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1 Roviditések jegyzéke

AT — Homérséklet kiilonbség

ADC — Analog-digitalis atalakito (Analog-to-digital converter)

¢ — Fajho

CIBR — Horvat Agykutat6 Intézet (Croatian Institute for Brain Research)
COP — Teljesitmény egyiitthato (Coefficient of performance)

CTRL — Kontrol

DAC — Digitalis-analdg atalakito (Digital-to-analogue converter)
DC-DC konverter — Egyenfesziiltség atalakito eszkoz

DMEM - Szovettenyészt6 oldat (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
FBS — Magzati borju savo (Fetal bovine serum)

FPGA — Programozhato logikai kapumatrix (Field-programmable gate array)
FVC — Erdltetett kilégzési vitalkapacitas (Forced vital capacity)

GFP — Zolden fluoreszkalo fehérje (Green fluorescent protein)

HEPA — Nagy haté¢konysagu részecskesziird (High-efficiency particulate arrestance
filter)

HIF — Hipoxia indukalta faktor (Hypoxia-inducible factor)

IH — Szakaszos hipoxia (Intermittent hypoxia)

IP — Nemzetkozi védettség jelolés (International protection marking)
IR — Infravords (Infrared)

LDH — Laktat dehidrogenaz

Luc — Luciferaz enzim

m — Tomeg

MCAO — Artéria cerebri media elzarodas (Medial cerebral artery occlusion)



MRI — Magneses rezonancia képalkotas (Magnetic resonance imaging)
MTT — Kolorimetrias sejtéletképesség teszt (MTT Colorimetric Tetrazolium Assay)
n — Esetszam

Na+/K+ ATP-az — Natrium-kalium adenozin trifoszfataz

OGD - Oxigén-gliikkoz megvonas (Oxygen-glucose deprivation)

OSA — Alvasi apnoe (Obstructive sleep apnoea)

P — Teljesitmény

PID — Proporcionalis integralo-derivalo folyamatszabalyzo tipus

Q — Homennyiség

RPM — Fordulatszam (Revolutions per minute)

SpO, — Periférias kapillaris oxigénszaturacid

t—id6

TLR2 — Toll like receptor 2, egy membran protein

UH — Ultrahang

UV — Ultraibolya (Ultraviolet)

V — Térfogat

VC — Vitalkapacitas (Vital capacity)

VHDL — Hardver leiré nyelv (VHSIC Hardware Description Language)
XTT — Kolorimetrias sejtéletképesség teszt (XTT cell proliferation assay)

@ — Strliség



2 Abrak és tablazatok jegyzéke

2.1 A dolgozatban talalhaté tablazatok jegyzéke

1

tablazat

2

tablazat

3

tablazat

4

tablazat

Az AIDA ¢és CMAS rendszerek altal elfogadott versenyszamok
Osszesitd tabldzata a mért paraméterek és a felhasznalhato
felszerelés alapjan.

Hiuitérendszerek hatékonysaga.

Hitérendszer paraméterek Osszehasonlitasa a  fejlesztéshez
rendelkezésre allo forrasok alapjan.

Lép térfogatvaltozas statikus apnea kdzben.

2.2 A dolgozatban talalhaté abrak jegyzéke

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

. abra
. abra
. abra

. abra

abra

. abra
. abra

. abra

abra
abra

abra

abra
abra
abra
abra

abra

Az iszkémidas-reperfuzios sériilés folyamata.

OGD kamra.

A standard sejttenyészto edény méretei.

A TEC-12710 tipusu Peltier-modul adatlapja.

Pneumatikai hangtompito.

Az OGD rendszer blokk vazlata.

Az oxigénkoncentracio kijelzése.

Az oxigénszint kijelzo dramkor tervezett miikodése.

Az OGD modell.

Az OGD protokoll idobeli lefutasa.

Az OSA modellhez szamitott oxigén koncentracio értékek a nitrogén
daramlas fiiggvényében.

Az obstruktiv alvasi apnoe modell pneumatikai felépitése.

Az obstruktiv alvasi apnoe modell elektronikai felépitése.

Az obstruktiv alvasi apnoe modellt iranyito FPGA fejlesztokartya.
A proporcionalis szelepeket meghajto erosito.

Az oxigénszenzorok tapellatasa és a szenzor fesziiltség eloallitdsa.
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A szelepek vezerlo jelét eldallito szabalyzo miikédesi elve.

A megvalosult obstruktiv alvasi apnoe modell.

A statikus apnea teljesitménymeérés soran alkalmazott protokoll.

Az OGD kamra oxigénkoncentracio valtozasa a kisérlet inditasakor.
A kamra és a tenyészto oldat homérsékletvaltozasa hiités esetén.

A kamra és a tenyészto oldat homérsékletvaltozasa fiités esetén.

A csontszévet iszkémia tiiroképessége 37 és 4 °C homérsékleten.

Az OSA modell oxigén koncentracio karakterisztikaja.

Az obstruktiv alvasi apnoe kisérlet biolumineszcens kiértékelése.
Statikus apnea teljesitmény.

Véroxigén szint valtozas statikus apnea kézben.

A véroxigeén szint valtozas mintdzata statikus apnea kozben.
Dinamikus apnea.

Az ultrahang vizsgdlat soran mért relativ hilushossz és -dtméro
(léepkaputol a lép konvexitasara meért atméro) ertékek.

A buvar és a kontroll csoportnal mért térfogatvaltozasi adatok.

Lép volumetria az MR felvételek alapjan.

A lép rugalmassag vizsgadlata soran mért adatok.

Elasztogrdfias felvétel statikus apnea kozben.

Spirometriai eredmények.
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3 Bevezetés

A dolgozatban bemutatott kutatds témaja tobb tudomanyagat érint. A
sportvonatkozasok mellett mérnoki fejlesztések €s orvosi célu kisérletek is bemutatasra
keriilnek. A munka egyik alapvetd célja, olyan eszk6zok és protokollok Kialakitasa,
amelyek alapjat képezhetik mas, specialisabb célu vizsgalatoknak is. A tapasztalatok
alapjan sok esetben hatraltatd tényez0 az eszkozhiany (Léanyi és mtsai 2007).
Fejlesztésre, illetve beszerzésre altaldban nincs elegendd forras. Ehhez hasonlo
akadalyok megoldésa lehetne az adott t¢éma moduléris felosztasa, akar tobb kiilonb6z6
képzést, egyetemet bevonva. A doktori munka soran megvalositott hideg iszkémia- és
szakaszos hipoxia kamrak erre kivald példat nyuajtanak. A kutatasok tobb fazisban
vizsgaltak a hipoxias, illetve iszkémias allapotok hatasat. Elséként egy hiitott iszkémia
modellt alakitottunk ki, majd teszteltiink allati eredetii csontszovetek felhasznalasaval.
Ezt kovetéen in vivo allatkisérletben tanulmanyoztuk a szakaszos hipoxianak Kkitett
egerek agyszovetében bekdvetkezd stresszhatdst. Végiil, a munka utolsé szakaszaban,
human mérésekkel kerestiik azokat az élettani paramétereket, amelyek hatassal vannak a

hipoxia tiiréképességre.

Késoébbi gyakorlati felhasznalast tekintve a kutatas egyik célja, hogy — példaul
transzplantacido esetén — noveljilk az egyes szervek iszkémias idejét, illetve olyan
sériiléseknél, amelyek iszkémias allapotot okoznak (stroke, infarktus) a penumbra sejtek
regeneraciojat eldsegitsiik, és ezzel minimalizaljuk az iszkémia, illetve hipoxia altal
okozott szovetkarosodast. Az egészségiigyi vonatkozasokon feliil a sportteljesitmény €s

a hipoxia Osszefliggése 1s a dolgozat témadja.

A megoldando feladatok sok részbdl tevodtek Gssze, igy nélkiilozhetetlen, hogy a
kapcsolodd alapfogalmak targyaldsra keriiljenek. A tovabbi fejezetek bemutatjak a
kutatomunka fobb részeit érinté fogalmakat, illetve a modellek kidolgozasa kozben
alkalmazott megfontolasokat, ismertetik az iszkémias sériiléseket és azok

kovetkezményeit.



3.1 Problémafelvetés

A vérellatasi zavarbdl eredd haldlozasi okokat gyakorisaguk miatt sejt, szovet €s
allatmodellek széles korében vizsgaljak (Eurostat 2019). Az Eurdpai Unidban 2016-ban
tobb mint 1,8 milli6 ember hunyt el szivroham vagy az agyat érintd iszkémids
elvaltozas miatt. Szerencsére a szam €évrol évre csokken az egyre fejlettebb prevencids
és ellatasi rendszernek koszonhetden, de Magyarorszag még mindig a haldlozasi listak
¢lén van a tobbi Unids orszaghoz képest. Ezek alapjan kiemelten fontos a keringési
rendszert érintd elvaltozasokbdl eredé karosodasok megfelelé vizsgalata. Ebben
nyUjtanak segitséget azon kisérleti modellek, amelyek sejt, szovet vagy szerv szinten

teszik elérhet6vé a hipoxia és iszkémia vizsgalatat.

Iszkémiardl akkor beszéliink, ha valamilyen oknal fogva csékken, vagy teljesen
megszinik a szovetek vérellatasa. Ebben az esetben a sejtek nem jutnak elegendd
mennyiségli oxigénhez és gliikozhoz. A vérellatas csokkenését kovetden iszkémias
kaszkadnak nevezett folyamatldnc indul el, amely egymast kdvetd 1épések soran a sejtek
metabolizmusanak leallasahoz, vagyis sejtpusztulashoz vezet (Sontheimer 2015). Ilyen
zavarokat okozhat példaul az ateroszklerozis (Teiger és Castaigne 1999), a hipoglikémia
(Desouza és mtsai 2003) vagy az embolia (Lyaker és mtsai 2013). A kiilonb6z6 tipusit
sejtek eltér6 mértékben képesek toleralni ezt az allapotot (Siemionow és Arslan 2004).
Erdsen aerob szovetek esetén, mint példaul az agy vagy a sziv, akar néhany perc
elteltével végleges karosodast okozhat az iszkémias allapot (Lee és mtsai 2000,
Pflugfelder és mtsai 1991). A karosodas sebessége csokkenthet, ha a sejtek test
hémérséklet ala hiilnek, mivel ekkor a metabolikus folyamatok jelentésen lelassulnak
(Schulte 2015).

Az oxigén- és a tapanyaghidnnyal szembeni érzékenység fontos tényezd a
transzplantacids eseteknél is. Az egyes szervek karosoddsanak mértékét az iszkémias
1dovel jellemzik. Az adott szerv csak akkor transzplantalhatd, ha nem Iépte tal a hozza
tartozo iszkémias id6t (Watson és Dark 2012). A reperfuzié tovabb ndvelheti a sériilés
mértékét az iszkémias allapot megsziinése utan (Cowled és Fitridge 2011). Ennek oka,
hogy az iszkémia ideje alatt hipoxiassa valt sejtekben a hirtelen reoxigenizacio

nagymértékli enzimfelszabadulassal jar, az iszkémias metabolitok kimosodnak és



szabad gyokok képzddnek, amelyek végiil szerkezeti karosodast okoznak (1. abra)
(Sanada 2011).

Iszkémia

\

Intracellularis pH csokkenés

Foszfofrukto kinaz inaktivacio - Transzmembran ion
és a Troponin C csokkent Reperfiizié transzportacié valtozasok
kalcium érzékenysége ‘ ’
i Intracellularis pH helyreall =+ Forditott ion transzport
Gyors duzzadas
Ve ~a V
Szabadgyok képzodeés Intracellularis kalcium tobblet
/ hs o ¢
Gyulladasos kaszkad aktivacio )
Kalcium dependens
DNS és fehérje sériilés ‘ proteaz aktivacio
Apoptozis

\ Cytokin felszabadulas /

Sejt struktura sériilés = sejthalal

1. Abra Az iszkémids-reperfiizios sériilés folyamata. Az abra az iszkémia hatasara bekovetkez6 sejtszintii
folyamatokat mutatja be, ami a reperfuziot kdvetéen sejthalalhoz vezet (Sanada 2011)

3.1.1 Invitro iszkémia modell

Az oxigén-gliikoz deprivacio (OGD) széleskorben alkalmazott in vitro eljaras,
amely tobbek kozt alkalmas sejtszintii iszkémia ¢és hipoxia (Meloni és mtsai 2011),
hipoxias elékondicionalas (Kanazawa és mtsai 2017), gyulladasos folyamatok (Kong és
mtsai 2014), infarktus (Yang és mtsai 2018), stroke (Holloway és Gavins 2015),
angiogenezis (Wang és mtsai 2015), hipoxémia, anaemia, oxidativ stressz vizsgalatokra
(Almeida és mtsai 2002).

Az eljaras népszertiségét jol mutatja, hogy a PubMed keresdje tobb mint 7 ezer
talalatot ad az ,,0xygen glucose deprivation” kifejezésre. Ha a kereséshez hozzavessziik
a ,,neuron” vagy ,,brain” szavakat, akkor 6000, illetve 6500 talalatot kapunk. Ez azt
jelenti, hogy az OGD kutatasok jelent6s része idegsejtek, illetve idegi funkciok

vizsgalatara fokuszal.

A protokoll két alapveté paramétert hataroz meg: gliikozmentes tenyészt6 oldat

és oxigénmentes kornyezet (<0,5%) (Cselenyak és mtsai 2010). A kétdimenzids
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sejtkultara hasznalatanak eldnye, hogy akar szubcellularis szinten figyelhetok meg a
reakciok, hatranya, hogy kevésbé modellezi jol az in vivo 3 dimenzios koriilményeket
(Kapalczynska és mtsai 2018). A reakciok megfigyelésén kiviil a modell segitségével

kiilonboz6 hatdanyagok vizsgalata is lehetové valik.

Az iszkémia testhdmérsékleten széles korben vizsgalt folyamat. (Kerrigan és
Stotland 1993) Ezzel szemben a hideg iszkémia kevésbé dokumentalt jelenség,

amelynek két orvosi teriileten is fontos jelentdsége van:

1. iszkémia-reperfuzid kezelése, ahol a httést mar alkalmazzak jsziilottek
esetében (Seetha 2009, Lemyre és Chau 2018, Gulczynska és mtsai 2019)

2. transzplantdlt szovetek és szervek konzervalasa, amelyeket a beiiltetésig
hiitve tarolnak, ezzel csokkentve a karosodas mértékét (Guibert és mtsai

2011)

Az alacsony hoémérséklet iszkémids szOvetekre gyakorolt hatasa a
testhomérsékleten végzett iszkémidhoz képest kevésbé vizsgalt tudomanyteriilet,
ugyanakkor a mindennapos orvosi beavatkozdsok kozott szerepel, ezért tobb

tudomanyos ismeretre van sziikség a megértéséhez.

A hideg iszkémiarol rendelkezésre allo legtobb tudomanyos irodalom a szervek
vagy szovetek 4 °C-on torténd szallitdsa kozben bekovetkezd hatisokat vizsgalja
(Simpkins és mtsai 2007, Totsuka és mtsai 2002). Az iszkémias id6 hiitéssel
meghosszabbithato, mivel csokkenti a sejtek anyagcseréjét és az oxigénigényt (Francel
és mtsai 1992). Masfel6l az alacsony hémérséklet karositja is a szoveteket, mivel
megvaltoztatja a sejtjellemzdéket, példaul a metabolikus utakat és befolyasolja a Na*/K”

ATP-4z miikodését.

A szovetek transzplantacidja kevésbe ismert, de gyakoribb, mint a hasonlo
korlilmények kozott torténd szervatiiltetés. A vér utan a csont az egyik leginkabb
transzplantalt szovet évente koriilbeliil 2 millio eljarassal, és egyre ndvekszik a kereslet
a graftok irant, pl. fogaszati vagy iziileti potlasokhoz (Schandl és mtsai 2016). Az egyéb
szovetekre, szervekre is nagy igény van, évrol évre nd a transzplantacios vardlistan

1évék szama (Organdonor 2020). gy egyre fontosabba valik az ¢é16 szovet minél jobb
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megorzése €s hatékony szallitdsa. A szervtartdsitasi protokollok fejlédése mara lehetové

tették a kivalo minéségii funkcionalis szervek szallitasat (Guibert és mtsai 2011).

3.1.2 Invivo iszkémia és hipoxia modell

A sejt és szovetszintli in vitro modelleken kiviil in vivo allatkisérletek is
vizsgéljak az iszkémia, illetve a hipoxids kdrnyezet szervezetre gyakorolt hatasat. A
modszer elénye, hogy lehetdség nyilik, teljes szervek tanulmanyozasara, amely
modellezi az emberi szervezetben zajlo folyamatokat is. Az allatkisérletes modellek
féleg agyra gyakorolt hatast, illetve tumor oxigenizacios folyamatokat vizsgalnak (De
Bruycker és mtsai 2018). Az egyik leggyakrabban hasznalt eljaras az artéria cerebri
média okkluzi6 (MCAO) patkanyokban és egerekben (Dobrivojevi¢ és mtsai 2013,
Shimizu és mtsai 2002). A modszert stroke modellként alkalmazzak, amely lehetévé
teszi, hogy a kiilonbozé mértékii iszkémias karosodasok hatdsit megfigyeljiik. A
modszer hatranya, hogy invaziv, valamint nagy gyakorlatot és szakértelmet kivan a

kutatotol.

Léteznek azonban noninvaziv vizsgdlatok is, amelyek szintén alkalmasak az
agyl expozicié tanulmanyozéasara. Egyes beszamolok szerint az alvasi apnoe a
kardiovaszkularis betegségek, mint példaul a szisztémas és pulmondlis hipertonia,
pangasos szivelégtelenség és a stroke egyik 6, fiiggetlen kockazati tényezdje (Kent és

mtsai 2011).

Ezzel szemben, az enyhe alvasi apnoe kedvezé eldkondicionald hatasu lehet a
cerebrovaszkularis betegség kapcsan (Rosenzweig és mtsai 2014), de ide sorolhatdo még
a miokardialis infarktus, cerebrovaszkularis diszfunkcid és idiopatias hirtelen halal is
(Bradley és Floras 2009). Az alvasi apnoe (OSA — Obstructive Sleep Apnoea) egy
kronikus, széles korben alul diagnosztizalt allapot, amelyet az alvasi fazisok
megzavarasa és a 1égzés rovid leallasa miatti idészakos (szakaszos) hipoxia jellemez.
Az OSA a kozépkoru és az idsebb korosztalyt érinti: becslések szerint az eléfordulas

mértéke koriilbeliil 22% férfiaknal és 17% ndéknél (Franklin és Lindberg 2015).

Az alvéasi apnoe ¢és a kiilonféle klinikai rendellenességek kozotti kapcsolat
megértéséhez olyan allatkisérletes modellre van sziikség, amely a lehet6 legpontosabban
szimulalja az alvasi apnoe allapotat, hogy tisztazza mind a kovetkezményeket, mind a

lehetséges terapids stratégidkat. A rendelkezésre 4ll6 jelenlegi rendszerek koziil a
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legtobb draga vagy terjedelmes. Annak ellenére, hogy alkalmasak egyedi igényeknek
megfeleld hipoxids mintazat kialakitdsara méretiiknél fogva tul lasstiak ahhoz, hogy a
kivant oxigénszinteket az el6irt id6 alatt elérjék pl.: BioSpherix kamrak (Silva és
Schreihofer 2011). Ezért nem elég pontosak a kisérleti protokollok meghatarozasahoz,
amelyek lehetové teszik az enyhe, kdzepes és sulyos alvasi apnoe kozotti finom
kiilonbségek tanulméanyozéasat. Ezen feliil, gyakran el6fordul, hogy a rendszer nem
kompatibilis az allatok eredeti ketrecével, igy mozgatni kell 6ket, ami fokozhatja az

allatok stressz szintjét és ezzel befolyasolhatja a vizsgalat eredményét.

3.2 A hipoxias kamrak attekintése

Egy hipoxias kamra valojaban egy oOlyan inkubator, amelyben az
oxigénkoncentracid6 0,5% ald csokkenthetd. Azonban van néhany olyan valtozo,
amelyek kritikus hatassal lehetnek a vizsgalt mintara. Ennek alapjan 1ényeges kérdés,

hogy mekkora kamrarol és milyen jellegli kutatasrdl van szo6.

A piacon szamos labortechnikai ¢és egyéb profilai cég kindl kiilonbozo
megoldasokat hipoxids kornyezet kialakitasara. A legszélesebb palettaval a BioSpherix
¢és a Coy Laboratories cégek rendelkeznek (BioSpherix 2019, CoyLab 2019). Termékeik
kozott megtalalhatok kisméretli hipoxias kamrak (Hypoxia incubator subchamber), de
elérhetdk zart, aszeptikus, kesztylis szekrényben kialakitott, beépitett mikroszkoppal
rendelkez6 komplett munkaallomasok is. A termékek egymassal teljes mértékben
kompatibilisek, szdmos kombinaci6 kialakitdsara alkalmasak. Ennek koszonheten a
Google Scholar keresdjében tobb mint 2000 olyan talalat adodik, ahol ezeket a

termékeket hasznaltak a hipoxids kornyezet eldallitasara.

Billups-Rothenberg Inc. a fenti példakhoz képest egy sokkal egyszeriibb terméket
hozott 1étre a Modular Incubator Chamber (MIC-101) formajaban (Billups-Rothenberg
Inc. 2018). Egy polikarbonat dobozrol van sz, amely megfeleld szigeteléssel és két
gazéramoltatdsra vald csonkkal van ellatva. Barmilyen sejtkultiras edénnyel lehet
hasznalni (kiilonbozo tenyésztd lemezek, flaskak, Petri-csészék). Kiilon gazkeverd
modullal 0-25% ko6zott szabalyozhatd az oxigéntartalom. Ezen kiviil kérheté CO, (0-

20%), paramér6 (0-100%), hdméro (-40-125 °C) és nyomasméré modul. A paratartalom
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fenntartasat a kamraban elhelyezhetd viztartdly biztositja. Az eszkdz kozel 100

kozleményben szerepel.

A fejezet elején megfogalmazott definiciohoz talan a ThermoFisher Scientific
altal gyartott Trigas Incubator késziilék all a legkozelebb (Thermofisher 2019). Egy mar
meglévo inkubator technologiat és terméket egészitettek ki uigy, hogy alkalmas legyen
1-14% oxigénkoncentracid fenntartasara. Ebben az esetben inkabb a kiilonbozd sejtek
novesztését elésegité kornyezetrél van szo, mint valddi hipoxias kamrarol. Sok esetben
az alacsony oxigénszint gyorsitja a sejtek fejlodését, tovabb élnek és kevesebb

stresszhatas figyelheté meg (Wenger és mtsai 2015).

Az Oxford Optronix Ltd. HypoxyLab™ Hypoxia Workstation terméke
mindenképp emlitést igényel (Oxford Optronix 2019). Teljeskort, zart rendszerrdl van
sz6, amelyet kesztylis szekrénybe alakitanak ki. Az egyetlen olyan kamra a piacon,
amiben szabalyozzdk az oxigén parcialis nyomasat. Sajat mérdeszkoziikkel képesek az

oldott oxigénkoncentracio figyelésre is.

Végiil, de nem utolso sorban az altalunk korabban hasznalt kamrat is targyaljuk.
A Pecon GmbH cég altal gyartott rendszer egy modularis inkubator (Pecon 2019). Ezzel
a megoldassal valos idejli, mikroszkdpos megfigyelésre is lehetéség van. A cég kiilon
kinal O, illetve CO, vezérlé modult, amellyel a kamra hipoxias allapot vizsgalatara is
alkalmas. Onall6 rendszer, nem igényel kiilsé inkubatort. Testhémérsékleten és 0-21%

oxigén kozotti tartomanyban hasznalhato.

Az emlitett eszk6zok harom nagy kategoriaba sorolhatdk: egyszerli kamrak,
amelyek kiegészitokkel egyiitt miikodnek; 6nallé berendezések; modularis, specialis
egyedi igényre szabhatd laborpark. Lathatd, hogy a valaszték igen széles és az egyes
berendezések altal kinalt funkciok is ennek mintdjara valtoznak. Ennek ellenére van

néhany olyan alapelvaras, amelyeknek minden esetben meg kell felelni.

3.2.1 Hoémérséklet szabalyozas
In vitro mérések esetén sejt, illetve szovetkulturak életképessége szempontjabol
kritikus a megfelelé hémérséklet szinten tartasa. Idealis esetben ez a testhémérséklet

értéke, 37 °C (Watanabe és Okada 1967). Specialis témavalasztasnal természetesen ettol
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el lehet térni. Optimalis esetben a kamra eléfiitott allapotban fogadja a mintékat és a
folyamat kozben végig zart a rendszer. Sok olyan hipoxiads kamra létezik a piacon,
amelyek o6nmagukban nem biztositanak fiitési lehetéséget, hasznalatuk inkubator
szekrényhez kotott. Ennek eldnye, hogy maga az eszkoz egyszerlibb, kisebb akar
olcsobb is lehet. Hatranya, hogy inkubatorra van sziikség, ami altalaban dréaga,
nagyméretli és koz0s hasznalatban van igy nem feltétlen biztositott a kisérlet zavartalan

menete.

A folyamatos ajtonyitds a hoémérsékletingadozds mellett jelentds CO;
valtozasokat okoz, amely befolyasolhatja a mintak allapotat (Zhou és mtsai 2009, ESBE
Scientific 2016). Ezen feliil, ha keringetésre van sziikség, akkor az inkubatoron
sziikkséges be és kimeneti nyilast biztositani, vagy olyan rendszert hasznalni, amely
teljes egészében az inkubatorba helyezhetd. Léteznek olyan inkubator szekrények, ahol
a polcok kiilon zarhat6é rendszeriiek, illetve a kisérlet érdekében tovabbi megoldast

jelenthet a dedikalt, csak hipoxiés kisérletre hasznalt inkubator alkalmazasa.

Tovabbi fontos Sszempont, hogy a mintak ne legyenek kitéve kozvetlen
hoéhatasnak. Megfontolandd, hogy a homérséklet csokkenése jelentésen ndveli az
oxigén oldhatosagat. A kutatasaink soran vizsgalt hémérséklet tartomanyban kozel

duplajara n6 az oldott oxigénkoncentracioja (Walczynska és Sobczyk 2017).

3.2.2 Paratartalom szabalyozas

A hipoxias kamrak kivétel nélkiil valamilyen mesterséges, stritett forrasbol
szarmaz6 gazzal mikddnek (kompresszor altal stiritett levegd, siritett nitrogén stb.).
Ko6zos jellemzdje ezen forrasoknak, hogy a nagy nyomdas miatt minimalis
paratartalommal rendelkeznek (Engineering ToolBox 2008). Kritikus fontossagu az
ataramlo gaz megfeleld paratartalménak biztositasa, hogy elkeriilhetd legyen a mintdk
kiszaradasa. Parasitas nélkiil a szaraz, keringetett gaz a mintak nedvességtartalmat fogja
felvenni, emiatt a szovettenyésztd oldat (tovabbiakban: médium) relativ Gsszetétele
valtozik, amely torzitja a kisérleti eredményeket, vagy esetleg a mintak kiszaradasahoz
vezet. Tenyésztd lemez esetén a kiils perem és a sarkok a legkritikusabbak. Ezeken a
pontokon akar 15-20% is lehet a paratartalom veszteség (Evoluted New Media 2011,
Wagener és Plennevaux 2014). Az Gjabb tenyészté lemezekben (96 lyuk) a lemez kerete
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mentén kialakitottak egy savot, amely tenyészté oldattal vagy vizzel feltdltve védi a
sz€Is6 helyzetben 1évé mintakat (YouTube 2016). Bizonyos kamrak ugy védekeznek a
jelenség ellen, hogy nem hasznélnak folyamatos gazkeringetést. Néhany perc atoblitést
kovetden lezarjak a csapokat, €s a szigetelés tartja fent az alacsony oxigénkoncentraciot

(Billups-Rothenberg, Inc. MIC-101).

