A VOROSVERTEST ALAK VIZSGALATANAK
NEHANY ASPEKTUSA KONZ}ERVALT
ES KONZERVALT-REJUVENALT VERMINTAKON*

LAaczr6 JENG és VARGA SANDOR

Debreceni Orvostudominyi Egyetem Kézponti Kutaté Laboratériuma

A discocyta echinocyta transzformdacié (D—E tr) vizsgilata a konzervilast
artalom fokdnak megitélésére

A transzfiziés célra szokasos médokon (ACD, CPD kézegben 4 °C-on)
konzervalt vérben a vérdsvértestek (vvt-ek) fokozatosan jellegzetes alaki val-
tozason esnek at. Ez a folyamat a D—E tr vagy mas néven discoid-spheroid
atalakulas. Az igy kialakulé vvt populacié alakilag heterogén, a tarolasi idg
elérehaladtaval a morfolégiai kép fokozatosan tolédik ,,jobbra”: né az atalaku-
las el6rehaladottabb stadiumaiban levd alakok aranya. A sphero-echinocyta
(SE) II alakok 2—3 hét tarolas utdan jelennek meg, de D-ak még 7 hét utén,
E I formak pedig 11—12 hét elteltével is talalhatok (LAczkd és mtsai 1979).
Az alakvaltozas alakulasanak szamszert jellemzésére mind fénymikroszképos
(FM-0s), mind pasztazé elektronmikroszképos (PEM-os) kiértékelésnél jol
hasznalhaté a morfolégiai index (Im) (GARpos és mtsai 1966). A PEM-os
kiértékelés pontossaga érdekében ajanlatos olyan preparatumkészitési elja-
rast hasznalni, amely a targytarton egyenletes sejteloszlast ad, s a sejtek jo
tapadésat biztositva kikiiszoboli a viztelenités-szaritas sordn az esetleges szelek-
tivsejtlevalast. Erre igen alkalmas a SANDERS és mtsai (1975) altal leirt poly-L-
lysines folragasztas.

Az Im megadasanal bizonyos problémat jelent az, hogy az alakvaltoza-
sok egymast kovetd stadiuma kozotti hatar nem éles, igy vizsgalonként, ill.
munkacsoportonként a besorolas kritériumaiban lehetnek eltérések. Ebbdl
adédik a modszer szemikvantitativ jellege. A kisérleti eredmények értékelésé-
nél igy pontos informéaciét jelent egy munkacsoporton belil, problémasabb
azonban a kiilonb6z6 munkacsoportok altal publikalt adatok dsszevetése. Az
Im csokkenése és a bikonkav (D 4+ EI) formak aranyanak csokkenése a kon-
zervalt vérben — a konzervalasi idé fiiggvényében — jellegében azonos (1.
abra), ezért gyors FM-os kiértékelésre felhasznalhaté a viszonylag konnyen
identifikalhat6 bikonkav alakok aranyanak meghatarozasa.

* IX. Membréin Transzport Konferencidn 1979. majus 15—18 kozott Siimegen elhang-
zott elGadds.
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1. @dbra. A D—E tr alakuldsa CPD-n konzervalt vérben
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2. @bra. A morfolégiai kép alakuldsa 1 térf. vérnek 1 térf. PBS-ben oldott 60 mM Adenozinnal
37 °C-on 4 6ran keresztiil végzett inkubalds utén

A konzervalasi artalom egyik, valészintileg meghatéarozé jellegli kovet-
kezménye az, hogy a vvt-ek az alakvaltozas el6rehaladott (SE) stddiumaiba
jutva membrant vesztenek. A membranveszteség az elvékonyodott tiiskék
csicsanak lefiz6désével (3a. abra) vezikulak, mielin formak képzgdésével
jon létre (Bessis és MANDoN 1972, WEED és mtsai 1974). Lurz és mtsai (1977)
37 °C-on torténs ATP depléciéval jaré vezikulaképzidés esetében a vezikulak-
ban az integrans membranfehérjéket olyan aranyban talaltak meg mint az
intakt membrianban, mig a kolineszteraz frakcié bedisult. ACD-re levett,
egyéb alakelemekt8l mentesitett plazmaval 9 hétig 4 °C-on tarolt vvt-ekbdl
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”

