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A hemolizis azt jelenti, hogy a vvt membréanja a mintegy 65 000 molekula-
silyi hemoglobint atereszti. A sejtek kozotti térbe kidramlé hemoglobin
(valamint az ezt megel§z8 vvt-duzzadas) megvaltoztatja a sejtszuszpenzié
optikai viszonyait: a korabban atlatszatlan szuszpenzié tébbé-kevéshé at-
latszéva valik. A teljes atlatszosag eléréséig eltelt idének (95, 96), vagy a fény-
ateresztGképességnek valtozasa mérésén (97, 98) alapszik a hemolizis kvantita-
tiv meghatarozasa.

Miért, hogyan valik a vvt membranja a hemoglobin szamara hirtelen
atjarhatéva? Ez a kérdés tobb mint fél évszazada foglalkoztatja a kutatékat,
de mint az alabbiakbdl kideriil, a hemolizis mechanizmusanak még ma sincs
egységes, minden részletre kiterjedd magyarazata. A hemolizisnek nagyon
sokféle oka lehet. Ezért helyesebb hemolitikus hatdsokrél beszélni, hiszen eze-
ket vizsgalhatjuk.

Valészintileg minden hemolitikus hatassal szorosan egyiitt jar a vvt-ek
duzzadasa (10, 104). Ha a sejtek térfogata 609,-kal megnd (kritikus hemolitikus
térfogat), hemoglobin aramlik ki belsliik (99, 100, 101, 12).

Ozmotikus hemolizisrél beszéliink, ha a vvt-eknek a kritikus hemolitikus
térfogatot meghaladé duzzadéasat viz vagy a sejtmembranon szabadon atjar-
haté anyagok bediffundalasa okozza. A vvt-membran permszelektivitasinak
megsziintetése — a sejtek magas fehérjekoncentraciéjabél adédé Donnan-
egyensiily kovetkeztében — s6 és viz bearamlasat vonja maga utan. Az igy
bekovetkezd duzzadas eredménye az vin. kolloid-ozmotikus hemolizis (1). Az
ozmotikus és a kolloid-ozmotikus hemolizisek kozott tulajdonképpen az a
lényeges kiillonbség, hogy utébbiak esetén a vvt-membran szerkezetének médo-
sulasa okozza a fokozott permeabilitast. Nehéz azonbarn éles hatart vonni,
hogy milyen mértékii az a fizikai vagy kémiai behatés, amelynek kovetkez-
tében mar nemcsak az ionok haladnak 4t a membranon, hanem kisebb-nagyobb
molekulak, s6t a hemoglobin is athatol rajta. Elvileg elképzelhetd a vvt-
membran olyan nagymértékidi karosodasa, hogy a keletkezd nyilason a hemo-
globin azonnal ki tud diffundéalni. Kérdés azonban, hogy ilyen esetben kizar-
haté-e annak a lehetdsége, hogy a hemoglobin kidramlasat megel§zéen, vagy
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azzal egyidejiileg ionok és viz gyorsabban diffundilnak a sejtbe és kolloid-
ozmotikus hemolitikus hatas is érvényesiill. WILBRANDT (a) ozmotikus, (b)
kolloid-ozmotikus és (¢) nem-ozmotikus hemolizist kiilénit el a hemolitikus
agensnek kitett vvt-ek ozmotikus rezisztencidgjanak viselkedése alapjan (1).
Szamos, korabban nem-ozmotikusnak tartott hemolizisrdl mutatja ki, hogy
létrejottében a vvt-ekben uralkodé kolloid-ozmotikus nyomas megvaltozasa
dontd szerepet jatszik. igy vezeti be a kolloid-ozmotikus hemolizis fogalmat.
Az el6bbi okfejtés alapjan azonban kérdéses, hogy van-e tisztan nem-ozmotikus
hemolitikus hatas.

Miutan a vvt-membran kémiai szerkezete bonyolult, igen nagy azoknak
a vegyiileteknek a szdma, amelyek valamelyik membran-alkotérésszel reakcio-
balépve hemolizist idéznek els. Ez a referatum nem térhet ki sem minden hemo-
lizal vegyiilet ismertetésére, sem a hemolizis valamennyi paraméterének tar-
gyalasara.

A hemolizissel kapcsolatos jelent8sebb 6sszefoglalé mivek: (7, 102, 30, 1).

