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A discocyta echinocyta transzformáció (D—E tr) vizsgálata a konzerválási 
ártalom fokának megítélésére 

A transzfúziós célra szokásos módokon (ACD, CPD közegben 4 °C-on) 
konzervált vérben a vörösvértestek (vvt-ek) fokozatosan jellegzetes alaki vál-
tozáson esnek át. Ez a folyamat a D — E tr vagy más néven discoid-spheroid 
átalakulás. Az így kialakuló vvt populáció alakilag heterogén, a tárolási idő 
előrehaladtával a morfológiai kép fokozatosan tolódik „jobbra": nő az átalaku-
lás előrehaladottabb stádiumaiban l e v ő alakok aránya. A sphero-echinocyta 
(SE) II alakok 2—3 hét tárolás u t á n jelennek meg, de D-ák még 7 hét után, 
E I formák pedig 1 1 — 1 2 hét e l te l tével is találhatók (LACZKÓ és mtsai 1 9 7 9 ) . 

Az alakváltozás alakulásának számszerű jellemzésére mind fénymikroszkópos 
(FM-os), mind pásztázó elektronmikroszkópos (PEM-os) kiértékelésnél jól 
használható a morfológiai index ( l m ) (GÁRDOS és mtsai 1 9 6 6 ) . A PEM-os 
kiértékelés pontossága érdekében ajánlatos olyan preparátumkészítési eljá-
rást használni, amely a tárgytartón egyenletes sejteloszlást ad, s a sejtek jó 
tapadását biztosítva kiküszöböli a víztelenítés-szárítás során az esetleges szelek-
tív sejtleválást. Erre igen alkalmas a S A N D E R S és mtsai ( 1 9 7 5 ) által leírt poly-L-
lysines fölragasztás. 

Az l m megadásánál bizonyos problémát jelent az, hogy az alakváltozá-
sok egymást követő stádiuma között i határ nem éles, így vizsgálónként, ill. 
munkacsoportonként a besorolás kritériumaiban lehetnek eltérések. Ebből 
adódik a módszer szemikvantitatív jel lege. A kísérleti eredmények értékelésé-
nél így pontos információt jelent e g y munkacsoporton belül, problémásabb 
azonban a különböző munkacsoportok által publikált adatok összevetése. Az 
lm csökkenése és a bikonkáv (D -(- E l ) formák arányának csökkenése a kon-
zervált vérben — a konzerválási idő függvényéhen — jellegében azonos (1. 
ábra), ezért gyors FM-os kiértékelésre felhasználható a viszonylag könnyen 
identifikálható bikonkáv alakok arányának meghatározása. 

* I X . Membrán Transzport Konferencián 1979. május 47 — 18 között Sümegen el-
hangzott előadás. 
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1. ábra. A D —E tr alakulása CPD-n konzervál t vérben 
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2. ábra. A morfológiai kép alakulása 1 térf . vérnek 1 térf. P B S - b e n oldott 60 m M Adenozinnal' 
37 °C-on 4 órán keresztül végzett inkubálás után 

A konzerválási ártalom egyik, valószínűleg meghatározó jellegű követ-
kezménye az, hogy a w t - e k az alakváltozás előrehaladott (SE) stádiumaiba 
jutva membránt vesztenek. A membránveszteség az elvékonyodott tüskék 
csúcsának lefűződésével (3a. ábra) vezikulák, mielin formák képződésével 
jön létre ( B E S S I S és MANDON 1 9 7 2 , W E E D és mtsai 1 9 7 4 ) . L U T Z és mtsai ( 1 9 7 7 ) 

37 °C-on történő A T P deplécióval járó vezikulaképződés esetében a vezikulák-
ban az integráns membránfehérjéket olyan arányban találták meg mint az 
intakt membránban, míg a kolineszteráz frakció bedúsult. ACD-re levett , 
egyéb alakelemektől mentesített plazmával 9 hét ig 4 °C-on tárolt vvt-ekből 
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3. ábra. a) Vezikulációra u t a l ó befűződések a S E - á k tövisein, b ) Yezikulák t ranszmissz iós 
e l ektronmikroszkópos képe 

származó vczikulák (3b. ábra) egy része megnyúlt ( 9 0 — 1 0 0 x 2 5 0 — 2 6 0 nm), 
középen kissé befűződött, egység membránnal határolt, hemoglobint tartal-
maz. A fokozott kolineszteráz aktivitás is kimutatható vo l t . A vezikulák pon-
tosabb mennyiségi és minőségi jellemzőit, ezek időbeli alakulását, alaki és 
egyéb változásokhoz való viszonyait a konzervált vérben behatóbb vizsgála-
tokkal közelíthetjük meg. 

