (Q2)
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Slika 21: Negativna kontrola za Ann V Slika 22: Diagram raz¢lembe populacije MP

na Ann V negativne (Q1-1) in pozitivne (Q2-1)

Za izracun koncentracije eritrocitnih MP smo uporabili enacbo:

Koncentracija eritrocitnih MP (Ann V + CD235a + CFSE +) = (koncentracija vseh

MP x delez Ann V + CD235a + CFSE +) / 100 % ...(3)

3.5 HEMATOLOSKI TESTI

Hematoloske teste so nam izvedli v diagnosticnem laboratoriju Adria lab, izracune pa smo
naredili sami. Za izracun stopnje hemolize smo uporabili ena¢bo:

Hemoliza (%) = (100 — hematokrit) x prosti Hb / celokupni Hb ... (4)

3.6 HEMOREOLOSKI IZRACUNI

V tabelah so podane posamezne lastnosti centralnih venskih katetrov z enim lumnom
(pregl. 1) in s petimi lumni (pregl. 2).
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Preglednica 1: Lastnosti CVK z enim lumnom proizvajalcev A, B in C

A B C
Material poliuretan poliuretan poliuretan
Prevleka / / poliheksanid metakrilat
DolZina 16 cm 15cm 20 cm
Premer lumna 1,7 mm 1,5mm 1,7 mm

Geometrija

Preglednica 2: Lastnosti CVK s petimi lumni proizvajalcev A in B

A B
Material poliuretan poliuretan
Previeka / /
Dolzina 16 cm 15cm
Premer distalnega lumna 1,7 mm 1,5 mm
Geometrija - ' -
[

Za izracun Casa izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata CVK smo uporabili enacbo:

\Y
t=— .. (5
s (5)
Pri cemer je:
V — volumen eritrocitnega koncentrata
® — pretok eritrocitnega koncentrata
Za izracun srednje hitrosti eritrocitnega koncentrata smo uporabili enacbo:
®
V= — .. (6
5 (6)

Pri ¢emer je:
® — pretok eritrocitnega koncentrata

S — povrsina prereza (S = mr?)
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Za izraCun strizne hitrosti eritrocitnega koncentrata smo uporabili enacbo:

Y= (7

y
h

Pri ¢emer je:

y — strizna hitrost, merjena v vzajemnih sekundah (1/s)
h - razdalja med dvema stenama katetra

Vv - srednja hitrost

Za 1zracun strizne napetosti smo uporabili enacbo:
T=mxYy ... (8)

Pri ¢emer je:
n — viskoznost krvi
y — strizna hitrost

Za izraCun dinamiéne viskoznosti eritrocitnega koncentrata smo uporabili Einsteinovo
enacbo:

N =N pazme X (1+2,5 x HY) ... 9

Pri ¢emer je:
- viskoznost plazme

=15cP =15 x 102 Paxs

n plazme

n plazme
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4 REZULTATI

Raziskovalno delo je potekalo pri dveh razlicnih pretokih eritrocitnega koncentrata skozi
CVK. Pri nizjem pretoku (33 ml/min) smo testirali 30 CVK z enim lumnom (10 katetrov
proizvajalca A, 10 katetrov proizvajalca B in 10 katetrov proizvajalca C) in 6 CVK s
petimi lumni - distalni lumen (3 katetre proizvajalca A in 3 katetre proizvajalca B). Pri
visjem pretoku (500 ml/min) smo testirali 21 CVK z enim lumnom (7 katetrov proizvajalca
A, 7 katetrov proizvajalca B in 7 katetrov proizvajalca C). Skupaj smo testirali 57 CVK
razli¢nih proizvajalcev, ki so se razlikovali glede na prisotnost prevleke, geometrijo tunela,
dolzino, premer lumna in $tevilo lumnov (preglednici 1 in 2). Pridobili in analizirali smo
135 vzorcev. Poskodbe krvnih celic (eritrocitov), ki jih povzrocajo CVK, smo opredelili s
hematoloskimi rezultati (delez hematokrita, koncentracija celokupnega in prostega Hb ter
stopnja hemolize) in analizo MP (delez in koncentracija celokupnih in eritrocitnin MP) s
preto¢nim citometrom.

4.1 UMERITVENE KRIVULJE

Naredili smo titracijo za aneksin V, CD235a in CFSE. Rezultate smo grafi¢no prikazali, da
smo lahko odcitali optimalno koncentracijo CFSE (slika 23), aneksina V (slika 24) in
CD235a (slika 25). Pri ugotavljanju optimalne koncentracije CFSE smo opazovali delez
MP, ki so bili CFSE pozitivni in so sevali zeleno fluorescenco valovne dolzine 521 nm. Pri
ugotavljanju optimalne koncentracije aneksina V oznacenega s fluorokromom APC, smo
opazovali delez MP, ki so bili alofikocianin (APC) pozitivni (660 nm). Pri ugotavljanju
optimalne koncentracije CD235a, konjugiranega s PE, pa smo opazovali delez PE (573
nm) pozitivnih MP.

120 -
100
‘_‘-_-‘-"-n__
80 -
(&)
E
N 60 -
2 —V1
[a)
40 —_—2
Fluorescenca
FITC 20
neoznadenih <
kontrol 0 ‘ ' ' ' ‘
0 2 4 6 8 10
Koncentracija CFSE {uM)

Slika 23: Delez FITC v odvisnosti od koncentracije CFSE
Prikazan je delez FITC pri razli¢nih koncentracijah CFSE, ki smo jih uporabili pri titraciji. Koncentracije, ki
smo jih uporabili so bile: 9 uM, 4,5 uM, 2 uM, 1 pM in 0,5 pM.
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Slika 24: Delez APC v odvisnosti od volumna Ann V
Prikazan je delez APC pri razli¢nih volumnih Ann V, ki smo jih uporabili pri titraciji. Volumni, ki smo jih
uporabili so bili: 20 uL, 10 uL, 5 uL in 2,5 pL.
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Slika 25: Delez PE v odvisnosti od volumna CD235a
Prikazan je delez PE pri razli¢nih volumnih CD235a, ki smo jih uporabili pri titraciji. Volumni, ki smo jih
uporabili so bili: 20 uL, 10 pL, 5 uL in 2,5 uL.



35

FiderSek T. Vpliv razli¢nih vrst centralnih venskih katetrov na poskodbe krvnih celic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

4.2 HEMATOLOSKI REZULTATI IN REZULTATI MP

V tem poglavju so predstavljeni hematoloski rezultati (delez hematokrita, stopnja
hemolize, koncentracija celokupnega in prostega Hb) in rezultati MP (koncentracija
celokupnih in eritrocitnih MP), s katerimi smo opredelili poskodbe krvnih celic
(eritrocitov), ki jih povzrocajo CVK.

Predstavljeni so tudi rezultati hemoreoloskih parametrov (srednja hitrost, strizna hitrost,
strizna napetost, ¢as izpostavljenosti in dinami¢na viskoznost) s katerimi smo interpretirali
hematoloske rezultate in rezultate MP.

Statisticne analize smo naredili v programu Excel s Studentovim neparnim t testom. Med
seboj smo primerjali:

1. CVK treh razli¢nih proizvajalcev (A, B in C) z enim lumnom, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min.

2. CVK dveh razli¢nih proizvajalcev (A in B) s petimi lumni, pri katerih smo pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min prevajali samo skozi distalni del katetra.

3. CVK zenim lumnom in CVK s petimi lumni istega proizvajalca, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min.

4. CVK treh razli¢nih proizvajalcev (A, B in C) z enim lumnom, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min.

5. CVK z enim lumnom, skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min
in CVK z enim lumnom skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500
ml/min, istega proizvajalca.
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4.2.1 Nizji pretok (33 ml/min)

4.2.1.1 Primerjava CVK z enim lumnom, razli¢nih proizvajalcev

V tabelah so podane povprecne vrednosti in standardne napake za hematoloske parametre,
koncentracijo MP (pregl. 3) in hemoreoloske parametre (pregl. 4). P vrednosti statisti¢ne
analize za hematoloske parametre in koncentracijo MP so podane v prilogah (priloga Al).