3. dbra. a) Vezikuldciéra utal6 befiizédések a SE-dk tovisein. b) Vezikulik transzmissziés
elektronmikroszképos képe

szarmaz6 vezikuldk (3b. abra) egy része megnyiilt (90—100 x 250—260 nm),
kozépen kissé beftiz6dott, egység membrannal hatarolt, hemoglobint tartal-
maz. A fokozott kolineszteraz aktivitas is kimutathat6 volt. A vezikulak pon-
tosabb mennyiségi és mindségi jellemzdit, ezek id6beli alakuldsat, alaki és
egyéb valtozasokhoz valé viszonyait a konzervilt vérben behatébb vizsgala-
tokkal kézelithetjiik meg.

A D—E tr elorehaladasa a konzervalt vvt-ek morfolégiai sregedését je-
lenti, mértéke viszonylag kozvetleniil jelzi a membrant vesztett sejtek aranyat.
A morfolégiai jellemz6k meghatéirozasa igy a konzervalasi artalom vizsgalata-
nak egyik fontos médszere. LONGSTER és mtsai (1972) felhasznaltak konzerval
folyadékok 6sszehasonlité vizsgalataban.

A D—E tr-t kivalté tényezoke A sejtmembrdn szerepe

A D—E tr régéta ismert és tanulméanyozott jelenség. Kisérletekben sza-
mos tényez§ echinocytogén hatasat kimutattik és vizsgaltak. A D—E tr
kivalthat6 ATP deplécival (NAKAO és mtsai 1961, GARDOS és mtsai 1966,
Ffo és LEBLOND 1974), anionos vagy nem ionos amfifil anyagokkal (DEUTICKE
1968), inkubalt plazméaval (Bessis és BREcHER 1971, Ffo 1972, LicHTMAN
és MARINETTI 1972), , iiveg effektussal””, valamint a szuszpendalé kozeg pH-ja-
nak emelésével (PonDER és PonNDER 1962, Bessis és PRENANT 1972, WEED
6s CHAILLEY 1973). A fiziol6gidsan igen alacsony intracellularis Ca*" koncent-
racié emelkedésének alakvaltozast kivalté hatasat sok oldalrél vizsgaltak
(WEED és mtsai 1969; WEED és CHAILLEY 1973; WHITE 1976), de a Ca?t (és mas
divalens kationok) pontosabb hatismédjanak, egyéb tényezékkel valé kapceso-
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latanak, a Ca?" és a vvt membran kélesonhatasainak tisztazasaban éppen
magyar kutaték munkai alapvetek (SzAsz 1970, SzAsz és mtsai 1970, SzAsz
és mtsai 1978, GARDOs és mtsai 1979).

Az intakt vvt-ek D—E tr-ja soran létrejové alakokhoz hasonlé formak
ghostokon is megfigyelhet6k. MircevovA (1974) konzervalt vvt-ekbdl ATP
jelenlétében készitett ghostokat discoid, mig az ATP mentes kézegben prepa-
raltakat crenalt formajinak talalta. PALEK és mtsai (1974) ghostokon vizsgalva
a Ca", Mg?>" és ATP hatasat arra kiovetkeztettek, hogy az alakvaltozasért fe-
lel&s hatasok a membran belsé fehérjekomponensein érvényesiilnek. A ghos-
tok ATP fiiggé alakvaltozasait demonstraltak SHEETZ és SINGER (1977), ill.
az alakvaltozas és a spektrin 2 foszforilaciéja kozotti korrelaciot BIRCHMEIER
és SINGER (1977). Sajat vizsgalatainkban SHEETZ és SINGER (1977) médszerével
3—6 hetes vérkonzervekbdl visszazart ghostokat készitve crenalt alakokat
kaptunk, melyek Adenozin tartalmi kézegben 37 °C-on toértént inkubalas
utan sima felszind, altalAban monokonkav formakka alakultak. Ez utébbi for-
makat kaptuk, ha el6zetesen rejuvenalt vvt-ekbdl indultunk ki.