A D — E tr előrehaladása a konzervált vvt-ek morfológiai öregedését je-
lenti, mértéke viszonylag közvetlenül jelzi a membránt vesz te t t sejtek arányát . 
A morfológiai jellemzők meghatározása í g y a konzerválási ártalom vizsgálatá-
nak egyik fontos módszere. LONGSTER és mtsai ( 1 9 7 2 ) felhasználták konzerváló 
folyadékok összehasonlító vizsgálatában. 

A D—E tr-t kiváltó tényezők• A sejtmembrán szerepe 

A D — E tr régóta ismert és tanulmányozott jelenség. Kísérletekben szá-
mos tényező echinocytogén hatását k imutatták és vizsgálták. A D — E tr 
kiváltható A T P deplécióval ( N A K A O és mtsai 1 9 6 1 , G Á R D O S és mtsai 1 9 6 6 , 

FÉo és L E B L O N D 1 9 7 4 ) , anionos vagy nem ionos amfifil anyagokkal ( D E U T I C K E 

1 9 6 8 ) , inkubált plazmával ( B E S S I S és B R E C H E R 1 9 7 1 , FÉo 1 9 7 2 , L I C H T M A N 

és M A R I N E T T I 1 9 7 2 ) , „üveg effektussal", valamint a szuszpendáló közeg pH-já-
nak emelésével ( P O N D E R és P O N D E R 1 9 6 2 , B E S S I S és P R E N A N T 1 9 7 2 , W E E D 

és CHAILLEY 1 9 7 3 ) . A f iziológiásán igen alacsony intracelluláris Ca2+ koncent-
ráció emelkedésének alakváltozást k ivá l tó hatását sok oldalról vizsgálták 
( W E E D és mtsai 1 9 6 9 ; W E E D és CHAILLEY 1 9 7 3 ; W H I T E 1 9 7 6 ) , de a Ca2+ (és más 
divalens kationok) pontosabb hatásmódjának, egyéb tényezőkkel való kapcso-

4* MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



.46 LACZKÓ JENŐ ÉS VARGA SÁNDOR 

latának, a Ca2 + és a vvt membrán kölcsönhatásainak tisztázásában éppen 
magyar kutatók munkái alapvetőek (SZÁSZ 1 9 7 0 , SZÁSZ és mtsai 1 9 7 0 , SZÁSZT 

és mtsai 1 9 7 8 , G Á R D O S és mtsai 1 9 7 9 ) . 

Az intakt vvt-ek D — E tr-ja során létrejövő alakokhoz hasonló formák 
ghostokon is megfigyelhetők. MIRCEVOVÁ ( 1 9 7 4 ) konzervált vvt-ekből A T P 
jelenlétében készített ghostokat discoid, míg az ATP mentes közegben prepa-
ráltakat crenált formájúnak találta. PALEK és mtsai ( 1 9 7 4 ) ghostokon vizsgálva 
a Ca 2 + , Mg2+ és ATP hatását arra következtettek, hogy az alakváltozásért fe-
lelős hatások a membrán belső fehérjekomponensein érvényesülnek. A ghos-
tok ATP függő alakváltozásait demonstrálták SHEETZ és S I N G E R ( 1 9 7 7 ) , ill. 
az alakváltozás és a spektrin 2 foszforilációja közötti korrelációt B I R C H M E I E R 

és SINGER ( 1 9 7 7 ) . Saját vizsgálatainkban S H E E T Z és SINGER ( 1 9 7 7 ) módszerével 
3—6 hetes vérkonzervekhői visszazárt ghostokat készítve crenált alakokat 
kaptunk, melyek Adenozin tartalmi! közegben 37 °C-on történt inkubálás 
után sima felszínű, általában monokonkáv formákká alakultak. Ez utóbbi for-
mákat kaptuk, ha előzetesen rejuvenált vvt -ekből indultunk ki. 