Preglednica 3: Povpre¢na vrednost in standardna napaka celokupnega Hb, prostega Hb, Ht, hemolize,
celokupnih MP in eritrocitnih MP pri razli¢énih proizvajalcih CVK z enim lumnom, skozi katere je stekel
eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. Legenda: N — stevilo vzorcev, SE — standardna napaka

A (N=20) B (N=20) C (N=20)

Povprecje SE Povprecje SE Povprecje SE
Celokupni Hb (g/L) 195,70 1,96 200,00 4,46 203,30 3,83
Prosti Hb (g/L) 5,40 0,44 5,90 0,49 5,90 0,49
Hematokrit 0,68 0,01 0,69 0,01 0,70 0,01
Hemoliza (%) 0,91 0,08 0,88 0,06 0,86 0,08
Mikropartikli (MP/ml) 557629 89550 553899 120653 588968 114092
Eritrocitni MP (MP/ml) 270462 46708 288358 80665 322014 71361

Preglednica 4: Povpre¢na vrednost in standardna napaka srednje in strizne hitrosti, strizne napetosti, ¢asa
izpostavljenosti in dinamiéne viskoznosti pri CVK z enim lumnom, razli¢nih proizvajalcev, skozi katere je
stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. Legenda: N — $tevilo vzorcev, SE — standardna napaka

A (N=20) B (N=20) C (N=20)
Povprecje SE Povprecje SE Povprecje SE
Srednja hitrost (cm/s) 6,06 0 7,79 0 6,06 0
Strizna hitrost (1/s) 35,67 0 51,94 0 35,67 0
StriZna napetost (Pa) 0,14 0,001 0,21 0,003 0,15 0,002
Cas izpostavljenosti (s) 9,09 0 9,09 0 9,09 0
Din. viskoznost (Pa-s) 0,00403  0,00003 | 0,00408 0,00005 | 0,00413 0,00005

Med CVK z enim lumnom, razli¢nih proizvajalcev, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min, ni bilo statisticno znacilnih razlik v hematoloskih parametrih in
koncentraciji MP. Opazili pa smo statisti¢ne razlike v hemoreoloskih parametrih med CVK
proizvajalcev A in B, ter B in C. In sicer v strizni hitrosti in striZni napetosti.

Iz grafa (slika 26) je razvidno, da je bila strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri CVK
proizvajalca B statisticno znacilno vi§ja kot pri proizvajalcu A (p<0,001) in proizvajalcu C
(p<0,001). Med CVK proizvajalcev A in C ni bilo statistitno znacilnih razlik v strizni
hitrosti eritrocitnega koncentrata (p=0,32).
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Slika 26: Strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpreéna strizna hitrost eritrocitnega koncentrata (+SE) pri CVK z enim lumnom,
proizvajalcev A (N=20), B (N=20) in C (N=20), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33
ml/min. S Studentovim neparnim t testom smo opazili statisti¢no razliko v strizni hitrosti med CVK z enim
lumnom proizvajalcev A in B (*** p<0,001), ter B in C (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 27) je razvidno, da je bila strizna napetost pri CVK proizvajalca B statisti¢no
znacilno vi§ja kot pri proizvajalcu A (p<0,001) in proizvajalcu C (p<0,001). Med CVK
proizvajalcev A in C ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v strizni napetosti (p=0,71).
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Slika 27: Strizna napetost pri CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna napetost (=SE) pri CVK z enim lumnom, proizvajalcev A (N=20), B (N=20)
in C (N=20), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. S Studentovim neparnim t

testom smo opazili statisti¢no znacilno razliko v strizni napetosti med CVK z enim lumnom proizvajalcev A
in B (*** p<0,001), ter B in C (*** p<0,001).

4.2.1.2 Primerjava distalnih lumnov CVK s petimi lumni, razli¢nih proizvajalcev
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V tabelah so podane povprecne vrednosti in standardne napake za hematoloske parametre,
koncentracijo MP (pregl. 5) in hemoreoloske parametre (pregl. 6). P vrednosti statisti¢ne
analize za hematoloske parametre in koncentracijo MP so podane v prilogah (priloga A2).

Preglednica 5: Povpre¢na vrednost in standardna napaka celokupnega Hb, prostega Hb, Ht, hemolize,
celokupnih MP in eritrocitnih MP pri razli¢nih proizvajalcih CVK s petimi lumni, skozi katere je stekel
eritrocitni koncentrat ¢ez distalni lumen s pretokom 33 ml/min. Legenda: N — Stevilo vzorcev, SE —
standardna napaka

A (N=10) B (N=6)

Povprecje SE Povprecje SE
Celokupni Hb (g/L) 194,40 3,44 200,00 4,75
Prosti Hb (g/L) 2,40 0,16 2,00 0,37
Hematokrit 0,69 0,01 0,69 0,01
Hemoliza (%) 0,39 0,03 0,29 0,04
Mikropartikli (MP/ml) 198430 78799 256958 132521
Eritrocitni MP (MP/ml) 85398 32539 79606 32676

Preglednica 6: Povpre¢na vrednost in standardna napaka srednje in strizne hitrosti, strizne napetosti, ¢asa
izpostavljenosti in dinamiéne viskoznosti pri CVK s petimi lumni, razli¢nih proizvajalcev, skozi katere je
stekel eritrocitni koncentrat ¢ez distalni lumen s pretokom 33 ml/min. Legenda: N — $tevilo vzorcev, SE —
standardna napaka

A (N=10) B (N=6)
Povprecje SE Povprecje SE
Srednja hitrost (cm/s) 6,06 0 7,79 0
StriZzna hitrost (1/s) 35,67 0 51,94 0
Strizna napetost (Pa) 0,15 0,002 0,21 0,003
Cas izpostavljenosti (s) 9,09 0 9,09 0
Din. viskoznost (Pa- s) 0,00408 0,000043 0,00411 0,000055

Med distalnimi lumni CVK s petimi lumni, proizvajalcev A in B, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, ni bilo statisticno zna¢ilnih razlik v koncentraciji MP.
MP smo opredelili kot delce, manjSe od 2 pm, ki na svoji povr$ini izrazajo CD235a in
fosfatidilserin ozna¢en z Annexinom V. MP so bili CFSE pozitivni, kar pomeni, da so MP
zaprte strukture - vezikli. CFSE je znotrajceli¢no barvilo, katerega lastnost je, da pasivno
difundira skozi membrano in se hidrolizira z znotrajcelicno esterazo in tako postane
fluorescenten.

Opazili smo manjse razlike v stopnji hemolize, in sicer, so imeli CVK proizvajalca B v
povprecju nizjo stopnjo hemolize kot CVK proizvajalca A. Vendar pa, je iz grafa (slika 28)
razvidno, da stopnja hemolize med CVK proizvajalca A in proizvajalca B ni bila statisti¢no
znacilno razli¢na (p=0,07).
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Slika 28: Stopnja hemolize pri distalnem lumnu CVK s petimi lumni, proizvajalcev A in B, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpre¢na stopnja hemolize (£SE) pri distalnem lumnu CVK s petimi lumni, proizvajalcev A
(N=10) in B (N=6), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. Statisti¢no znadilne
razlike v stopnji hemolize med CVK s petimi lumni proizvajalcev A in B nismo opazili (p>0,05).

Opazili pa smo statisticno znalilne razlike v hemoreoloskih parametrih med CVK
proizvajalcev A in B.

Iz grafa (slika 29) je razvidno, da je bila v povpreéju strizna hitrost eritrocitnega
koncentrata pri CVK proizvajalca B statisticno znacilno visja kot pri proizvajalcu A
(p<0,001).
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Slika 29: Strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri distalnem lumnu CVK s petimi lumni, proizvajalcev A
in B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna hitrost eritrocitnega koncentrata (+SE) pri distalnem lumnu CVK s petimi
lumni, proizvajalcev A (N=10) in B (N=6), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min.
S Studentovim neparnim t testom smo opazili statistiéno znaéilno razliko v strizni hitrosti med CVK s petimi
lumni proizvajalcev A in B (*** p<0,001).
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Iz grafa (slika 30) je razvidno, da je bila strizna napetost pri CVK proizvajalca B statisti¢no
visja kot pri proizvajalcu A (p<0,001).
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Slika 30: Strizna napetost pri distalnem lumnu CVK s petimi lumni, proizvajalcev A in B, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpreéna strizna napetost (+SE) pri distalnem lumnu CVK petimi lumni, proizvajalcev A
(N=10) in B (N=6), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. S Studentovim
neparnim t testom smo opazili statisti¢no znadilno razliko v strizni napetosti med CVK s petimi lumni
proizvajalcev A in B (*** p<0,001).

4.2.1.3 Primerjava CVK z enim lumnom in CVK s petimi lumni, istega proizvajalca

Povprecne vrednosti in standardne napake za hematoloske parametre, koncentracijo MP in
hemoreoloSke parametre, pri CVK z enim lumnom, so podane v preglednicah 3 in 4.
Povprecne vrednosti in standardne napake za hematoloske parametre, koncentracijo MP in
hemoreoloske parametre, pri CVK s petimi lumni, so podane v preglednicah 5 in 6. P
vrednosti statistiCne analize za hematoloske parametre in koncentracijo MP so podane v
prilogah (priloga A3).

4.2.1.3.1 CVK proizvajalca A

Pri primerjavi CVK z enim in s petimi lumni, proizvajalca A, smo opazili statisti¢no
znacilne razlike v stopnji hemolize in koncentraciji MP.

Iz grafa (slika 31) je razvidno, da je bila stopnja hemolize pri CVK proizvajalca A z enim
lumnom statisti¢no znacilno vi§ja kot pri CVK proizvajalca A s petimi lumni (p=0,00007).
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Slika 31: Stopnja hemolize pri CVK proizvajalca A z enim in s petimi lumni, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpre¢na stopnja hemolize (£SE) pri CVK proizvajalca A z enim (N=20) in s petimi lumni
(N=10), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. S Studentovim neparnim t testom
smo opazili statisticno znacilno razliko v stopnji hemolize med CVK z enim in s petimi lumni pri
proizvajalcu A (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 32) je razvidno, da je bila koncentracija MP pri CVK proizvajalca A z enim
lumnom statisti¢no visja kot pri CVK proizvajalca A s petimi lumni (p=0,015).
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Slika 32: Koncentracija MP pri CVK proizvajalca A z enim in s petimi lumni, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpre¢na koncentracija MP (+SE) pri CVK proizvajalca A z enim (N=20) in s petimi lumni
(N=10), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. S Studentovim neparnim t testom
smo opazili statisticno znacilno razliko v koncentraciji MP med CVK z enim in s petimi lumni pri
proizvajalcu A (* p<0,05).