Ozmotikus hemolitikus hatasok

Ha a vvt-ek belsejében nagyobb az ozmotikus nyomas, mint a sejteken
kiviil, viz aramlik a sejtekbe és megduzzadnak. A vvt-membran egy kritikus
mértéket meghaladé tagulasa folytdn a hemoglobin kidiffundal a sejtkozotti
térbe (10, 11, 12). Ozmotikus hemolizist okoznak a viz (4, 7, 13), hipoténias
elektrolitoldatok (4, 5, 6, 7, 8, 13, 17), valamint a vvt membranjan szabadon
atdiffundalé nem-elektrolitok: etilén-glikol (3), glicerin (3, 9, 13, 14, 27, 28),
urea (3, 15), tiourea (3, 14), bizonyos monoszaharidok (4, 16, 17, 44), cukor-
alkoholok és elektrolitok: amménium- vagy trimetilammoénium-klorid, vagy
acetat (17, 18) hipoténias és izoténias oldatai.

A vvt-ek teljes liziséhez sziikséges id§ elsGsorban a viz, ill. a vvt-be juté
oldat penetralasatol fiigg (19—26, 31). Az ozmotikus hemolizis sebességét be-
folyasolja ezen kiviil:

(a) a vvt-ek feliilet/térfogat aranya, amely valtozik a sejtek alakjaval és
fajonként kiilonboz6 (29, 30); (b) a vvt-membran rugalmassiagaban mutatkozé
kiilonbségek (47); (¢) az ozmotikusan aktiv anyag fokozatos elvesztése a hemo-
lizis alatt, amely a vvt-ek zsugorodasat eredményezi és a hemolizissel ellen-
tétes iranyban hat (32—37); (d) a kezdeti intracellularis tonicitas (38); (e)
a penetral$ anyag hatasara a vvt-membranban létrejovd szerkezeti valtozasok
(17); (f) a vér O, és CO, tartalma (a hemolizis exakt kinetikai vizsgalatat oxi-
genalt vérrel szoktak végezni); (g) a vizsgélt vvt-ek életkora [anémias vérbdl
szarmazé fiatalabb vvt-tel ozmotikus rezisztencidja nagyobb (62)]; (h) a hemo-
lizalé oldat pH-ja és h6mérséklete [mindkettd csokkenése fokozza az ozmotikus
hemolizist (39)], valamint (j) kis mennyiségii egyéb oldott anyagok jelenléte
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a hemolizalé oidatban, amelyek a viz szerkezetének megvaltoztatasaval be-
folyasoljak a hemolizist (4043, 45, 46).

A mélyhtitéssel toérténé vér-, ill. szervkonzervilas szempontjabol igen
nagy a gyakorlati jelent§sége az ozmotikus hemolizis két kiilonleges fajtaja-
nak, amelyek végiil is azonos mechanizmussal magyarazhaték:

(1) avvt-ek hemolizise fagyasztas, majd djra felolvasztas kovetkeztében
(63—69), valamint

(2) a hiperténias hemolizis (70—78).

A vvt-eket koriilvevd kozegben a lehiitéskor a viz megfagyasa soran né
a NaCl koncentraciéja. A vvt-ek hemolizise mindig 0,8 M, vagy azt meghaladé
NaCl koncentracionak megfeleld hémérsékletrdl torténd felmelegitéskor ko-
vetkezik be. Novekvé koncentraciéji glicerin hozzaadasaval egyre alacsonyabb
lesz a hemolizist el6idézd hémérséklet, de a hemolizis a hGmérséklettdl fiigget-
leniil mindig 0,8 M NaCl koncentraciénal 1ép fel. A glicerin tehat a vizet
higitja a rendszerben. Hatasanak el6feltétele, hogy szabadon behatoljon a vvt-
ekbe. (A glicerin szdmara nem atjarhaté marha vvt, vagy rézionokkal imper-
meabilissa tett emberi vvt-ek fagyasztasos hemolizisét a glicerin nem védi ki.)
A dimetilszulfoxid, amely ugyancsak j6l penetralé nem-elektrolit, a glicerin-
hez hasonlé cryoprotectiv anyag (76).

Mind a fagyasztassal és 1djra felolvasztassal, mind a hiperténias kozeg-
gel elGidézett hemolizist a vvt-viz egy maximalis hanyadanak elvesztése, vagy
az eltlirhetd minimalis térfogat elérése okozza. MERYMAN (67) véleménye
szerint a sejteknek ekkor elért zsugoroddsa mechanikus membrankarosodast
okoz. A kérdés részletes ismertetése SmiTa (103) kényvében talalhaté meg.