Ma már elég egyértelmű, hogy a vvt-ek alakváltozásai (nem kóros hemo-
globin szerkezet esetében) a v v t membrán konformáció változásaival magya-
rázhatók. Ennek mechanizmusában a S H E E T Z és SINGER ( 1 9 7 4 ) féle hipotetikus 
modell továbbfejlesztésének eredményeként a pontosabb molekuláris részje-
lenségek szerepe is kezd tisztázódni (SZÁSZ és mtsai 1 9 7 8 , G Á R D O S és m t s a i 
1 9 7 9 ) . 

Az experimentálisán létrehozott D — E tr-ért felelős tényezők egy része 
a konzervált vérben is kimutatható: ATP és 2—3 D P G szint csökkenése, 
lizolecitin keletkezése, a membrán passzív Ca 2 + permeabilitásának fokozódása. 
Összefüggésük az alakváltozással azonban részben más jellegűnek látszik: 
az ATP szint csökkenését a D — E tr a 37 °C-on történő depléciókor megkésve 
követi , A konzervált vérben megelőzi (SZÁSZ 1 9 7 0 ) , a plazma echinocytogén 
hatása csak hosszabb tárolás után mutatható ki ( L I C H T M A N és M A R I N E T T I 

1 9 7 2 , LACZKÓ és mtsai 1 9 7 9 ) , a citrátos közeg a Ca2+ felvételt megakadályozza, 
de csökkenti a membrán Ca2+ affinitását ( S Z Á S Z és mtsai 1 9 7 8 ) . Jelenleg t e h á t 
a konzervált vvt-ek morfológiájának vizsgálatából a sejtek funkcionális 
jellemzőire pontosan következtetni még nem tudnak. Ez aláhúzza a k o m p l e x 
vizsgálatok fontosságát, melyekben azonban a morfológiai jellemzők tanulmá-
nyozása, épp a PEM-os módszerek adta lehetőségek kihasználásával, nagyobb 
szerepet kaphat . 

A rejuvenálás és a D—E tr reverzibilitása 

A konzervált vvt-ek rejuvenálására vonatkozó vizsgálatok ki induló-
pontja N A K A O és mtsai (1959) azon megfigyelése volt, hogy nukleozid tarta lmú 
közegekkel inkubált , előzetesen hosszabb ideig konzervált vvt -ek ATP szint -
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je visszaállítható, s eközben a sejtek tüskés formákból k o n k á v formákba alakul-
nak. A rejuvenálási eljárások a konzervált vvt-ek más élettani jellemzőire is 
kedvező hatásúaknak bizonyultak. Ez a gyakorlati alkalmazás lehetőségeit 
fölvetette: a vvt-ek transzfuzióra való alkalmasságának javítását előzetes 
rejuvenálással ( B A R T L E T T 1 9 7 4 ) , a konzerv vérek gazdaságosabb felhasználá-
sát a lejárt vérek rejuvenálás utáni fagyasz tva tárolásával (VALERI és Z A R O -

ULIS 1 9 7 2 ) . A rejuvenálás morfológiai ha tásá t általában az E alakok arányának 
csökkenése alapján ítélik meg, és a reverzió jellemzésére az Im-et használják 
( U S R Y és mtsai 1 9 7 5 ) , jóllehet már N A K A O és mtsai ( 1 9 5 9 ) közleménye sem mint 
normál D-at jellemzi a konkáv formákba revertált sej teket . Más szerzők is 
megfigyelték, hogy a konzerválási idő előrehaladtával a rejuvenálás részben 
kisebb átmérőjű vvt-eket eredményez ( S Z Á S Z és mtsai 1 9 6 8 , W E E D és mtsai 
1 9 7 4 ) . 