Med CVK z enim in s petimi lumni, proizvajalca A, ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v
hemoreoloSkih parametrih.
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4.2.1.3.2 CVK proizvajalca B

Pri primerjavi CVK z enim in s petimi lumni, proizvajalca B, ni bilo statisticno znacilnih
razlik v koncentraciji MP.

Opazili pa smo statisticno znacilno razliko v stopnji hemolize. 1z grafa (slika 33) je
razvidno, da je bila stopnja hemolize pri CVK proizvajalca B z enim lumnom statisti¢no
visja kot pri CVK proizvajalca B s petimi lumni (p=0,000026).
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Slika 33: Stopnja hemolize pri CVK proizvajalca B z enim in s petimi lumni, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Prikazana je povpreéna stopnja hemolize (£SE) pri CVK proizvajalca B z enim (N=20) in s petimi lumni
(N=6), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 33 ml/min. S Studentovim neparnim t testom
smo opazili statisticno znacilno razliko v stopnji hemolize med CVK z enim in s petimi lumni pri
proizvajalcu B (*** p<0,001).

Med CVK z enim in s petimi lumni, proizvajalca B, ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v
hemoreoloskih parametrih.

4.2.1.3.3 CVK proizvajalca C

Ker v raziskavi nismo imeli na voljo CVK s petimi lumni proizvajalca C, primerjave in s
tem razlik med CVK z enim in s petimi lumni ni bilo mogoce dolo¢iti in izracunati.
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4.2.1 Visji pretok (500 ml/min)

4.2.1.1 Primerjava CVK z enim lumnom, razli¢nih proizvajalcev

V tabelah so podane povprecne vrednosti in standardne napake za hematoloske parametre,
koncentracijo MP (pregl. 7) in hemoreoloske parametre (pregl. 8). P vrednosti statisti¢ne
analize za hematoloske parametre in koncentracijo MP so podane v prilogah (priloga A4).

Preglednica 7: Povprecna vrednost in standardna napaka celokupnega Hb, Ht, celokupnih MP in eritrocitnih
MP pri razliénih proizvajalcih CVK z enim lumnom, skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom
500 ml/min. Legenda: N — stevilo vzorcev, SE — standardna napaka

A (N=18) B (N=20) C (N=21)
Povprecje SE Povprecje SE Povprecje SE
Celokupni Hb (g/L) 216,50 0,85 198,45 3,71 222,86 1,51
Hematokrit 0,75 0 0,69 0,01 0,78 0,01

Mikropartikli (MP/ml) 268723 54641 434352 83019 | 257923 35026
Eritrocitni MP (MP/ml) 110036 21764 173025 33484 | 111177 18920

Preglednica 8: Povpre¢na vrednost in standardna napaka srednje in strizne hitrosti, strizne napetosti, ¢asa
izpostavljenosti in dinamic¢ne viskoznosti pri CVK z enim lumnom, razli¢nih proizvajalcev, skozi katere je
stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 500 ml/min. Legenda: N — $tevilo vzorcev, SE — standardna napaka

A (N=18) B (N=20) C (N=21)
Povprecje SE Povprecje SE Povprecje SE
Srednja hitrost (cm/s) 91,84 0 117,99 0 91,84 0
Strizna hitrost (1/s) 540,24 0 786,59 0 540,24 0
Strizna napetost (Pa) 2,33 0,01 3,24 0,04 2,39 0,01
Cas izpostavljenosti (s) 0,60 0 0,60 0 0,60 0
Din. viskoznost (Pa-s) 0,00432 0,000014 | 0,00412 0,000048 | 0,00443 0,000021

Med CVK z enim lumnom, razli¢nih proizvajalcev, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 500 ml/min, ni bilo statisti¢no znaéilnih razlik v koncentraciji MP.

Vendar pa, smo opazili razlike v koncentraciji celokupnega Hb in delezu hematokrita med
posameznimi Katetri.

Iz grafa (slika 34) je razvidno, da je bila koncentracija celokupnega Hb pri CVK
proizvajalca C statisticno viSja kot pri proizvajalcu A (p=0,0012) in proizvajalcu B
(p=0,00000027), ter vi§ja pri CVK proizvajalca A kot pri proizvajalcu B (p=0,000066).
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Slika 34: Koncentracija celokupnega hemoglobina pri CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na koncentracija celokupnega hemoglobina (+SE) pri CVK z enim lumnom
proizvajalcev A (N=18), B (N=20) in C (N=21), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 500
ml/min. S Studentovim neparnim t testom smo opazili statisticno razliko v koncentraciji celokupnega Hb
med CVK z enim lumnom proizvajalcev A in B (*** p<0,001), A in C (** p<0,01), ter B in C (***
p<0,001).

Iz grafa (slika 35) je razvidno, da je bil delez hematokrita pri CVK proizvajalca C
statisti¢no visji kot pri proizvajalcu A (p=0,00023) in proizvajalcu B (p=0,0000006), ter
visji pri CVK proizvajalca A kot pri proizvajalcu B (p=0,00052).
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Slika 35: Delez hematokrita pri CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 500 ml/min

Prikazan je povpre¢en delez hematokrita (+SE) pri CVK z enim lumnom proizvajalcev A (N=18), B (N=20)
in C (N=21), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 500 ml/min. S Studentovim neparnim t
testom smo opazili statisti¢no razliko v delezu hematokrita med CVK z enim lumnom proizvajalcev A in B
(*** p<0,001), A in C (*** p<0,001), ter B in C (*** p<0,001).

Med CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C so bile prisotne razlike tudi v razli¢nih

parametrih hemoreologije. In sicer, pri strizni hitrosti (slika 36) in strizni napetosti (slika
37).
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Iz grafa (slika 36) je razvidno, da je bila v povpre¢ju strizna hitrost eritrocitnega
koncentrata pri CVK proizvajalca B statisti¢no visja kot pri proizvajalcu A (p<0,001) in
proizvajalcu C (p<0,001). Med CVK proizvajalcev A in C ni bilo statisticno znacilnih
razlik v strizni hitrosti eritrocitnega koncentrata (p=0,29).
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Slika 36: Strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom proizvajalcev A, B in C, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna hitrost eritrocitnega koncentrata (£SE) pri CVK z enim lumnom proizvajalcev
A (N=18), B (N=20) in C (N=21), skozi Kkatere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 500 ml/min. S
Studentovim neparnim t testom smo opazili statisti¢no razliko v strizni hitrosti med CVK z enim lumnom
proizvajalcev A in B (*** p<0,001), ter B in C (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 37) je razvidno, da je bila strizna napetost pri CVK proizvajalca B statisti¢no
znacilno visja kot pri proizvajalcu A (p<0,001) in proizvajalcu C (p<0,001), ter statisti¢no
vi§ja pri CVK proizvajalca C kot pri proizvajalcu A (p=0,00024).
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Slika 37: Strizna napetost pri CVK z enim lumnom proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna napetost (=SE) pri CVK z enim lumnom proizvajalcev A (N=18), B (N=20) in
C (N=21), skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat s pretokom 500 ml/min. S Studentovim neparnim t
testom smo opazili razliko v strizni napetosti med CVK z enim lumnom proizvajalcev A in B (*** p<0,001),
Ain C (*** p<0,001), ter B in C. (*** p<0,001).
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4.2.1 Primerjava CVK z enim lumnom, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in CVK z enim lumnom, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, istega proizvajalca

Povpre¢ne vrednosti in standardne napake za hematoloske parametre, koncentracijo MP in
hemoreoloske parametre, pri nizjem pretoku, so podane v preglednicah 3 in 4. Povprecne
vrednosti in standardne napake za hematoloske parametre, koncentracijo MP in
hemoreoloske parametre, pri vi§jem pretoku, so podane v preglednicah 7 in 8. P vrednosti
statisticne analize za hematoloske parametre in koncentracijo MP so podane v prilogah
(priloga A5).

4.2.1.1 CVK proizvajalca A

Med CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min smo opazili statisticno znaCilne razlike v
koncentraciji celokupnega hemoglobina, delezu hematokrita in koncentraciji MP.