Nagyobb inkubator szekrények vizzel teli talcat alkalmaznak, amely parolgasa
biztositja a sziikséges nedvességet. Kisebb, inkubator fiiggetlen rendszerekben gyakori
megoldas a buborékoltatds. Egy ugynevezett horzsakovet tesznek a gazaramlas utjaba,
amelyet vizbe meritenek. A ko apr6 porusai nagy feliileten osztjak szét az aramlo gazt,
ami heves buborékolassal jar. Ez fokozza a parolgast, amit végiil az araml6 gaz elszallit
a rendszerben. Az ijabb inkubatorok mar figyelik a vizszintet és jeleznek, ha utantoltés

sziikséges.

3.2.3 Szén-dioxid-szint

A CO; szerepet jatszik a sejt/szovetkulturak normal kémhatas (pH)
tartomanyanak fenntartasaban (Lo és mtsai 1994). A kamrak/inkubatorok stritett CO,
forrasbol szenzor és vezérelhetd szelep segitségével tartjak fenn a kivant értéket. Tul
sok CO; savas, tul kevés lugos hatast eredményez. A szenzor kivalasztasa kritikus az
ilyen rendszerekben. A magas paratartalom és homérséklet befolyasolhatja a szenzor
érzékenységét és torzitja a mért értéket. Két f6 tipust alkalmaznak hdvezetéses
(hoellenallas) és infra (IR) CO, szenzor (Hartmann és Wagener 2019). Az elsé olcsobb,
de pontatlanabb is. Nagyon érzékeny a hdmérsékletvaltozasra, amig az nem tokéletesen
stabil, addig értékelhetetlen a mérés (Zheng és mtsai 2002). Olyan esetekben
hasznalhatd, ahol hosszOtava inkubaciordl beszélink. Az IR szenzor a CO,-ra
specifikus spektrumban méri az ateresztett fény mennyiségét. Minél tobb CO, van,
annal kevesebb fény jut at a gazkeveréken. Nagy eldnye, hogy nem fiigg a
hémérséklettél és paratartalomtél. Ujabb valtozatokban ugynevezett single- és dual
beam szenzorokat alkalmaznak. Elébbi levegét hasznal a kalibraciora adott

idészakonként, mig utdbbi képes valds id6ben, ledllitas nélkiil megtenni a beéllitast.
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3.2.4 Oxigénszint

A kisérletek soran alkalmazott oxigénkoncentracio fiigg a vizsgalt paramétertol,
illetve a sejtek, szovetek tipusatol. Bizonyos sejtek mar 5% oxigénszint esetén hipoxids
allapotba keriilnek, mig mas tipusoknal ez 1% alatt kovetkezik be (Wu és Yotnda 2011).
Az oxigén érzékenység Osszefiigg a szdveti perfuzioval, igy az agy és a sziv sokkal
hamarabb reagal a hipoxids kornyezetre, mint a csont, amely esetében 1%-0S
oxigéntartalom mellett még 5 nap elteltével is mérheto a sejtaktivitas (Volkmer és mtsai

2008).

A fentiek, illetve az irodalmi kézleményekben (Cselenyak és mtsai 2010, Ryou
¢és Mallet 2018, Webster és mtsai 1995) szereplé OGD protokollok alapjan az altalunk
alkalmazott OGD modellben 0,5% maximalis O,-koncentraciot hataroztunk meg. Az
oxigén mennyiség a hipoxias kisérletek f6 paramétere, igy elengedhetetlen, hogy ne
legyen folyamatos visszajelzés az értékrél a kisérlet teljes ideje alatt. A szenzor
megvalasztasat a CO, részben leirtak szerint kell végezni, hasonld szempontok alapjan.
Para, nyomas, homérséklet és gaz szelektivitasi tulajdonsagokat (N, CO,, illetve
allatkisérletek esetén altatd gazok stb.) kell elemezni a megfeleld tipus kivalasztasahoz.
A Coy Laboratories termékei példaul nitrogén helyett hidrogént haszndlnak az
oxigénszint szabalyozashoz. A Kkalibraciot szaraz levegdvel a gyartd altal javasolt
homérsékleten végzik. Az inkubaciohoz hasznalt gazkeverék tobblet vizgdzt és CO,-t
tartalmaz, Place és munkatarsainak szamitasai szerint ilyen esetben a valos
oxigénkoncentracio a normal 20,95% helyett 18,6%-ra csokken (Place és mtsai 2017).
Amennyiben csak OGD mérésre hasznaljuk a kamrat, elegendé a monitorozas. Ha
beallithatdo O,-szintet szeretnénk, akkor beavatkozo elemekre, tigynevezett aktuatorokra

¢és vezérld egységre is sziikség lesz.

3.2.5 Fert6zés elleni védelem

Fontos, hogy a rendszert fertdtleniteni lehessen (UV, magas hdomérséklet,
alkohol, specidlis gaz). Ataramlas esetén HEPA sziiré alkalmazisa, parologtatashoz
desztillalt viz hasznalata javasolt. A kamrat minden kisérlet elott fertGtleniteni és tiszta
allapotba kell hozni. Sajat eszk6zok esetén ajanlott a réz hasznalata az antibakterialis

tulajdonsagai miatt (Wikipédia (b) 2020).
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3.2.6 Uzemmédok

A modern késziilékek elore beallitott, illetve a felhasznald altal definialt
tizemmodok szerint képesek az oxigénkoncentraciot valtoztatni a kisérlet soran. Ennek
megfelelden alkalmas hipoxias, szakaszos, fokozatosan valtozo, illetve teljesen egyéni
beallitdsokra is. Példaul sejt implantacid esetén egyedi beallitisok mellett hipoxias

prekondicionalassal és fokozatos homérséklet csokkentéssel ndvelhetd a mintak talélési

esélye (BioSpherix 2019).

Vitatott kérdés, hogy a sejtkisérletek soran alkalmazhatd-e normoxias levegé a
sejtek novesztéséhez, illetve a hipoxias kondicionalast kdvetd reoxigenizacios fazishoz.
Tények tamasztjak ala, hogy a sejtek normal kdrnyezetben olyan szabalyozo géneket is
expresszalnak, amelyek légkori oxigénkoncentracid mellett nem funkcionalnak (HIF)
(Place és mtsai 2017). A legljabb nézetek szerint az in situ koriilmények modellezésére

10%-nal alacsonyabb O,-koncentraciot kell alkalmazni (Zoran 2009).

Ezen igények a ma elérheté kamrakkal teljes mértékben kielégithetok. A
BioSpherix a kovetkezd beépitett programot kindlja a mar fentebb emlitett
prekondicionalason kiviil: Iépésszerti Oy-koncentracio csokkentés, amelyben hasonléan
a magassagi akklimatizacidhoz a sejteket fokozatosan kondicionaljuk a ndvekvd
génexpressziora. Ezzel a technikaval minden paraméter szabadon allithato (O,-szintek,

idéparaméterek).

Az Oxycycler GT4181CN lehetové teszi az oxigén mérgezés modellezését
barmely sejttenyészetben, hasonléan a sportolok altal végzett szabadidés oxigén-
belélegzesbdl, terapias kezelésbdl, illetve barmilyen hirtelen magas oxigén expoziciobol

szarmazo6 toxicitashoz (BioSpherix 2019).

Egy-egy kutatasi projekthez (diplomamunka) sok esetben nincs sziikség ekkora
kapacitassal bir6 eszkozokre. Egyedi méréseknél ritkan fordul eld, hogy ,ipari”
mennyiségli mintdkat kell kezelni. Illetve a feladat jol definialt keretek kozott zajlik,
amit egyszerlibb, olcsobb dedikalt eszkdzokkel is meg lehet valdsitani, nincs sziikség
komplex, univerzalis funkciokkal rendelkezd koltséges berendezésekre. A hallgatoi

munka altaldban részfeladatokra terjed ki, amely soran adott paraméterek, hatdsok
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vizsgalata folyik. A kezdeti szakaszban elegendd olyan eszk6z hasznalata, amely csak a
vizsgalt értékekre fokuszal. Igy elkeriilhetd, hogy a rengeteg beallitasi lehetéség
elterelje a meghatarozott kutatasi iranyt. Nem szokatlan igény az egyedi kisérletieszkoz
fejlesztés. Egy a kaliforniai egyetemen, illetve Saroj és munkatarsai altal fejlesztett
hipoxids kamrak is remek példdi annak, hogy a meglévd egyetemi infrastruktarat
felhasznélva konnyen lehet olyan egyedi eszkozoket késziteni, amelyek mas hallgatok
kutatasi igényeit kielégiti, és igy segiti haladasukat (Saroj és mtsai 2016, UCSD
Department of Bioengineering 2012). Uj feladatot, témat tesz lehetdvé, amely uj
hallgaté bevonasat jelenti, egyedi igényeket lehet megfogalmazni és a folyamat végén a

labor 1j berendezéssel gazdagodhat.

3.3 Human vizsgalatok

Jelen kutatasban megvalosult human vizsgalatok foleg a sporttevékenység kozben
eléforduld hipoxiara terjednek ki. Ilyenkor hipoxias és stagnald hipoxia allapotokrol
beszélhetiink (Pavlik 2019). A hipoxias hipoxia foleg olyan sportok esetében jelenik
meg ahol a sportold szabalyozott moédon jut levegbhdz (pl.: vizi sportok). Stagnald
hipoxiardl ebben a vonatkozasban pedig akkor beszélhetiink, ha a terhelés olyan
magasra emelkedik, hogy a sportolo sziv- keringési rendszer mar nem képes a szervezet
igényeit kielégiteni. A legtobb sportagban magas intenzitas mellett elérhet6 az anaerob

tartomany.

Az aerob ¢és anaerob kiiszobértékeket a vérben mérhetd tejsavkoncentracidval

mmol

jellemzik. Az altalanosan hasznalt aerob kiiszobérték kb. 2 koncentracioig tart,

mm

l re 1o
lo laktat érték

innentdl a laktat szint a nyugalmi f6lé emelkedik. Megkozelitleg 4

felett fokozodik az anaerob energiatermelés ¢€s a tejsavkoncentracidé meredeken
emelkedni kezd. Ezt a pontot hivjuk anaerob kiiszobnek. Ebben a tartomanyban a
terhelhetdség ideje folyamatosan cskken. Specialis edzésekkel fejleszthetd a sportolok

aerob ¢és anaerob kapacitasa, ezzel ndvelve a sportteljesitményt €s az alloképességet.
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3.3.1 Hipoxias edzésmédszerek

Elsportolok esetében gyakori médszer a magaslati edzés (Khodaee és mtsai
2016). A magassag szempontjabol tobb kategoriaja 1étezik, de a 1ényege, hogy alacsony
oxigénkoncentracié mellett torténik a terhelés. A hatdsok kozott megjelenik az
emelkedett vorosvértest szam, né a maximalis aerob kapacitas, javul a kapillarizacio és
gazdasagosabb lesz a szervezet oxigénfelhasznalasa (Sinex és Chapman 2015).

A sportteljesitményre gyakorolt elényds hatdsokon kiviil szamolnunk kell az
ugynevezett magaslati betegséggel is. Az alacsonyabb oxigénszint miatt szaporabb ¢és
mélyebb 1égzésre van sziikség. Ennek kovetkezménye, hogy tobb CO; tavozik a
szervezetbdl, amely megvaltoztatja a vér kémhatasat (Murdoch 2010). A csokkenés az
ion haztartasra is hatassal van, amely végsésoron befolyasolja a szervezet viz eloszlasat
¢és 6déma kialakulasahoz vezet. Sulyos esetben tiidd-, illetve agyodémat okozhat. Tobb
kutatés is vizsgalt olyan lehetséges prekondiciondléo modszereket, amelyek enyhithetik a
magaslati betegséget. Erdekes modon a legkézenfekvébb, normobér hipoxias edzéssel
nem sikertlt kialakitani a ventillacios adaptaciot. Az ezt kovetd magaslati edzés kozben
is megfigyelhetd volt a teljesitménycsokkenés. Az eredmények alapjan az alacsony
nyomason torténd hipoxids edzés gyakorlatban nem ugyanolyan hatést fejt ki, mint a

normobar nyomason végzett (Beidleman és mtsai 2009, Fulco és mtsai 2013).

A fentiek figyelembevételével nem mindegy, hogy milyen modon alkalmazunk
magaslati, hipoxias edzést a felkésziilés sordan. Lényeges paraméter a szervezet
vastartalma, amely nélkiilozhetetlen a vordsvértest és hemoglobin termeléshez.
Vashianyos allapotban nem torténik emelkedés az emlitett értékekben (Govus és mtsai
2015).

Léteznek alternativak, amelyek tengerszinten probalnak a magashegyi edzéshez
hasonl6 koriilményeket generalni (Hypoxico 2019). Ezen eszk6zok, modszerek 1ényege,
hogy az elérhetd oxigén mennyiséget csokkentik, de a kornyezeti nyomds a
normalszinten marad. Az egyik ilyen kiegészitd az edzd maszk, amely cserélhetd
szelepek segitségével korlatozza a bearamlo levegd mennyiségét (Training mask 2020).
A csokkent szellozés magas CO; és alacsonyabb O,-koncentraciot okoz a maszk
térfogatan beliil, ezzel segitve az aerob kapacitas fejlddését, az alloképesség ndovekedést
és a tliidéfunkcio javulasat. John. és munkatarsai szignifikans eltérést mutattak ki a

maszkot hasznal6 alanyok és a kontroll csoport kdzott (Porcari és mtsai 2016). Fontos
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tényez0, hogy a maszk haszndlata kozben kialakul6 hipoxias kornyezetet a kilélegzett
levegd okozza. Ennek mértéke elmarad a magaslati edzéseken tapasztaltaktdl tekintve,
hogy minden belégzéssel, oxigénnel teli levegd jarja at a maszkot. A hatasa inkabb a
1égz6izmok fejlesztésére iranyul, haszndlataval novelhetd a ventillacios kapacités, a
maximalis be- és kilégzési nyomas (Porcari és mtsai 2018). Mindezen valtozasok

jotékony hatéssal birnak az alloképességre €s igy a sportteljesitményre is.

Elérhetok olyan eszkozok is, amelyek képesek csokkentett oxigéntartalmu
»levegot” eldallitani (Higher Peak 2020). Ezek a magaslati generator késziilékek
jellemzden 9-21% Oj-koncentraciok képesek szolgaltatni. Az el6zdkhez hasonldoan
ebben az esetben is egy maszkot kell viselni, de a 1égzdnyilason keresztiil a késziilék
altal generdlt gazkeveréket Iélegezziik be. Itt mar sokkal inkabb hipoxias
kondicionalasrdl van sz6 tekintve, hogy nincs 1égzési ellenallas a rendszeren beliil. A
generatort tobbféle moédon lehet hasznalni. Az egyik a mar emlitett maszkos kialakitas.
Ennél komolyabb rendszer esetén lehetdség van egy zart edzéterem kialakitasara is,
amelyhez a generatort csatlakoztatva az egész helyiségben szabalyozhaté az
oxigénkoncentracié. Uszashoz kiilon ajanlanak tgynevezett Gszofolyosot, amit a sav
folé helyezve hipoxias légkort hozhatunk 1étre (Hypoxico 2019). Ezen kiviil otthoni

felhasznalasra szant alvo satrakat is alkalmazhatunk a felkésziilés soran.

Lathato, hogy sok megoldas létezik az edzések ilyen fajta kiegészitésére,
valamint tovabbra is aktiv kérdés, hogy hogyan kell optimdlisan megvalasztani a
hipoxids edzések jellemzdit (a felkésziilés mely szakaszédban alkalmazzuk, mennyi
ideig, milyen formaban stb.). Ezen kérdések mar inkabb az edzésmetodika teriiletéhez
tartoznak. A dolgozatban bemutatott kutatbmunka soran inkabb arra voltunk kivancsiak,

hogy mely élettani paraméterek hatarozzak meg a hipoxia tliréképesseget.

3.3.2 Apnea

A szabadtiidés buvarkodas (apnea, freediving) a viz ala meriilés egy olyan
formdja, ahol a buvar egy levegdvétellel tartozkodik a viz alatt. A buvarkodas
legegyszeriibb és legdsibb formdjardl van sz6, amelyet mar az Okori gordgok is
alkalmaztak, hogy élelmet, illetve egyéb javakat (szivacs, gyongy, elsiillyedt értékek)

tudjanak viz alol felhozni. A japadn ama buvarok tobb mint 2000 éve kezdték a
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gyongyhalaszatot. Skandalopetra-nak nevezett technikat alkalmaztak, ahol a buvar egy
kortlbeliil 15kg tomegii kdvet hasznalt a gyorsabb mertilés érdekében és igy kozel 30
méteres mélységbe tudott ereszkedni (Hendrikse ¢és Merks 2009). Késébb a
hadviselésben is megjelentek a szabadtiid6s buvarok (Engelbrecht 2009). Az ellenséges
hajokon okoztak sériiléseket, valamint viz alatti akadalymentesités volt a feladatuk. A
technikai fejlodés sordn megjelentek olyan eszkozok, melyekkel lehetové valt a viz

alatti 1égzés, ami feloldotta az egy levegds meriilés korlatait.

Ezt kovetden valt az apneabdl rekredcios, illetve versenysport. Jelenleg a két
legnagyobb szabadtiidés buavar szervezet (AIDA, CMAS) 0Jsszesen tizenegy

versenyszamot ismer el hivatalosan (Wikipedia (e) 2021).

1. tablazat Az AIDA és CMAS rendszerek altal elfogadott versenyszamok dsszesitd tablazata a mért
paraméterek és a felhasznalhato felszerelés alapjan. STA: statikus apnea, amely soran a buvar arccal a
vizbe fordulva mozdulatlanul tartja vissza a levegét a lehetd legtobb ideig. DNF: dinamikus uszony
nélkiili uszas, ahol a buvar segédeszkoz nélkiil, sajat erdvel Giszik a lehetd legnagyobb tavolsagot. DYN és
DYN-BI: monofin, illetve vadaszuszony hasznalataval torténé uszas. CNF: uszony nélkiili, sajat er6bol
torténd meriilés, ahol a cél, hogy a buvar az eldre meghatarozott mélységet elérje. FIM: uszony nélkiili
meriilés, ahol a buvar a kotél mentén hiuzza le magat az elére meghatarozott mélységbe. CWT: uszony
hasznalataval torténé meriilés elére meghatarozott mélységbe. VWT: szan vagy mas meriilést segitd

szerkezettel torténd meriilés, majd sajat er6bol torténd feluszas.

Idé Tav Mélység
Uszony nélkiil STA DNF CNF, FIM
Uszonnyal X DYN, DYN-BI CWT, VWT

Héarom nagy csoportba oszthatok az egyes szamok aszerint, hogy mit mérnek a
verseny alatt (1. tablazat). Ez alapjan az elsé csoportba az ugynevezett statikus apnea
tartozik, ahol az egy levegdvel viz alatt t6ltott 1d6 szamit. A mésodik csoportban az egy
levegével megtett legnagyobb tavolsagot mérik. Ide sorolhatdo a dinamikus apnea
uszonyos, illetve uszony nélkiili valtozata. Az Osszes tobbi versenyszamnal az elért
legnagyobb mélység szamit. Az eredményeket tekintve az elmult 50 évben hatalmas
fejlodés lathatd a sportban. 1976-ban Jacques Mayol francia bavar volt az elsé ember,
aki egy levegdvel 100 méter ala tudott meriilni (Wikipedia (d) 2021). Az akkori

mérések és vizsgalatok alapjan az orvosok azt feltételezték, hogy az emberi szervezet
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nem képes elviselni a 100 méter alatti nyomast. Jelenleg Herbert Nitsch No Limit
kategoriaban (csak AIDA rendszerben) 253 méteres mélységgel tartja a vilagrekordot.
A tobbi versenyszadmot tekintve is egyre extrémebb eredményeket lathatunk. Branco
Petrovic 11 perc 54 masodperces idOvel tartja a leveg6-visszatartas (STA) Guinness
rekordjat (Whelan 2014) vagy emlithetjiik Mateusz Malinat, aki 2016-ban egymast
kovetd két nap allitott fel vilagrekordot a dinamikus apnea uszonyos (DYN: 300 méter),

illetve uszony nélkiili (DNF: 244 méter) szamaban (AIDA World Records 2020).

A téma irodalmi hattere sportvonatkozasban nem tal nagy. A PubMed
keresGjében a ,,freediving, breath holding” kulcsszavak hasznalataval 200 alatti a
taldlatok szama. A képzett buvarokon tortént fiziologiai vizsgalatokat tekintve a
kovetkezd fobb témakat érintik az egyes kutatasok: csokkent savasodas, oxidativ stressz
(Joulia és mtsai 2003, Joulia és mtsai 2002) és alapanyagcsere; novekedett hematokrit
érték, eritropoetin-koncentracidé, hemoglobin-koncentracio ¢és erdltetett kilégzési
vitalkapacitas (Lemaitre ¢és mtsai 2010); szivfrekvencia variabilitas vizsgalata
(Kiviniemi és mtsai 2012), valamint a 1ép térfogatvaltozasa apnea hatasara (Schagatay
¢s mtsai 2005).

Lemaitre és munkatarsai cikkiikben (Lemaitre és mtsai 2010) egy érdekes
hipotézist mutatnak be, amely szerint az apnea alkalmas lehet més sportokat kiegészitve
az aerob teljesitmény fokozasira. Allitisukat a témaban megjelent mas cikkek
eredményeinek 0sszefoglalasaval magyardzzak. Els6ként emlitik, hogy harom honapos
apnea edzés hatasara csokken a szervezet savasodéasa, valamint csokken az oxidativ
stressz is. A fent emlitett vizsgalatok mentén folytatva a gondolatmenetet arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az apnea hatdsara olyan folyamatok jatszodnak le a
szervezetben, amelyek mindegyike az oxigénszallitd kapacitast novelik (Lemaitre és
mtsai 2010). Ennek kovetkezménye, hogy novekedhet az aerob sportteljesitmény. A
hematokrit és hemoglobin-koncentracié valtozasat jol magyarazza a 1épen MRI-vel
novekedése (Schagatay és mtsai 2012).

Mas kutatdsok a buvarreflex hatasdra bekovetkezd szivfrekvencia valtozast
vizsgaltak (Hayashi és mtsail997). A folyamat teljesen még nem felderitett, igy az sem,
hogy pontosan mi inditja el a szivfrekvencia csokkenést, illetve, hogy apnea alatt

hogyan torténik a szabalyozas. Schipke és munkatarsai arra hivtak fel a figyelmet, hogy
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a képzett buvarok altal hasznalt "levegdnyeléses” technika, amely segitségével 1-2 liter
extra levegdt képesek a tiidobe préselni, hatranyos kovetkezménnyel jarhat. A
megnovekedett tid6 térfogat, valamint az intratorakalis nyomas miatt kdozel
egyharmadara csokken a perctérfogat (Schipke és mtsai 2015).

Az apnea sportdg természetébdl adodoan az elvaltozdsok tekintetében a tiido
vizsgalata mertil fel els6ként, azonban érdekes modon a tiid6 térfogatvizsgalata nincs a
kutatasok fokuszaban. Ennek oka feltehetéen az, hogy a normalisnal nagyobb
vitalkapacitas onmagaban nem elegend6 a megemelkedett apnea teljesitményhez.

Joggal meriil fel a kérdés, hogy milyen élettani folyamatok teszik lehetévé, hogy
egyesek ilyen extrém mértéki hipoxiat el tudjanak viselni? Van-e esetleg adaptacios
hatdsa a sportnak vagy velesziiletett adottsagra van sziikség az ilyen teljesitmény
elérésé¢hez? Tovabba érdekes kérdés, hogy meddig fokozhaté a fejlddés, hol van az
¢lettani hatar? Az itt bemutatasra keriild6 munka célja, hogy e kérdéseket vizsgalja, hogy

az eredmények alapjan jobban megértsiik a hattérben zajlo folyamatokat.
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4 Hipotézisek

1.

Egyedi fejlesztésii, hdmérséklet vezérléssel ellatott hipoxias kamra alkalmas a
szoveti iszkémia modellezésére.

Az alacsony homérséklet kedvezd hatasi az OGD modellben vizsgalt csont
graftok tulélésére.

Egyedi fejlesztési, szakaszos hipoxias kamraval allatkisérletekben modellezhetd
az alvasi apnoe (OSA).

Az OSA modell alkalmas mérhet6 agyi stresszhatés kivaltasara.

Az edzett szabadtiidés buvaroknal mérhet6 élettani valtozasok torténnek a
hipoxias és hiperkapnias adaptacié soran, amelyek magyarazzak a nagyobb

sportteljesitményt.
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5 Ceélkituzések

A bevezetében bemutatott kérdések és informacidk alapjan a kutatds harom {6

teriileten zajlott: szovetszintii oxigén-gliikkoz megvonasos (OGD) modell fejlesztése, in

vivo allatkisérletre alkalmas alvasi apnoe (OSA) modell 1étrehozasa, illetve human

vizsgalatok a hipoxia tliroképesség €s annak sportteljesitményre gyakorolt hatasanak

tanulmanyozéasara. A témavalasztas és munka célja miatt elsésorban moddszertani, és a

szlikséges késziilekek fejlesztésének ismertetése keriil elétérbe. Az egyes teriileten

megfogalmazott céljaink a kovetkezok voltak:

1. Olyan OGD kisérletre alkalmas kamra fejlesztése, amely a kovetkezd

tulajdonsagokkal rendelkezik:

a.
b.

C.

0 és 37 °C kozott szabalyozhatd hémérseéklet tartomany

0,5% alatti O,-koncentracié biztositasa a kisérlet teljes ideje alatt
szabalyozhato ataramlas a gadzfogyasztas optimalizalasa érdekében

90% feletti paratartalom a mintak kiszaradasa ellen

modularis felépités, legalabb két minta befogadasara alkalmas, amelyek
sziikség esetén egymastol fiiggetlen hdmérsékleten és idében indithatok
a kisérleti eszkdz és protokoll validalasa in vitro sejt és szovetmintak

felhasznalasaval

2. Olyan szakaszos hipoxias kamra létrehozasa, amely alkalmas az obstruktiv

alvasi apnoe egereken torténd modellezésére. Az eszkozzel szemben tamasztott

kovetelmények a kovetkezok:

a.

az allatok eredeti tarold ketrecének modositasaval legyen kialakitva a
modell, hogy elkeriiljiik az 4j kornyezet okozta stresszhatast

alkalmas legyen a gyors Oj-koncentracié valtoztatasra a kovetkezd
protokoll szerint: 90 s 21% O,/ 90 s 5.7% O, folyamatosan valtakozva 8
oran keresztiil

igény szerint modosithatd legyen az i1ddézités és az Oy-koncentracid
értéke

az atdramlo gaz paratartalma legyen 50+£10% tartomanyban

az ataramlo gaz homogén modon keringjen a zart dobozban
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f. amodell bioldgiai hatasanak kimutatasa

3. Edzett szabadtiidés buvarok ¢és edzetlen kontroll személyek kozti kiilonbségek
vizsgalata hipoxia alatt. Olyan ¢élettani paraméterck kutatasa, amelyek
befolyasoljak a hipoxia tiréképességet. A mérések soran a kovetkezo értékek
monitorozasat végeztikk: véroxigén szaturacid; Iépméret, volumetria és
elasztografiai valtozasok; FVC (Forced Vital Capacity — Erdltetett kilégzési
vitalkapacitas). A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

a. Kimutathaté-e szignifikans kiilonbség a két csoport apnea teljesitménye
kozott?
b. Mérhetd-e szignifikans kiilonbség a csoportoknal a fent emlitett élettani

paraméterekben?