Ma mar elég egyértelmii, hogy a vvt-ek alakvaltozasai (nem kéros hemo-
globin szerkezet esetében) a vvt membran konformacié valtozasaival magya-
razhatok. Ennek mechanizmusaban a SHEETZ és SINGER (1974) féle hipotetikus
modell tovabbfejlesztésének eredményeként a pontosabb molekularis részje-
lenségek szerepe is kezd tisztazodni (SzAsz és mtsai 1978, GARDoOs és mtsai
1979).

Az experimentalisan létrehozott D—E tr-ért felelds tényezdk egy része
a konzervalt vérben is kimutathaté: ATP és 2—3 DPG szint csokkenése,
lizolecitin keletkezése, a membran passziv Ca?" permeabilitasanak fokozédasa.
Osszefiiggésiik az alakvéltozassal azonban részben mas jelleglinek latszik:
az ATP szint csokkenését a D—E tr a 37 °C-on térténd deplécidkor megkésve
kéveti, a konzervalt vérben megelGzi (SzAsz 1970), a plazma echinocytogén
hatasa csak hosszabb tarolas utan mutathaté ki (LicHTMAN és MARINETTI
1972, Laczk6 és mtsai 1979), a citratos kizeg a Ca?" felvételt megakadalyozza,
de csokkenti a membran Ca?™ affinitasat (SzAsz és mtsai 1978). Jelenleg tehat
a konzervalt vvt-ek morfolégidjanak vizsgalatabél a sejtek funkcionalis
jellemzéire pontosan kivetkeztetni még nem tudnak. Ez aldhizza a komplex
vizsgalatok fontossagat, melyekben azonban a morfolégiai jellemzik tanulma-
nyozasa, épp a PEM-os médszerek adta lehetdségek kihasznalasaval, nagyobb
szerepet kaphat.

A rejuvendlds és a D—E tr reverzibilitdsa

A konzervalt vvt-ek rejuvenalasiara vonatkozé vizsgéalatok kiindulé-
pontja NAKAO és mtsai (1959) azon megfigyelése volt, hogy nukleozid tartalm
kozegekkel inkubalt, el6zetesen hosszabb ideig konzervalt vvt-ek ATP szint-
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je visszaallithatd, s ekozben a sejtek tiiskés formakbél konkav formakba alakul-
nak. A rejuvenilasi eljarasok a konzervalt vvt-ek mas élettani jellemz8ire is
kedvezd hatasdiaknak bizonyultak. Ez a gyakorlati alkalmazas lehet&ségeit
folvetette: a vvt-ek transzfuziéra valé alkalmassaganak javitasat el6zetes
rejuvenélassal (BARTLETT 1974), a konzerv vérek gazdasagosabb felhasznala-
sat a lejart vérek rejuvenalas utani fagyasztva tarolasaval (VALERI és ZARoO-
vLis 1972). A rejuvenalas morfolégiai hatasat altalaban az E alakok aranyanak
csokkenése alapjan itélik meg, és a reverzié jellemzésére az Im-et hasznaljak
(Usry és mtsai 1975), jollehet mar NAKAO és mtsai (1959) kézleménye sem mint
normal D-at jellemzi a konkéav formakba revertilt sejteket. Mas szerzdk is
megfigyelték, hogy a konzervalasi id6 el6rehaladtival a rejuvenéalas részben
kisebb atmérGjli vvt-eket eredményez (SzAsz és mtsai 1968, WEED és mtsai
1974).

a) A rejuvendlt vvt-ek morfologidja: a reverzié szintje és mindsége

A konzervalt sejtek rejuvenaliasat erdteljes kezeléssel végezve (30 mM
Adenozin, 4 6ra, 37 °C) az E alakok ardnya alacsonyra vihetd le (4. dbra) és
rejuvenalas utani aranyuk a tarolasi idével nem ngtt (2. abra). Az E-ak és
SE-ak igen nagy része tehat ilyen koriillmények kozott reverzibilis abban az ér-
telemben, hogy konkav formakba alakulasra, decrenéciéra képes. Az E—SE
formak ardnyanak csikkenését a reverzié szintjeként javasoljuk definialni.
(Az Im megadasakor indokolt jelélni, hogy a reverzié szintjére értelmezziik:
Im; — level of reversion.)