Iz grafa (slika 38) je razvidno, da je bila koncentracija celokupnega Hb pri CVK
proizvajalca A, skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, statisti¢no
znac¢ilno nizja kot pri CVK skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min
(p=0,00000000003).
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Slika 38: Koncentracija celokupnega hemoglobina pri CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi katere je
bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na koncentracija celokupnega Hb (+SE) pri CVK proizvajalca A skozi katere je stekel
eritrocitni koncentrat pri visokem (N=18) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo
opazili statisti¢no znacilno razliko v koncentraciji celokupnega Hb pri nizkem in visokem pretoku (***
p<0,001).
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Iz grafa (slika 39) je razvidno, da je bil delez hematokrita pri CVK proizvajalca A, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, statisticno znacilno nizji kot pri
CVK skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min (p=0,00000000002).
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Slika 39: Delez hematokrita pri CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazan je povpreéen delez hematokrita (+SE) pri CVK proizvajalca A skozi katere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=18) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo opazili
statisticno znacilno razliko v delezu hematokrita pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 40) je razvidno, da je bila koncentracija MP pri CVK proizvajalca A, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, vi§ja kot pri CVK skozi katere je
bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min (p=0,011).
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Slika 40: Koncentracija MP pri CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 mi/min

Prikazana je povpre¢na koncentracija MP (+SE) pri CVK proizvajalca A skozi katere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=18) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo opazili
statistiéno znacilno razliko v koncentraciji MP pri nizkem in visokem pretoku (* p<0,05).

Med CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min, smo opazili statisticno znacilne razlike tudi pri
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razli¢nih parametrih hemoreologije. In sicer, pri strizni hitrosti (slika 41), strizni napetosti
(slika 42) in ¢asu izpostavljenosti (slika 43).

Iz grafa (slika 41) je razvidno, da je bila strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri
pretoku 500 ml/min statisti¢no znacilno visja kot pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 41: Strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna hitrost eritrocitnega koncentrata (=SE) pri CVK proizvajalca A skozi katere je
stekel eritrocitni koncentrat pri visokem (N=18) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom
smo opazili statisti¢no znacéilno razliko v strizni hitrosti pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 42) je razvidno, da je bila strizna napetost pri pretoku 500 ml/min statisti¢no
znacilno vi§ja kot pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 42: Strizna napetost pri CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna napetost (+SE) pri CVK proizvajalca A skozi katere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=18) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo opazili
statisticno znacilno razliko v strizni napetosti pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).
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Slika 43: Cas izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom, proizvajalca A, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazan je povpreéen ¢as izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata (+SE) pri CVK proizvajalca A skozi
katere je stekel eritrocitni koncentrat pri visokem (N=18) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim
neparnim t testom smo opazili statisticno znacilno razliko v Casu izpostavljenosti pri nizkem in visokem
pretoku (*** p<0,001).

4.2.1.2 CVK proizvajalca B

Med CVK z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min nismo opazili statisticno zna¢ilnih razlik.

Iz grafa (slika 44) je razvidno, da je bila koncentracija celokupnega Hb pri CVK
proizvajalca B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 mil/min, nekoliko
vi§ja kot pri CVK skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min. Vendar,
razlike niso statisticno pomembne (p=0,79).
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Slika 44: Koncentracija celokupnega hemoglobina pri CVK z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere je
bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na koncentracija celokupnega Hb (+SE) pri CVK proizvajalca B skozi katere je stekel
eritrocitni koncentrat pri visokem (N=20) in nizkem (N=20) pretoku. Statisti¢no znalilne razlike v
koncentraciji celokupnega Hb pri nizkem in visokem pretoku nismo opazili (p>0,05).
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Iz grafa (slika 45) je razvidno, da je bila koncentracija MP pri CVK proizvajalca B, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, v povprecju nekoliko visja kot pri
CVK skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min. Vendar, na podlagi
Studentovega neparnega t testa ne moremo trditi, da je koncentracija MP statisticno
znacilna razliéna med CVK z nizjim in z vi§jim pretokom pri proizvajalcu B (p=0,19).

Eritrocitni MP
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Slika 45: Koncentracija MP pri CVK z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpreéna koncentracija MP (£SE) pri CVK proizvajalca B skozi katere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=20) in nizkem (N=20) pretoku. Statisti¢no znacilne razlike v koncentraciji MP pri
nizkem in visokem pretoku nismo opazili (p>0,05).

Med CVK z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min smo opazili statisticno znaéilne razlike tudi pri
razli¢nih hemoreoloskih parametri. In sicer, pri strizni hitrosti (slika 46), strizni napetosti
(slika 47) in ¢asu izpostavljenosti (slika 48).

Iz grafa (slika 46) je razvidno, da je bila strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri
pretoku 500 ml/min statisti¢no znaéilno visja kot pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 46: Strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povprecna strizna hitrost eritrocitnega koncentrata (=SE) pri CVK proizvajalca B skozi katere je
stekel eritrocitni koncentrat pri visokem (N=20) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom
smo opazili statisticno znacilno razliko v strizni hitrosti pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 47) je razvidno, da je bila strizna napetost pri pretoku 500 ml/min statisti¢no
znacilno visja kot pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 47: Strizna napetost pri CVK z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna napetost (+SE) pri CVK proizvajalca B skozi katere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=20) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo opazili
statisti¢no znacilno razliko v strizni napetosti pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 48) je razvidno, da je bil ¢as izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata pri
pretoku 500 ml/min nizji kot pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 48: Cas izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere
je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazan je povpreéen Cas izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata (+SE) pri CVK proizvajalca B skozi
katere je stekel eritrocitni koncentrat pri visokem (N=20) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim
neparnim t testom smo opazili statisticno znacilno razliko v ¢asu izpostavljenosti pri nizkem in visokem
pretoku (*** p<0,001).

4.2.1.3 CVK proizvajalca C

Med CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min smo opazili statisticno znacilne razlike v
koncentraciji celokupnega hemoglobina, delezu hematokrita in koncentraciji MP.

Iz grafa (slika 49) je razvidno, da je bila koncentracija celokupnega Hb pri CVK
proizvajalca C, skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, statisti¢no
znacilno nizja kot pri CVK skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min
(p=0,00002).
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Slika 49: Koncentracija celokupnega hemoglobina pri CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi katere je
bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na koncentracija celokupnega Hb (+SE) pri CVK proizvajalca C skozi katere je stekel
eritrocitni koncentrat pri visokem (N=21) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo
opazili statisticno znacilno razliko v koncentraciji celokupnega Hb pri nizkem in visokem pretoku (***
p<0,001).

Iz grafa (slika 50) je razvidno, da je bil delez hematokrita pri CVK proizvajalca C, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, statisticno znacilno nizji kot pri
CVK skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min (p=0,0000005).
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Slika 50: Delez hematokrita pri CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazan je povpreen delez hematokrita (=SE) pri CVK proizvajalca C skozi katere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=21) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo opazili
statisticno znacilno razliko v delezu hametokrita pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 51) je razvidno, da je bila koncentracija MP pri CVK proizvajalca C, skozi
katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, statisti¢no znacilno visja kot pri
CVK skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min (p=0,007).
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Slika 51: Koncentracija MP pri CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na koncentracija MP (+SE) pri CVK proizvajalca C skozi katere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=21) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo opazili
statisticno znacilno razliko v koncentraciji MP pri nizkem in visokem pretoku (** p<0,01).

Med CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min smo opazili statisticno znacilne razlike tudi pri
razli¢nih parametrih hemoreologije. In sicer, pri strizni hitrosti (slika 52), strizni napetosti
(slika 53) in ¢asu izpostavljenosti (slika 54).

Iz grafa (slika 52) je razvidno, da je bila strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri
pretoku 500 ml/min vi§ja kot pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 52: Strizna hitrost eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna hitrost eritrocitnega koncentrata (+SE) pri CVK proizvajalca C skozi katere je
stekel eritrocitni koncentrat pri visokem (N=21) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom
smo opazili statisticno znacilno razliko v strizni hitrosti pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).
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Iz grafa (slika 53) je razvidno, da je bila strizna napetost pri pretoku 500 ml/min visja kot
pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 53: Strizna napetost pri CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazana je povpre¢na strizna napetost (+SE) pri CVK proizvajalca C skozi Kkatere je stekel eritrocitni
koncentrat pri visokem (N=21) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim neparnim t testom smo opazili
statisticno znacilno razliko v strizni napetosti pri nizkem in visokem pretoku (*** p<0,001).

Iz grafa (slika 54) je razvidno, da je bil Cas izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata pri
pretoku 500 ml/min nizji kot pri pretoku 33 ml/min (p<0,001).
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Slika 54: Cas izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata pri CVK z enim lumnom, proizvajalca C, skozi Katere
je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min

Prikazan je povprecen Cas izpostavljenosti eritrocitnega koncentrata (+SE) pri CVK proizvajalca C skozi
katere je stekel eritrocitni koncentrat pri visokem (N=21) in nizkem (N=20) pretoku. S Studentovim
neparnim t testom smo opazili statisticno znacilno razliko v Casu izpostavljenosti pri nizkem in visokem
pretoku (*** p<0,001).
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5 RAZPRAVA

V raziskavi smo testirali CVK z enim in s petimi lumni, treh razli¢nih proizvajalcev (A, B
in C), pri dveh razli¢nih pretokih eritrocitnega koncentrata skozi katetre (33 ml/min in 500
ml/min). CVK, ki smo jih testirali so se med seboj razlikovali glede na prisotnost prevleke,
geometrijo tunela, dolzino, premer lumna in Stevilo lumnov (preglednici 1 in 2). Glede na
material se katetri med seboj niso razlikovali, zato nismo morali oceniti vpliva materiala na
razlike v poskodbah eritrocitov.