Kolloid-ozmotikus hemolitikus hatasok

A kolloid-ozmotikus hemolitikus hatasok a vvt-membran szelektiv
ionpermeabilitasanak megvaltozasan alapulnak. Ha a vvt-ek membranja
valami miatt kationateresztdvé vilik, a sejtek belsejében levé magas fehérje-
koncentracié kovetkeztében, a Donnan-egyensily értelmében, s6 és viz dif-
fundal a vvt-ekbe és ozmotikus duzzadas, majd hemolizis kovetkezik be. A
hemolizist megel6z6 kationbearamlast igazolja valamennyi kolloid-ozmotikus
hemolizis kozos jellemz§ tulajdonsaga, hogy a vvt-membranon normalis
koriilmények kozott at nem hatolé szaharéz izoténias oldataval a hemolizis
mértéke csokkenthetd, ill. megakadalyozhaté.

A ho-okozta hemolizist korabban a vvt-membran lipidjeinek ,,olvadasa-
val” magyaraztadk. WILBRANDT azonban kimutatta (1), hogy a 41—65 °C
kozott egyre nagyobb sebességgel felléps hemolizisnek a membran fokoz6do
kationatereszt6képessége az oka, amely aranyos a hémérsékletvaltozassal és

nem egy kritikus héfokon, hirtelen kiovetkezik be. Az a megfigyelés, hogy
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kiilonb6z8 egy- és kétértékii kationokat . .tartalmazé oldatokban szuszpendalt
vvt-ek hé-okozta hemolizisének hémérsékletfiiggése eltér egymastél, ugyan-
csak a kationpenetracié dontd szerepére utal a hemolizis mechanizmusaban.

Az etanol, az aceton aranylag magas, néhany moélos téménységben, a
Eloroform pedig a telitett vizes oldatnak megfelels (kb. 0,1 M) koncentraciéban
hemolizalja a vvt-eket. Oldédasuk a vvt-membran lipidjeiben a szelektiv
ionpermeabilitas irreverzibilis gatlasat eredményezi, amelynek masodlagos
kévetkezménye az, hogy a kolloid-ozmotikus duzzadas folytan a hemoglobin
kiaramlik a vvt-ekbdl. Ezek a narkotikus hatast oldészerek a fenti irreverzi-
bilis hatasokon kiviil, egyidejiileg valésziniileg reverzibilisen gatoljak a katio-
nok (és a viz?) bejutasat a sejtekbe (1). Erre lehet kovetkeztetni pl. a kloroform-
hemolizis koncentracié- és hdmérsékletfiiggésébdl.

A sugarzo energiak koziil a rontgen- (1, 48, 50, 105), ill. a gamma-sugar
altal okozott hemolizis jellegzetes kolloid-ozmotikus hemolizis. Az izoténias
NaCl oldatban szuszpendalt vvt-eknek az ionizalé sugarzas hatasara fellépd
hemolizisét gatolni lehet izoténias kolin-klorid-, valamint hiperténias NaCl,
ill. KCI oldattal. A hemolizist megel6z8en a vvt-ek K+*-t veszitenek és Na+*-t
vesznek fel. A K+*-vesztés kolin-klorid-oldatban is bekévetkezik, azonban a
hemolizis a csereion bediffundaldsa hianyaban elmarad.

2-Merkapto-etil-guanidin és redukalt glutation (amelyek a vvt-be nem
jutnak be) csokkentik a K+ veszteséget és a hemolizist, ha a besugarzas eldtt
adjak a vvt-szuszpenziohoz. Az ionizalé sugérzas hatasara csokken a vvt-ek
SH-tartalma. A vvt-membran SH-csoportjait p-klér-merkuri-benzoattal, ill.
p-klér-merkuri-benzolszulfonattal megkdtve uténozni lehet az ionizalé sugar-
zas éaltal okozott hemolizist. Kolin-klorid-oldattal e két SH-reagens hemolitikus
hatasa is meggatolhaté. Mindez arra utal, hogy az ionizalé sugarzas a sejt-
membranon at torténd alkali kationtranszportot karositja a membran SH-
csoportjainak részleges oxidaciéja révén. A kovetkezmény: a vvt-ek ozmotikus
duzzadasa és lizise.

ToLBERG és MACEY (51) az ionizalé sugar vvt-membrant karosit6 hatasa-
nak egyik tényezdjeként a membranhoz kotott kalcium elvesztését tekinti.

Az 1n. fotooxidativ vagy fotodindmids hemolizis bizonyos festékek
(fluoreszcein, eozin, eritrozin, bengal voros) jelenlétében fény hatasara kovet-
kezik be. A folyamat egy fotokémiai reakciobdl és egy fénytdl fiiggetlen hemo-
lizisb6l all. El6bbi feltehetGen SH-csoportok oxidaciéja révén a Na,K-ATPaz
inaktivalédasat eredményezi. Az alkalmazott fény intenzitasatél fiigg6en vagy
azonnali K +-vesztés és hemolizis kévetkezik be (nagy fényintenzitas hatasara),
vagy (kis intenzitast fény alkalmazasa esetén) ugyanez csak orakkal a fény-
behatas megsziinése utan lép fel (52—61).