Areverziészint meghatarozasa megtévesztd is lehet, mert mint esetiinkben
azt sugallhatja, hogy az adott rejuvenalas a tarolasi id6tédl fiiggetleniil azono-
san kedvezd morfologiaji vvt-eket eredményez. Ha azonban 6sszehasonlitunk

4. dbra. 7 hétig CPD-n konzervalt (a) és Adenozinos inkubéldssal rejuvenalt (b) vvt-ek PEM-os
képe
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5. dbra. CPD-re frissen levett vér vvt-jeinek PEM-o0s képe
(6. dbra. 9 hétig CPD-n térol4s utdn Adenozinos inkubaélédssal rejuvenélt vvt-ek PEM-os képe

egy frissen levett vérbdl (5. abra) és egy hosszabb tarolas utan rejuvenalt vérbsl
(6. abra) késziilt mintat, igen szembetling a kiilonbség: az utébbiban nagyfoku
az anizocitozis, feltding a spherostomatocytak (SSt) és a microspherocytak
(MS) (bikonkav, de kisebb atmérs/vastagsag viszonyu) sejtek nagy szama. Ez
utébbi két forma ardnya a konzervalasi id6 el6rehaladtaval né és j6 korrelaciot
mutat az inkubalas elgtt talalt SE II alakok aranyaval (1. és 2. abra). A D—E
tr és reverzibilitas dsszefiiggésére vonatkozé elképzelésiinket a 7. dbran foglal-
tuk dssze: a D—E tr elrehaladott stadiumaiban membranveszteség 1ép fel;
rejuvenalas soran a membrananyagot nem (vagy nem kritikus mennyiségbhen)
vesztett sejtek kozel normal nagysagd, mig a membrandeficiens alakok morfo-
légiailag is kéros, bar konkav formakka képesek atalakulni. Ilyen alakok figyel-
hetk meg pl. herediter spherocytosisban, s kisebb deformabilitasuknak tu-
landonitjak funkcionélis csokkent-értékiiségiiket (BEssis és MomanDAs 1975,
Bessis 1977). A rejuvenalt vvt-ek esetében a deformabilitasra vonatkozé meg-
figyelések nem teljesen egyértelmiiek: a deformabilitis névekedését mutattak
ki filtracioval (HARADIN és mtsai 1969) és mikropipettas technikaval (La
CeLLE 1969), (a filtrabilitas csokkenését a tarolas elrehaladtaval és noveke-
dését a rejuvenalas utan magunk is megfigyeltiik), mig Ektacytométerrel mér-
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ve a rejuvenalt sejtek deformabilitasa csékkentnek mutatkozott (F£o és mtsai
1978). Kérdéses, hogy a konzervilt vvt-ek lienilis és hepatikus szekvesztracié-
jaban a deformabilitas kritikus mértékii csokkenése vagy a membrankarosodas
és membranveszteség egyéb kiovetkezményei a meghatarozébb jellegtick.

A rejuvenalas hatasanak morfologiai értékelését a SSt 4 MS alakok
aranyanak figyelembevételével informativabbnak véljiik, s a reverzié mingsége-
ként javasoljuk tekinteni. Morfolégiai index (Im;q; — quality of reversion)

szamolasdhoz: D + E I1,0; E II—III 0,5; SE I—II és SSt + MS 0,0. (2. abra).

b) A rejuvendldskor létrejovd alakvéltozdsok idobeli lefolydsa — néhdny rejuve-
ndls kozeg és homérséklet osszevetése