Z rezultati mikropartiklov in hematoloskimi rezultati smo najprej opredelili kateri CVK
povzrocajo ve¢ oziroma manj poskodb eritrocitov. Po tem, ko smo opredelili poskodbe,
smo s posameznimi lastnostmi CVK in pretokom eritrocitnega koncentrata skozi CVK
poskuSali razloziti zakaj pri nekaterih CVK prihaja do ve¢ oziroma manj poskodb
eritrocitov.

Vpliv pretoka eritrocitnega koncentrata skozi CVK, in tudi vpliv premera, smo ocenili $e s
hemoreoloSkimi parametri (strizna hitrost, strizna napetost in ¢as izpostavljenosti).

5.1 Vpliv prevleke

Vpliv prevleke na poskodbe eritrocitov smo ocenili pri nizjem (33 ml/min) in visjem (500
ml/min) pretoku. Pri obeh pretokih smo analizirali vpliv previeke pri katetrih z enim
lumnom, proizvajalcev A, B in C. Katetri proizvajalca C so imeli prevleko iz poliheksanid
metakrilata, katetri proizvajalca A in B pa so bili brez prevleke.

Prevleka katetrov lahko ima pomembno vlogo pri travmati¢nosti povrSine katetra. CVK s
prevlekami in brez prevlek so raziskovali tudi Chauhan in sodelavci (2014), ki so dokazali,
da CVK s prevlekami zmanjsajo zacetno adhezijo celic in tvorbo biofilma ter nezazelenih
zapletov, v primerjavi s CVK brez prevlek. Krikava in sodelavci (2011) so dokazali, da
CVK s prevleko iz poliheksanida, v primerjavi s standardnimi CVK brez prevlek,
zmanj$ajo okuzbe v krvnem obtoku.

Centralni venski katetri z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, niso imeli statisticno znacilno razlicnega vpliva na
poskodbe eritrocitov, saj nismo opazili statisti¢cno znalilnih razlik v hematoloskih
parametrih in koncentraciji mikropartiklov, s katerimi smo opredelili poSkodbe eritrocitov.

Pri primerjavi CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, smo opazili statisticno znacilne razlike med vsemi
tremi proizvajalci, in sicer, v koncentraciji celokupnega Hb in delezu hematokrita. Najvisja
koncentracija celokupnega Hb in delez Ht sta bila pri CVK proizvajalca C, sledi
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koncentracija celokupnega Hb in delez Ht pri CVK proizvajalca A, in najnizja
koncentracija celokupnega Hb in delez Ht pri CVK proizvajalca B. Statisticno znacilnih
razlik v koncentraciji MP ni bilo.

Hematokrit je razmerje med volumnom eritrocitov in volumnov celotne krvi (Billett,
1990). Vecdji kot je delez hematokrita, ve¢ eritrocitov ostane celih (neposkodovanih) in
vecja Je tudi koncentracija celokupnega Hb. CVK z enim lumnom, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, so pri proizvajalcu C, ki so imeli prisotno
prevleko, povzroc¢ali najmanj poskodb eritrocitov, sledijo CVK proizvajalca A, ki so bili
brez prevleke, najve¢ poskodb pa so povzrocali CVK proizvajalca B, ki so prav tako bili
brez prevleke. Vendar pa, bi za natan¢nejSo opredelitev poskodb eritrocitov potrebovali Se
podatke za koncentracijo prostega Hb, da bi lahko izracunali stopnjo hemolize, ki pa je pri
vi§jem pretoku nismo imeli.

V nasi raziskavi smo opazili, da pri nizjem pretoku (33 ml/min) prevleka ni imela vpliva na
razlike v poSkodbah eritrocitov, saj razlik v poskodbah eritrocitov ni bilo. Pri vi§jem
pretoku (500 ml/min) pa je prevleka imela vpliv na razlike v poskodbah eritrocitov. Pri
vi§jem pretoku so katetri z enim lumnom, proizvajalca C, ki so imeli prisotno prevleko iz
poliheksanid metakrilata povzrocali najmanj poskodb eritrocitov, v primerjavi s katetri
proizvajalcev A in B, ki so bili brez prevleke. Vendar pa, bi za natan¢nejSe ovrednotenje
vpliva prevleke morali imeti na voljo katetre istega proizvajalca z in brez prevleke, kar pa
v nasi raziskavi nismo imeli.

5.2 Vpliv dolzine

Vpliv dolZine katetra na poSkodbe eritrocitov smo ocenili pri niZzjem in vi§jem pretoku. Pri
nizjem pretoku smo analizirali vpliv dolzine pri katetrih z enim lumnom, proizvajalcev A,
B in C, ter pri katetrih s petimi lumni, proizvajalcev A in B. Pri vi§jem pretoku smo
analizirali vpliv dolzine pri katetrih z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C.

Centralni venski katetri z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, niso imeli statisticno znacilno razlicnega vpliva na
poskodbe eritrocitov, saj nismo opazili statisticno znacilnih razlik v hematoloskih
parametrih in koncentraciji mikropartiklov. CVK s petimi lumni, proizvajalcev A in B,
skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, prav tako niso imeli
statistino znacilno razli¢nega vpliva na poskodbe eritrocitov.

Pri primerjavi CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, je bila pri proizvajalcu C statisti¢no znacilno najvisja
koncentracija celokupnega Hb in delez Ht, sledi koncentracija celokupnega Hb in deleZz Ht
pri CVK proizvajalca A, in najniZja koncentracija celokupnega Hb in delez Ht pri CVK
proizvajalca B. Statisti¢no znacilnih razlik v koncentraciji MP ni bilo.
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CVK z enim lumnom, skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, so
pri proizvajalcu C, ki so imeli najdaljSe katetre (20 cm) povzrocali najmanj poskodb
eritrocitov, sledijo CVK proizvajalca A (16 cm), najve¢ poskodb pa so povzrocali CVK
proizvajalca B, ki so imeli najkrajSe katetre (15 cm). Vendar pa, bi za natancnejSo
opredelitev poskodb eritrocitov potrebovali Se podatke za koncentracijo prostega Hb, da bi
lahko izracunali stopnjo hemolize, ki pa je pri vi§jem pretoku nismo imeli.

V nasi raziskavi smo opazili, da pri nizjem pretoku (33 ml/min) dolzina CVK z enim in s
petimi lumni ni imela vpliva na razlike v poskodbah eritrocitov, saj statisticno znaéilnih
razlik v poskodbah eritrocitov ni bilo. Pri visjem pretoku (500 ml/min) so katetri z enim
lumnom, proizvajalca C, ki so bili najdaljsi, povzrocali najmanj poskodb eritrocitov,
najve¢ poskodb pa so povzrocali katetri proizvajalca B, ki so bili najkrajsi. Glede na
dolZino bi pric¢akovali, da najdaljsi katetri povzrocajo najve¢ poskodb eritrocitov, saj je pri
daljsih katetrih povrSina kateri je izpostavljen eritrocitni koncentrat vecja, prav tako je
nekoliko daljsi tudi Cas izpostavljenosti umetnim povrSinam. Ubaldo Vieira Junior in
sodelavci (2012) so ugotovili, da so poskodbe eritrocitov odvisne od €asa izpostavljenosti,
ter da, lahko pri daljsSem Casu izpostavljenosti pricakujemo visjo stopnjo hemolize in
posledicno ve¢ poskodb eritrocitov. Predvidevamo, da ima na razlike v poSkodbah
prevleka vecji vpliv kot dolzina, saj so CVK proizvajalca C, ki so bili najdaljsi, vendar so
imeli prevleko, povzroc¢ali manj poskodb, kot CVK proizvajalca A in B, ki so bili krajsi,
vendar brez prevleke. Prav tako predvidevamo, da ima vpliv na razlike v poskodbah tudi
sama kemijska sestava katetrov, za katero pa nismo imeli podatkov. CVK proizvajalca A
so bili 1 cm daljsi od CVK proizvajalca B, vendar so CVK proizvajalca A kljub vecji
dolzini in nekoliko daljSemu c¢asu izpostavljenosti povzrocali manj poskodb kot CVK
proizvajalca B, kar bi lahko pripisali kemijski sestavi. Vendar pa, bi za natancnejSe
ovrednotenje vpliva dolzine morali imeti na voljo katetre istega proizvajalca z razli¢nimi
dolzinami, kar pa v nasi raziskavi nismo imeli.

5.3 Vpliv premera lumna

Vpliv premera lumna na poskodbe eritrocitov smo ocenili pri nizjem in vi§jem pretoku. Pri
nizjem pretoku smo analizirali vpliv premera lumna pri katetrih z enim lumnom,
proizvajalcev A, B in C, ter pri katetrih s petimi lumni, proizvajalcev A in B. Pri vi§jem
pretoku smo analizirali vpliv premera lumna pri katetrih z enim lumnom, proizvajalcev A,
BinC.