Osszefoglalva a jelen munka egyik célja, hogy olyan fejlesztéseket mutasson be,
amelyek az emlitett tudomanyos kutatasi célokat szolgaljak és felhasznalhatok az in
vitro iszkémia kiilonb6z6 hémérsékleteken torténd tanulmanyozasara, valamint az
alvési apnoe allatkisérletes modellezésére. Masfel6l a tovabbi kisérletek a hipoxids
edzés human vonatkozéasait vizsgaljak, amely sordn az adaptacios folyamatok

tanulmanyozasa keriil el6térbe.
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6 Modszerek

A modellek tervezése és megvaldsitasa a kutatas alapjat alkotjak, igy sziikséges az
egyes lépések részletes ismertetése, hogy a késdbbiekben elvégzett kisérletek
eredményeit megfeleléen tudjuk értékelni. A dolgozat kell6 mértékben targyalja az
eszk6zok és protokollok fejlesztési fazisait, azonban a terjedelemre és a szerteagazod
témakra valo tekintettel nem tér ki a modszertani fejezetekben ismertetett megoldasok
alapszintii fizikai, elektronikai magyarazatara. A miiszaki tervezés pontjait bemutatva a

biologiai vizsgalatok részletei is targyalasra keriilnek.

6.1 Oxigén-gliikoz deprivacios modell, eszkozfejlesztés

A hitérendszer kivalasztasanal az elsddleges szempont volt, hogy 0 °C Kkoriili
hémérsékletet tudjunk eldallitani. Két féle megoldas adodott: hiitbkompresszor vagy
termoelektromos (Peltier) elem. A feladat tulajdonsagait tekintve, egyik modszer sem ad
optimalis megoldast. A kompresszoros hiitésnél a rendszer mérete tal nagy, tovabba a
hiités elérheti a -20 °C-os értéket is, ami jelen esetben felesleges. A Peltier-elem esetén
a 0 °C eléréséhez nagy teljesitményll tapegységet kell hasznalni és megfelelden
méretezni a  hoéatadé  feliiletet. Tovabbi  hatranyt jelent, hogy ekkora
hémérsékletkiilonbség eldallitasa esetén a Peltier-elem hatékonysaga jelentdsen romlik.
A hiitérendszerek hatékonysagat az ugynevezett COP (Coefficient of Performance)
értékkel jellemzik (2. tablazat), amit ugy kapunk meg, hogy a hiitési teljesitményt
elosztjuk a rendszer altal felvett teljesitménnyel. A 2. tdblazat alapjan latszik, hogy a
Peltier-elem hatékonysaga maximalis teljesitmény kdzben elmarad a tobbi modszerhez
képest, azonban a 3. tablazatban Osszegylijtott szempontok alapjan mégis ezt a

megoldast valasztottuk.

2. tablazat Hiitérendszerek hatékonysaga. A tablazat a kiilonbozé elveken miikddd, hiitésre alkalmas
eszkozok hatékonysagat mutatja (Cool Chips 2019).

Hiitorendszer | Hatékonysag (%)
Peltier-elem 6-8
Kompresszor 40
Cool Chips 50
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Az oszlopokban "+" jelzi, hogy az adott szempontnak, melyik megoldas felel
meg jobban. Fontos megjegyezni, hogy a 3. tablazat a kisérlethez sziikséges
kovetelményeknek és kortilményeknek megfelelve hasonlitja 6ssze a két lehetdséget.

Azonban, ezzel a megoldassal sem trivialis az igényeknek megfelel6 rendszert késziteni.

3. tablazat Hiitorendszer paraméterek osszehasonlitisa a fejlesztéshez rendelkezésre dllo forrdsok
alapjan. A tablazatban lathatdé paraméterek alapjan osztalyoztuk a kopresszor, illetve a Peltier-elemmel
torténd megvaldsitas elényeit (+) és hatranyait (-).

Paraméterek Kompresszor Peltier-elem
Meéret - +
Zaj - +
Hiutési teljesitmény + -
Fogyasztas + -
Komplexitas - +
AI' - +
COP + -
Spec. eszkoz igény - +
Szakmai ismeret - +

6.1.1 Termoelektromos elem fogalma

A termoelektromos hatast mar a 19. szazadban Thomas Seebeck és Jean Peltier
felfedezték (Wikipedia (a) 2020). A folyamat 1ényege, hogy két kiilonb6z6 fémet
Osszekapcsolva, homérséklet gradiens hatasara, elektromos aram folyik a fémeken
keresztiil. A jelenség forditva is igaz, vagyis, ha fesziiltségkiilonbség jelenik meg a
fémek kozott, akkor az egyik fém elkezd hiilni, amig a masik melegszik. Az az elem,
amelyik hil, energiat von ki a rendszerb6l. Az energiat elektronok nyelik el, amelyek az
alacsony energiaallapotbol (lehiilt p-tipus vezetd) atjutnak a magas energiaallapotba
(melegedd n-tipust vezetd). A tapegyseg biztositja az elektronok mozgasdhoz sziikséges

energiat (Gurevich és Logvinov 2005).

6.1.2 Kamraméretezés

Els6 Iépésként felmértik a kisérletes modellel szemben tamasztott
kovetelményeket. A kisérletek tobbnyire tenyésztd lemezen torténtek, ezért alapvetd
kovetelmény volt, hogy ezek az eszkdzok beférjenek a kamraba. A hdvezetés miatt

rozsdamentes fémnek, valamint hasonlé méretiinek kell lennie, mint a tenyészt6 lemez
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(3. abra). Ha a kamra tal nagy, akkor tobb nitrogént kell hasznalnunk az
atszelloztetéshez és a hédmérséklet bedllitas is lassabban, kevésbé homogén moddon
torténik. A masik kritikus paraméter a szigetelés volt. Tekintve, hogy a kisérlethez 0,5%
alatti O,-koncentraciot kell biztositani, fontos, hogy a kamra megfeleléen zart legyen.
Miszaki boltokban elérhetdk olyan aluminium miiszerdobozok, amelyek alkalmasak
erre a célra. A Gainta Industries Ltd. altal gyartott termékek neoprén szigeteléssel
vannak ellatva és megfelelnek az IP65 (nemzetkozi védettség jelolés), illetve IP67
szabvanyoknak. A kamra méreteit a 2. abra mutatja. A standard tenyészté lemezek
alapteriilete 127,9 x 85,85 mm (3. abra), amely pontosan elfér a valasztott kamraban. A
tenyésztd lemez magassaga 20 mm azonban gondolnunk kell az atszell6ztetd gaz
csatlakozéasara is. A kamra 54,1 mm magassdga éppen alkalmas még a sziikséges
nyilasok kialakitdsara. A kamra kiilsd része egy vastag festékréteggel van bevonva,
amely rontja a hovezetést, 3-4 °C-os eltérést mértiink a festett és nem festett dobozok

hémérséklete kozott, emiatt eltdvolitottuk a festékréteget az also feliiletrdl.
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SECTION A-A

2. abra OGD kamra. A modellhez valasztott kamra méreteit (mm) mutatja az abra. A {6 szempont, hogy
a kamra belsé mérete a lehetd legkdzelebb legyen a szabvanyos sejttenyészté edények méretéhez. Erre a
célra az abran lathato kamra a legalkalmasabb.
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3. abra A standard sejttenyészto edény méretei. A csont iszkémias vizsgalatokhoz hasznalt szabvanyos
24 lyukas tenyészté edény méretei (mm) lathatoak az abran.

A Peltier-modulok sziikséges teljesitményének meghatarozasahoz ki kell
szamitani, hogy mekkora hét kell kivonni a rendszerbdl. A hémennyiség a 4.1. képlet

segitségével szamithato:
4.1. Q =c*mxAT

ahol Q a hémennyiség, ¢ a fajh6, m a tomeg és AT a hémérsékletkiilonbség. A kamra

anyaga aluminium, amelynek fajhdje 0,91k§—iK ¢és a tomege 600g. A laborban standard

szobahdmérsékletet (25 °C), és a kisérlet kozben kivant 4 °C-ot feltételezve a
hoémérséklet kiillonbség 21 °C (a képletben Kelvin dimenzidval szamolunk, de
homérséklet kiilonbség esetén a Kelvin és Celsius skala megegyezik). A 4.1. képlet
alapjan 11466 J hot kell a kamrabdl elvonni a hiités soran. Ehhez még hozza kell
venniink a mintakbol elvonandé homennyiséget és az ataramld nitrogén terhelését. 24
lyukt tenyészté lemezzel szamolva a mintak folyadéktartalma 48 mL (2 mL/tégely).
Szoba hémérsékletet feltételezve a AT, =25—4 =21°C =21 K. Ebben az esetben:
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4.2 Qminta = Cm * My * ATy,
4.3. Qminta = 4,18Q*LK 489 * 21K

4.4. Quinta = 4213 ]

A rendszer tilméretezésébdl és a tenyésztd lemez minimalis hatdsa miatt az
anyagra vonatkoz6 szamitasokat elhanyagoltuk. Az ataramlé nitrogén hdterhelését a 4.5.

képlettel szamithatjuk:

4.5. P, = ¢y * pp x AT, * V,

ahol B, a teljesitményt, c, a nitrogén fajhdt, p, a nitrogén siriségét, AT, a
hémérsékletkiilonbséget és 1V, az aramlasi sebességet jeloli. Az  értékeket

behelyettesitve:
4.6. P, = 1,04?—) #1,252 % 21K * 0,016 = 0,455 W

teljesitményt kapunk. A kamrakat hdszigeteld boritassal lattuk el, igy a kornyezeti
héterhelést elhanyagoltuk a szdmitdsok soran. A fentiek alapjan maximum 30 perc
beallasi idével szamolva meghatdrozhatd, hogy mekkora hiitési teljesitményre van

sziikség.
4.7. p=2

ahol P a teljesitmény, Q a hdmennyiség ¢s t az ido.

_ (11466+4213)] _
- 1800s -

4.8. P 8,7W

4.9. Poym = 8,7W + 0,455W = 9,155 W

A fenti szamitasok alapjan egy kamra hiités¢hez, felfelé kerekitve koriilbeliil 10
W teljesitményre (4.9. egyenlet) lesz sziikség. Ezek alapjan a Peltier-modul adatlapjabol
(4. abra) meghatarozhatd, hogy mekkora fesziiltséget és aramerdsséget kell alkalmazni.
Egy kamrahoz 2 darab Peltier-elemet hasznaltunk a homogén hiités, illetve a rendszer
talméretezése miatt. {gy osszesen 10 W/Peltier-elem értékkel szamoltunk. A 4. abran a
diagram als6 része mutatja a Peltier-modul két oldala kdzti hdmérsékletkiilonbség (AT)
és a hiitési teljesitmény (Qc) kozti osszefiiggést. Ha a meleg oldal 35 °C-nal nem lesz

magasabb és a hideg oldal 0 °C-nal nem lesz alacsonyabb, akkor az abran a piros
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vonalak kijelolik a megfeleld fesziiltség és aram értékeket. Ebben az esetben 7,5 V

fesziiltséget és 4 A koriili aramerdsséget kell alkalmazni.

A rendszerbe Osszesen 2 darab kamrat terveztiink ennek megfeleléen 4 darab
Peltier-modul sziikséges. A meghatarozott 7,5 V és 4 A elektromos paraméterek alapjan
1 darab Peltier-modul tizemeltetéséhez 30 W teljesitményre lesz sziikség. Négy modul
esetében ez 120 W 0Osszesen. A tapellatas biztositasara a Mean Well RS-150-12
kapcsoloiizemu tapegységét valasztottuk. 12 V fesziiltség mellett 12,5 A leadasra képes,
ami 150 W teljesitményt jelent. A tapegység gyarilag rendelkezik rovidzar- és
tulfesziiltség elleni védelemmel is, ami a Peltier-modulok szempontjabol 1ényeges
hiszen helytelen hasznalat soran a modulban révidzar alakul ki. A moduloknak
sziikséges 7,5 V fesziiltséget 2 darab DC-DC konverter segitségével oldottuk meg oly
modon, hogy a tapegység 12 V-os fesziiltségét konvertaltuk 15 V-ra, amit két sorba

kotott modulra kapesoltunk.
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4. abra A TEC-12710 tipusii Peltier-modul adatlapja. A piros vonalak jelolik a kivant 10 W

hiitételjesitmény eléréséhez sziikséges aram és fesziiltség értékeket. A kijeldlés soran 35 °C koriili
hémérséklettel szamolunk a modulok ,,meleg” oldalan.
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A kamrak fiitéséhez szintén a Peltier-elemeket hasznaljuk csak forditott
polaritdssal. Ennek hatasdra a modulok hideg és meleg oldala felcserélédik. A fiitd
teljesitmény sokkal nagyobb mint a hutési, mivel az alkalmazott tapellatds a meleg
oldalon disszipalodik. Emiatt a fiités tervezését kiilon nem szamitjuk, a hiitéshez

alkalmazott beallitasok elegendéek a fiités lizemmodd esetén is.

6.1.3 Disszipalt ho

A Peltier-modul a hideg oldalrol elvont hét és a tapellatast a meleg oldalon
disszipalja. Ez azt jelenti, hogy minél nagyobb hiitési teljesitményt szeretnénk, a modul
annal jobban fog melegedni. Az adatlap alapjan lathat6, hogy a Peltier-elemek nem
allando homérséklettel szamolnak, hanem a két oldal kozti hdmérséklet kiilonbséggel.
Ez azt jelenti, hogy ha az egyik oldal hémérséklete valtozik, az hatassal van a masik
oldalra is. Emiatt kritikus, hogy a disszipalt h elvezetése megfelel6 legyen, hiszen, ha
ez az oldal tulmelegszik, akkor a hideg oldal hémérséklete is emelkedni fog. Jelen
esetben egy Peltier-modul 10 W hiitési és 30 W (7,5 V * 4 A) elektromos teljesitményt
disszipal. Ez kamranként 80 W a teljes berendezésre vonatkozoan 160 W fiitési
teljesitményt jelent. Ennek hatékony elvezetésére vizhiité rendszert alkalmaztunk. A
szamitastechnikaban alkalmazott termékek hdelvezetd kapacitisa boven a sziikséges
teljesitmény felett vannak. Ennek megfeleléen a kovetkezO elemeket hasznaltunk:
Phobya DC12-220 szivatty, 400 mm plexi viztartaly, hiitéradiator (240 mm x 120 mm
X 60 mm), 2 darab 80 x 50 mm vizes blokk, 2 darab 12 cm, 12 V ventilator, szilikon
csovek, csatlakozok, desztillalt viz. A szivattyu €s a ventilatorok tobbletteljesitményével
mar a tdpegység hatarait feszegettilk volna igy a vizkeringetd rendszerhez egy segéd

tapegységet alkalmaztunk szintén a Mean Well termékei koziil (12 V /4 A).

6.1.4 Hoémérsékletszabalyozas

A kamrak homérsékletét 2 darab TMS-125 tipust termosztattal lehet
szabdlyozni. A hdmérsékletmérd szenzorok a kamrak aljdhoz vannak rogzitve. A
kamrak, illetve a beallitott homérsékletnek megfeleléen ki-be kapcsolja a Peltier-

modulokat.
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6.1.5 Gazaramlas

A magas nyomasu nitrogént nyomas csokkenté regulatorral, koriilbeliil 2 bar
nyomasra allitjuk. A késziilék hatoldalara felhelyeztiink egy precizids szelepet, amellyel
0-1 bar kozott finomhangolhatd a nyomas értéke. A szelepbdl két kiilon szabalyozhato

)

perc

rotaméterbe csatlakozik a nitrogén. Itt lehet a végleges aramlasi sebességet (~1

beéllitani. Ezt kdvetden torténik a parasitas két 100 mme-es plexi viztartallyal, amelybe
horzsakévon keresztiil juttatjuk a nitrogént. A bevezetoben mar ismertetett
buborékoltatassal biztositjuk a sziikséges paratartalmat. A hideg kamra esetében nem
alkalmaztunk pérasitdst a kondenzviz ¢és a jegesedés megeldzése érdekében. A
dobozokon két csatlakozd nyilast alakitottunk ki az atdramlashoz. A csatlakozéashoz
pneumatikai gyorscsatlakozokat hasznaltunk. A homogén szelldztetés biztositasahoz a
bejové oldalon hangtompitot (5. abra) alkalmaztunk, ami gombszeriien szorja a rajta
athalad6 gazt. A modularitds érdekében a kamrdk bemeneti és kimeneti 4gaba egy-egy
elzard szelepet épitettiink. Ezek segitségével egymastol fiiggetleniil lehet a kamrakat
hasznalni. A paratartalmat a kamrak kimeneti agaba helyezett szenzorokkal mérjiik és a

késziilék eldlapjan 1évo kijelzOk mutatjdk. A rendszer felépitését a 6. abra szemlélteti.

5. abra Pneumatikai hangtompité. A hangtompito az ataramléd gazt gombszerlien szorja ezzel csokkentve
az aramlasi zajt a kamran beliil.
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6. abra Az OGD rendszer blokk vaizlata. Az A-val jelolt részen lathato az dtaramld gaz utvonala az egyes
pneumatikai elemeken. A B rész jeldli a vizhiités egyes elemeit. A C rész az elektronikai dsszekottetést
mutatja.

6.1.6 Oxigén szenzor

Az oxigénkoncentracid mérésre az Alphasense Ltd. 02-A2 tipusu
oxigénszenzort valasztottuk a kis méret és konnyl szerelhetdéség miatt. Az érzékelohoz
kiilon kérhetd transzmitter aramkoOr, ami a szenzorbol érkezé nanoamperes jelet
feler6siti milliamperes tartomanyba. A szenzor mérési tartomanya 0-30% kozott van és
a koncentracionak megfeleléen 4-20 mA kozott valtozik a kimeneti aramerdsség. Ebbol
az ¢értékbol kell a késziiléken megjelenithetd értéket kijelezni.

Erre a célra egy fesziiltségmérd aramkort alkalmaztunk, amely képes 0-30 V
kozotti fesziiltséget mérni és megjeleniteni. Ebben az esetben a feladat, hogy a 4-20 mA
aramtartomanyt atalakitsuk 0-30 V kozotti fesziiltségre. A szenzor aramat egy
ellenallassal konnyen fesziiltséggé tudjuk alakitani. Erre a célra egy precizids 165 Q-0s,
0,1% tlirésti ellenallast alkalmaztunk. Az érzékeld értéke alapjan ekkor az ellenallason
esO fesziiltség 0,66-3,3 V kozott valtozik. A kisérlet soran 0% kozeli koncentraciot
hasznalunk igy fontos, hogy a kijelzés valéban 0 pontrdl induljon. A tapegységbdl
konnyedén ki lehet alakitani egy 0,66 V-0s referencia fesziiltséget, amit miiveleti erdésito
segitségével ki tudunk vonni a szenzor fesziiltségb6l. A tartomany igy 0-2,64 V kozé
esik. Az utolsd 1épés, hogy egy szorzd aramkorrel a 2,64 V-ot 30 V-ra alakitsuk. A

tervezett aramkdrt a 7. abra mutatja.
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7. abra Az oxigénkoncentracio kijelzése. Az abra az oxigénkoncentracié kijelzését biztositdé aramkor
kapcsolasi rajzat mutatja. A szenzorbol érkezd, az oxigénkoncentracioval aranyos fesziiltségbdl miiveleti
erbsiték segitségével kivonjuk a tapegységbdl eldallitott referencia fesziiltséget. Ezzel a szenzor 0%
oxigén koncentracional megjelend fesziiltségét 0V-ra korrigalja az aramkor. Végiil egy szorzo aramkorrel
a fels6 30V-0s (30% O,) fesziiltséget alakitjuk ki.

Az aramkor tervezett mikodését a 8. abra szemlélteti. A vizszintes tengely
mutatja a szenzor kimenetére csatolt ellenallason mérhetd fesziiltséget. A fliiggdleges

tengely pedig a fesziiltségmérdvel kijelzett oxigénkoncentraciot jelenti.
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Kijelzett érték (Oxigén koncentracio %)

000 —

i T T
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Szenzor fesziiltség (V)

8. dbra Az oxigénszint kijelz6 aramkor tervezett miikédése. A vizszintes tengelyen a szenzorbol érkezd
fesziiltséget, a fiiggbleges tengelyen a kijelzén lathato értéket mutatja az abra.
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6.1.7 Vezérlés

A késziilék el6lapjan harom kapcsolo talalhaté (9. abra): 1 darab kétallasu,
amivel ki és bekapcsolhat6 a rendszer, illetve 2 darab 3 éllasu, amivel az egyes kamrak
Peltier-elemeit lehet futésre, hiitésre vagy kikapcsolt allapotra allitani. A két termosztat
is az el6lapon kapott helyet. A kamrak homérséklete egymastol fiiggetleniil
szabalyozhato. Nagyon fontos, hogy a Peltier kapcsolojaval kivalasztott (hilités vagy
fiités) lizemmoddal 6sszhangban legyen a termosztat beallitdsa. A rendszert karosithatja

az ellentétes beallitas.

6.1.8 Modularis felépités

A nitrogén aramlasi sebességét kiilon rotaméterekkel tudjuk szabalyozni, hogy
egymastol fliggetlen modon is lehessen a kamrakat mindkét izemmodban hasznalni. A
kamraknak sajat parasité tartalya van, valamint a be- és kimeneti pontokon szelepek
segitségével levalaszthatok a rendszerrdl. A kiillonbozé homérsékleten torténd kisérletek
eltér6é paratartalmat igényelnek igy két paraszenzort alkalmaztunk. A Peltier-elemek is
kiilon be- és kikapcsolhatok az egyes kamrak alatt. A fentiek alapjan indithatunk hideg-
hideg; hideg-meleg; meleg-meleg OGD vizsgalatokat akar egymastol fiiggetlen idében
IS, vagy csak az egyik kamrat hasznalva. Az elkésziilt rendszert, illetve a fobb

alkotorészeket a 9. abra szemlélteti (Bago és mtsai 2018).
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9. abra Az OGD modell. 1. paréasito tartalyok, 2. rotaméter, 3. kamrak, 4. puffer tartaly, 5. precizios
szelep, 6. Peltier-modul, 7. vizes blokk, 8. paraérzékel6k, 9. oxigénszint kijelzé, 10. termosztat, 11.
paratartalom kijelz6, 12. oxigénszenzor, 13. hangtompitd. Pirossal jeldlve a f6 kapcsold (kdzépen), illetve
a funkciokapcsolok (hités, flités) lathatok.

6.1.9 Szovetkultura

A szovetkulturds vizsgalatokat patkanybol izolélt calvaria csont graftokon
végeztiik. A mintdk begyiijtése 3-4 honapos, ~350 g tdmegili him Wistar patkdnyokbol
tortént (Bago €s mtsai 2018).
6.1.9.1 [Izolacio

Az éllat szén-dioxiddal végzett felaldozasa utan a fejrész eltavolitasra keriilt.
Kozépvonali bemetszéssel feltartuk a koponyacsontot iigyelve, hogy minimalis sériilést
okozzunk a szoveten. Ezt kovetden egy egyedileg készitett sztereotaxids keretben
rogzitettilk a mintat, majd allvanyos faroba helyezve 4 mm-es trepan faroval 4 darab
csontpogacsat izolaltunk a parietalis és frontalis régiokbol. A firds sordn tigyeltiink,
hogy a koponyavarratokat ne érintse a furas, tekintettel arra, hogy itt mas fajta és
funkcio6ja sejtek talalhatok. Az irodalmi adatok alapjan a faras sebességét 850 RPM-re
allitottuk (Reingewirtz és mtsai 1997). Ezzel optimalizaltuk a furasi idét, illetve

minimalizéltuk a folyamat kozben termel6dd hdt, amely karosithatja az izolalt szovetet.
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6.1.9.2 Novesztés
A mintakat 37 °C-os 6ssejtmédiumban (DMEM, 10% FBS, 5% L-glutamine, 1%

penicillin-streptomycin, Lonza) gy(jtottiik az izolacid végéig, majd az inkubacio elott
olloval eltavolitottuk a peremen 1évé csontszilankokat és egyéb térmelékeket. Ezzel
biztositva a csont graftok egységes atmérdjét és tomegét. Ezt kovetden 3 napig

inkubaltuk a mintékat 37 °C, 5% CO, kornyezetben, dssejttenyészté médiumban.

6.1.10 Kisérletinditas

Pérhuzamosan végeztiink hideg (4 °C) ¢és meleg (37 °C) OGD vizsgélatot
csoportonként n=12 mintan. A meleg OGD esetében 37 °C-ra melegitett gliikozmentes,
tenyésztd oldatot hasznaltunk, mig hideg OGD-nél melegités nélkiil adtuk a mintdkhoz
a médiumot, ezzel modellezve a transzplantacio sordn alkalmazott hiitéfolyadék hatasat.
A mintakat 24 lyukl tenyésztd lemezbe helyeztiik az eldmelegitett, illetve el6hiitott
kamrakba. Az OGD-t kovetden a mintak friss tenyésztd oldatba keriiltek és 3 napos
inkubacioval (37 °C, 5% CO,) modelleztiik a reperfizios idészakot. A kisérlet menetét

a 10. abra szemlélteti (Bago ¢és mtsai 2018).

6.1.11 Szovet viabilitas mérés

A kisérletek kiértékelésére elterjedt modszer a kiilonb6z6 kolorimetrids tesztek
alkalmazasa (MTT, XTT) (Fan és mtsai 2016, Wang ¢és mtsai 2011, Prakash és mtsai
2019). Ennek megfelelden a sejtek életképességének mérését kolorimetrias XTT (sarga
tetrazolium) vizsgalattal végeztiikk a gyartd utasitasai szerint (Roehm és mtsai 1991). A
mintdkat 96 lyuku tenyésztd lemezre tettiilk és hozza adtuk az XTT médiumot majd 4
oréra inkubaltuk (37 °C, 5% CO;). Az inkubacidt kovetden a mintakat szarité kamraba
helyeztiik 1 napra, majd egyenként lemértiik a csontpogicsak tomegét. A szaritas elott
az XTT oldat optikai denzitasat mértiik 460/620 nm hulldmhosszon spektrofotométerrel
(BioTek PowerWave XS, Gen5 software). A sejtek metabolikus aktivitasat

abszorbanciaként, szdraz tomegre normalva fejeztiik ki.
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10. abra Az OGD protokoll idébeli lefutasa. A Kisérlet ideje 8 nap az abran lathatd beosztassal: 1. nap
minta izolacid, majd 3 nap inkubécid; a 4. napon torténik az OGD, amit ismét 3 napos inkubacio kovet; a
7. napon a sejtek tulélési aranyat kolorimetrias alapon, XTT-teszttel hatarozzuk meg, amelynek végén a
mintdkat szarit6 kamréba helyezziik; 1 nap szaritds utdn a 8. napon lemérjiik a szaraz csontmintak
tomegét és normalizaljuk a kolorimetrias adatokat.