Korabbi vizsgilatainkban arra utalé megfigyeléseink voltak, hogy a
konzervalt vvt-ek D—E tr-janak reverziéja bizonyos szintig a sajat, konzervalt
plazméaban térténd frakcionalaskor és friss autolég plazmaban torténd inku-
balaskor szobahdmérsékleten is bekévetkezik (LAaczké és mtsai 1979). A rejuve-
nalaskor létrejové alakvialtozasok értékeléséhez ezért sziikségesnek latszik,
hogy az inkubaciés kériilmények hatdasat pontosabban ismerjiik. A kovetkezd
koriilmények kozott vizsgaltuk a reverzié szintjét az inkubaciés id§ fiiggvényé-
ben 3 hétig tarolt véreken: Kozegek
A) 1 térf. friss autolég plazma - 1 térf. PBS
B) 1 térf. friss autolog plazma + 1 térf. PBS-ben oldott 60 mM Adenozin
(Serva);

C) 1 térf. konzervilt plazma -+ 1 térf. PBS;

D) 1 térf. konzervalt plazma + 1 térf. PBS-ben oldott 60 mM Adenozin;
hematokrit 109, homérséklet 0, 22 és 37 °C.

Az inkubacié tartama alatt meghatarozott iddkézokben kivett mintakat
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7. abra. A D—E tr és reverzié sémdja
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glutaraldehidben fixaltuk. Az eredményeket a 8., 9. abrak mutatjak. 0 °C-on
valtozas nincs, ami arra utal, hogy az alakvaltozas a sejtek aktiv anyagcseré-
jétdl fiiggd folyamat. Alakvaltozas a vizsgalt kézegekben mind 22 °C-on, mind
37 °C-on létrejott, az idGbeli lefolyas jellegének kiilonbozdségei azonban rész-
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8. dbra. A reverziészint valtozasa, az inkubalasi id§ fiiggvényében (3 hetes ACD-s vér)
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9. dbra. A reverziészint valtozasa rovidebb mintavételi idskozokkel féllogaritmikus skéldn
(3 hetes ACD-s, de az elébbivel nem azonos vér)
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ben eltéré anyagesere folyamatokra utalhatnak. Ezt a sejtek energiaszintjére
és egyéb biokémiai és fiziolégiai jellemzgire vonatkozé parhuzamos vizsgalatok
tisztazhatjak. A rejuvenalas okozta alakvaltozasok értékelése szempontjabél
a gyors fazisok jelenléte azinkubalési idGk pontos megvalasztasanak fontossagat
hizza ala. A vizsgalni kivant konzerv vér elGkészitésénél (denzitas alapjan
torténd szeparalas, mosas stb.), valamint a kontrollok beallitasanal fontos
figyelembe venni a 22 és 37 °C-on a konzervalt plazmaban is létrejové alakval-
tozast. A viszonylag stabil végallapotok viszont a kiilonb6z6 viselkedésti vvt-ek
szeparalasahoz jelenthetnek kedvezdbb feltételeket. Tovabbi vizsgalatokat ki-
van az a kérdés, hogy maga a reverziésebesség milyen informaciékat jelenthet
a vvt-ek allapotanak, a vvt-ek és a plazma, ill. mas inkubalé kozegek koleson-

hatasainak tanulmanyozéasahoz.

Kovetkeztetések

1. A D—E tr a konzervalasi artalom morfolégiai jellemzdje, elgrehaladottsaga-
nak mértéke a membranveszteséget szenvedett vvt-ek aranyival van
osszefiiggésben. ,

2. A rejuvenalas morfolégiai hatasanak kiértékelésénél a rejuvenilt vvt popu-
laciéban talalhaté bi- vagy monokonkav, de alaki sajatossagaik alapjan mem-
brandeficiens formak ardnya nem hagyhaté figyelmen kiviil.

3. A morfolégiai értékelésre keriils konzervalt vérmintak elgkészitésénél,
kontrollok beallitasanal tekintettel kell lenni a szobahdén is bekévetkezd
alakvaltozasokra, a rejuvenalasi eljarasok osszehasonlitasanal pedig az
alakvaltozasok idéfiiggésének jellegére.
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