Hemoreologija je veda o fizikalnih lastnostih pretoka krvi v cirkulatornem sistemu, ki
vklju€uje strizno hitrost in strizno napetost. V hemoreoloskih izra¢unih se od posameznih
lastnosti CVK upoSteva samo premer lumna katetra, ostale lastnosti CVK pa ne. Kameneva
in Antaki (2007) sta dokazala, da pri nizki strizni hitrosti lahko pride do agregacije
eritrocitov, zato je bolje, da je strizna hitrost vecja. Prav tako je bolje, da je ve¢ja strizna
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napetost, saj so nizke strizne napetosti povezane z turbulentnimi tokovi in
kardiovaskularnimi zapleti (Papaioannou in Stefanadis, 2005). Kadar je premer lumna
manjsi sta strizna hitrost in strizna napetost vecji, kar pomeni, da je pri manjSem premeru
lumna povrSina katetra manj travmati¢na (glej enacbo 7 in 8).

Centralni venski katetri z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, niso imeli statisticno znacilno razlicnega vpliva na
poskodbe eritrocitov, saj nismo opazili statisti¢cno znacilnih razlik v hematoloskih
parametrih in koncentraciji mikropartiklov, s katerimi smo opredelili poskodbe eritrocitov.
CVK s petimi lumni, proizvajalcev A in B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min, prav tako niso imeli statisticno znacilno razlicnega vpliva na
poskodbe eritrocitov. Vendar pa hemoreoloski parametri nakazujejo, da je povrSina CVK z
enim in s petimi lumni, proizvajalca B, najmanj travmaticna, saj sta bili strizna hitrost in
strizna napetost pri proizvajalcu B statisti¢no znacilno najvec;i..

Pri primerjavi CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere je bil pretok
eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, je bila pri proizvajalcu C statisti¢no znac¢ilno najvisja
koncentracije celokupnega Hb in delez Ht, sledi koncentracija celokupnega Hb in delez Ht
pri CVK proizvajalca A, in najnizja koncentracija celokupnega Hb in delez Ht pri CVK
proizvajalca B. Statisticno znacilnih razlik v koncentraciji MP ni bilo.

CVK z enim lumnom, skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, so
pri proizvajalcu C, ki so imeli premer lumna 1,7 mm, povzrocali najmanj poskodb
eritrocitov, sledijo CVK proizvajalca A, ki so imeli premer lumna prav tako 1,7 mm,
najve¢ posSkodb pa so povzrocali CVK proizvajalca B, ki so imeli premer lumna 1,5 mm.
Vendar pa hemoreoloski parametri nakazujejo, da je povr§ina CVK proizvajalca B najmanj
travmaticna, saj sta bili strizna hitrost in strizna napetost pri proizvajalcu B statistino
znacilno najvecji.

V nasi raziskavi smo opazili, da pri nizjem pretoku (33 ml/min) premer lumna CVK z enim
in s petimi lumni ni imel vpliva na razlike v poskodbah eritrocitov, saj statistiéno znacilnih
razlik v poskodbah eritrocitov ni bilo. Pri visjem pretoku ( 500 ml/min) so katetri z enim
lumnom, proizvajalca C, ki so imeli premer lumna 1,7 mm, povzrocali najmanj poSkodb
eritrocitov, najve¢ poskodb pa so povzrocali katetri proizvajalca B, ki so imeli premer
lumna 1,5 mm. Glede na premer lumna bi pri¢akovali, da katetri z ve¢jim premerom lumna
povzroc¢ajo ve¢ poskodb eritrocitov, saj sta pri ve¢jem premeru lumna strizna hitrost in
strizna napetost manj$i. V naSem primeru je bilo pri ve¢jem premeru, ter posledi¢no nizji
strizni hitrosti in strizni napetosti, manj poskodb eritrocitov. Rezultati so bili, pri
primerjavi CVK skozi katere je bil pretok 500 ml/min, ravno obratni kot so dokazali
Kameneva in Antaki (2007) ter Papaioannou in Stefanadis (2005). Predvidevamo, da ima
na razlike v poskodbah prevleka vecji vpliv kot premer lumna, saj so CVK proizvajalca C,
ki so imeli najve¢ji premer lumna, vendar so imeli prevleko, povzro€ali manj poSkodb, kot
CVK proizvajalca B, ki so imeli najmanjs$i premer lumna, vendar so bili brez prevleke.
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CVK proizvajalca C so povzrocali tudi manj poskodb kot CVK proizvajalca A. V tem
primeru so imeli CVK proizvajalca A in C enak premer lumnov (1,7 mm), razlika je bila v
tem, da so CVK proizvajalca C imeli prevleko, CVK proizvajalca A pa ne. Prav tako
predvidevamo, da ima vpliv na razlike v poskodbah tudi sama kemijska sestava katetrov,
za katero pa nismo imeli podatkov. CVK proizvajalca A so imeli ve¢ji premer lumna kot
CVK proizvajalca B, vendar so CVK proizvajalca A kljub ve¢jemu premeru lumna, manjsi
strizni hitrosti in strizni napetosti povzroc¢ali manj poskodb kot CVK proizvajalca B, kar bi
lahko pripisali kemijski sestavi. Vendar pa, bi za natan¢nejSe ovrednotenje vpliva premera
lumna morali imeti na voljo katetre istega proizvajalca z razli¢nimi premeri lumnov, kar pa
v nasi raziskavi nismo imeli.

5.4 Vpliv geometrije tunela

Vpliv geometrije tunela smo ocenili s primerjavo distalnega dela CVK s petimi lumni,
proizvajalca A in B, ter s primerjavo CVK z enim in s petimi lumni, proizvajalca A in B.

Pri primerjavi distalnega dela CVK s petimi lumni, proizvajalca A in B, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min, smo opazili manjse razlike v stopnji hemolize,
in sicer, so imeli CVK proizvajalca B v povprecju nizjo stopnjo hemolize kot CVK
proizvajalca A. Vendar pa, stopnja hemolize med CVK proizvajalca A in proizvajalca B ni
bila statisti¢no znacilno razli¢na (p=0,07).

Hemoliza je patoloski proces, ki opredeljuje poskodbe eritrocitov in se kaze v sprostitvi Hb
v plazmo (Lippi in sod., 2012). Vecja kot je stopnja hemolize, vec¢ja je koncentracija
prostega Hb v plazmi in ve¢ je posSkodb eritrocitov. Rezultati nakazujejo, da CVK
proizvajalca B povzrocajo nekoliko manj poskodb, kot CVK proizvajalca A, vendar te
razlike v poskodbah eritrocitov niso statisti¢no znacilno razli¢ne.

CVK proizvajalca A in B imajo razli¢no geometrijo lumna. Pri B je distalni lumen pravilne
oblike (okrogel), medtem ko je pri A nepravilne oblike (preglednica 2). Predvidevamo, da
je lahko pri CVK proizvajalca A zaradi geometrije lumna pri§lo do turbulence in
posledi¢no nekoliko povecane stopnje hemolize. Uporaba kardiovaskularnih naprav
pogosto povzroca turbulentne tokove. Pretok krvi v ¢loveskem krvoZzilnem sistemu pa je
vec¢inoma laminaren. Kameneva in sodelavci (2004) so dokazali, da turbulentni tokovi
prispevajo k poviSani stopnji hemolize. Umetne povrSine morajo biti gladke,
hemokompatibilne in brez ostrih robov, da se zmanj$a verjetnost pojavljanja turbulentnih
tokov (Vercaemst, 2008). Vendar pa, ne moremo trditi, da je geometrija imela vpliv na
razlike v poskodbah eritrocitov, saj razlike niso bile statisti¢no znacilno razli¢ne.

Pri katetrih, proizvajalca A, z enim lumnom, ki je pravilne oblike (okrogel) je bila
koncentracija prostega Hb, stopnja hemolize, koncentracija celokupnih in eritrocitnih
mikropartiklov statisticno znacilno visja kot pri katetrih s petimi lumni, katerih distalni del,
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ki smo ga testirali ni pravilne oblike. Katetri proizvajalca A s petimi lumni povzrocajo
manj poskodb eritrocitov kot katetri z enim lumnom. Glede na geometrijo lumna bi
pri¢akovali, da CVK proizvajalca A s petimi lumni povzrocajo ve¢ poskodb kot CVK z
enim lumnom. Predvidevamo, da ima v tem primeru $tevilo lumnov vecji vpliv na razlike v
poskodbah, kot pa geometrija tunela. CVK z enim lumnom, proizvajalca B, imajo enako
geometrijo lumna kot distalni del CVK s petimi lumni, proizvajalca B, zato geometrija tudi
v tem primeru ni imela vpliva na razlike v poskodbah eritrocitov.

5.5 Vpliv stevila lumnov

Vpliv stevila lumnov na poskodbe eritrocitov smo ocenili s primerjavo CVK z enim in s
petimi lumni, proizvajalca A in B, pri nizjem pretoku (33 ml/min).