6.2 Alvasi apnoe modell (OSA), eszkozfejlesztés

Az alvasi apnoe modellezéséhez Xu és munkatarsai altal hasznalt protokoll
paramétereit vettiik alapul: ~60 oy aramlasi sebesség, 90 s periodus id6, amely soran

az O, értéke 5,7, illetve 21%, ~50% paratartalom, 22-24 °C hémérséklet (Xu és mtsai
2004). Az igényeknek megfeleléen folyamatosan valtozo O-koncentraciot kell
biztositani a kisérlet alatt. Két modszer lehetséges: 1. elére kevert gazokkal dolgozunk,
és egy idozitével kapcsoljuk, hogy melyik periodusban, melyik keverékkel szelloztetjiik
a rendszert, 2. automatikus modon szelepekkel és vezérlé rendszerrel allitjuk el6 a
beallitott keveréket. Mindkét megolddsnak van elénye és hatrdnya. Az elsé esetben
nagy pontossaggal és stabilan tudjuk az O,-szintet fenntartani, de a rendszer csak a
kikevert koncentraciokkal tud dolgozni. Tovabba az egyedi keverékek altalaban joval
koltségesebbek, mint a standard gazok. A masodik esetben a rendszer szabadon
beallithato, de bonyolultabb vezérld elektronikat igényel. Osszegezve a lehetéségeket az
automata kialakitds mellett dontottiink, ezzel is elésegitve a kamra univerzalis

hasznalhatosagat.
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A rendszer programozhatdé logikai kapu matrix (FPGA) fejlesztéi kartyan
(Digilent Basys2) alapul, és szakaszos vagy folyamatos hipoxia funkciot biztosit,
beépitett zajcsokkentéssel (allatkisérlethez). A beallitott oxigénkoncentraciot a nitrogén
és levegd megfeleld keverésével lehet eldallitani. A folyamat folytonos és PID
vezérlovel szabalyozott. Manudlisan csak a gdzforrdsok nyomasértékét kell beallitani
ezt kdvetden a vezérld iranyitja a szelepeket. Alkalmas ciklikusan ismétlédé protokoll

hasznalatara is.

6.2.1 Kamravalasztas

A kordbban megfogalmazott igényeknek megfeleléen olyan kamréara volt
sziikség, amelyben minimadlis stresszhatas éri az allatokat, elegendd hely van 6-8 egeres
kisérlethez, megfeleléen szigetelt, valamint az ivoviz és tapellatas biztositott. Ezek
alapjan ugy dontottiink, hogy mar meglévd laboratoriumi allat ketrecet valasztunk és
alakitunk at a modell szerint. Nagyobb allathazakban, illetve érzékeny kisérletek esetén
az allatokat steril kornyezetben tartjdk. Kifejezetten erre a célra gyart ketreceket a
Tecniplast cég, amely szigeteléssel és sziir6betéttel elldtva biztositja a kamrak
kornyezettdl fiiggetlen, homogén szelloztetését. A modelliinkhoz a GMS500 tipusa
ketrec bizonyult a legalkalmasabbnak. A doboz felsé részébdl eltavolitottuk a
sziirbbetétet és lezartuk egy plexi lappal. Kés6bb ebbe a lapba iiltettiik be a kamrai
oxigénszenzort, illetve az elektronika is itt keriilt rogzitésre. Az eredeti csatlakozokat
eltavolitottuk €s a sajat rendszeriinknek megfeleld atalakitokat helyeztiink a nyilasokba.

A kamra szerkezetén mas modositas nem tortént.

6.2.2 Pneumatika

Az el6z6 fejezetben bemutatott OGD modell fejlesztéséhez képest ennél az
eszk6znél joval bonyolultabb pneumatikai és szabalyozo rendszert kellett alkalmaznunk
a tetszOlegesen bedllithatd oxigénkoncentracidé miatt. OGD ilizemmod esetén a korabbi
kamrahoz hasonldan ebben az esetben is tiszta nitrogént aramoltatunk 4t a kamran.
Ebben a funkcioban a rendszer nem igényel pneumatikai szabalyozast. Az obstruktiv
alvasi apnoe kisérlethez hasznalt oxigénszintet a nitrogén €s a levegd adott aranyu

keverésével tudjuk eldallitani. A szabalyozast egy fixen beallitott paraméterhez képest
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végezzik. Jelen esetben ez azt jelenti, hogy egy folyamatos alacsony sebességli (5 —

)
levegbaramlashoz igazitjuk a nitrogén atfolyast.

A modell tovabbi kritériuma, hogy minimalis id6 alatt torténjen meg az Oo-
koncentraciok kozti atallas. A szelepvalasztast eldzetes szamitasok alapjan végeztiik. A
szabalyozas miatt alkalmazott 5 erc levegd aramlés esetén tudnunk kell, hogy mi az a

minimalis nitrogén aram, amivel a kivant O,-koncentracio elérhetd. A szamitashoz a

4.10. képletet hasznaltuk:

4.10. 0, = 100 — [””"””f’én + (’”e"eg"") * 0,79] * 100

Vteljes Vteljes

ahol 0, az egyensulyi oxigénkoncentraciot, Vyierogen @ nitrogénaramlas sebességét,
Vievegs @ levegbaramlas sebessegét, Vippjes @ teljes gazaramlas sebességét jeldli. A
zarojelben a gazaramban 1€v4 tiszta nitrogén aranyat szamoljuk. Szazalékos formaban a
kiilonbségbdl kapjuk a keverékben 1évo oxigén mennyiségét. A 11. abra szemlélteti a

kiilonbdz6 nitrogén aramokkal elérhetd minimalis oxigénkoncentraciot.

25
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Nitrogén aramlasi sebesség (L/perc )

11. abra Az OSA modellhez szamitott oxigén koncentracio értékek a nitrogén aramlas fiiggvényében. A
4.10. képlet alapjan kiszamolt oxigénkoncentracid értékek, kiilonboz6 nitrogén aramok és az allando,

I s . l
szabalyzo levegbaramlas (5 _perc) mellett.

A 4.10. képlet és a 11. abra alapjan lathatd, hogy az obstruktiv alvasi apnoe

modellhez sziikséges 5,7% O,-szint eléréséhez legalabb 14 ﬁ nitrogénaramra van
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sziikséglink. A kovetkez6 kérdés, hogy mennyi id6 alatt érhetjiik el a beallitott értéket a
fenti paraméterekkel? Az egyensulyi koncentracio kialakulasahoz sziikséges id6t a 4.11.

képlettel kozelitettiik:

4.11. t = Vkamra_ o (21)

VteUes/60 0>

ahol t az id6t, Vigmrqe a doboz térfogatdt, viejes a teljes gazaramlds sebességét
(Vnitrogen™ 0,79 * Viepegs), Oz az eléri kivant oxigénkoncentraciot jeloli. A 4.11.
képlet tiszta, oxigénmentes gazarammal szamol igy az alkalmazott folyamatos
levegbaramlas miatt a rendszer sebessége valamivel lassabb lesz a szamolt értéknél. A

korabban meghatarozott paramétert behelyettesitve a kdvetkezd id6tartamot kapjuk:

4.12. t=— L h in (%) =485

(14 +3,95
perc

perc

A tervezett 90 s periddus tobb mint 50%-a alatt lenne elérhetd a beallitott szint
¢s a szabalyzéashoz sziikséges ido6t még nem szamoltuk bele. Mindenképp nagyobb

nitrogén aramot kell haszndlnunk a gyorsabb gazcsere érdekében. Az allatokra és a
rendszer szerkezeti tulajdonsagaira valé tekintettel a maximalis gazaramlast 60 E-ben

hataroztuk meg. Ennél az értéknél a 4.12. képlet alapjan 15 s korili idével
szamolhatunk. A normoxias periddusban siritett levegét hasznalunk az oxigénszint
helyreéllitdsdhoz. A sziikséges levegdt kompresszorral allitjuk eld, szabalyozasra nincs
szlikség olyan értelemben, mint a nitrogén esetében. A kompresszor miatt a gazforras
korlatlannak tekinthetd igy az lizemi nyomast és aramlasi paramétereket empirikus tton

allitjuk be, ugy, hogy a gaz csere ideje megegyezzen a hipoxias faziséval.

A pneumatikai rendszer ezen megfontoldsok alapjan harom szelepbdl all: 2
darab proporcionalis (24 V SMC PVQ13 0,8 mm atmérd, PVQ31 2,3 mm atmér6) és 1
darab ,,on-off” szelep (230 V szolenoid). A hipoxias periodusban a két proporcionalis
szelep allitja eld a megfeleld keveréket. Az elézdek szerint az egyik proporcionalis
szelep fixen alacsony bedllitdson ereszti at a siiritett levegét. Ez a mennyiség azonban
nagyon lassan allitana vissza a normoxikus szintet igy erre a célra egy nagy ateresztésii
,,0n-0ff” szelepet alkalmaztunk. A pneumatikai rendszer vazlatat a 12. abra szemlélteti
(Polsek és mtsai 2017).
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Nitrogén ===

szabalyzo szelep \
Erzékelo1 Tompitd
on LINyomas- L_I Levegs /
Levegd szabalyzo szelepek

Vezérlo Erzékelo2

Kamra

12. abra Az obstruktiv alvdsi apnoe modell pneumatikai felépitése. A gazforrasok (nitrogén, levegd)
nyomas szabalyzokon keresztiil kapcsolodnak a szabalyozhatd szelepekhez. A szelepek vezérlésével a
kivant oxigéntartalmu gaz eldallithat6, amit az ,,Erzékel 1 szenzor ellendriz. A kamraban a hangtompité
rendszer biztositja a halk és homogén gazaramléast. Az , Erzékel62” szenzorral a kamraban kialakulo valos
koncentraciot mérjiik és csatoljuk vissza a ,,Vezérl6hoz” (piros szinnel jelolt 6sszekottetések) (Polsek és
mtsai 2017).

. ’ ’ , . . , l
A nitrogén esetében 2 bar nyomas mellett teljesen nyitott szelepnél 50 e

atfolyas érhetd el. A levegdt kompresszor segitségével allitottuk el (SAI2088, SMC,
USA) 1,8 bar nyomason. A kompresszor beépitett olajsziirvel volt ellatva. A szelepek
bemeneti agaba folytoszelepeket és manométereket épitettiink a finomszabalyozas

érdekében.

Allatkisérleteknél a kivant paratartalom 50-60% koriil van. Ennek eléallitasat
ugy valdsitottuk meg, hogy a nitrogén agban nem alkalmaztunk pdarasitast, viszont a
levegd szelepek kimenetére parasitdo tartaly keriilt az OGD modellhez hasonld
buborékoltatdo megoldassal. Az egységes 90s periddusok alatt az allatok felvaltva kaptak

paras, illetve szaraz gazkeveréket.

Ezt kdvetden a nitrogén és levegd agakat egyesitettiik és oxigénérzékeldt (12.
dbra - Erzékeld 1) épitettink a kozos csébe. Ennek célja, hogy csokkentsiik a
késleltetést, amit a kamraban ,,]lassan’ kialakuld koncentraciovaltozas okoz. Az érzékeld
cs6bdl a keverék a kamraba jut, ahol egy pneumatikai elosztoban 4 darab hangtompiton
keresztiil aramlik ki a dobozba. A hangtompitok biztositjak az alacsony zajszintet és a
homogén aramlast. A rendszer nyomasmentes kornyezetre lett tervezve, igy a doboz
kimenete folyamatosan nyitott. A masodik oxigénérzékel6 a kamran beliili

oxigénszintet meéri.
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6.2.3 Elektronika

A modell elektronikai felépitését a 13. abran lathaté blokkdiagramm szemlélteti.
Mar emlitett médon két darab oxigénérzékel6t (Alphasense O2-A2) hasznaltunk a
szabalyozas késleltetésének csokkentésére. Konnyen belathatd, hogy a szelepek utani
csOrendszer térfogata sokkal kisebb, mint a kamra {irtartalma igy az egyensulyi allapot
is elobb jon létre. A kamraban torténd valtozasok jelentds késleltetéssel jutnak vissza a
szabalyzohoz igy a finomhangolas nehézkessé vagy akér lehetetlenné valik egy darab
szenzor alkalmazasaval. A rendszer gazcsere kozben engedi, hogy a beallitottnal
alacsonyabb oxigéntartalmu keverék jusson a kamraba, azonban ahogy a kamran beliili
érzekeld is kozeledik a beallitott értékhez a csOben is ennek megfelelden emelkedik az

oxigénkoncentracio.

Proporcionalis Relé On-Off szelep
szelep
] Erzékel6 1
ADC DAC g s oo
 dvertx FPGA e Er6sitd aramkor
=t Erzékels 2
DC-DC konverter
Erzékeld tapegység Tapegység

13. abra Az obstruksiv alvdsi apnoe modell elektronikai felépitése. A rendszer vezérlését egy
programozhaté logikai kapu matrix (FPGA) végzi. Az oxigénszenzorok digitalizalt (ADC konverter) jelét
fogadja, majd az értékek és a programkod alapjan digitalis vezérld jelet allit elo. A DAC konverter
alakitja analogjellé¢ és kiildi tovabb a vezérld jelet. A két csatornds erdsitd a szelepeknek megfeleld
tartomanyra erdsiti a vezérld jel fesziiltségét. A nitrogént és a leveg6t szabalyzé (Proporcionalis és On-
Off szelepek) szelepeket egy relé koti dssze az On-Off szelep eltérd fesziiltség szintje (230 V) miatt. A
tapegység a szelepeknek megfeleld 24 V-ot allit elé. Az FPGA kartya 5 V-os fesziiltségét DC-DC
atalakitoval hozzuk létre, illetve a szenzor 12 V-os tapéllatasat kiilon aramkorrel valdsitjuk meg.

Az érzékel6kbol érkezo jelet egy precizids ellenallason (165 Q 0,1%) vezetjik at
¢és a rajta megjelend fesziiltséget a 16. abra szerint (0,66-3,3 V) kapcsoljuk az analog-

digitalis 4talakito kartyara (ADC). Az ADC kartya (Digilent Pmod AD1) az FPGA
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modul bovité kartya csatlakozoihoz kapcsolodik (14. abra). A szenzorok analdg jelét
digitalis formaban tovabbitja az FPGA processzor felé. A fejlesztokartyara irt VHDL
kod feldolgozza a beérkezé adatot, majd a beallitasok és a PID szabalyzo alapjan
eléallitja a szelepeket vezérlo jelet. A digitalis értéket egy digitalis-analog atalakito
(DAC) kartyara (Digilent Pmod DA2) kiildi, melynek kimenetén analdg fesziiltség
formajaban jelenik meg, 0-3,3 V tartomédnyban. Természetesen ez nem elegendd a
szelepek meghajtasahoz igy sziikség van egy erdsité aramkorre, ami a 0-3,3 V
fesziiltségbol 0-24 V tartomanyban mozg6 vezérlo jelet allit elo.

A kapcsolas egyik csatorndjat a 15. abra mutatja a szimuladlt mikdodési
karakterisztikaval. Az SMC PVQ31 proporcionalis szelep 24 V-on maximalisan 165
mA é4ramot vesz fel, de a kapcsolast a biztonsag ¢és a kés6bbi modosithatosag kedvéért
500 mA-re terveztilk. Az aramkorben hasznalt tranzisztor (IRF9540) béven elegendd
ilyen teljesitmény esetén. A kapcsolasban R; ellenallas modellezi a szelepet (24 V / 500
mA =48 Q).

A Kkisebb PVVQ13-as szelep biztositja a szabalyozo levegéaramot. 1 bar nyomas

mellett a szelep teljesen nyitott allapotban (24 V / 80 mA) koriilbelil 5 pe—lrc aramlast

szolgaltat. A szakaszos hipoxia lizemmod alatt a szelep folyamatosan nyitott allapotban
tizemelt. A levegdaramlas esetén nincs sziikség szabalyozasra, hiszen nem tudjuk ,,tal”
tolteni a rendszert. Az egyetlen paraméter a nyomas, ami a gazcsere idejét fogja
meghatarozni. Ennek megfeleléen elegend6 egy sima on-off tipust szelep. Egy 230 V-
0s szolenoiddal szerelt valtozatot hasznaltunk, amit az erdsité aramkor, illetve a DAC
kartya nem tud kozvetleniil meghajtani. A szelep ki-be kapcsolasat egy 230 V-os relével
oldottuk meg. A relé tekercse a PVQ31 szelep fesziiltségét figyelte DC-DC konverteren
keresztiil, 0 V esetén nyitotta egyéb esetben zarta a levegéaramlast.

A rendszer tapellatasat a Mean Well 24 V /2 A/ 48 W egység biztositotta. DC-
DC konverterrel allitottuk eld az FPGA miikddéséhez sziikséges 5 V fesziiltséget,
illetve az oxigénérzékeldk 7812 tipusu fesziiltség szabalyozon keresztiil tizemeltek (16
abra). Az elektronika dobozoldsat egy szamitogép tapegységhazaban valositottuk meg.
A szelepek és a halozati csatlakozok a hatlapon kaptak helyet. Az el6lapon 2 darab
fesziiltségméré mutatja az aktudlis szelepfesziiltségeket. A vezérldegység a feddlapon

keresztiil elérhetd.
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Bovitd kartyak csatlakozasa ADC/DAC
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14. abra Az obstruktiv alvdsi apnoe modellt irdnyité FPGA fejlesztékdartya. A Kartya fels6 részéhez
csatlakoznak az ADC és DAC modulok, a bal oldalon talalhatd a tapellatas és programozé csatlakozok
(USB), az alsé6 részen 1év6 nyomoOgombok, kapcsoldk és 7 szegmenses kijelz6 biztositja a
paraméterbeallitast.
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15. abra A proporciondlis szelepeket meghajto erdsité. A DAC kartya kimeneti fesziiltségét (VS1 0-3,3
V) a proporcionalis szelepek miikddési tartomanyra (0-24 V) erdsité aramkor egyik csatornaja lathat6 az
abran. Az aramkor pirossal jeldlt része modellezi a szelep terhelését. A jobb oldali abra az aramkor
szimulalt mitkodését mutatja. A vizszintes tengelyen a DAC konverter kimeneti, a fiiggéleges tengely a
szelep fesziiltsége lathato.
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12V

o
Oxigén szenzor 1 —— o > + 12 volt 7812 +12 volt
2| 0.66-3.3
s = [ T
Oxigen szenzor 2 — ° On
2l 0.66-33v
A 0 B

16. abra Az oxigénszenzorok tapellatisa és a szenzor fesziiltség elddllitisa. A; A szenzorok a mért
koncentracié alapjan 4-20 mA aramerdsséget vesznek fel a tapegységbol. A preciziods ellenallasokkal ezt
0,66-3,3 V fesziiltséggé alakitva kapcsoljuk az ADC konverterhez. B; Az oxigénszenzorok
tapfesziiltségét elballitd kapcsolas. Az aramkor bemenetére a rendszer tapfesziiltségét (24 V) kapcsolva a
kimeneten stabil 12 V fesziiltség jelenik meg.

6.2.4 Vezérlés

A rendszer alkalmas folyamatos hipoxids (OGD kisérletekhez) és szakaszos
hipoxids miikodésére is. A bedllitds sordn valaszthatunk a funkciok koziil. Az FPGA
Kartyan 1év6 software tartalmaz egy meniirendszert, amelyben beallithato az adott
periddus oxigénkoncentracidja, hossza és a teljes program iddtartama. A programkod
VHDL nyelven irodott a Xilinx ISE fejleszté kornyezetben. A menii rendszer hat pontot

tartalmaz:

1. Aktualis oxigénkoncentracio kijelzése (a kijelzén ,,A 02 felirat jelenik meg 3 s
ideig).

2. Az els6 periddus alatti oxigénkoncentracio (a kijelzén ,,02 17 felirat jelenik meg
3 s ideig).

3. Az masodik periodus alatti oxigénkoncentracio (a kijelzén ,,02 2” felirat jelenik
meg 3 s ideig).

4. Az els6 periddus hossza (a kijelzén ,,t1” felirat jelenik meg 3 s ideig).

5. Az masodik periddus hossza (a kijelzén ,,t2” felirat jelenik meg 3 s ideig).

6. Ismétlés szama (a kijelzon ,,LooP” felirat jelenik meg 3 s ideig).

Az els6 meniiponton maradva lathatdo az érzékeldk valos idében mért jele. A

fejlesztokartyan 1évé kapcsoloval lehet a két szenzor kozott valtani. A paraméter
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beallitas alatt ez a funkcid nem elérhetd. A fejlesztokartya ,,beéllitds” nyomdgombjat
(14. abra) hosszan lenyomva jutunk a beallitas tizemmodba, amit a kijelzé villogasa
jelez. Ekkor beallithatd az elsé és masodik periddus oxigénszintje (00,00-30,00%
kozott), illetve a hossz masodpercben megadva (0000-9999 s kozott). A program
inditasahoz legalabb az egyik periddus iddt és az ismétlés szamot nagyobb, mint O-ra
kell allitani. Az ismétlés beallithatd tartomanya a periddus idéhoz hasonléan 0001-9999
kozott valaszthato. A megadhat6 értékekbdl konnyen kiszamolhatd, hogy a leghosszabb
szakaszos program tobb mint 6 év 4 honapig futna, ami mar Osszevethetd a kisérleti

allatok varhato élettartamaval.

Amennyiben csak egy periddust haszndlunk a rendszer a hozzarendelt
oxigénszintet fogja bedllitani és fenntartani (OGD modell-re alkalmas tizemmad).
Természetesen  elérhetd ugyanez az iizemmdd, ha mindkét periddus
szakaszos hipoxias tizemmodban van (a tervezett felhasznalas mellett az egyik periddus
mindig normdal oxigénkoncentraciéra van 4llitva). A bedllitds végén a rendszer
automatikusan kilép a beallitdas lizemmodbol, ha 3 s-ig nem nyomunk gombot. A
beallitott program az ,inditds” nyomdgomb hosszii megnyomasaval indithat6. Az
inditast kdvetden a rendszer mindig az elsd periddusnak megfeleld értékekre all be. Az

elkésziilt rendszert a 18. abra szemlélteti (Polsek és mtsai).

6.2.5 PID szabalyzo

A szelepek vezérlését az FPGA kodban 1évé PID modul (17. abra) végzi. A hiba
jelet a két szenzor kozti eltérésbdl, illetve a kamra oxigénkoncentracidja és a beallitott
szint kiilonbségeébdl szamoljuk. Ennek megfelelden, amig a kamrdban nem érjiik el a
beallitott értéket addig a rendszer lehetdvé teszi, hogy a bearamld gaz oxigéntartalma a
tervezettnél alacsonyabb legyen a gyorsabb gazcsere érdekében. A vezérlé kikapcsol, ha
a kamraban 1év6 szenzor jele a beallitott érték +0,5%-0s tartomanyaban van. A miitkodés
lényege, hogy a bejovo gazkeveréket finoman hangoljuk a masodik szenzor jele alapjan.
Vagyis, ahogy kozelit a kamrai oxigénszint a beallitott értékhez ugy kozelitjik a
bearaml6 gazkeverék koncentracigjat is. A folyamat eredménye, hogy a bearamlo gaz és
a kamra oxigénkoncentracidja a hibahataron beliil azonos értékli lesz, ami éppen a

beallitott oxigénszint. A takarékossag miatt, ha a koncentracié stabil (nem valtozik 3 S
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alatt a tliréshatar felett), akkor a rendszer elmenti a szelep bedllitast és lekapcsolja az

ataramlo gazt. Amint eltérés tapasztalhato a szelep Gjra nyit a mentett paraméterekkel.

P K e(n)

Bedllitott  + _ . o
koncetracid 2, )j—Hibajel > I K,{e(r)dr _’CZ}" Szelep |~ Erzékelok

s

D K‘.d;(‘t)

17. abra A szelepek vezérld jelét eldallité szabdalyzé mitkodési elve. A rendszer a beallitott és a szenzorok
segitségével mért jelekbdl hiba jelet szamol (eltérés az aktudlis és a beallitott O, értékek kozott). A hiba
jelet harom modul dolgozza fel: proporcionalis (P), integralé (1), derivalé (D). A modulok paramétereivel
Kp, Ki, Kd finom hangolhaté6 a szabalyzas. A modulok kimenetét Osszegezve all eld a szelepek
vezérlojele.

18. abra A megvalosult obstruktiv alvasi apnoe modell. A vezérld egység elSlapjan a proporcionalis
szelepek fesziiltsége lathatd. A modell egy szabvanyos allatketrecbdl lett kialakitva (Polsek és mtsai
2017).

51



A szabalyz6 paramétereinek megvalasztdsa kritikus. Rosszul beallitott
értekekkel a rendszer instabil vagy oszcillalo allapotba is keriilhet. A paraméterekkel a
rendszer beallasi karakterisztikaja is meghatarozhat6 (beallasi idd, tallovés mértéke). A
PID tipusu szabalyzok irodalma igen széles korti igy a dolgozat nem tér ki a részletes
ismertetésre (Bansal és mtsai 2012). Jelen munka soran a K, Kj, Ky értékeket empirikus

moddon hatdroztuk meg.

6.2.6 Allatok

A Kkisérletben TLR2-luc-GFP transzgenikus egereket hasznaltunk a hipoxia
hatasara bekovetkez6 TLR2 aktivacio vizualizacidjara (Szakaszos (intermittent)
hipoxias csoport (IH), n=7; Kontroll csoport (CTRL), n=7). Az allatokat a Zagrabi
Orvostudomanyi Egyetem Agykutatd Intézetének (Croatian Institute for Brain
Research) allathaza biztositotta. A nappali és éjszakai ciklusok 12-12 orasok voltak
(7:00-19:00-7:00). Az itatas ¢€s etetés ad libitum modon zajlott (a kisérlet kdzben is). Az
allatok ketrece alommal és buvohelynek alkalmas targyakkal volt ellatva. A tarold
helyiségek hémérséklete és paratartalma szabalyozott volt. Him, 85+20 napos egerek
koziil véletlenszertien valogatva alakitottunk ki két csoportot (IH n=7, CTRL n=7). A
kontroll csoportban 1évé allatok a kisérlet alatt ugyanabban a helységben ugyanakkora
dobozban voltak, igy a kdrnyezeti paraméterek mindkét csoportnal megegyeztek. Ennek
célja, hogy a kisérlet soran megjelend tényezdk zaj, stressz, egyéb zavarok ugyanolyan

hatassal legyenek mindkét csoportra.

6.2.6.1 TLR2 receptor
A TLR2 (Toll-like receptor 2) egy membran fehérje, amely fontos szerepet

jatszik az immunrendszer mikodésében (Wikipédia (c) 2021). Tobbek kozt
mikrogliasejteken, Schwann-sejteken ¢és monocitakon expresszalodik. Iszkémids
karosodas, gyulladasos vagy immunfolyamatok hatasara aktivalodik (Lalancette-Hébert
¢s mtsai 2017). A génmodositott allatokban a TLR2 gén transzkripcidja luciferaz
enzimhez csatoltan jon létre. A szubsztrat anyag (D-luciferin) hasitdsa koézben
biolumineszcens fény keletkezik. A folyamat segitségével kimutathato a hipoxias
karosodas mértéke. A vizsgalat soran biolumineszcens molekularis képalkoté kameraval
(Xenogen 1VIS-200, Caliper LifeSciences) jelenitettik meg az €16 allatok agyaban

stresszhatéasara l1étrejové TLR2 transzkripcios aktivitast.
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6.2.7 Hasznalati protokoll
A hipoxids csoportban 1évé allatokat napi 8 6raban 21 napig kezeltiik. A kisérlet

kozben 90 s periodusonként valtoztattuk az oxigénkoncentraciot (5,7% / 21%). A
megfeleld gyorsasag érdekében a nitrogén dramlasi sebességét 50 erc értékre, nyomasat

2 bar-ra allitottuk. A kompresszor 1,2 Bar nyomason csatlakozott a rendszerbe.