a) A rejuvenált vvt-ek morfológiája: a reverzió szintje és minősége 

A konzervált sejtek rejuvenálását erőteljes kezeléssel végezve (30 mM 
Adenozin, 4 óra, 37 °C) az E alakok aránya alacsonyra v ihe tő le (4. ábra) és 
rejuvenálás utáni arányuk a tárolási időve l nem nőtt (2. ábra). Az E-ák és 
SE-ák igen nagy része tehát i lyen körülmények között reverzibilis abban az ér-
telemben, h o g y konkáv formákba alakulásra, decrenációra képes. Az E — S E 
formák arányának csökkenését a reverzió szintjeként javasoljuk definiálni . 
(Az lm megadásakor indokolt jelölni, h o g y a reverzió szintjére értelmezzük: 
Imri — level of reversion.) 

A reverziószint meghatározása megtévesztő is lehet, mert mint esetünkben 
azt sugallhatja, hogy az adot t rejuvenálás a tárolási időtől függetlenül azono-
san kedvező morfológiájú vvt -eket eredményez. Ha azonban összehasonlítunk 

4. ábra. 7 hét ig C P D - n konzervált (a ) és Adenozinos inkubálássa l r e j u v e n á l t (b) w t - e k P E M - o s 
k é p e 
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5. ábra. CPD-re frissen levett vér vvt-je inek PEM-os képe 
,6. ábra. 9 hét ig CPD-n tárolás u t á n Adenozinos inkubálással rejuvenált vvt-ek PEM-os k é p e 

egy frissen l eve t t vérből (5. ábra) és egy hosszabb tárolás u t á n rejuvenált vérből 
(6. ábra) készült mintát, igen szembetűnő a különbség: az utóbbiban n a g y fo k ú 
az anizocitozis, feltűnő a spherostomatocyták (SSt) és a microspherocyták 
(MS) (bikonkáv, de kisebb átmérő/vastagság viszonyú) sejtek nagy száma. E z 
utóbbi két forma aránya a konzerválási idő előrehaladtával nő és jó korrelációt 
mutat az inkubálás előtt talál t SE II alakok arányával (1. és 2. ábra). A D — E 
tr és reverzibilitás összefüggésére vonatkozó elképzelésünket a 7. ábrán foglal-
tuk össze: a D — E tr előrehaladott stádiumaiban membránveszteség lép fe l ; 
rejuvenálás során a membránanyagot nem (vagy nem kritikus mennyiségben) 
vesztett sejtek közel normál nagyságú, míg a membrándeficiens alakok morfo-
lógiailag is kóros, bár konkáv formákká képesek átalakulni. I lyen alakok f igye l -
hetők meg pl. herediter spherocytosisban, s kisebb deformabilitásuknak tu-
landonítják funkcionális csökkent-értékűségüket ( B E S S I S és MOHANDAS 1 9 7 5 , 

BESSIS 1 9 7 7 ) . A rejuvenált vvt -ek esetében a deformabilitásra vonatkozó meg-
figyelések nem teljesen egyértelműek: a deformabilitás növekedését m u t a t t á k 
ki fiitrációval (HARADIN és mtsai 1969) és mikropipettás technikával (LA 
CELLE 1 9 6 9 ) , (a filtrabilitás csökkenését a tárolás előrehaladtával és növeke -
dését a rejuvenálás után magunk is megfigyeltük), míg Ektacytométerrel mér-
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v e a rejuvenált sejtek deformabilitása csökkentnek mutatkozott (FÉo és mtsai 
1978). Kérdéses, hogy a konzervált w t - e k lienális és hepatikus szekvesztráció-
jában a deformabilitás kritikus mértékű csökkenése vagy a membránkárosodás 
és membránveszteség egyéb következményei a meghatározóbb jellegűek. 