Pri katetrih z enim lumnom, proizvajalca A, sta bili koncentracija prostega Hb in stopnja
hemolize statisticno znacilno vi$ji kot pri katetrih s petimi lumni, proizvajalca A. Prav tako
sta bili statisti¢no znacilno visji koncentraciji celokupnih in eritrocitnih mikropartiklov pri
katerih z enim lumnom, proizvajalca A, kot pri katetrih s petimi lumni, proizvajalca A.
Mesri in sodelavei (1999) so dokazali, da se Stevilo mikropartiklov podvoji v ¢asu razli¢nih
vnetnih stanjih. Vnetje je del nespecifiénega imunskega odziva, ki se pojavi kot odziv na
katerokoli vrsto telesne poSkodbe (Ferrero - Miliani in sod., 2007). Lahko reCemo, da
katetri proizvajalca A s petimi lumni povzroc¢ajo manj poSkodb eritrocitov kot katetri
proizvajalca A z enim lumnom.

Pri katetrih z enim lumnom, proizvajalca B, sta bili koncentracija prostega Hb in stopnja
hemolize prav tako statisticno znacilno visji kot pri katetrih s petimi lumni, proizvajalca B.
Statisti¢no znacilnih razlik v koncentraciji mikropartiklov ni bilo. Lahko re¢emo, da katetri
proizvajalca B s petimi lumni povzrocajo manj poskodb eritrocitov kot katetri z enim
lumnom.

Pri obeh proizvajalcih so CVK s petimi lumni, v primerjavi s CVK z enim lumnom,
povzrocali manj poskodb eritrocitov. Distalni lumen, ki smo ga testirali pri katetrih s
petimi lumni, obdaja Se proksimalni lumen in trije mediani lumni. Premer katetra s petimi
lumni (premer vseh petih lumnov skupaj) je priblizno 5 krat vecji kot pri katetrih z enim
lumnom. CVK s petimi lumni so bolj stabilni, saj so debelejsi in se tezje zvijejo kot katetri
z enim lumnom. Zaradi tega je pri katetrih s petimi lumni manj mehanskih okluzij (zapor),
ki povzrocajo poskodbe eritrocitov. Okluzija oziroma zapora katetra je definirana kot delna
ali popolna obstrukcija (zamasitev) katetra. Obstrukcija se pri uporabi CVK lahko pojavi
znotraj ali zunaj krvoZzilnega sistema pri ¢loveku. Notranja obstrukcija je lahko posledica
nepravilne vstavitve: npr. kateter se lahko prepogne ali pa se konica katetra nasloni na
steno Zile, namesto da prosto lebdi v Zili. Zunanja obstrukcija vkljucuje zvijanje katetra
(Priro¢nik Central venous catheter care guidelines, 2011).
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Stevilo lumnov je vplivalo na razlike v poskodbah eritrocitov. Pri katetrih s petimi lumni je
bilo manj poskodb eritrocitov, kot pri katetrih z enim lumnom.

5.6 Vpliv pretoka

Vpliv pretoka na poskodbe eritrocitov smo ocenili s primerjavo CVK z enim lumnom,
proizvajalcev A, B in C, skozi katere je stekel eritrocitni koncentrat pri nizjem pretoku (33
ml/min) in vi§jem pretoku (500 ml/min).

Centralni venski katetri, proizvajalca A in C, so pri nizjem pretoku (33 ml/min) povzrocali
ve¢ poskodb eritrocitov, kot pri vi§jem pretoku (500 ml/min), saj sta bili koncentracija
celokupnega hemoglobina in deleZ hematokrita pri niZjem pretoku statisti¢no znacilno niZji
kot pri vi§jem pretoku. Koncentracija celokupnih in eritrocitnth MP pa je bila pri nizjem
pretoku statisti¢no znacilno visja, kot pri vi§jem pretoku.

Med katetri z enim lumnom, proizvajalca B, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min smo opazili manjSe razlike v koncentraciji
eritrocitnih mikropartiklov. In sicer, so imeli CVK proizvajalca B pri nizjem pretoku v
povprecju nekoliko vi§jo koncentracijo eritrocitnih mikropartiklov, kot CVK proizvajalca
B pri vi§jem pretoku. Vendar pa, koncentracija eritrocitnih mikropartiklov ni bila
statisti¢no znacilno razli¢na (p=0,19). Prav tako nismo opazili statisti¢no znacilnih razlik v
hematoloskih parametrih.

Pri vseh treh proizvajalcih katetrov z enim lumnom je bila pri nizjem pretoku tudi
statisti¢no znacilna nizja strizna hitrost in strizna napetost, ter daljsi Cas izpostavljenosti.

Ubaldo Vieira Junior in sodelavcei (2012) so ugotovili, da so poskodbe eritrocitov odvisne
od Casa izpostavljenosti. Pri pretokih z nizkim Casom izpostavljenosti je pri¢akovati nizjo
stopnjo hemolize. Pri pretokih z daljSim Casom izpostavljenosti pa je pri¢akovati visjo
stopnjo hemolize. Tudi mi smo dokazali, da je bil Cas izpostavljenosti katetrom, pri
proizvajalcih A, B in C, pri vi§jem pretoku nizji, ter da je bilo tudi poskodb eritrocitov pri
proizvajalcu A in C v tem primeru manj. Pri proizvajalcu B statisti¢no znacilnih razlik v
poskodbah eritrocitov ni bilo, vendar ¢as izpostavljenosti nakazuje, da je pri vi§jem
pretoku manj poskodb kot pri nizjem pretoku.

Pri visoki strizni hitrosti se eritrociti usmerijo v smer toka (Weesterhof in sod., 2010), med
tem ko pri nizki strizni hitrosti lahko pride do agregacije eritrocitov in vivo in in vitro
(Kameneva in Antaki, 2007), zato je bolje, da je strizna hitrost ve¢ja (Ubaldo Vieira Junior
in sod. 2012). Prav tako je bolje, da je vecja strizna napetost, saj so nizke strizne napetosti
povezane z turbulentnimi tokovi (Papaioannou in Stefanadis, 2005), ki prispevajo k
poviSani stopnji hemolize (Kameneva in sod., 2004). O povezavi nizke strizne napetosti in
kardiovaskularnimi zapleti so porocali tudi Jeong in Rosenson (2013), ter Carallo in
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sodelavci (2005). V nasem primeru sta bili strizna hitrost in strizna napetost, pri katetrih
proizvajalcev A, B in C, nizji pri nizjem pretoku, zaradi tega je bilo pri nizjem pretoku, pri
CVK proizvajalca A in C, tudi ve¢ poskodb eritrocitov. Pri proizvajalcu B statistino
znaCilnih razlik v poskodbah eritrocitov ni bilo, vendar strizna hitrost in napetost
nakazujeta, da je pri visjem pretoku manj poskodb kot pri nizjem pretoku.

Dokazali smo, da je pretok vplival na strizno hitrost, strizno napetost in cas
izpostavljenosti pri proizvajalcih A, B in C. Posledi¢no je pretok vplival tudi na Stevilo
nastalin mikropartikov in hematoloske parametre pri proizvajalcu A in C, oziroma je
vplival na razlike v poskodbah eritrocitov. Pri nizjem pretoku sta bili strizna hitrost in
strizna napetost statisticno znacilno nizji, kot pri visjem pretoku, zato je bilo pri slednjih
tudi manj poskodb eritrocitov. Zaradi krajSega Casa izpostevljenosti pri vi§jem pretoku je
bilo prav tako manj poskodb eritrocitov. Pri proizvajalcu B statisticno znacilnih razlik v
poskodbah eritrocitov ni bilo, vendar rezultati nakazujejo, da je pri vi§jem pretoku manj
poskodb kot pri nizjem pretoku.
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6

SKLEPI

Prevleka pri nizjem pretoku ni imela vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov in
hematoloske parametre. Pri vi§jem pretoku je imela vpliv na hematoloske
parametre, na stevilo nastalih mikropartiklov pa ne.

Dolzina pri nizjem pretoku ni imela vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov in
hematoloske parametre. Predvidevamo, da pri vi§jem pretoku dolzina katetra prav
tako ni imela vpliva na stevilo nastalih mikropartiklov in hematoloske parametre,
oziroma sta imeli prevleka in kemijska sestava vecji vpliv od dolzine.

Premer lumna pri nizjem pretoku ni imel vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov
in hematoloSke parametre. Predvidevamo, da pri vi§jem pretoku premer lumna prav
tako ni imel vpliva na stevilo nastalih mikropartiklov in hematoloSke parametre,
oziroma sta imeli prevleka in kemijska sestava ve¢ji vpliv od premera in lumna.

Geometrija ni imela vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov in hematoloske
parametre.

Stevilo lumnov je pri CVK proizvajalca A imelo vpliv na Stevilo nastalih
mikropartiklov in hematoloske parametre. Pri CVK proizvajalca B je Stevilo
lumnov imelo vpliv na hematoloske parametre, na Stevilo nastalih mikropartiklov
pa ne. Predvidevamo, da ima Stevilo lumnov ve¢ji vpliv na poskodbe eritrocitov kot
geometrija tunela.