A kezelést kovetoen a fent emlitett modon Xenogen IVIS 200 tipusu kameraval
vizsgaltuk a hipoxia agyra gyakorolt hatasat. A rendszer alkalmas in vivo, illetve in vitro
képalkotasra is. Egyszerre akar 5 egeret is vizsgalhatunk. A késziilék egy rendkiviil
érzékeny kameraval van elldtva, amely specidlis optikai szlir6k segitségével képes
fluoreszcens, illetve lumineszcens fénydetektalasra. A szekvencialis felvételek alapjan a
fényforras térbeli helyzete is meghatarozhatd. A felvételek kiértékelését az IVIS 200
software-el végeztiik (OICF 2017).

25 perccel a felvétel eldtt az egercknek intraperitonealis Gton D-luciferint

fecskendeztiik be (150 T;—j, 20 % D-luciferin 0,9%-o0s s6oldatban). Ezt kdvetden az

allatokat 2% izofluran és 100% oxigén keverékével altattuk 1,5 ﬁ aramlas mellett. A

felvétel elott az allatok fejrészérdl és egy szabadon valasztott referencia pontrol (hat
also szakasza) eltavolitottuk a szort. A felvétel kdzben az allatok fiitott lemezen voltak
¢s folyamatos altatdsban részesiiltek. Ezt kovetéen az allatok visszakeriiltek a

ketreciikbe és a korabban emlitett modon tartottuk 6ket az intézet allathazaban.

6.3 Hipoxia tiiroképesség

A sejt- és szovettani kisérleteken tGl kivancsiak voltunk a hipoxias allapot
adaptacids folyamataira is. Ehhez humdan vizsgalatokat folytattunk, ahol az egyes
szervrendszerek reakciojat mértiikk levegd megvonds kozben. A mérésbe olyan
szabadtiidds buvarokat vontunk be, akik rendszeresen végeznek hipoxias edzéseket. A

kontrol csoportba szabadtiidds buvarmulttal nem rendelkezd egyének kertiltek.

Ezt kovetden olyan modszert kerestiink, amely alkalmas lehet a hipoxia
tlirdképességet bizonyos élettani paraméterek kozti kiilonbség formdjaban kimutatni a

kontroll és a buvar csoportok kozott. A mért jellemzok: véroxigén szint, erdltetett
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kilégzési vitalkapacitas. Ezen feliil kiilonboz6 képalkotd eljarasokkal a hipoxia hatdsara

bekovetkezd 1épreakcidkat is vizsgaltuk.

6.3.1 Csoportok meghatarozasa

Eldszor is definidlni kellett, hogy mi alapjan alakitjuk ki a vizsgalati csoportokat.
Az irodalomkutatds soran talalt kozleményekben a képzett buvarcsoportba azon
sportolok tartoznak, melyek rendszeresen €s régota lizik ezt a sportot (jellemzden 4-5
alkalom/hét és legalabb 3 év) (Schagatay ¢és mtsai 2012). Itthon jelenleg a nOxygen
Apnea Club csapata végez rendszeres szabadtiidés edzéseket, azonban ilyen szigoru
megkotések mellett még koziiliik is nehezen tudtunk volna alanyokat valogatni. Ezen
kiviil az edzésmult hossza nem minden esetben aranyos a teljesitménnyel. Igy arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy inkabb a hipoxias teljesitmény alapjan soroljuk be az

alanyokat.

Ez alapjan a bavar csoportba azok keriiltek, akik felkészités nélkiil képesek
legalabb 3 perc statikus apnea, illetve legalabb 75 m-es uszony nélkiili viz alatti Gszas
teljesitményre. A kontroll csoportba olyanok jelentkezését vartuk, akik nem
rendelkeznek szabadtiidés sportoléi multtal. Ezen megfontolasok alapjan a
buvarcsoportba dsszesen 10 (2 no6, 8 férfi, 35+5 év, BMI<27), a kontroll csoportba 27 6
(7 nd, 20 férfi, 27+6 év, BMI<30) keriilt. Fontos megjegyezni, hogy mindkét csoportban

fiatal, sportos (aktivan sportolo) jelentkezdk voltak az alanyok.

6.3.2 A csoportok apnea teljesitménye

A kisérlet els6 1épése volt, hogy igazoljuk az apnea teljesitmény-beli
kiilonbséget a két csoport kozott. Erre két vizsgalatot terveztiink egy statikus, illetve egy
dinamikus apnea felmérét. A teljesitmény mérésekhez megfeleld koriilményeket kellett
biztositani. A kontroll csoportba jelentkezOket fel kellett késziteni a feladatra, illetve
ismertetni kellett (esetleg betanitani) a sziikséges technikat. Jelen esetben a statikus
apnea felmérd elétt a kontroll csoport tagjait megtanitottuk a helyes levegdvételi
technikara, illetve ismertettiik a folyamat soran varhato reakciokat (légzési inger,
rekeszizom-kontrakcio). A kontroll csoport tapasztalata csekély ilyen feladatok terén,

igy jol felépitett gyakorlatsort kellett alkalmazni, hogy az alanyok rdvidtava
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adaptacioval megtanuljadk kezelni a 1égzési inger okozta stresszt. A kisérlethez

nyugalomra és csendre volt sziikség, amit egy lires vizsgald laborban alakitottunk ki.

Elészor egy ugynevezett oxigén tablas edzést végeztek a résztvevok. Ennek
lényege, hogy egységes pihendidd mellett adott mértékben noveljik a
levegdvisszatartds idejét. A levegdvisszatartast agyon, hanyatt fekve végezték
orrcsipesszel nyugodt korilmények kozott, feliigyelet alatt. Az id6t a mérés vezetdje
mérte €és dokumentalta. Az edzést 30 s apneaval kezdték az alanyok, majd egy perces
pihendt kovetve 15 s-el novelték az apnea id6t (19. abra). Ezt addig folytattak, amig
tudtdk teljesiteni az adott 1épcsdt. Ezt kovetden 3 perc pihendt kaptak a résztvevok,

majd az egyéni maximalis teljesitményiiket mértiik.

195+
180~ -
= 165+ -
~ 150~ -
135+ -
120- -
105- -
90-
75-
60-

45+
304 |-||-|

NYBHO0A DN O W

Statikus apnea
3 perc pihend
Maximalis apnea

Ismétlések szama

19. abra A statikus apnea teljesitménymérés sordan alkalmazott protokoll. Az alanyok 30 s
levegGvisszatartassal kezdték az edzést, majd minden ismétlésnél 15 s-el noveltiik az apnea idejét. Az
ismétlések kozott 60 s pihendt tartottunk. A folyamat addig tartott, amig az alany az adott ismétlést

teljesiteni tudta. 3 perc pihend utan az alany maximalis levegdvisszatartast végzett.

A vizsgalatot egy masik idOpontban megismételtik Ugy is, hogy az egyéni
maximalis levegd visszatartas eldtt minimalis, Osszesen 2 bemelegitést végeztek az
alanyok. Mindkét vizsgalat soran pulzoximéterrel (Contec CMS 50D+) pulzus és

véroxigén szint adatokat gyljtottiink.

A dinamikus apnea-vizsgalatot egy 25 méteres medencében hajtottuk végre. A

felméréshez felszerelés szempontjabdl a legegyszerlibb, uszony nélkiili Uszést
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valasztottuk. A mérést kozos 20 perces bemelegitdvel kezdtiik, annak ellenére, hogy az
aktualis trendek szerint a maximalis dinamikus apnea-teljesitményt bemelegitd nélkiil
teljesitik a versenyzOk. Ez a kontroll alanyoktol nem volt elvarhatdé. Ezt kovet6en
ismertetésre keriilt a helyes uszastechnika, majd nyaksuly segitségével beallitottuk a
semleges lebegdképességet. 10 perc pihendt kdvetden egyesével minden résztvevd az
uszony nélkiili dinamikus apnea kategoridnak megfeleléen probalt egyéni maximalis

tavot Gszni. Az uszas folyamatos feliigyelet mellett zajlott.

6.3.3 Elettani vizsgalatok képalkoté modszerekkel

Fentebb mar emlitésre kertiilt, hogy tobb apneaval foglalkozé kutatas is vizsgalta
a hipoxias kondicionalasra bekovetkezé lépvolumen valtozast (Schagatay és mitsai
2005, Lodin-Sundstrom ¢és Schagatay 2010, Schagatay és mtsai 2005, Lindholm és
Lundgren 2009). Tobbféle modszer eredményeirdl szamoltak be, valamint eltérést
talaltak a képzett buvar, illetve a kontroll csoport kozott (Schagatay és mtsai 2012). Az
irodalom alapjan szerettiik volna mi is megvizsgalni a jelenséget. Erre végiil harom

kiilonboz6 modszert alkalmaztunk.

6.3.3.1 Ultrahang
Az els@ mérés soran ultrahang vizsgalattal két tengely mentén végeztiink mérést

a 1ép hilusi vastagsaganak és hossztengelyének megfeleléen. A vizsgéalat a nyugalmi
értekek felvetelével kezdddott. Az alany mély levegdt vett (mintha kezdené az apneat)
ezzel biztositva, hogy ugyanabban a pozicidoban mérjiik a nyugalmi felvételt, mint az
apnea alattiakat. Ezt kovetéen az alany tobbszor ismételt statikus apnea gyakorlattal
felkésziilt, majd megkezdte a 2 perces levegd visszatartast. A folyamat alatt 60, illetve
120 s-nél késziiltek felvételek, majd 1 és 2 perc pihenét kovetden a nyugalmi
felvételhez hasonloan ismét. Abban az esetben, ha valaki nem tudta teljesiteni a 2 percet
megkértiik, hogy jelezzen az utolso felvétel elkészitéséhez. A vizsgéalatot képzett
radiologus segitségével végeztiik, a mérés soran az ultrahang fej folyamatosan a 1ép

hilusanak megfeleld helyzetben volt.
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6.3.3.2 Magneses rezonancia
Az MR mérések célja, hogy 3 dimenziés modellt alkotva pontosabban meg

tudjuk hatarozni a 1ép térfogatat az apnea egyes fazisaiban (T1 Dixon szekvencia,
Philips Ingenia 3T, Koninklijke Philips, Hollandia). A mérést egy a levegOvisszatartast
megeldzd felvétellel kezdtiik, hogy a 1ép hipoxids expozicidé mentes térfogatit meg
tudjuk hatarozni. Ezt kovetden az alanyok bemelegité statikus apnea gyakorlatokkal
késziiltek a vizsgalatra. A bemelegité id6 utols6 8-10 percében mar nem tortént levegd

visszatartas ezzel biztositva, hogy a felkésziilés minimalis hatassal legyen a felvételekre.

A kontroll csoport esetében alkalmazott protokoll alapjan a felvételeket a
kovetkezd idépontokban készitettiik: 0, 30, 60 s apnea alatt szamolva, majd 2 perc
pihendt kovetden késziilt az utols6 mérés. A buvarokndl az apnea idot
meghosszabbitottuk 120 s-ig, illetve megkértik az alanyokat, hogy egyéni
szubmaximalis levegd visszatartast csindljanak. Az elsé kontrakcional (1égzési inger)
jeleztek. Ennek célja, hogy artefakt mentes felvételeket kapjunk, illetve, hogy 2 perc

apnea 1d0 felett is vizsgaljunk 1ép volumetriat.

A kiértékelésére a MIPAV szoftvert hasznaltuk. A felvételeket betoltve minden
metszeten meg kellett allapitani a lépkonturt és korbe rajzolni azt. Ezt kdvetden a
kontirvonalakboél a program egy maszkot készitett és a bejelolt teriiletek, illetve az MR
bedllitasok alapjan kiszdmolta a 1ép térfogatdt. A mérést szakképzett személyzet
segitségével ¢és feliigyeletével végeztik. Az eredményeket képzett radiologus is

ellenoOrizte.

6.3.3.3 Elasztografia
A harmadik mérés soran 2D shear-wave elasztografiaval (Toshiba Aplio 500,

Toshiba Medical Systems, Japan) vizsgaltuk a lép rugalmassagat az MR mérésnél
alkalmazott protokoll szerint. A kontroll csoportnal 60 s-t, mig a buvarcsoport esetén
120 s-t kovetden folyamatosan késziiltek a felvételek. A mérés addig tartott, amig az
alanyok légzési inger miatt kivaltott rekeszizom kontrakcidja nem zavarta a folyamatot.
Utdna 2 perc pihendt kovetden az el6z0 mérésekhez hasonldan ismét felvételt

készitettink.
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6.3.4 Spirometriai vizsgalat

A spirometriai vizsgalat soran a kovetkezd paramétereket mértik: FVC, VC. A
méréshez digitalis spirométert hasznaltunk. Az alanyok eldszor egy mély belégzést
kovetden erdltetett kifujassal a spirométerbe fujtak a beszivott levegdt. Ezt kdvetden a
spirométeren keresztiil 3-4 nyugodt levegdvétel utan ismét mély belégzés, majd
erbltetett kifujas tortént. A buavarok esetében, akik tudtdk a levegényeléses technikat
alkalmazni azok kétszer vettek részt a mérésben igy mérhetd volt a tobblet levegd
mennyisége, amit ezzel a modszerrel be tudtak juttatni a tiidobe. Ennek 1ényege, hogy a
maximalis levegd vételt kdvetben a szajliregbe szivott kis mennyiségli levegét egy
hatarozott nyelvmozdulattal a tiidébe préselik. Gyakorlott bivarok akar 2-3 liter extra
leveg6t is képesek felvenni ezzel a modszerrel. A vitdlkapacitds értéke fiigg a
testmagassagtol (Pavlik 2019), igy a kiértékeléshez a testmagassagra vonatkoztatott

Lorentz indexet (vitadlkapacitds/magassag) hasznaltuk.

6.4 Statisztikai modszerek
A statisztikai kiértékelést GraphPad Prism programmal végeztiik, egy utas ANOVA
¢és Tukey post hoc teszt, illetve t-teszt segitségével. A szignifikancia hatart 5% alatti p

értéknél hataroztuk meg.

6.5 Kutatasetikai engedélyszamok
Oxigén-Gliikoz deprivacios kisérletek: 22.1/2960/003/2009

Alvasi apnoe allatkisérletek: 380-59-10106-14-55/230
Human, hipoxias vizsgéalatok: SE RKEB szam: 30/2021
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/ Eredmények

Ebben a fejezetben targyaljuk a modszerek bemutatdsakor ismertettet modellek,
vizsgalatok eredményét. A miszaki fejlesztést igényld feladatok esetében a bioldgiai
kisérletet megel6zden validaltuk az eszkozoket és meggydzddtiink arrdl, hogy valoban
képesek-e a kivant bedllitdsok szerint lizemelni. Ezt kovetden vizsgaltuk az egyes

modellekkel végzett mérések ismételhetdségét és hatasat.

7.1 OGD modell

A kamra tervezése soran a kritikus szamitasokat elvégeztikk azonban az
elhanyagolt hatdsok €s a szamitasi kerekitések miatt sziikséges volt a miiszaki validacio
és a végleges paraméterek bedllitdsa. A rendszer finomhangolasa és a protokoll

kialakitasa ismételhetd és bioldgiai hatast kivaltd vizsgalatokat tett lehetové.

7.1.1 Miiszaki paraméterek

A késziilék miiszaki  jellemzéséhez négy mérést végeztink. A
nitrogénfogyasztast a rotaméterrel bedllitott érték alapjan szdmitottuk. A minimalis
atfolyast 1 liter/perc/kamra értékben hataroztuk meg, hogy a sziikséges
oxigénkoncentraciot stabil médon fenn tudjuk tartani. Két kamrdval szdmolva 120
liter/ora gazfogyasztassal kellett tervezni a kisérleteket. Az oxigénszint kezdetben
meredeken, kozel linearisan csokken, majd egyre lassul, ahogy kozelitjik az OGD-
szintet (20. abra). Nagyjabol 2,5 perc alatt all be a rendszer, ezt kovetéen a kamrak

stabilan tartjak az alacsony oxigénszintet.

A kamra homérsekleti jellemz6i hasonlé mintat kdvetnek, azonban a kivant
értékeket sokkal lassabban éri el a rendszer. Az 21. abran lathato, hogy a hiitési id6
koriilbeliil 20 perc, mire a kamra 4 °C-os lesz. A mintdkat a protokoll szerint ekkor

helyezziik a kamrakba.

A mintakat eleve hiitott OGD médiumba (6-8 °C) tessziik, igy néhany perc alatt
felveszik a kamrahdmérsékletét. A Peltier-modul eltérd fiitési és hiitési teljesitménye

miatt a meleg kamra hdmérséklete mas mintazatot kdvet. A nagyobb teljesitmény ¢és a
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hészenzor késleltetésének hatdsara a kamra homérséklete enyhén oszcillal a beallitott

érték koriil (22. 4bra).

— Kamra oxigén (%)
20- ---- Referencia szint (%)

0 50 100 150 200
Ido (s)

20. abra Az OGD kamra oxigénkoncentrdcié vdltozasa a kisérlet inditisakor. A referencia (0,5%)
l
koncentracié kortilbeliil 3 perc alatt érhet6 el a kisérlet soran alkalmazott 1 verc nitrogén atfolyassal. Ezt

kovetden az O, szint stabilan a hatarérték alatt marad a kisérlet teljes ideje alatt.
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21. abra A kamra és a tenyészté oldat hémérsékletvaltozdsa hiités esetén. A kamra korilbeliil 10 perc
alatt éri el a 6 °C-os hémérsékletet. Ekkor a mintakat eléhiitétt (6 °C) OGD tenyészté oldatba tessziik. A
folyamat sordn az oldat homérséklete kis mértékben emelkedik (~10 °C), de a kamraba helyezve a
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tenyésztd lemezt ujabb 10 perc alatt beall a referencia homérséklet (4 °C, ahol a bioldgiai mintakat is

tartjak az atiiltetési folyamat kdzben).
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22. abra A kamra és a tenyésztd oldat hémérsékletviltozasa fiités esetén. Amikor a kamra eléri a 37 °C-
ot, a mintakat vizfiirdében elémelegitett sejttenyészté oldatban helyezziik a fiitott kamraba. A mintak
el6készitése soran a tenyészté oldat hémérséklete enyhén csokken (34 °C), de a kamraban 10-15 perc
alatt eléri Gjra a 37 °C-ot. A nagyobb fiitési teljesitmény miatt a kamra hémérséklete oszcillal, a
referencia érték koriil azonban a mintadk homérsékletét ez nem befolyasolja.

Ebben az esetben a mintdkat eldmelegitett médiumba helyezve tessziik a
kamraba, amint a homérséklet elérte a megfeleld szintet. A kisérlet el6készitése soran
minimalis mértékben csokken a mintdk homérséklete, de a kamran beliill néhany perc
alatt beall az egyensuly. A kisérlet alatt a vizhiitrendszerben a hdmérséklet nem
haladta meg a 33 °C-ot. A paratartalom 92-98% koz6tt mozgott a meleg kamra
esetében. A hideg kisérletnél 10-15%-ot mértiink. Egyik esetben sem tapasztaltunk

jelentds mértékii folyadékvesztést.

7.1.2 Invitro OGD eredmények

Eltéré hosszusagu (1, 7, 12, illetve 24 o6ra) hideg ¢s meleg OGD kisérleteket
végeztliink, hogy megfigyeljik a csontszovet iszkémias allapottal szembeni
tlréképességét. Az 23. dbran a csoportok kozti aranyok lathatok az adott méréshez
tartozd kontroll csoport fliggvényében. A meleg csoport varatlanul magas csucsot
mutatott az 1 6rds kisérletet kovetden, majd az ¢€letképesség csokkenni kezdett, és a 7

oras idépontban mar nem volt mérhetd aktivitas. Ezzel szemben a hideg csoportban
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lassu csokkenés figyelheté meg, a 7 Oras vizsgalat utan még mindig 60%-0s a sejtek
viabilitdsa. Az aktivitds csak 24 ora elteltével csokkent a minimalis szintre (Bago és

mtsai 2018).

—— Hideg csoport (4 °C)

120 1 e -+ Meleg csoport (37 °C)

r

Idé6(ora)

23. abra A csontszovet iszkémia tiiroképessége 37 és 4 °C homérsekleten. A kisérletet 1, 7, 12 és 24 6ras
iszkémia idokkel végeztik. A meleg csoport életképessége varatlan kiugrast mutatott az 1 Oras
expozicional. Ezt kdvetden hirtelen csdkkenés figyelheté meg a hideg csoport értékeihez képest. 7 oras
kezelést kovetéen a meleg csoport nem mutatott aktivitast. Az eredmények az adott méréshez tartozo
kontroll csoporthoz (100%) viszonyitott aranyt mutatjak (n=12) (Bago és mtsai 2018).

7.2 Obstruktiv alvasi apnoe modell

Az OGD modellhez hasonléan az OSA kamrat is miiszakilag validalni kellett az
¢lettani kisérletek inditasa el6tt. A tesztelés soran a kovetkezd paramétereket vizsgaltuk:
O,-szintek kozti csere ideje, a szabalyozo pontossaga, a gazfogyasztas mértéke, a kamra
paratartalma. A paraméterek optimalizalasat kovetden allatkisérlettel igazoltuk a modell

biologiai hatasat.

7.2.1 Miiszaki paraméterek tesztelése (OSA)
Az elsddleges szempont, hogy az oxigénszint gyorsan és stabilan alljon be a
kamran beliil. Ehhez az 4tdramlo gdz sebességét és a PID szabalyz6 paramétereit kellett

optimalizalni. A modszertani részben leirtak és az empirikus paramétervalasztas alapjan
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a kamra bemeneti dgdban mért oxigénkoncentracié karakterisztikdjat az 24. abra

mutatja.

Lathato, hogy az oxigénkoncentracio kozel 5 s alatt eléri a protokoll 5,7%-0s
értékét. Ezt kdvetden a szabalyozo ,,alul 16vi” a bedllitott értéket, majd koriilbeliil 22 s
elteltével stabilizalodik. A szabalyozési folyamat mindkét érzékeld jelét figyeli és azok
alapjan generalt hibajellel dolgozik. Ahogy csokken a kamra O,-szintje, gy emelkedik
a bemeneti agban, amig a szenzorok kozott be nem all az egyensuly. A rendszer
késleltetése miatt +£0,5%-o0s hibahatarral dolgoztunk. Ebben a savban a szabalyzo jelet

fix értéken tartottuk.
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24. abra Az OSA modell oxigén koncentrdcio karakterisztikdja. Az alkalmazott ~55 nitrogén és 5

perc
l .
erc szabalyoz6 leveg6 aramlas esetén 5-6 masodperc alatt elérhetd a beallitott 5,7%-0s szint. A rendszer

késleltetése miatt azonban a szabalyzo ,alul 16vi” az értéket és ~9 masodpercnél kezd kozeliteni a
referencia szinthez, amely végiil ~22 masodperc alatt stabilizalodik a kamraban.

A normoxia periddus bedllitdsa soran arra torekedtiink, hogy szintén 20s id6
alatt érjiik el a minimum 20,3% oxigénkoncentraci6 értéket. Mivel levegdt hasznaltunk
a gazcseréhez, kiilon pneumatikai szabalyozast nem igényelt a rendszer. A hosszutavi

tesztelés soran is stabil miikodést tapasztaltunk.

A gazfogyasztas a nitrogén esetében volt kritikus, a levegdt kompresszorral
allitottuk el igy ezt korlatlan forrasnak tekintettiik. A 8 oras kisérlet végén a 200 bar
nyomasu 40 literes nitrogén palackban 120 bar nyomdast mértiink. A pdaratartalom a

kisérlet teljes ideje alatt 60-70%-os tartomanyban mozgott.
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7.2.2  Biolumineszcens kiértékelés

A modell fizioldgiai hatasat biolumineszcens felvételekkel vizsgaltuk. Az 25.
abran lathat6, hogy hogyan valtozik az agyi stressz mértéke a kisérlet elore haladtaval.
Megfigyelhetd, hogy az els6 héten erésen fokozddik az aktivitds, majd a kisérlet tovabbi

részében lelassul a valtozas.

\

25. abra Az obstruktiv alvasi apnoe kisérlet biolumineszcens kiértékelése. A kisérlet el6tt, majd az 1, 3, 5,
7,9, 11, 14, 17, 20. napokon késziiltek a felvételek. A szinek jelolik a hipoxia okozta agyi stressz helyét
és mértékét (IH, n=8; CTRL, n=7).

Az elkészitett eszkozre az intézet (CIBR) szabadalmi kérelmet nyujtott be,
amelyet 2019 oktoberében elfogadtak GB2547022B szabadalmi szammal. A beadvany
teljes szovege megtalalhatd a fliggelék fejezetben.

7.3 Hipoxia tiroképesség
Az eredmények alapjan az apnea teljesitményben szignifikdns kiilonbség
mutatkozik a két vizsgalt csoport (buvar, kontroll) k6zott, azonban ez a kiilonbség nem

jelenik meg egyértelmii mddon a vizsgalt €lettani paraméterekben.

7.3.1 Statikus apnea

A 4.3.2 fejezetben ismertetett modszerrel végzett statikus pozicidban torténd
levegdvisszatartasi gyakorlat soran mért értékeket a 26. dbra szemlélteti. A buvar és
kontroll csoportok apnea ideje kozott mindkét esetben szignifikans kiilonbség volt.
Azonban, tovabbi érdekes informacid, hogy mig a buvar csoportnal nincs, addig a
kontroll csoportban van eltérés a két vizsgalat kozott. Vagyis a buavarok minimalis
bemelegitéssel is képesek kozel a maximalis teljesitményt nydjtani, mig a kontrollokra
ez nem volt jellemzd. Szamszerlsitve ez azt jelenti, hogy a blivarok a maximalis

teljesitmény 82%-4t, mig a kontroll csoportban lévék a 67%-at tudjak teljesiteni

64



minimalis felkésziiléssel. A vizsgalatok alatt az SpO, Assistant program segitségével
folyamatosan mértiik a véroxigén szint valtozasokat. Erdekes médon az oxigéntdblas
edzés kozben mért minimalis szaturdcios értékek nem mutattak szignifikdns
kiilonbséget a két csoport kdzott. A kontroll csoport esetében azonban a minimalis, 2
ismétlés utan végzett maximalis apnea kozben mért véroxigén szint értékei szignifikans
eltérést mutatnak a buvar csoport, illetve a kontroll csoport oxigén tablas edzése soran

mért értékekhez képest (27. abra).
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26. abra Statikus apnea teljesitmény. A buvar (B) (n=6) és kontroll (K) (n=20) csoport statikus apnea
teljesitményének vizsgalata. Az abra két mérés eredményeit Osszesiti. Mindkét csoportban a legjobb
értéket oxigén tablas edzés (4.3.2 fejezet) kozben mértikk (B_edzés, K _edzés). A minimalis (2 ismétlés)
bemelegités utin mért eredmények (B _max és K max) mindkét csoportban alacsonyabbak voltak az
edzésen elért legjobb eredményhez képest, azonban a buvaroknal nem volt szignifikans a kiilonbség.
Egyutas ANOVA-, illetve Tukey-tesztet alkalmaztunk a kiértékeléshez.
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27. abra Véroxigeén szint valtozas statikus apnea kézben. Az oxigén tablas edzés és a maximalis statikus
apnea alatt mért minimum véroxigén szintek a két csoportban. A kontroll csoport minimalis, 2 ismétlés
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utan végzett maximalis apnea kozben mért véroxigén szint értékei (K max) szignifikans eltérést mutatnak
a buvar csoport (B_max), illetve a kontroll csoport oxigén tablas edzés soran mért értékeihez (K edzés)
képest (buvar n=6, kontroll n=20). Egyutas ANOVA-, illetve Tukey-tesztet alkalmaztunk a
kiértékeléshez.