A rejuvenálás hatásának morfológiai értékelését a SSt -)- MS alakok 
arányának f igyelembevételével informatívabbnak véljük, s a reverzió minősége-
ként javasoljuk tekinteni. Morfológiai index (Imrq — quality of reversion) 
számolásához: D + E I 1,0; E II—III 0,5; S E I—II és SSt + MS 0,0. (2. ábra). 

b) A rejuvenáláskor létrejövő alakváltozások időbeli lefolyása — néhány rejuve-
náló közeg és hőmérséklet összevetése 

Korábbi vizsgálatainkban arra utaló megfigyeléseink voltak, hogy a 
konzervált vv t -ek D—-E tr-jának reverziója bizonyos szintig a saját, konzervált 
plazmában történő frakcionáláskor és friss autológ plazmában történő inku-
báláskor szobahőmérsékleten is bekövetkezik ( L A C Z K Ó és mtsai 1 9 7 9 ) . A rejuve-
náláskor létrejövő alakváltozások értékeléséhez ezért szükségesnek látszik, 
hogy az inkubációs körülmények hatását pontosabban ismerjük. A következő 
körülmények között vizsgáltuk a reverzió szintjét az inkubációs idő függvényé-
ben 3 hétig tárolt véreken: Közegek 
A) 1 térf. friss autológ plazma -(- 1 térf. P B S 
B) 1 térf. friss autológ plazma + 1 térf. PBS-ben oldott 60 mM Adenozin 

(Serva); 
C) 1 térf. konzervált plazma -+- 1 térf. P B S ; 
D) 1 térf. konzervált p lazma -f- 1 térf. PBS-ben oldott 60 mM Adenozin; 

hematokrit 10%, hőmérséklet 0, 22 és 37 °C. 
Az inkubáció tartama alatt meghatározott időközökben kivett mintákat 

D E S E 

7. ábra. A D — E tr é s r e v e r z i ó s é m á j a 
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glutáraldehidben fixáltuk. Az eredményeket a 8., 9. ábrák mutatják. О °С-ои 
változás nincs, ami arra utal, hogy az alakváltozás a sejtek aktív anyagcseré-
jétől függő fo lyamat . Alakváltozás a vizsgált közegekben mind 22 °C-on, mind 
37 °C-on létrejött , az időbeli lefolyás jellegének különbözőségei azonban rész-

% £(EII.-SpEII.%) 

V 

20 22'C 

30 60 90 120 180 240 Friss pl+Ad. 360 perc 

8. ábra. A reverziószint változása, az inkubálási idő függvényében (3 hetes ACD-s vér)> 
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9. ábra. A reverziószint változása rövidebb mintavétel i időközökkel féllogaritmikus skálán 
(3 hptes ACD-s, de az előbbivel nem azonos vér) 
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ben eltérő anyagcsere folyamatokra utalhatnak. Ezt a sejtek energiaszintjére 
és egyéb biokémiai és fiziológiai jellemzőire vonatkozó párhuzamos vizsgálatok 
tisztázhatják. A rejuvenálás okozta alakváltozások értékelése szempontjából 
a gyors fázisok jelenléte az inkubálási idők pontos megválasztásának fontosságát 
húzza alá. A vizsgálni kívánt konzerv vér előkészítésénél (denzitás alapján 
történő szeparálás, mosás stb.), valamint a kontrollok beállításánál fontos 
f igyelembe venni a 22 és 37 °C-on a konzervált plazmában is létrejövő alakvál-
tozást. A viszonylag stabil végállapotok viszont a különböző viselkedésű vvt -ek 
szeparálásához jelenthetnek kedvezőbb feltételeket. További vizsgálatokat kí-
ván az a kérdés, hogy maga a reverziósebesség milyen információkat je lenthet 
a vvt-ek állapotának, a vvt -ek és a plazma, ill. más inkubáló közegek kölcsön-
hatásainak tanulmányozásához. 

Következtetések 

1. A D — E tr a konzerválási ártalom morfológiai jellemzője, előrehaladottságá-
nak mértéke a membránveszteséget szenvedett vvt -ek arányával van 
összefüggésben. 

2. A rejuvenálás morfológiai hatásának kiértékelésénél a rejuvenált vv t popu-
lációban található bi- vagy monokonkáv, de alaki sajátosságaik alapján mem-
brándeficiens formák aránya nem hagyható figyelmen kívül . 

3. A morfológiai értékelésre kerülő konzervált vérminták előkészítésénél, 
kontrollok beállításánál tekintettel kell lenni a szobahőn is bekövetkező 
alakváltozásokra, a rejuvenálási eljárások összehasonlításánál pedig az 
alakváltozások időfüggésének jellegére. 
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