Visji pretok, ki poganja eritrocitni koncentrat skozi CVK ni povzrocal ve¢ poSkodb
eritrocitov kot nizji pretok. Visji pretok je pri CVK proizvajalcev A in C povzrocal
manj poskodb eritrocitov kot nizji pretok, pri proizvajalcu B pretok ni imel vpliva.
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7 POVZETEK

Uporaba CVK se v sodobni medicini nenehno povecuje, saj omogocajo izboljSanje zdravja
pacientov. CVK so razlicni po velikosti in imajo enega ali ve¢ lumnov. Loc¢imo
netunelirane, tunelirane, periferno vstavljene centralne venske katetre in vsajene venske
dostopne naprave. Material iz katerega so katetri je ve¢inoma poliuretan in silikon. Lahko
so tudi prevleceni z antimikrobnimi in antisepti¢ni sredstvi, ki zmanjSujejo okuzbe. Slaba
stran katetrov je, da lahko povzrocajo poSkodbe krvnih celic, nastanek krvnih strdkov,
lahko povecajo stopnjo hemolize in sprostitev Hb v plazmo.

V magistrskem delu smo raziskovali poliuretanske katetre z enim in s petimi lumni,
proizvajalcev A, B in C. CVK proizvajalca C so imeli prevleko iz poliheksanid
metakrilata, med tem ko so bili CVK proizvajalcev A in B brez previeke.

Namen naSega dela je bil ocenili kako razlicen pretok (33 ml/min in 500 ml/min), ki
poganja eritrocitni koncentrat skozi CVK in razli¢ni parametri CVK (material, geometrija,
lumen, dolzina in prisotnost prevleke) vplivajo na poskodbe eritrocitov. Poskodbe
eritrocitov smo opredelili z analizo mikropartiklov in s hematolosko analizo.

Analizo mikropartiklov smo izvedli s preto¢nim citometrom, Ki je tudi najpogosteje
uporabljena metoda. Mikropartikli so heterogena populacija zaprtih veziklov, Ki izvirajo iz
razli¢nih vrst celic. Vsebujejo del citoplazme starSevske celice, iz katere izhajajo, vklju¢no
z encimom esterazo. Mikropartikli, ki se spros¢ajo iz eritrocitov, so obicajno identificirani
z uporabo antigenov, ki se vezejo na glikoforin A in fosfatidilserin. Za ugotavljanje
celicnega izvora mikropartiklov smo uporabili CD235a in Ann V. Moniklonska protitelesa
anti-CD235a se vezejo na glikoforin A, Ki je protein na membrani eritrocitov. Ann V se
veze na fosfatidilserin, ki se izraZza na zunanji strani membrane mikropartiklov. Uporabili
smo tudi CFSE, ki omogoca loCevanje zaprtih veziklov (mikropartiklov) od celi¢nega
drobirja. CFSE je ne-fluorescentna molekula, ki lahko pasivno difundira preko membrane.
Ko je enkrat znotraj mikropartikla se z znotrajceli¢no esterazo odstranijo acetatne skupine
in tako postane CFSE fluorescentna molekula.

Pri interpretaciji rezultatov mikropartiklov smo se osredoto¢ili na njihovo koncentracijo.
Koncentracija mikropartiklov se poveca v Casu razlicnih vnetnih stanj. Vnetje je del
nespecificnega imunskega odziva, ki se pojavi kot odziv na katerokoli vrsto telesne
poskodbe. Vecja kot je koncentracija mikropartiklov, ve¢ je tudi poskodb krvnih celic.

Pri interpretaciji hematoloSkih rezultatov pa smo se osredotoCili predvsem na stopnjo
hemolize in koncentracijo prostega Hb. Hemoliza je patoloski proces, ki je ovrednoten z
razpadom eritrocitov in se kaze v sprostitvi Hb in drugih znotrajceli¢énih komponent v
krvno plazmo.
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Prevleka pri nizjem pretoku ni imela vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov in
hematoloske parametre, oziroma ni imela vpliva na razlike v poskodbah eritrocitov. Pri
vi§jem pretoku pa je prevleka na hematoloske parametre imela vpliv, na Stevilo nastalih
mikropartiklov pa ne. CVK proizvajalca C, ki so imeli previleko iz poliheksanid
metakrilata, so povzrocali statisticno znacilno manj poskodb eritrocitov kot CVK
proizvajalca A in B, ki so bili brez prevleke.

Dolzina katetra pri nizjem pretoku ni imela vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov in
hematoloske parametre, oziroma ni imela vpliva na razlike v poskodbah eritrocitov.
Predvidevamo, da pri vi§jem pretoku dolzina katetra prav tako ni imela vpliva na stevilo
nastalih mikropartiklov in hematoloske parametre, kljub temu, da smo opazili statisti¢no
znacilne razlike v hematoloskih parametrih. Menimo, da sta imeli prevleka in kemijska
sestava katetra vecji vpliv na razlike v poSkodbah eritrocitov kot dolzina katetra.

Premer lumna pri nizjem pretoku ni imel vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov in
hematoloske parametre, oziroma ni imela vpliva na razlike v poskodbah eritrocitov.
Predvidevamo, da pri vi§jem pretoku premer lumna prav tako ni imel vpliva na Stevilo
nastalih mikropartiklov in hematoloske parametre, kljub temu, da smo opazili statisti¢no
znaCilne razlike v hematoloskih parametrih. Menimo, da sta imeli prevleka in kemijska
sestava katetra tudi v tem primeru veéji vpliv na razlike v poSkodbah eritrocitov kot premer
lumna katetra.

Geometrija tunela ni imela vpliva na Stevilo nastalih mikropartiklov in hematoloske
parametre, oziroma ni imela vpliva na razlike v poSkodbah eritrocitov. Predvidevamo tudi,
da ima Stevilo lumnov vecji vpliv na razlike v poskodbah eritrocitov, kot pa geometrija
tunela.

Ugotovili smo, da je stevilo lumnov pri CVK proizvajalca A imelo vpliv na Stevilo nastalih
mikropartiklov in hematoloske parametre. Pri CVK proizvajalca B je Stevilo lumnov imelo
vpliv na hematoloske parametre, na Stevilo nastalih mikropartiklov pa ne. CVK
proizvajalca A in B, ki so imeli pet lumnov so tako povzrocali statisticno znacilno manj
poskodb eritrocitov, kot CVK proizvajalca A in B, ki so imeli en lumen.

Ugotovili smo tudi, da je pretok pri CVK proizvajalca A in C imel vpliv na Stevilo nastalih
mikropartiklov in hematoloske parametre. CVK proizvajalca A in C, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min, so povzrocali statisticno znacilno manj
poskodb eritrocitov, kot CVK proizvajalca A in C, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min. Pri CVK proizvajalca B pretok ni imel vpliva na stevilo nastalih
mikropartiklov in hematoloske parametre, oziroma ni imela vpliva na razlike v poSkodbah
eritrocitov.
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PRILOGE

Priloga A 1

Preglednica A 1: P vrednosti statisti¢ne analize CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere
je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

A-B A-C B-C
p vrednost p vrednost p vrednost
Celokupni Hb 0,38 0,09 0,58
Prosti Hb 0,45 0,45 1,00
Hematokrit 0,41 0,07 0,49
Hemoliza 0,73 0,65 0,87
Mikropartikli 0,98 0,83 0,83
Eritrocitni MP 0,85 0,55 0,76
Priloga A 2

Preglednica A 2: P vrednosti statisti¢ne analize CVK s petimi lumni, proizvajalcev A in B, skozi katere je bil
pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

A-B
p vrednost
Celokupni Hb 0,35
Prosti Hb 0,27
Hematokrit 0,65
Hemoliza 0,07
Mikropartikli 0,69
Eritrocitni MP 0,91
Priloga A 3

Preglednica A 3: P vrednosti statisti¢ne analize CVK z enim lumnom in s petimi lumni, istega proizvajalca,
skozi katere je bil pretok eritrocitnega koncentrata 33 ml/min

Al- A5 B1-B5
p vrednost p vrednost
Celokupni Hb 0,73 1
Prosti Hb 0,00006 0,00036
Hematokrit 0,31 0,75
Hemoliza 0,00007 0,00003
Mikropartikli 0,015 0,22

Eritrocitni MP 0,014 0,18
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Priloga A 4

Preglednica A 4: P vrednosti statisti¢ne analize CVK z enim lumnom, proizvajalcev A, B in C, skozi katere
je bil pretok eritrocitnega koncentrata 500 ml/min

A-B A-C B-C
p vrednost p vrednost p vrednost
Celokupni Hb 0,00007 0,0012 0,0000003
Hematokrit 0,00053 0,0002 0,0000006
Mikropartikli 0,11 0,87 0,053
Eritrocitni MP 0,13 0,97 0,11
Priloga A5

Preglednica A 5: P vrednosti statisti¢ne analize CVK z enim lumnom, skozi katere je bil pretok eritrocitnega
koncentrata 33 ml/min in 500 ml/min, istega proizvajalca

Al - AT Bl -B1 Cl-Ct
p vrednost p vrednost p vrednost
Celokupni Hb 35-10 ! 0,79 0,00002
Hematokrit 23.-10 1 0,58 0,0000005
Mikropartikli 0,0110 0,42 0,0073

Eritrocitni MP 0,0049 0,19 0,0058