A szaturacios értékek dsszhangban vannak a statikus apnea adatokkal (26. abra).
A kontroll csoport edzés nélkiil nem tudott olyan mértékii véroxigén csokkenést elérni,
mint az oxigéntablas gyakorlat kozben. Ezzel szemben a buvarok edzés nélkiil is

képesek voltak elviselni a csokkent szaturaciot.

Az 28. abra jol illusztrdlja az eltérést a két csoport, illetve a két mérés kozott.
Annak ellenére, hogy nem talaltunk szignifikdns eltérést az edzés koézben mért

minimalis szaturacios értékek kozott, az alanyoknal lathatd mintazat béli eltérés.
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28. abra A véroxigén szint vdltozds mintdzata statikus apnea kozben. A statisztikai eredmények
szemléltetése, mintazat béli eltérés egy buvar és egy kontroll alany szaturacios értékei kozott. A
statisztika nem mutatott ki szignifikans eltérést az edzés kdzben mért minimalis véroxigén értékek kozott,
azonban az abra bal oldala jol szemlélteti a konkrét alanyok kozti kiilonbséget. A jobb oldalon a
minimalis, 2 ismétlést kovetden végzett maximalis statikus levegdvisszatartas kézben mért szaturacios
értékek lathatok. Ebben az esetben szintén megfigyelhetd a kiilonbség, amit a statisztikai adatok is
megerdsitenek.

7.3.2 Dinamikus apnea

A dinamikus apnea felmérés soran még nagyobb eltérés mutatkozott a két
csoport kozott. A buvarok kétszer akkora tdvolsagot teljesitettek, mint a kontroll csoport
résztvevOi. Ennek megfelelden itt szintén szignifikans eltérés mutatkozott a két csoport

eredményei kozott (29. abra).
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7.3.3 Ultrahang vizsgalat

Az elsO képalkotd vizsgalat soran ultrahangméréssel probaltuk a hilushossz és
hilusi keresztmetszeti atmérd értékét buvaroknal megmérni statikus apnea kdzben. A
hilusi atmérodt a 1épkaputol a 1€ép konvexitdsara mért atméroként értelmeztiikk. A mérés
soran folyamatosan kovettiik a 1€p ultrahangos megjelenését, ami alapjan kismértéki
csokkenés volt detektalhatd. Szubjektiv tapasztalat, hogy a Iép felszine egyenetlenebbé
valt, ami a térfogat csokkenéshez kothetd. A csokkenés tényét MR felvétellel is

megerdsitettiik.
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29. abra Dinamikus apnea. Az uszony nélkiili viz alatti (iszas eredménye a két csoportban (buvar n=6,
kontroll n=12). A kétmintas t-proba szignifikans kiilonbséget mutatott a két csoport kozott 95%-0s
szignifikancia szint mellett (p=0,0079).

A kiértékelést egyutas ANOVA-teszttel (p<0,05) végeztik a hossz- ¢és
keresztmetszeti értékeket kiilon véve. A kiértékeléshez relativ, szazalékos adatokat
hasznaltunk. A hossztengely mentén atlagosan 5%-0s (max. 7,4%), mig a

keresztmetszetnél 11,5%-0s (max. 22,7%) valtozast mértiink 2 perc apnea utan.
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30. abra Az ultrahang vizsgadlat sordn mért relativ hilushossz és -atmérd (Iépkaputdl a lép konvexitasdra
mért datmérd) értékek. A Kontroll mérés teljes belégzés utan tortént, ezt kovetéen a biuvarok (n=5)
bemelegitettek. 10 perc pihendt biztositottunk, hogy a bemelegités ne befolyasolja a mérést. A felvételeket
1 és 2 perc levegOvisszatartas kozben, illetve a restitucid 1 és 2 percénél készitettiik. Az egyutas ANOVA-
vizsgalat (p<0,05) egyetlen esetben mutatott szignifikans eltérést (2 perc apnea alatt mért keresztmetszet).

Az 30. dbréan lathatd, hogy a hosszméretben nem taldltunk szignifikans eltérést a
felvételek kozott. Ezzel szemben a keresztmetszetben 2 perc apnea kdzben jelentds
eltérés mutatkozik a kontroll értékhez képest. Az eredmények minden esetben a
normalis tartomanyba estek, nem tapasztaltunk kiugré adatokat. A felvételek készitése
alatt a szubjektiv tapasztalat alapjan a Iép megjelenése folyamatosan valtozott. A mérési

eredmények csekély mértékii kiilonbségei miatt nem vizsgaltunk kontroll csoportot.

7.3.4 Magneses rezonancia vizsgalat

A kovetkezd vizsgalatban magneses rezonancia képalkotassal (MRI)
készitettiink felvételeket a 1éprol. Tekintve, hogy az ilyen klinikai berendezések nagyon
leterheltek igy limitalt szamban volt lehet8ségiink ezt a mérést elvégezni. Osszesen 10
buavar és 13 kontroll vett részt a kisérletben. A két csoportot vizsgalva sikeriilt a 1ép
térfogatvaltozasat kimutatni. A statikus levegdvisszatartds alatt mért minimalis,
maximalis és atlagos térfogatcsokkenés adatokat az 4. tdblazat szemlélteti. Az értékek

az alaptérfogathoz viszonyitott szazalékos csokkenést mutatjak.

4. tablazat Lép térfogatvaltozas statikus apnea kézben. Az MR vizsgalat soran az alaptérfogathoz

viszonyitott térfogatcsokkenés értékei lathatok a két csoportban.

Buvar Kontroll
Min Max | Atlag Min Max | Atlag
0s 11,5% 15% 10% 0% 11,2% | 6,5%
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30s 7,7% 22% | 129% | 1,5% | 15,3% | 12,6%
60 s 8,6% 22% 15% 25% | 19,6% | 12%
120's 11,2% 23% | 18,4% - - -
Szubmax 17,3% 32% 25% - - -
Pihend utan 0% 16% 6,7% 1,2% | 16,3% 5%

A volumenvaltozast az 31 és 32. abrak mutatjak. A csoportokat kiilon-kiilon
vizsgalva nem tudtunk szignifikdns eltérést megfigyelni az elsé 60 s alatt. A buvar

csoportban 120s 1d6 felett is tudtuk azonban a folyamatot vizsgélni.

Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy a pihend alatt a buvaroknal gyorsabban
zajlott a térfogat helyreallas, mint a kontroll csoportnal. A 2 perces pihend alatt a
buvaroknal atlagosan 18%-os, mig a kontroll csoport esetében 7% volt a valtozas. Az
alap térfogatértékek az ultrahangeredményekhez hasonldéan a normalis tartomanyba

estek, nem tapasztaltunk kiugrd adatokat az alanyok kozott.
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31. abra A4 buvar és a kontroll csoportndl mért térfogatvaltozasi adatok. Az ANOV A-vizsgalat szerint az
eltérés nem szignifikans a 0, 30 és 60 s idépontokban, de a tendencia alapjan a bavarok nagyobb mértékii
térfogatvaltozast értek el a magasabb apnea teljesitménynek koszonhetden. Tovabba a 2 perces pihend
alatt a bavaroknal nagyobb mértékii valtozast mutattunk ki. (n=10 bavar, n=13 kontroll)
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32. abra Lép volumetria az MR felvételek alapjan. Az elsé sor egy kontroll alanyt, mig a masodik sor egy
buvart mutat. A bal oldali képen a nyugalmi, mig a jobb oldalin a 60 s (kontroll), illetve a szubmaximalis
(bavar) apnea kozben késziilt felvételek lathatok. A kontroll alanynal a korbe rajzolt 1ép formajan, mig a
buvarnal a méretén is szemmel lathat6 a kiilonbség.

7.3.5 Elasztografia

A 1ép rugalmassaganak mérés soran shear-wave elasztografiat hasznaltunk. A
mért értekek szordsa jelentds volt, ennek megfelelden eldszor azt vizsgaltuk, hogy az
egyes mérési pontok kozott talalhato-e szignifikdns kiilonbség. A statisztikai vizsgalat
ezt nem mutatta ki (33. abra). Egyetlen mérés esetében (bavar alany, SMAX-nal 32%-
os térfogatcsokkenés) sikeriilt az MR mérésekkel egybevagd adatokat kimutatni (34.

abra). Itt a levegdvisszatartas idejével aranyosan csokkent a mért érték.
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33. abra A4 lép rugalmassag vizsgalata soran mért adatok. Egyutas ANOVA-vizsgalattal és Tukey
teszttel kiértékelve nem talaltunk 1ényeges eltérést az adott mérések kozott (n=27).

34. abra Elasztogrdfias felvétel statikus apnea kozben. Egy buvar esetében sikeriilt a feltevésnek
megfeleld adatokat mérni. Az abran a kontroll (A), 150 s apnea utani (B), 180 s apnea utani, illetve 215 s
apnea utani felvételek latszodnak. A hozzajuk tartozo elaszticitas értékek a kovetkezok: 24,2 kPa; 11,3
kPa; 6,9 kPa; 6,3 kPa.

7.3.6 Spirometria

A spirometrids mérés soran arra Voltunk kivancsiak, hogy az erdltetett kilégzési
vitalkapacitasban van-e kiilonbség a buvar és kontroll csoportok kozott. Az FVC
értékek nem mutattak szignifikdns kiilonbséget. Mindkét csoport eredménye magasabb
volt, mint a testparaméterek alapjan varhatd kapacitds. A kontroll alanyok esetében
atlagosan 15%-kal, mig a buvaroknal 25%-kal volt nagyobb az FVC. Ennek
magyarazata az alanyok aktiv sporttevékenysége lehet, azonban a packing technika a
késébbiekben mutathat eltérést. A térfogat értékeket a 4.3.4 fejezet szerint magassagra
normalva vizsgaltuk (Lorentz index, 35/A. abra) (Pavlik 2019). A levegényeléses
technikaval viszont négy buvarnak sikeriilt mérhetéen tobb levegét juttatni a tiidobe

(35/B. abra). Naluk atlagosan 1 literrel magasabb FVC értéket mértiink a normal

spirometrias méréshez képest.
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35. abra Spirometriai eredmények. A; Spirometria vizsgalat soran mért FVC adatok testmagassagra
normélva. A kétmintds t-proba alkalmazasaval nem talaltunk szignifikans eltérést a csoportok kozott
(bavar n=6, kontroll n=4). B; A buvarcsoportban t-teszt vizsgalattal szignifikans eltérést talaltunk az
alapmérés és a levegényeléses (packing) technikaval végzett vizsgalatok kozott (n=4).

72



8 Megbeszélés

Jelen tanulmény sordn az iszkémia, illetve hipoxia tlir0képesség sejt és szovet
szinti modellezhetéségét vizsgaltuk. A kutatdshoz egyedileg fejlesztett oxigén
deprivacios, illetve szakaszos hipoxia kamrakat hasznaltunk. A kidolgozott protokollok
alkalmasnak bizonyultak ismételhetd és bioldgiailag mérhetd hatastt kisérletek
inditasara. A munka utolsé fazisdban humdn vizsgalatokkal kerestiink olyan élettani

paramétereket, amelyek befolyasolhatjak az egyéni hipoxiatolerancia mértékét.

8.1 Oxigén-gliikoz deprivacio

Az alacsony hdOmeérséklet konzervald hatdsa jol ismert jelenség, amit a
dolgozatban bemutatott sajat fejlesztésii modell felhasznalasaval az eredmények is
igazoltak. In vitro kimutattuk, hogy a szoveti iszkémia hémérséklettdl fliiggden eltérd
hatast fejt ki a mintdkra. A vizsgalatokat OGD kovetelményeknek megfeleld
kornyezetben végeztiikk. A rendszer alkalmas hideg, illetve meleg iszkémias kornyezet

kialakitasara 4-37 °C hdémérséklettartomdnyon beliil. Minimalis nitrogén atfolyas

mellett (1 ﬁ) a szigetelésnek és a rogzithetd fedélnek koszonhetéen 3 percen beliil

elérheté a 0,5%-0s oxigénkoncentracid. A kamrak, és ez altal a csont explantatumok
hémérséklete a kisérlet teljes ideje alatt stabil értéken maradt. Frissen izolalt csontokat
hasznaltunk a modell biologiai alkalmazhatosagénak tesztelésére. Az eredmények
alapjan jelentds kiilonbséget figyeltiink meg a hideg, illetve meleg hdmérsékleten tartott
mintdk életképessége kozott, amely jelzi, hogy a rendszer képes az iszkémias allapot

megbizhatd és reprodukalhaté modellezésére (Bago és mtsai 2018).

Az in vitro hipoxia kamrak fejlesztésének technikai kihivasait gyakran
alabecsiilik. Jellemz6 hiba, hogy pusztan nitrogénaramlassal feltételezziik az anoxias
allapotot. Megfeleld szigetelés mellett sem egyszerli az oxigénkoncentraciot 1% ala
csokkenteni (In vivo a mitokondrialis oxidativ foszforilacidé 1% O,-szinten még
funkcional (Wu és Yotnda 2011, Wilson és mtsai 2012, Tiede és mtsai 2011). Az
ataramlo gaz sebességének megvalasztasa tobb szempontbdl is kritikus. Elsoként
folyamatos aramoltatds mellett szamolnunk kell a gazfogyasztassal. Hidnyos szigetelés

mellett a gyorsabb aramlas szivo hatast fejt ki és a kornyezetbdl ,,oxigéndis” levegd
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keriilhet a rendszerbe. Végiil a gyorsabb szelldztetés a paratartalomra is hatdssal lehet.
A kisméretii holtterek és a folyamatos oxigéntartalom figyelése lehetdvé tette, hogy
stabilan 0,5% alatti koncentraciot tudjunk fenntartani a kamrakban, amely alkalmas az

1szkémia biologiai értelemben vett modellezésére.

A Peltier-elemekkel megvalositott hdmérséklet szabalyozas tovabbi kihivasokat
jelentett. A kamrak homogén hiitéséhez, illetve flitéséhez kritikus, hogy hany modult és
milyen beallitds mellett alkalmazunk. Az elemekre kapcsolt fesziiltség és aramerdsség a
két oldal kozti maximalis hdmérsékletkiilonbséget fogja meghatarozni. Tehat a hideg
oldal homérséklete fiigg a meleg oldal hémérsékletétdl. A hiitési teljesitmény a
tapellatas novelésével fokozhatd, azonban a disszipalt ho is jelentdsen ndvekszik. Ha a
meleg oldal hiitérendszere nem képes a tobblet hét elvezetni, akkor a hideg oldal
hémérséklete is emelkedni fog. A rendszer tervezése soran a legnagyobb kihivas az volt,
hogy megtaléaljuk az egyensulyt a hiitési teljesitmény, az ehhez sziikséges tapellatas, és a
meleg oldal hdmérsékletének szinten tartdsa kozott. Az alkalmazott paraméterek mellett
a Peltier-modulok teljesitmény egyiitthatoja (COP) 33,3%, ami alig marad el a
kompresszorok hatasfokatol (2. tablazat). Természetesen nagyobb
hémérsékletkiilonbség esetén ez az érték fokozatosan romlik, maximalis bedallitas
mellett 6-8%-ra csokken. Gyors hiités a fagyasztas veszélye nélkiil nem alkalmazhato.
A tervezés sordn a hiitési teljesitményt tilméreteztiik azonban az elhanyagolt tényezdk
miatt (kdrnyezeti hatas, héatadasi veszteség az egyes feliiletek kozott) ez nem okozott
jelentds valtozast. Parhuzamos kisérletinditas esetén azonban figyelembe kell venni,
hogy a kamrdk hémérséklete eltérd id6 alatt valtozik. A gyakorlatban ez nem jelent
gondot, mivel a mintak el6készitése alatt megtorténik a kamrak hdmérséklet beallitasa
IS.

Meleg OGD vizsgalatok soran is érdemes eldfiiteni a kamrat a kdvetkezd okok
miatt: parhuzamos kisérletekkel lehet kdzvetlen modon Osszehasonlitani a hideg és
meleg homérsékleti hatasokat, az elémelegitett kamraval minimalizalhatjuk a
hémérséklet kilengést, amely befolyasolhatja az eredményeket (Watanabe és Okada
1967).
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Azonban, az ismertetett rendszer kialakitasa képes megfelelé6 modon kezelni
ezeket a kérdéseket és egyszerti, takarékos €s megbizhatod eszkozt jelenthet az in vitro

iszkémia 4, illetve 37 °C-on zajlo kutatasara.

A kisérletek soran alkalmazott iszkémids id6t a sejt vagy szoOvettipusnak
megfeleléen empirikus Gton hataroztuk meg. A célunk, hogy az OGD alatt 50-70%
kozotti csokkenést érjiink el a sejtek viabilitdsaban. Amennyiben a sejtpusztulas ennél
magasabb akkor a sériilés sulyos és a vizsgéalat nem ad realis képet a reperfuzios
folyamatokrol. Ha kevesebb, akkor a hatas nehezen megfigyelhetd. Ennek megfeleléen
az egyes rendszereknél alkalmazott iszkémids idoket eldzetes kisérletekkel be kellett
allitani abban az esetben is, ha mar meglévé moddszert alkalmaztunk. Amennyiben a
hémérsékletet is figyelembe vessziik egy jabb paramétert adunk a munkéhoz. Ezen
felil a korlatozott szamban elérhetd hideg iszkémids kozlemények kevés tampontot
kinalnak az ilyen modell fejlesztéséhez (Grizzle és mtsai 2016, Wiedemann és mtsai
2013, Thuillier és Hauet 2018). A publikaciokban a vizsgalt hdmérséklet egységesen 4
°C azonban a paratartalom, hiitési technika és sebesség, alkalmazott iszkémids 1d6

paraméterek nem, vagy csak limitaltan keriilnek emlitésre a modszerek leirasakor.

Ebbdl kiindulva tobbféle iszkémias id6t hasznaltuk a hideg és meleg kamraknal
annak érdekében, hogy lassuk az eltérd feltételek okozta kiilonbségeket. Az eredmények
alapjan a meleg csoportban kortilbeliil 4 6ra alatt értiik el az 50%-o0s sejtpusztuldst, mig
a hideg esetben ehhez 12 ora kellett. A hosszu tilélés magyarazata lehet, hogy a frissen
izolalt csontszdvet 3 dimenziods integritdsa nem valtozik és ahogy mas sejtek esetében is
(Antoni és mtsai 2015), ez kedvez6 hatasu lehet a talélésre vonatkozdan. Tovabba a mi
esetinkben a szovet metabolikus aktivitasa elsésorban a csontvel6i sejteknek
koszonhetd, amelyrdl ismert, hogy kevésbé érzékeny az iszkémiara, mint példaul az
ideg vagy szivizom sejtek (Leach és Treacher 1998, Berggren és mtsai 1982). A
varakozasoknak megfelelden a hideg kornyezet javitotta a sejtek tulélését, és a hosszabb
vizsgalatoknal jelentés kiilonbséget mutattunk ki a csoportok kozott. Azonban, révid

1szkémia 1d6 mellett érdekes jelenséget figyeltiink meg.

Az 1 6rés meleg iszkémia vizsgalat sordn megndvekedett metabolikus aktivitas
(23. abra), csont esetében magyarazhato lenne a rovid iszkémias kondicionalas kedvez6

hatasaval, amennyiben ismételt kisérletrdl lenne sz6 (Liu és mtsai 2019). A jelenséget
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inkabb a hoémérsékleti hatassal lehet magyarazni, melegben felgyorsulnak az
enzimrendszerek, és az intenzivebb enzimaktivitas eredményezheti azt a latszatott, hogy
javult az életképesség. Ennyi id6, és ilyen koriilmények kozott a sejtek szama
feltehetéen nem noévekszik. Megjegyzendd, hogy a szovet életképesség mérését 3
nappal késobb végeztiikk, igy az eredmény valdjdban a post iszkémids regeneraciot
mutatja, illetve az iszkémia id6tartama révid igy nem okoz végzetes sejtkarosodast a
szovetben. Tovabba nem vizsgaltuk az oldott oxigén karakterisztikajat a médiumban,
igy lehet, hogy 1 6ra meleg iszkémia még nem igazi artalom. Ezen kiviil a csont
explantatumok 3D szerkezete ebben az esetben is jotékony hatasu lehet. Ezen kérdések

megvalaszolasa tovabbi kutatast igényel.

A bevezetében leirtak szerint az OGD modellek f6 téméja a hipoxia érzékeny
sejtek, szOvetek vizsgalata. A kutatasok tulnyomod tobbsége ideg, illetve szivizom
sejteket hasznal (Almeida és mtsai 2002, Cselenyak és mtsai 2010, Meloni és mtsai
2011, Lee 2000). Ezt koveti a transzplantalt szervek csoportja, ahol az egyes szervek
eltarthatosaganak javitasa a cél (Simpkins és mtsai 2007, Totsuka és mtsai 2002). Végiil
a csontszovetet érintd publikaciok féleg a csontveldi dssejtek vizsgalatara terjednek ki
(Das és mtsai 2010, Ito és Suda 2014). A csont szdvetszintli, grafton végzett iszkémias
vizsgalatara két elterjedt modszert alkalmaznak: okklazid, amputacio (Winet és mtsai
1998, Sammarco és mtsai 2015). A kiilonb6zé sejteken alkalmazott OGD protokollok
megerdsitik az altalunk is hasznalt paramétereket. Myoung-gwi kézleményében (Ryou
¢s Mallet 2018) szintén 0,1% oxigénkoncentraciot emlit az iszkémias periodus alatt.
Tovabbd az OGD vizsgalatot az altalunk hasznalt kisérleti strukturdhoz hasonléan
sejtnovesztés eldzi meg, majd a viabilitdismérés 24 oras reperfuziot kovetden torténik.
Himakarnika (Alluri és mtsai 2015), illetve Zuleta és munkatarsai (Zulueta és mtsai
1997) anoxias, 0% oxigént tartalmazd kamrat hasznaltak a munkajuk soran. A legtobb
esetben az oxigénmentes kornyezetet 95% N, és 5% CO; keverékkel allitjak el (Ryou
¢s Mallet 2018, Webster és mtsai 1995, Kanazawa és mtsai 2017). Normal tenyésztési
koriilmények kozott a sejtek szamdra fontos a megfeleld CO;-szint, azonban Jian €s
munkatarsai kimutattdk, hogy a csontsejtek proliferacigja CO, mentes kdrnyezetben is
lehetséges (Chen ¢és mtsai 2013). Cselenyak és munkatarsai (Cselenyak és mtsai 2010)

szintén CO, mentes (99,5% N,) modellrél szamolnak be kozleményiikben. Tovabba
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szovet, illetve szerv transzplantacié sordn az iszkémids periddusban specidlis tartositd

folyadékban taroljak a donor graftokat CO, forras nélkiil (Motoyama és mtsai 2011).

Suzuki eredményei alatamasztjdk megfigyeléseinket, miszerint a hideg
hémérséklet hatasara javul a csontszovet tulélési aranya (Kiyoshi 1991). Kisérletiikben
hasonl6 megfigyelésre jutottak miszerint 24 ora iszkémiat kovetden a csontszovet mar
nem alkalmas transzplantaciora. Az eredményeket természetesen nem lehet egy az
egyben Gsszehasonlitani, mivel nem OGD modellrél van szb, illetve teljes szervet
(amputalt végtagot) alkalmaztak, amelyet az iszkémia soran konzervalofolyadékban
taroltak. A hiités iszkémiaval szembeni elonyOs hatdsat mas, kiilonbozd szoveteket
vizsgald kozlemények is emlitik (Totsuka és mtsai 2002, Levine 2018, Campsen és
mtsai 2009). A hiités hatasa Gsszhangban van a metabolikus aktivitds csokkenéssel

(Watanabe és Okada 1967).

A kidolgozott protokoll tehat jol koveti az irodalomban megtalalhatd
modszereket. A bevezetOben ismertetett kamratipusok alapjan lathatd, hogy sok féle
berendezés 1étezik az iszkémids célu vizsgalatokra. A dolgozatban bemutatott fejlesztés
onallo késziilékként funkcional, a tap- és gazellatdson kiviil nem igényel mas eszkdzt,

igy egymagaban alkalmazhat6 az iszkémia modellezésére.

A miiszaki paraméterek tesztelése soran kapott eredmények 6sszhangban allnak a
tervezéssel és a varakozasokkal. A flités kozben tapasztalt oszcillaciot bonyolultabb
szabalyozassal kompenzalni lehet azonban a mérések alapjan erre nincs sziikség. Az
irodalomban talalt mas OGD kutatasokban hasznalnak CO; forrast is az
atszell6ztetéshez azonban Osszevetve a sajat eredményeinkkel nem tapasztaltunk

kiilonbséget a CO, mentes iszkémia utan.

A pontos vizsgalatokhoz a modell limitacioit figyelembe kell venni. A jelen
fejlesztés célja egyszertl, kisméretii és koltséghatékony rendszer fejlesztése volt, amely
képes az alapvetd elvarasokat teljesiteni. Az altalunk végzett mérésekhez nincs sziikség
a valos idejii (mikroszkopos) megfigyelésre. A Kisméretli kamrak miatt a gazfogyasztas
minimalis, nem igényel bonyolult vezérlést. Tovabba az OGD kisérletek soran az O,-
koncentraci6 egységes, igy nem kell szabalyozni. Az egyszerii felépités hatranya, hogy

manualis beallitast igényel (a hdmérséklet vezérlést nem szamolva) és nem monitorozza
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a kisérletet, igy utolag, ilyen forman nem kovethet6k vissza az adatok. Tovabba a
rendszer kizarélag in vitro kisérletekhez késziilt nem alkalmas allatkisérletek
folytatasara. A jelen vizsgalat els6sorban technikai jellegii volt, és csak allati szoveteket

hasznaltunk a kamra teszteléséhez.

Az credményeket az ismertetett korlatok kozott kell értelmezni, megfigyelt
jelenségekbdl még nem vonhatok le messzemend kovetkeztetések. Tovabbi vizsgalatot
igényel, hogy mas tipusu szovetek hogyan reagilnak az iszkémias sériilésre. A
kiilonb6z6 homérsékleti hatasok is érdekes kérdést vetnek fel, a rendszer miiszakilag
alkalmas 4-37 °C kozotti értékek beallitasara. Ezen feliil lehet6ség van olyan anyagok
tesztelésére, amelyek alkalmasak lehetnek a sejtek talélését javitani (transzplantacios

folyadék), illetve a reperfiizios periddusban a regeneraciot eldsegiteni.

8.2 Obstruktiv alvasi apnoe

A kutatomunka ezen fazisaban megterveztiink, 1étrehoztunk és végiil validaltunk
egy alvasi apnoe modellezésére alkalmas allatkisérleti rendszert. A miiszaki fejlesztés
soran egy standard allatketrecet alakitottunk at szakaszos hipoxids kamranak. A

paraméterek optimalizalasaval sikeriilt ~22 s id6 alatt beallitani a kivant oxigénszintet.

Ehhez a gyorsasaghoz jelentés mértékli gazaramot hasznéltunk, amit 60 o érteken

maximalizaltunk. Az aramlasi sebességet és a zajt hangtompitokkal olyan szinten
mérsékeltiik, hogy az allatok viselkedésében nem tapasztaltunk rendellenességet, amibol
arra kovetkeztettiink, hogy nem volt zavar6 hatassal a terhelés. A takarékos iizemeltetés
miatt a levegdt kompresszorral biztositottuk. Az elkésziilt modell bioldgiai hatasat
transzgénikus egerekkel végzett kisérletsorozattal igazoltuk. A szakaszos hipoxia agyi
hatasat 21 napos kondicionaléassal figyeltiik, amely soran a hipoxias csoportba tartozo
allatok napi 8 oraban voltak a kamraban 90 s / 5,7%, majd 90 s / 20,8% O, periodussal.
Az 1,3,5,7,09, 11, 14, 17, 20. napokon biolumineszcens kamraval mértiik a hipoxias
expozicio altal kivaltott agyi stressz mértékét. A felvételeken jol latszik a stresszhatés
novekvd, majd késébb stagnald mértéke. Ez alapjan az eredmények igazoltak, hogy a
kifejlesztett modell alkalmas in vivo bioldgiai vizsgalatok elvégzésére (Polsek és mtsai
2017).

78



A 4.2.7-es fejezetben leirt protokoll szerint napi 8 6raban zajlott a kisérlet, ami a
folyamatos oxigénszint standard cseréje miatt komoly kihivast jelentett. A manualis
vezérlés szoba sem johetett ilyen paraméterck mellett. Tovabba a fejlesztés soran harom
kiilonb6zé rendszer mukodését kellett Osszehangolni, amihez nélkiilézhetetlen a

megfeleld szabalyozo, igy a feladat automatikus kialakitast kovetelt.

Az érzékeldk elhelyezése kulcsfontossagu volt a vezérlés szempontjabol, mivel a
szelepek miikddése a szenzorok altal mért jelek alapjan torténik. Figyelembe kellett
venni, hogy a gazkeveredés sebessége eltér a modell kiilonb6zé részein. Ennek
megfelelden a kamra bemeneti dgaban (ahol nagyon gyors a keveredés) €és a kamraban
(ahol lassu a keveredés) helyeztiik el a két oxigénszenzort. A vezérld ezaltal nem csak a
kamra ¢és a beallitott szint kozti kiilonbségét latta, hanem a bearamlo gazkeverék és a
kamraban 1év6 koncentracio kozti eltérést is. A folyamat eredménye, hogy a bearamld
gaz és a kamra oxigénkoncentracidja a hibahataron beliil azonos értékii lesz, ami éppen
a beallitott oxigénszint. Ezzel a megoldassal csékkenteni tudtuk a hirtelen szelepnyitas

okozta nagy mennyiségii gazbeadramlést, ami finomitotta a rendszer miitkodését.

Ezt kovetéen a pneumatikai elemek méretezésével meg kellett hatdrozni a
gazcsere sebességét. Figyelembe kellett venni, hogy a sebesség optimalizalashoz
hasznalt gazaram, milyen hatassal bir az allatokra, illetve a rendszer stabilitasara. A
kamra mérete és a beallitott aramlasi mennyiség nehezitette a preciz szabalyozast. A
térfogat kiilonbségek miatt a kamraban lassabban valtozik az O,-koncentracio, mint a
bemeneti agban, ahol a gazok (stiritett N és levegd) keverednek. A rendszer inditasakor
a szabalyozo maximalis eltérést érzékel igy teljesen nyitott allapotba allitja a N, szelepet
ezzel biztositva a maximalis aramlast. A kamraban a gazok keveredése lassabb igy az
érzekeld 1s késleltetve jelzi a valos értéket. Emiatt a szabalyzo is késleltetve kezdi
elzarni a szelepet, amelynek végiil a beallitottnal alacsonyabb O, érték lesz az
eredménye. A rendszernek ezt kompenzalni kell egyrészt, hogy a kisérlet a beallitott
értéken torténjen, masrészt, hogy a kisérleti allatok ne szenvedjenek végzetes sériilést.

Ennek megoldasara folyamatos, alacsony sebességii levegéaramlast alkalmaztunk.

Végiil olyan elektronikus szabalyozé egységet kellett kialakitani, amely képes az
érzékelok jelét feldolgozva iranyitani a szelepek miikodését. A vezérld egység feladata,

hogy a levegbaramlashoz igazitsa a nitrogén mennyiségét a beallitott O,-
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koncentracionak megfeleléen. A szabalyozas karakterisztikajat a PID paraméterek
megvalasztasa hatarozza meg, amelyeket empirikus aton addig hangoltunk, amig az 24.

abran lathato eredményt nem kaptuk.

A szerkezeti kidolgozason kiviil komoly feladat volt a felhasznal6 barat kialakitas,
ugyanis fontos, hogy laikus felhasznald szamara is hasznalhato legyen a késziilék.
Ehhez értelmezhetd kijelzésre és egyszerii kezeldszervekre volt sziikség. Biztositani
kellett a rendszer védelmét a helytelen beallitasok ellen. Ez két dolog miatt volt fontos:
ne lehessen olyan paramétereket beallitani, ami a program 6sszeomlasahoz vezet, illetve
a beallitas hatasara ne okozzunk kart a késziilék tobbi elemében, illetve a kisérleti

allatokban.

Az FPGA fejlesztokartya limitadlt mennyiségli kezelOszervet (kapcsolok,
nyomogombok, kijelzd) biztosit. Emiatt a paraméterek beallitasahoz egy meniirendszert
dolgoztunk ki, ahol az egyes értékek kiilon-kiilon megadhatok. Jelen esetben minden
mérés ugyanazzal a bedllitdssal zajlott igy a gyorsabb kisérlet inditds érdekében a

vizsgélat paramétereit alapértékként allitottuk be.

A folyamatos gazcsere jelentds mennyiségii nitrogént hasznal a kisérlet kozben.
Természetesen a szabalyozo megfeleld beallitas mellett ezt csokkentheti. Azonban,
optimalizalt értékekkel is mindossze két kisérletre (2 nap) volt elegendé egy nitrogén
palack.

A fentieken kiviil allatkisérletek esetén nincs sziikség 100% paratartalomra.
Optimalis esetben ~50% elegendd. Ennek megvalositdsa ujabb fejtorést okozott. A
megoldast a periodikusan valtozé gdzaramlas adta. Az OGD kamrandl hasznalt
buborékoltatd rendszert épitettiik be a levegd agba. Ennek megfelelden egy periodusig
széraz nitrogént, majd egy periddusig paras levegét fujtunk a kamrdba. Ezzel a
megoldassal sikeriilt 60-70% kozotti eredd paratartalmat elérni, ami a tervezettnél

kicsivel magasabb, de még elfogadhato.

A vizsgalati protokollt korabbi kdzlemények alapjan hataroztuk meg. A modell
validalasa szempontjabol kézenfekvé megolddsnak bizonyult a génmodositott egerek és
a biolumineszcens kamera hasznalata. A célunk, hogy szignifikéns eltérést lassunk a

hipoxidnak kitett allatokndl. A folyamatos monitorozdssal mar a kisérlet 3. napjatol
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lattunk mérheté hatast. A 7. naptol kezdve a valtozas lassult, és a vizsgalat végéig
egységes szinten maradt. A jelenség magyardzata az allatok sorozatos hipoxidra
bekdvetkezd adaptacioja lehet. A kontroll csoport esetében nem figyeltiink meg jelentds

mértékii valtozast az eredmények az 25. abra ,,baseline” tartomanyaba estek.

A piacon elérhet6 kamrak koziil (2.2 fejezet) szamos olyan létezik, amelyek
képesek hasonlod beallitasra (BioSpherix 2019, CoyLab 2019). Ezek a rendszerek
azonban nagyon dragak, nagyméretiiek, illetve nem standard allat ketrecet hasznalnak a
vizsgalathoz, amely a tovabbi stresszhatason tal, lassitja a gazcsere folyamatat. Jelen
kutatashoz jol definialt keretben miikodé modellre volt sziikség, ami indokolta az
egyedi fejlesztést. Az tUjdonsag a tobbi kamrahoz képest, hogy mi két darab
oxigénszenzort alkalmazunk és FPGA alapu vezérléssel miikodtetjiik a rendszert. A
kamrak tobbsége mikrokontroller vezérléssel van elldtva. A kiilonbség a két eszkoz
kozott, hogy a mikrokontroller szerkezete rogzitett, a programkddban leirt utasitasokat
képes sorban végrehajtani. Ezzel szemben az FPGA logikai kapumatrixa szabadon
programozhat6, igy a hardver leird6 nyelvvel (VHDL) tetszdleges logikai elemeket

tudunk létrehozni, amelyek akar parhuzamosan is tudnak szamitasokat végezni.

Goldbart és munkatarsai kézleményiikben (Goldbart és mtsai 2003) 10% O,-
koncentraciot alkalmaztak a hipoxias fazisban. A protokollt tekintve szintén 90 s
periodusokban valtogattdk az oxigén értekét. A méréseik alapjan 30 s alatt érték el a
hipoxias értéket €s 5 s ideig tartott a normoxia helyreallitdsa. A szdmok azt mutatjak,
hogy lassabb ¢és kiegyensulyozatlanabb rendszert hasznaltak. Ett6] fliggetleniil képesek
voltak biologiailag mérhetd elvaltozast kimutatni. Gozal szintén ezt a protokollt
hasznalta, azonban az ¢ mérései alapjan 10 s alatt érték el a 10% O,-koncentracidt. A
gyartoi utasitas szerint (Biospherix 2019) az altaluk hasznalt termékhez (Oxycycler
model A44X0) csatlakozo oxigénérzékelé a gazforras és a kamra kozé keriilt. gy
valgjaban a kamraba bedramlo szintet mérték és nem kozvetleniil a benne 1évé értéket.
A kamra térfogatatol fiiggden jelentds késleltetés alakulhat ki a mért és a valos
oxigénkoncentracié kozott. Tekintve, hogy az obstruktiv apnea modellek rovid
szakaszokat hasznalnak, a nagymértékii késleltetés hatassal lehet az eredményekre is.
Azonban, ennek ellenére ki tudtak mutatni jelentés valtozas a vizsgalt hipokampalis
régioban. Phillips altal hasznalt protokoll tovabb erdsiti, hogy az egyedi fejlesztési

rendszeriink dinamikat tekintve gyorsabb (Phillips és mtsai 2006), mint a kisérletekben
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alkalmazottak tobbsége. Greenberg a fentiektdl eltéréen mindossze 5-7 s ideig tartotta
fenn a hipoxias, 6,5-7% O,-koncentraciot (Greenberg és mtsai 1999). A beallashoz

ebben az esetben is 30 s-re volt sziikség.

Minimalis kamra méretet (2,2 L) hasznaltak Lefebvre és munkatdrsai. Tobb
allatot is elhelyeztek ilyen sziik helyen, ami felveti a stresszhatds kérdését is. A
kisméretli kamraval is 40 s id6 alatt tudtak csak az 5%-0s O;-szintet megvalodsitani.
Szamos mas Osszehasonlithatdo modell 1étezik még az idGszakos hipoxia
vonatkozasaban, példaul Li és munkatarsai altal leirt rendszer (Li és mtsai 2012),
szintén egy egyedi fejlesztésii szerkezetet mutat be. Erdekes koncepci6, hogy az allatok
ketrecét mozgatjak egy hipoxias, illetve egy normoxias térfogat kozott. Az athelyezés 4
s alatt megtorténik, azonban a tényleges gazkeveredést nem mérik, igy félrevezet6 lehet,
hogy 86 s-et toltenck az allatok az egyes fazisokban. Mindenképp meg kell jegyezni,
hogy ebben a kialakitasban a nitrogén sziikséglet minimalis, mivel nincs sz6 folyamatos
atszelldztetésrdl. Tagaito és munkatarsai szintén egy eredeti megoldéssal, vizen Uszo
harang alaktl kamrat terveztek, hogy lehetdvé valjon a vizsgalt allat EEG és EMG

monitorozasa a hipoxias expozicio soran (Tagaito és mtsai 2001).

A modell kronikus hatasanak monitorozasara noninvaziv modszert kell
alkalmazni. A kiilonb6z6é képalkotd berendezések (CT, MR) koziil szamunkra a
biolumineszcens képalkoto eljards volt elérhetd, amely gyors €s elegendd informéciot
biztosit a vizsgalt folyamatrol. A mérések soran igazoltuk, hogy a kamera kelléen
érzékeny az agyi hatdsok megfigyelésére. Az altalunk hasznalt biolumineszcens
vizsgélatot mas publikdcidkban is emlitik, amelyek alatamasztjak, hogy a modszer
alkalmas kiilonb6z6 stresszhatasok kimutatasara is (Zinn és mtsai 2008, Lim és mtsai
2009, Hara-Miyauchi és mtsai 2012).

Az egyedi fejlesztések esetében az elsé milkodOképes szerkezet prototipus.
Ennek megfeleléen a felhasznalas soran szdmolni kell a rendszer korlataival. Jelen
esetben a miiszaki adottsagok miatt nem tudtunk 22 s-nél gyorsabb gazcserét elérni.
Azonban, az eredmények alapjan mar ez is elegendének bizonyult a hatas kivaltasahoz.
Figyelembe kell venni, hogy az allatokra gyakorolt egyéb stresszhatasok (aramlasi
sebesség, zajszint, paratartalom) mértékét, amelyek jelen munka soran, empirikus Gton

keriiltek meghatarozasra, igy az eredményt ennek megfelelden kell elemezni. A
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szerkezet alkalmas 0-30% kozotti oxigénszint beallitasara (megfelelé gazforrasok
mellett) azonban, a szabalyz6 paramétereit nem teszteltiik a kisérletben hasznalt
értékeken kiviill. A fentebb emlitettek alapjan az FPGA vezérlé kozel 100%-0S
kihasznaltsagl, igy a rendszer bovitésére csak akkor van lehetéség, ha nagyobb
kapacitasu chipet alkalmazunk. Ennek megfelelden két kiilonb6z6 periddus beallitasara
van lehetdség, ennél komplikaltabb profilt csak a kod jelentés modositasaval érhetlink

el.

A kiértékeléshez hasznalt biolumineszcens moddszer hatékony, gyors ¢€s
noninvaziv megoldads a kisérlet monitorozasara, azonban limitalt informaciot kapunk
arrol, hogy az agy mely teriileteit, milyen mértékben érinti a karosodés. A kamera
érzékenysége rendkiviil magas igy koriiltekintden kell el6késziteni az 4llatokat a
méréshez. Akar egy szorszal is okozhat mérési hibat. Jelen munka célja modszertani
fejlesztés volt, igy az eredmények ilyen jellegli limitacidja nem okozott akadalyt.
Részletesebb informaciokhoz hisztologiai és/vagy kisallat CT, MR vizsgalatok

javasoltak.

Lathato, hogy a rendszerben még bdoven van olyan beallitdsi lehetdség (O,
periddus 1d6), amelyeket a jelen tanulmény keretei kozt nem volt lehetdségiink tesztelni.
A teljes rendszer leirdshoz érdemes lenne mas oxigén bedllitasokat, illetve eltérd
expozicios idSket is vizsgalni. Erdekes informaciot adhat, hogy mely hipoxias szint
mennyi id6 utan okoz jelentOs stresszhatast az agyban. Az egészségiigyi vonatkozasok
mellett sport jellegli vizsgalatokat is indithatunk. Lehet6ség van az allatok hipoxias

edzésére, valamint a hipoxias adaptacié megfigyelésére.

Ezen feliil a kamra kivaldéan alkalmas lehet a dolgozat befejezd részében
ismertetett apnea edzések modellezésére is (Eichhorn és mtsai 2018).
LevegGvisszatartas kozben az elit bavarok a fiziologias hatarokat feszegetik, amely
soran bekovetkez6 folyamatok szintén megfigyelhetfk sulyos alvasi apnoéval kiizd6
betegeknél (Heusser és mtsai 2009). A felkésziilési id6szakban az apnea gyakorisaga,
kozeliti az alvasi apnoe betegeknél tapasztalhatd gyakorisagot (Chapleau 2010). Ebbol
kiindulva az apnea buvarok tevékenysége korrelaciot mutat az alvasi apnoe kodzben

fennalld kondiciokkal. Az OSA betegeknél az ismételt hypoxémia ndveli a szimpatikus
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aktivitast, ami artérias hipertenziot valt ki. Blivaroknal is megfigyelhetd akut valtozas a

kardidvaszkularis autonom regulacidban (Dujic és mtsai 2008).

Végiil, a terapias szakaszos hipoxia indukalhatja a szivizom jobb ellenallasat
miokardialis iszkémia soran (Kolar és mtsai 2007). Ezeket az elényOs hatasokat
azonban hosszabb, kevésbé stlyos hipoxia-expozicioval érik el, mint alvasi apnoe
esetén. Altalaban okkluzios modszert alkalmaznak a végtagokon (Kharbanda és mtsai
2002). Ennek kedvezo hatasat a sportteriilet is felismerte és egyre tobb helyen kinalnak
ugynevezett Kaatsu edzéseket, amely soran adott nyomason csokkentik a végtagok

vénas keringését ezzel limitalva a mikrocirkulaciot, amely hipoxiat hoz 1étre.

8.3 Hipoxia tiroképesség

A munka utolsé részében szabadtiidés buvarcsoportot vizsgaltunk, akik ismerten
jobban birjak a hipoxiat az atlagemberhez képest. Fizikai, illetve élettani méréseket
végeztiink, amelyek segitségével eltérést kerestiink a buvar és a kontroll csoportok
kozott. Kimutattuk, hogy jelentds kiilonbség mérheté a statikus, valamint dinamikus
apnea teljesitményben. Ezt kovetden az élettani vizsgalatok soran a kovetkezo
paramétereknél vartunk egyértelmli kiilonbséget: FVC, SpO, karakterisztika, 1ép
jellemzok (hossz, keresztmetszet, térfogat, rugalmassag). A mért értékek azonban nem

minden esetben mutattak jelentds eltéréseket.

A statikus levegOvisszatartas méréséhez alkalmazott protokoll sikeresnek
bizonyult, az eredmények alapjan atlagosan kozel 3  perces maximalis
levegdvisszatartast sikeriilt elérni a csoportban. Minimalis felkésziiléssel, Osszesen
kétszer ismételt levegdvisszatartas mellett ez az érték 2 percre csokkent. A buvar
csoport tagjai atlagosan 5 percet teljesitettek ugyanezzel a protokollal. Naluk ez az érték
minimalis felkésziilés esetén sem csokkent jelentds mértékben. Ennek magyardzata az
adaptacioban keresendd, jobban hozza vannak szokva a 1égzési ingerekhez, valamint a
folyamatos edzés miatt erdsebb buvarreflex jon létre. A gyakorlat alatt folyamatosan
mértiik az SpO,-szintet és a legkisebb értékek (maximalis apnea alatt) kozott
szignifikans eltérést talaltunk. Ezzel szemben az 28. abra érzékelteti, hogy ugyanaz a
gyakorlatsor a kontroll személynél latvanyos csokkenéseket okoz a véroxigén szintben,

mig a buvar esetében minimalis a valtozas.
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A dinamikus apnea, vagyis a viz alatti uszas kozben a varakozasoknak
megfeleléen még nagyobb kiilonbséget mértiink a csoportok kdzott. Ebben az esetben a
fizikai kondicié nagyobb szerepet jatszott a jobb teljesitmény elérésében, mint a statikus

apnea alatt. Az aktivan sportol6 kontroll alanyok nem tudtak a buvarokat megkozeliteni.

Hipoxias allapotban, a szervezetben ,,védekez6” mechanizmusok indulnak el
(buvarreflex, periférias vazokonstrikcio), amelynek része a 1€p térfogatcsokkenése is
(Espersen és mtsai 2002). Kiilonb6z6 képalkotd eljarasokkal vizsgaltuk a 1ép apnea
hatdsdra megjelend valtozasait. Sikeriilt szignifikdns keresztmetszet- ¢és térfogat
valtozast kimutatni, azonban a csoportok koézott nem talaltunk eltérést. Az apnea
gyakorlatot nehezitette, hogy az UH mérés soran az alanyok haton vagy oldalfekvésben
helyezkedtek el a 1ép pozicidja szerint. Varakozédsainkkal szemben pusztan néhany mm-
es eltéréseket tudtunk mérni, féleg a buvar csoportban, de ez nem jart latvanyos
térfogatcsokkenéssel. Emiatt arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az UH nem alkalmas

arra, hogy ezekben a vizsgalati csoportokban a Iép térfogatvaltozasat 6sszehasonlitsuk.

A pontosabb adatok miatt MR vizsgalattal is megismételtiik a mérést. A szeletek
DICOM formatumban keriiltek rogzitésre, amit MIPAV szoftverrel dolgoztunk fel.
Minden szeleten korbe rajzoltuk a 1épkontart, ami sok esetben nehézséget jelentett a
tobbi szerv kozelsége miatt. Ezt kdvetden 3 dimenzids modellt alkottunk és térfogatot
szamitottunk. A tengelyek mentén mért, UH adatokhoz képest nagyobb mértekii
térfogatvaltozast tudtunk kimutatni a 3 dimenzids rekonstrukcidval. Mindkét csoportban
szignifikans eredmény mutatkozott 30, illetve 60 s értékeknél. Erdekes modon a két
csoportot Osszehasonlitva ezekben az idG6pontokban nem figyeltink meg jelentds
kiilonbséget. Az eredmény azt bizonyitja, hogy 1€p térfogatvaltozasa hipoxias edzettség
nélkiil is 1étrejon. Az 32. dbran lathatd, hogy a két csoport a 60 s mérésig hasonléan
viselkedik, azonban a kontroll alanyoknal ezt kdvetden megjelenik az elsd 1égzési inger.
Ily modon a kontroll alanyok esetében a hasonld mértékii térfogat valtozas nem segiti az
apnea teljesitmény fokozast. A buvarok tobb mint kétszer hosszabb (kozel 3 perc) 1dot
voltak képesek teljesiteni 1égzési inger nélkiil. Ekdzben atlagosan 25%-os csokkenést
mértiink a 1ép térfogataban. A volumenvaltozéas rendezddése (restitiicid) ugyan mindkét
csoportban 2 perc alatt megtortént, azonban a blivarok esetében ez gyorsabb folyamatot

jelent a nagyobb mértéki térfogatvaltozas miatt.
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Az eredményeket mas megkozelitéssel is szerettiik volna igazolni. A feltevésiink
szerint az apnea hatdsara kidramlik a Iépben tarolt vér, csokken a térfogat (ahogy azt az
MR felvételeken is latjuk) €és emiatt valtozik a rugalmassaga. Az elasztografias

mérésekkel azonban csak egy esetben sikeriilt alatimasztani a jelenséget (35. abra).

A spirometriai vizsgalat sem mutatott eltérést a csoportok kozott. A buvar
csoportban néhanyan elsajatitottdk az ugynevezett packing levegévételi technikat. A
mért adatok alapjan naluk 1-1,5 literrel nétt a térfogat. A mennyiség fligg a technikatol,
a tid6 allapotatol, illetve a rekeszizom ¢€s a mellkas rugalmassagatol is. Az elit
versenyzOk kiilon specialis nyujtd gyakorlatot végeznek annak érdekében, hogy minél

tobb levegdt tudjanak ,,packingelni” a maximalis teljesitmény eldtt.

Ferretti és munkatarsai azonban t6liink eltéréen jelentds kiilonbséget mértek a
buvar és a kontroll alanyok tiid6 paraméterei kozott (Ferretti és mtsai 2012). A
vizsgalatuk soran kimutattak, hogy a buvar csoport tagjai atlagosan 22%-kal nagyobb
FVC értékkel rendelkeztek (packing technika nélkiil), mint a testparaméterck alapjan
varhato. A megfigyelést a szerzé egy masik publikaciojaban is megerdsitette (Ferretti és
mtsai 2003). A mérésen részt vett buvaroknal a fenti adatokhoz hasonléan mi is ki
tudtuk mutatni a megnovekedett erdltetett kilégzési vitalkapacitast, s6t egészen kiugro
65%-0s tobbletet is mértiink, de ennek ellenére nem taldltunk eltérést a kontroll
értékekhez képest, akik atlagosan 15%-kal voltak a varhatd szint felett. Megjegyzendo,
hogy a kontroll csoport tobbnyire fiatal, sportos alanyokbol allt, igy a spirometrias
értekeket az egyének fizikai kondicidja magyardzhatja, ennek ellenére az apnea

teljesitményben nem lattunk a buvarokat megkdozelitd eredményeket.

A vizsgalat sordn azonban igazoltuk, hogy a buvarok altal hasznalt specialis
»packing” technikaval mérhetéen tobb levegd préselhetd a tiidobe (35. abra). Az
eredmények egybevagnak az irodalmi adatokkal is (Seccombe és mtsai 2006). A
technika alkalmazasardl viszont megoszlanak a vélemények (Eichinger és mtsai 2008).
A legegyszerlibb magyarazat szerint a jobb teljesitményhez tobb levegore van sziikség,
amit ezzel a modszerrel, illetve edzéssel el lehet érni (Orio és Schagatay 2012,
Overgaard és mtsai 2006). Azonban, a tulzott mértékli hiperinflacido negativ hatassal

lehet a szivmiikddésre és csokkentheti a perctérfogatot (Schipke és mtsai 2015, Novalija
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és mtsai 2007). Ezen kiviil karosithatja a tiidészovetet és akar vérzéses sériilést is

okozhat, féleg mélymeriilés esetén (Chung és mtsai 2010).

Az apnea teljesitmény egyik befolyasold tényezbje a véroxigén szint (Tutorov
2012). Az eredmények tobb szempontbol is érdekesek. Az oxigéntablas edzés
alkalmaval a kontroll alanyokat fokozatosan emelkedd apnea terheléssel szoktattuk a
levegdvisszatartashoz. Az ismételt gyakorlatok koézben folyamatosan 5-10%-0s
csokkenést figyeltink meg. Ezzel szemben a buvarok értékei minimalis 3-4%-0s
valtozast mutattak az edzés nagyrészében és csak az utols6 néhany hosszabb ismétlés
alatt volt ennél nagyobb (~5%) a csokkenés. A mintazatot jol szemlélteti az 28. dbran
lathato alanyok adatai. Ennek megfeleléen a buvarokat kevésbé terhelte meg az edzés,
mint a kontroll csoport tagjait. Felvezetés vagy hozzaszoktatas nélkiil a kontroll csoport
eredménye csokkent (26. abra). Az SpO,-szintben minimalis, néhany szazalékos
valtozas tortént csak. Ezzel szemben a buvarok a kezdeti szakaszban, az edzéshez
hasonlo, stabil értéket tartottak, és csak a levegdvisszatartds végén tortént jelentds
csokkenés, ami szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban. Az
eredmények alapjan arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kontroll alanyok fokozatosan
emelkedd terhelés esetén rovid tdvon adaptalédnak a magas CO; okozta 1égzési
ingerekhez és képesek néhany szazalékos SpO,-csdkkenést elérni. Bemelegités nélkiil
azonban ez nem figyelheté meg. A buvarok jobb adapticidja miatt a 1égzési ingerek
nem korladtozzdk a teljesitményt ¢€s a tényleges eredményt a varakozasoknak

megfeleléen az oxigénszint fogja meghatarozni (Overgaard és mtsai 2006).

A jelenséget Heusser és munkatarsai is kimutattak (Heusser és mtsai 2010). A
csokkend véroxigén szinttel egyiitt emelkedik vér CO,-tartalma is. A 1égzési ingert
els6sorban a novekvé COp-szint valtja ki, amellyel szemben az edzett buvarok
toleranciaja megné. A kontroll alanyok esetében ez magyarazhatja a kisebb apnea

teljesitményt és a csekély mértékii SpO, valtozast.

Az egyéni apnea teljesitményre sok tényezé hatassal van, az irodalom a
buvarreflex soran bekovetkezd valtozésok mellett a 1épreakcidt emliti a legtobbszor.

LevegOvisszatartds hatdsdra a 1ép 0Osszehuzddassal emeli a vér hemoglobin-

crer

jelenségre vannak megfigyelések, de még nem pontosan feltart a téma (Schagatay és
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mtsai 2001). A buavaroknal a meriilés utan tapasztalhatdo emelkedett hemoglobin érték
hasonld természetii, mint az alvasi apnoés betegeknél, amely az alvas kdzbeni hipoxia

mértékét jelzi (Choi és mtsai 2006, Ostrowski és mtsai 2012).

A 1ép apnea teljesitmény-beli szerepét jol mutatjak a Bakovic és munkatarsai altal
publikalt adatok (Bakovi¢ és mtsai 2003). Harom csoportot (buvar, kontroll,
splenektomizalt) vizsgaltak és az eredményekbdl egyértelmiien latszik, hogy a 1ép
nélkiili alanyok apnea teljesitménye elmarad a tobbi csoporthoz képest. Ismételt
levegdvisszatartds esetén is csak minimalis valtozast értek el. A sorozatos apnea
gyakorlatok kozben a fentebb targyalt adatoknak megfelelden a buvar csoportnal
jelent6s eltérést talaltak a véroxigén szintben. A 1épméretek és térfogatvaltozasok kozott
hozzank hasonléan nem talaltak eltérést a két csoportban. Erdekes megfigyelés azonban,
hogy a mi eredményeinkhez képest az altaluk mért ismételt apnedt kovetden lassabban,
60 perc utan tortént meg a restitGcio. Elia és munkatarsainak munkaja szintén
meger6siti (Elia és mtsai 2019), hogy a kontroll és a buvar alanyok 1épmérete kozott
nincs eltérés. Tovabba nem taléltak korrelaciot a léptérfogat, testmagassag és testsuly

Osszefliggésben.

Schagatay kutatdsa parhuzamot von a lépméret és az apnea teljesitmény kozott
(Schagatay és mtsai 2012). Megfigyelése alapjan a legjobb eredményt elért sportolok
Iépmérete volt a legnagyobb a vizsgalt alanyok kozott. A kapcsolat olyan értelemben
logikus, hogy nagyobb relativ térfogatvaltozas jobban ndveli a vérkeringés
oxigénszallitd kapacitasat. Masfeldl érdekes kérdést vet fel, hogy nem talaltak
korrelaciot a 1ép térfogata és a testparaméterek kozott. Megremis és munkatarsai mas
eredményre jutottak (Megremis és mtsai 2004). Munkajuk soran tobb mint 500 mérést
végeztek egészséges gyerekeken és megallapitottak, hogy a lépméret fiigg a kortdl,
testmagassagtol, testsulytol, valamint a testfeliilett6l. Chow és munkatarsai felndtteken
végeztek hasonldo méréseket és a statisztikai kiértékelés alapjan megerésitették, hogy a
1ép mérete magassag ¢és stulyfiiggd, valamint a nemek kozott is talaltak eltérést (Chow és
mtsai 2015). Az altalunk megfigyelt adatok szintén nem mutatnak ilyen jellegii
korrelaciot az emlitett testparaméterekkel, de a mért értékek minden alany esetében
beleesnek a Chow és munkatarsai altal kdzolt normalis tartomanyba. A reflex pontos
mechanizmusa tovabbra is kérdés, azonban Richardson és munkatarsai szerint az

emelked6 CO,-szint kapcsolatban all a 1ép térfogatcsokkenésével (Richardson és mtsai

88


https://pubs.rsna.org/author/Chow%2C+Kai+Uwe
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richardson%20MX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22437969

2012). A megfigyelést Lodin-Sundstrom ¢és Schagatay mérési eredményei is
alatamasztjak (Lodin-Sundstrom és Schagatay 2010). Munkajuk soran a hipoxias
kornyezet, illetve az apnea altal kivaltott hatast tanulmanyoztak. A szaturacidonal
minimalis volt az eltérést, azonban az apnea fazis alatt a 1ép térfogatértékek nagyobb
csokkenést mutattak. A jelenség ismét magyarazhaté az akkumulaloddo CO,-vel. A
valtozas mértékét tekintve a mért adatok (32. abra) egybe esnek Schagatay és
munkatarsai altal szamitottakkal (Schagatay és mtsai 2005). Hozzank hasonléan UH
mérésekkel hossz- és keresztmetszeti értékeket vettek fel. Az adatokbdl matematikai

szamitas utjan kaptak térfogat értékeket.

Az ultrahangos moddszert mas tanulminyok is alkalmazzdk Iépméret
meghatarozasra (Hosey és mtsai 2006). A folyamat soran néhany milliméteres eltérést
kaptunk a tengelyhossz adatokban, amely egyezést mutat mas tanulméanyokban mért
nagysagrenddel (Hurford és mtsai 1990), de nem tartottuk elegendéen preciznek a
megfigyelést. Erdekes, hogy csak a keresztmetszeti tengelyen tapasztaltunk szignifikans
valtozast (30. abra).

Osszevetve az eddigieket, a 1épméret csokkenése kedvezd hatassal bir az apnea
teljesitményre abban az esetben, ha az alany képes a novekvd CO, indukalt 1égzési

ingereket kezelni.

A 1éptérfogat szamitdsat MR felvételek alapjan, tobbféle modon is el lehet
végezni (Mazonakis és mtsai 2000, Betal és mtsai 2000). Jelen munkaban 3 dimenzios
rekonstrukcidval kozelitettiik a valos 1éptérfogatot Inoue és munkatarsai altal publikalt
modszerhez hasonloan (Inoue és mtsai 2013). A kozolt eredmények jelentés atfedést
mutatnak az altalunk megfigyelt térfogatvaltozasi adatokkal (0-30%). Az apnea hatasara
bekovetkezd 1épreakcid nem teljesen tisztadzott kérdés. Tobb kozlemény is megerdsiti,
hogy blivarokban mérhetd a valtozas azonban a kontroll csoportok esetében eltéréek a
megfigyelések (Hurford és mtsai 1990, Prommer és mtsai 2007, Bakovi¢ és mtsai 2003,
Schagatay és mtsai 2005).

Az eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a statikus levegdvisszatartas kdzben
mért 20% koriili térfogatvaltozas esetén a 1ép rugalmassaga is mérhetd valtozast mutat.
A vizsgalatot nehezitette, hogy nem taldltunk olyan kézleményt, amely apnea kdzben

hasznalta volna ezt a modszert. A Iépet érintd elasztografids vizsgalatok féleg
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majzsugorodasrdl szolo tanulmanyokban keriilnek emlitésre. Az alapértékeket a statikus
gyakorlatot megelézéen rogzitettik, az eredmények minden esetben a normal
tartomanyba estek (Stefanescu és mtsai 2011). Ezt kovetOen kétszer ismételt bemelegitd
apnea utan végzett maximalis levegdvisszatartds kozben 15 masodpercenként felvételt
készitettiink. Sajnos az értékek nagy szordst mutattak €s a kiértékelés soran nem tudtunk
szignifikans eltérést kimutatni, valamint az adatok mintazata sem tiikrozte a kezdeti
feltételezést. A kisérleti alanyok koziil egy esetben azonban a varakozasoknak
megfeleld6 eredményeket kaptunk, ami alatdmasztja, hogy tovabbi vizsgalatok

szlikségesek a helyes modszer beallitasahoz.

A kutatds ezen részét jelentésen korlatozta, hogy az elérheté buvarpopulacid
minddsszesen 10 6. A pontosabb kovetkeztetésekhez mindenképp sziikséges az
elemszam novelése. A teljesitmény tesztek alkalmaval a kontroll csoport a felkészitések
ellenére, a kevés tapasztalat €s a technikai tudas hidnya miatt nem tudta az optimalis
teljesitményt nyujtani. A spirometriai vizsgéalatok esetében szintén kevés elemszammal
dolgoztunk. Tovabb4a, bemelegités nélkiil egyrészt valamivel kevesebb mennyiségii
levegét tudunk venni, masrészt a hirtelen nagy mennyiségli levegd szédiiléshez,
sulyosabb esetben &julashoz is vezethet. Az ismételt probalkozasok azonban iddvel

faradast okoznak, igy néhany probalkozast kovetden csokken a mért FVC érték.

A véroxigén szint mérésekor figyelembe kell venni, hogy az extrém alacsony
hipoxias értékeknél az eszkozok pontossaga nem garantalt. Altalaban 70-80%-ig
biztositjdk az 1%-os hibahatart. Ezen feliil fontos, hogy az ujjra csiptethetd késziilékek
ne mozduljanak el a folyamat kozben. Tovabba a pulzoximéterek a szaturalt
hemoglobin sz4zalékos ardnyat mérik, illetve a buvarreflex soran bekovetkez6 periférias
vazokonstrikcié  befolyasolhatia az eredményt. Erdemes lenne hemoglobin-
koncentraciot mérni lép kontrakcid el6tt és utdn, ami igazolhatja, hogy a kezdeti
fazisban valtozatlan szaturdci6 az emelkedett hemoglobinnak koszonhets-e. A
véroxigén szint pontosabb meghatidrozasat vérgdz analizissel lehet elvégezni, amely
szOveti oxigenizacios vizsgalattal kiegészitve fontos adatokat szolgaltathat a szervezet
oxigénfelvételét illetden. Az egyes folyamatok Osszekothetdek lennének a vérben

mérhetd oxigén és szén-dioxid értékekkel.
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Az alkalmazott képalkoto vizsgalatoknak is megvannak a sajat limitacioi. Ismert,
hogy az UH kifejezetten operator fiiggd. Eppen ezért a vizsgalatainkat egy szakképzett
radiologus végezte. A 1ép esetében rutinszeri a hosszanti (cranio-caudalis) és az egyik
keresztmetszeti (hilusi) méret regisztralasa, azonban a 1ép nem mindig helyezkedik el
idealis pozicioban. A térfogatot UH alapjan becsiilni/szamitani lehet, azonban ehhez
szlikség van a harmadik méretre is, amelynek standard mérése kifejezetten nehézkes.
Ezért vizsgaltuk pusztan az elébb emlitett két atmérdt, ugyanabban a sikban tartva a
vizsgalo fejet, és az eldre valasztott pillanatokban készitettiink felvételt. A mérés
kifejezett hatranya, hogy a vizsgald egyben a mérést végzo radiologus, igy nem vak
modon végzi a kisérletet. Méréseink ezzel egyiitt a 1éptérfogat csokkenését mutattak, de
meglepd moédon nem taldltunk kiilonbséget a vizsgalati csoportok kozott. Fontos
tapasztalat, hogy UH-val a mérések erésen szubjektiv és tajékozodo jellegiick, mivel a
sik is tapasztalati titon keriil kivalasztasra, valamint a mérésekhez sem lehet egyértelmi,
pontosan megismételhetd anatomiai pontokat megadni. A technika természetesen jol
miikodik a klinikai gyakorlatban, ahol elegendd a 1épmegnagyobbodas tényét és annak

hozzéavetdleges mértékét megallapitani.

Az MR felvételek kikiiszobolik ezeket a gondokat, azonban nagyon érzékeny a
bemozdulasokra, amelyek csak a kiértékelés soran deriilnek ki. fgy a rekeszizom
mozgasa (légzési inger) miatt nincs lehetdség maximalis apnea kisérletek
monitorozasara. Tovabbi megfontolando tény, hogy az elsé légzési inger egyén- ¢&s
allapotfliggd. Léteznek olyan versenyzok, akiknél nagyon koran megjelenik az elso
rekeszizom kontrakcio, amit hosszt ideig képesek elviselni. Masoknal sokkal késdbb
torténik meg a reakci6. Ennek megfelelden értékes adatokrol maradhatunk le. A
folyamat végén rekonstrudlt 3 dimenziés modell jol kozeliti a valos méretet, de a

szeletek vastagsaganak megfelelden lesz eltérés.

Az elasztografias modszernél az UH korlatain feliil komoly kihivas, hogy nagyon
nagy kooperaciot igényel a vizsgalat alany és a vizsgald részérdl, illetve, hogy nem
talalhatd a témdban iranymutatdé publikdcio. Tovabba, elképzelhetd, hogy az
elasztografids modszer csak kelld mértékli volumencsdkkenés esetén alkalmazhato. A
feltételezést alatamasztja, hogy a varakozasoknak megfeleld eredményt annal a buvarnal
mértiik, akinél a korabbi mérések soran maximalis volt a térfogatcsokkenés. Az egyéni

adaptacid is befolyéasolhatja, hogy a hipoxia hatdsara milyen aktivitassal jelenik meg a
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1ép reakcidja. A jelenlegi eredmények alapjan indokolt a buvar populacié nagyobb

szamban torténd ismételt vizsgalata a jelenség pontos értelmezéséhez.

Az irodalomban talalt publikaciokban sem teljes az Osszhang az apnea altal
kivaltott hatasokat illetéen, ezért a mért fiziologiai paraméterekb6l nem lehet azonnal
kovetkeztetéseket levonni a teljesitményre vonatkozoan. Jelen adatoknal azonban a

jelenség kimutatasa volt az elsddleges cél.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek, ahol nagyobb elemszammal dolgozva
véarhatéan az eredmények is egyértelmiibb informéciot adnak. Erdemes lenne a statikus
kisérleteket vizes kornyezetben is vizsgalni, ahol a buvarreflex még erdsebben
megjelenik. Tovabba, az akut teljesitmény felmérésen tul a kontroll csoport edzése is
értékes informacioval szolgalhat. Az irodalmi megfigyelések alapjan vizsgalhat6 lenne,
hogy az atlagosnal nagyobb 1éppel és tiidovel rendelkezd egyének fejlodésdinamikaja,
milyen Osszefiigést mutat az atlagos vagy az az alatti mérettel rendelkezdkével. A
kisérlet akar tisztazhatja is a jelenleg megosztd véleményeket az egyes szervek szerepét

illetéen.

A statikus vizsgalatok elnyujthatok tiszta oxigén belégzéssel. Ennek megfelelden
hosszabb képalkotovizsgalatra lenne lehetdség, amely soran tdbb informaciot
szerezhetiink a 1épreakciot indukalo folyamatokrél. Valamint a ,,packing”,
levegdnyeléses technika alkalmazasa is felvet vizsgdlando kérdéseket. Okoz-e a
nagyobb térfogat miatt kialakulo tobbletnyomas, illetve szoveti fesziilés eltérést a buvar
reflex folyamatdban? Magyarazhato-e a teljesitmény béli kiilonbség a technikéaval, és ha

igen, akkor milyen mértékben?

Az apnea hatasdra bekovetkezd folyamatok jobb megértése és a gyljtott
informaciok segithetik a specifikus edzésmodszerek kidolgozasat, amelyek célirdnyosan
a hipoxia ¢€s hiperkapnia toleranciat erdsitik. Jelen kutatasban nem alkalmaztunk invaziv
modszereket, azonban az irodalmi értékek alapjan a vérben is mérhetd valtozasokat
lehet kimutatni. Természetesen, az ilyen jellegli vizsgalatok bonyolitjdk a kisérletet.
Alternativ megoldésa lehet a problémanak a bemutatott alvasi apnoe modell. Megfeleld
beallitas mellett allatokon modellezhetd akar a statikus, akar a dinamikus apnea. Az

edzés adaptacios hatasokon kiviil lehet6ség nyilna szovettani vizsgalatokra is.
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A fent emlitett irdnyokon til a hipoxids kondiciondlds egészségiigyi és sport
vonatkozasai is érdekes témat jelentenek (Torpel és mtsai 2018). Az okklizids vagy
mas néven Kaatsu modszert mar évek Ota hasznaljak egészségfejlesztésre (Nakajima és
mtsai 2006, Vanwye és mtsai 2017). A jelenlegi trendek szerint a sportteljesitményre is
kedvez6 hatassal van azaltal, hogy kisebb ellenallassal akar nagyobb savasodast is eld
tudunk idézni (Conceigdo és mtsai 2018). A buvarkodas szempontjabol a szervezet
oxigénfelvétele kritikus, amely fiigg a testosszetételtdl. Az anaerob tartomany ¢€s a
tejsav felhalmozodas kifejezetten a dinamikus apnea Szamok alatt torténik. Szarazedzés
soran ennek megfeleld edzéseket kell alkalmazni, anélkiil, hogy jelentésen novelnénk az
izomzat tomegét. Ennek megfeleléen a Kaatsu moddszer remek kiegészitdje lehet a
szabadtiid6s szarazedzéseknek (Chamas 2019). A felvetés tovabbi vizsgalatot igényel
annak érdekében, hogy kialakithatd legyen az optimalis edzésszam és az alkalmazott

okklizio mértéke (Patterson és mtsai 2019).
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9 Kovetkeztetések

A korabbi fejezetekben ismertetett eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a dolgozatban bemutatott egyedi fejlesztések alkalmasak az iszkémia in
vitro, illetve hipoxia in vivo modellezésére. A kidolgozott protokollok ismételhetd és

megbizhato eredményt szolgaltatnak.

Az OGD modell fejlesztése soran a validacios tesztek igazoltdk, hogy a késziilék
megfelel a kivant kovetelményeknek. Stabil moddon képes az altalunk végzett
kisérletekhez sziikséges 4, illetve 37 °C-os hOmérséklet fenntartasara, megfeleld
szigeteléssel rendelkezik, amely biztositja, hogy az oxigénkoncentraciéo folyamatosan
0,5% alatt maradjon. Pneumatikai elemek segitségével a rendszer nitrogén fogyasztasat
is sikeriilt optimalizalni. A tesztek alatt a paratartalom végig a szovetkultiraknak
kedvezd szinten maradt. A validacios eredmények megerésitették, hogy a kamra
alkalmas az irodalomban és a piacon taldlhatdé més hipoxids kamrakhoz hasonld
funkcidkra, igy megalapozotta valt a kamra szovet kisérleti alkalmazésa. Az OGD
kisérletek soran a szovetek taléloképességét két paraméter befolyasolja: a hdmérséklet
¢s az iszkémids allapot iddtartama. A két kamras felépités lehetové tette az eltérd
hémérsékleten zajlo, parhuzamos vizsgalatokat. Az ismételt kisérletek eredményei
alapjan a modell képes biologiai hatast kivaltani, ismételheté modon. Az eredmények
pedig igazoljak a felvetésiinket, miszerint a hdmérséklet és az iszkémias id6 jelentdsen
befolyasoljak a talélési aranyt. A rendszer tovabba alkalmazhat6 iszkémia-tlir6képesség
fokoz6 vizsgalatokra, amely sordn optimalizalt eljards dolgozhatd ki az egyes szovet

sériilés kozben lezajlé folyamatok jobb megértését is lehetdvé teszi.

Az alvési apnoe modell technikai validaciojat empirikus Uton valositottuk meg. A
tesztek sordn olyan beallitasokat alkalmaztunk, amelyek biztositottak a kivant sebesség
és oxigénkoncentracidk elérését. A meniirendszer lehetévé tette a szabad
paramétervalasztast, igy a rendszer alkalmassa valt mas protokollok vizsgalatara is. A
technikai mérések soran kapott adatok egybevagnak maés tanulményokban hasznalt
értékekkel, ezzel igazolva, hogy a kamra miszakilag alkalmas a modellezésre. A
vizsgalatok alatt nem tapasztaltunk rendellenes viselkedést a kisérleti allatokon, amely

megerdsitette, hogy a kamra és az alkalmazott aramlasisebesség, paratartalom megfeleld
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szdmukra. A bioldgiai validacido soran a sorozatos hipoxids expozicido gyulladdsos
folyamatot inditott el az allatok agyaban. A folyamat jol nyomon kovethetd volt
biolumineszcens képalkotd technologiaval, illetve az elvéltozasok hisztologiai
vizsgalattal igazolhatok a kisérletet kovetden. Az eredmények alapjan az alvasi apnoe
allatkisérlettel modellezhetd szakaszos hipoxia kamraban. A késziilék ezen feliil
alkalmas lehet a hipoxia sordn kivaltott adaptaciés mechanizmusok megfigyelésére is.
Ezzel lehetdséget biztosit, hogy részletesebb informéciot kapjunk az egyes szervek

hipoxia, illetve anoxia kdzben betoltott szerepérol.

Az eszkozfejlesztés mindkét esetben sikeresnek bizonyult, amelyek soran olyan
alapmodszereket hoztunk 1étre, amelyre mas kutatasokat is fel lehet épiteni. Ezt
tamasztja ala az azdta elindult kisérletek eredményei, amelyek alapjan a jelen munkatol
fiiggetlentil egy diplomamunka, egy doktori értekezés, illetve két tudomanyos
publikacid6 megvalosulasat is biztositottak. Tovabba, a fejlesztémunka sikerét tovabb

erdsiti az obstruktiv alvasi apnoe kamra idén elfogadasra keriilt szabadalmi bejelentése.

A human vizsgalatoknal a teljesitmény adatok alapjan egyértelmiien latszott a
kiilonbség a kontroll és a buvar csoportok kozott. A buvaroknal mért értékek alapjan
levonhat6 a kovetkeztetés, hogy az apnea tlir6képesség edzéssel javithatd, azonban az
¢lettani mérések sordn nem taldltunk olyan kiilonbséget, amely egyértelmiien
azonosithatnd az adaptaciot. Ennek ellenére a FVC érték €s 1épméret indikatora lehet az

apnea teljesitménynek.

A lépreakciok képalkotd eljarassal nyomon kovethetdk, amely soran
megallapitottuk, hogy az ultrahang alkalmas arra, hogy a lépkontrakcio tényét bavar
esetében regisztraljuk, azonban arra nem alkalmas, hogy a méretvaltozas pontos
mértékét meghatarozzuk. A megfigyeléseink szerint az MR bizonyult a

legpontosabbnak, emiatt ennek alkalmazasa lenne sziikséges a késobbi vizsgalatokban.

A hipoxia tanulmanyozasara bemutatott harom kiilonb6zé megkdozelités, egyiittesen
egy olyan eszkdzparkot és lehetdséget kinal, amely a sejtszinti kisérletektdl egészen a
human vizsgalatokig lehetdévé teszi a kutatast. A megfigyelések €és az irodalmi adatok
alapjan a kisérletek jo kiegészitéi egymasnak. Az obstruktiv alvasi apnoe kamra kivald
kapcsolddasi pont az OGD és apnea kutatasok kozott. A két kamrat egyiitt hasznalva az

in vivo modon kivaltott elvaltozasokat in vitro OGD kisérlettel igazolni tudjuk. Ezen
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feliil hasonldsag mutatkozik az apnea és az alvasi apnoe kdzben zajlo folyamatoknal.
Az OSA kamra ez alapjan alkalmas apnea kisérletekre is, amelyek eredménye

felhasznalhaté a human vizsgalatok soran is.
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10 Osszefoglalas

A dolgozatban bemutatott munka sordn tobb kiilonb6z6é modszer segitségével
vizsgaltuk a hipoxia szovetekre, illetve szervezetre gyakorolt hatdsat. Az elsd fazisban
kialakitottunk egy in vitro iszkémia modellezésre alkalmas késziiléket, amely alkalmas
folyamatos 0,5% alatti O,-koncentraciot. illetve beallitastol fliggéen 4-37 °C kozott
hémérsékletet biztositani. Csontszoveti OGD vizsgélatokkal igazoltuk, hogy a rendszer
alkalmas kiilonboz6é hémérsékleten az iszkémias hatdsok tanulmanyozésara. A csont
explantatumokat patkany koponyacsontbdl izolaltuk, majd 3 napos inkubaciot kovetéen
keriiltek az OGD kamraba. A Kkisérletek parhuzamosan 4, illetve 37 °C-0s
hémérsékleten, eltérd expozicios idokkel torténtek. Az iddsorelemzés kimutatta, hogy a
hiités segitségével jelentds mértékben javithatdé a csontsejtek iszkémids-reperfizios

sérulést koveto tulélése.

A kutatas masodik fazisaban a célunk egy olyan automata rendszer fejlesztése volt,
amely folyamatos gazcserével szakaszos modon képes az alvdsi apnoéhoz hasonlo
hipoxiat el6idézni. A 1étrehozott késziilék alkalmas 0-30% kozotti Op-koncentraciok
szabalyozasara két kiilonb6zd periodusban. A kisérlet sordn 90 s periddus idot
hasznaltunk 5,7%, illetve 20,8% O,-szintekkel. A vizsgalat napi 8 oran keresztiil 21
napig zajlott. A folyamathoz transzgénikus egereket hasznaltunk, ami lehetové tette a
noninvaziv biolumineszcens felvételekkel torténd monitorozast. A kiértékelés soran
mérheté stresszhatast mutattunk ki az agyban, amely igazolta, a kialakitott kisérleti

modszer alkalmassagat.

A munka befejezd részében human vizsgéalatokkal kerestiik azon élettani
paramétereket, amelyek hatassal lehetnek az apnea kozben bekdvetkezd hipoxia elleni
tiréképességre. A mérések sordn edzett szabadtiidds buvar populdcioval igazoltuk, hogy
a hipoxiatolerancia edzéssel fokozhato. A kisérletben vizsgaltuk az erdltetett kilégzési
vitalkapacitast, az apnea alatti véroxigén valtozast, illetve a lépreakciot. A
tiidotérfogatban nem talaltunk jelentds eltérést a két csoport kozott. Ezzel szemben az
eltér6é apnea teljesitmények szignifikans kiilonbséget okoztak a maximalis teljesitmény
soran elért minimalis szaturacios értékeknél. Az apnea hatasara a 1épben bekovetkezo
térfogatvaltozast képalkotd vizsgéalatokkal (UH, MR) megerdsitettiik. A buavarok

jelentdsen tobb ideig birtdk a vizsgalatot, mint a kontroll csoport tagjai. Ennek
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megfelelden nagyobb mértékii térfogatvaltozast értek el a szubmaximalis méréskor.
Ezzel szemben a restitucié mindkét csoportban megtortént a 2 perces pihend alatt. Az

eredmények alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a reakcié gyorsabban zajlik a

buvarok esetében.

98



11 Summary

The present work introduces several methods to study the effect of hypoxia at
tissue and organ level. In the first phase, an in vitro ischemia modelling device was
developed which is suitable to provide continuous O, concentration below 0.5% and
temperature between 4-37 °C depending on the settings. The system can be used for
observing ischemic effects at different temperatures as confirmed by OGD experiments
with bone tissues. Bone explants were harvested from rat skull and used for OGD
experiments after 3 days of incubation. The measurements were performed in parallel at
4 and 37 °C with different exposure times, respectively. The time series analysis
showed that the cooling can significantly increase bone cells survival after ischemic-
reperfusion injury.

In the second phase of the research, our goal was to develop an automated system
that can intermittently induce hypoxia, similarly to what happens during sleep apnea, by
continuous gas exchange. The created device is suitable for controlling O,
concentrations between 0-30% in two different time periods. 90s periods were used
during the experiments with 5.7% and 20.8% O, levels, respectively. The study lasted 8
hours a day for 21 days. The experiments were conducted on transgenic mice allowing
non-invasive bioluminescent imaging observation. The suitability of the developed
experimental method was confirmed by showing measurable effects of stress in the
brain during the evaluation.

In the concluding part of the work human measurements were performed to look
for physiological parameters that may affect hypoxia tolerance during apnea. The fact
that hypoxia tolerance can be enhanced by training was demonstrated by testing a group
of trained freedivers. Lung capacity, blood oxygen changes and splenic volume
response were measured during the experiments. No significant difference was found in
lung capacities between the diver and the control groups. In contrast, different apnea
performances caused significant differences in the minimum saturation values achieved
during maximal apnea attempt. The volume change of the spleen due to apnea was
confirmed by imaging measurements (UH, MR). Freedivers performed significantly
better in the apnea tests than the subjects of control group. Accordingly, a larger volume

change was reached during the submaximal attempt. In contrast, restitution was done in
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both groups during the 2 minutes rest period. The recovery proceeds faster in freedivers
was concluded based on the results.
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