Ijgy latszik tehat, hogy a fotooxidativ hemolizis mechanizmusaban oz-
motikus jelenségek jelent8s szerepet jatszanak. Vérképzési protoporphyria-
ban szenvedd betegek vvt-eit oxigén jelenlétében 410 nm hullamhosszisaga
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fénnyel megvilagitva hemolizis kovetkezik be (79—81). A hemolizis mértéke
(sebessége) aranyos a vvt-ek protoporfirin koncentraciéjaval. Normilis vvt-
ekhez adott protoporfirin-IX-dimetilészter hasonlé hatast fejt ki. Mivel a
hemolizis szaharézoldatban és N,-atmoszféraban inkubalt vvt-eken nem
észlelhets, fotooxidacion alapulé kolloid-ozmotikus hemolizisnek tekint-
hetjiik.

Klinikai és biokémiai szemponthél egyarant jelent§sek az an. gydgyszerek-
kel kivdltott hemolizisek, amelyekrél j6 osszefoglalé tanulmany jelent meg (82).
Ezeknek az in vivo hemoliziseknek patogenezisét részben tisztaztak az elmilt
20 év alatt. Vagy a vvt-ek fokozottan érzékenyek a gydgyszer kozvetlen toxi-
citasival szemben (toxikus hemolizis), vagy az egyén allergias a gyégyszer
irant (allergias hemolizis). El6bbi esetben tébbnyire valamilyen orokletes
zavar figyelhetd meg a vvt kémiai 6sszetételében, pl. gluk6z-6-foszfat-dehidro-
genaz, vagy glutation-reduktaz, vagy glutation hidnya, vagy abnormalis
dsszetételd hemoglobin el6fordulasa mutathaté ki. A gyégyszer hemolitikus
hatéasa rendszerint egy oxidativ és egy tulajdonképpeni hemolitikus fazishél all.
Bar az esetek legtobbjénél a vvt-ek energia haztartasa karosodik, nem zar-
haté ki a hemoglobin toxikus médosulasa mint a hemolizis oka (94). Az aller-
gias hemolizisek korfolyamataban a gyégyszer bejutasa a szervezetbe, kot6-
dése valamilyen makromolekulahoz, az antitest indukciéja és végiil a vvt-ek
immunreakciéja kovetik egymast. A tulajdonképpeni hemolizis mechanizmu-
sa elvileg nem tér el a tobbi immin-hemolizist6l: nem-ozmotikus tipusd.

Az 1n. dialirsav-hemolizis (83, 84, 85, 86), mint klinikai laboratériumi
vizsgalati eljaras a szervezet tokoferol-ellatottsagarél tajékoztat.

A kolloid-ozmotikus hemolizisek egyik kevéssé ismert fajtajarél, az tn.
por-hemolizisrdl sajat kisérleteink igazoltak e vvt-karosodas kolloid-ozmotikus
természetét. MegfelelGen kis szemcseméretii és nagy fajlagos feliilettel biré
asvanyi porok (elsGsorban kristalyos kvare, valamint kiillonb6z8 vegyes alu-
minium-szilikatok) a mosott vvt-eket hemolizaljak (87--92). A por és a vvt-
membran feliilete kozotti kolesonhatas, az els6dleges membrankarosodas ter-
mészete egyel6re nem ismert. A por esetleges mechanikai karosité hatéasa ki-
zarhat6. A por és a vvt-membran reakciéja utan, a médositott vvt-membranon
azutan egy kolloid-ozmotikus hemolizis kévetkezik be (93). Ezt igazolja, hogy
a kvarcpor hemolitikus hatasanak eléfeltétele az, hogy az inkubalé médium
megfelelé toménységii ionokat tartalmazzon. A vvt-ek hipoténias duzzadasa
(glicerin, viz, NH,Cl hozzaadasara), a membran prelitikus megfesziilése sta-
bilizalédast jelent a kvarcpor hemolitikus hatasaval szemben. Szaharéz-
oldattal, kolin-klorid-oldattal, valamint a membranstabilizalé hatasd bencye-
lannal (HalidorR) a kvarc hemolitikus hatasa kivédhets. Kisérleteink azt lat-
szanak igazolni, hogy a kvarc altal okozott hemolizis a kolloid-ozmotikus
hemolizisek csoportjaba sorolhaté. Az idében rendkiviil gyorsan bekovetkezd
lizist megel6zi a sejtmembran hirtelen nagyfoka kationateresztése. Azt a kér-
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dést, hogy a kationszivargis a kvarc-szemcse és a vvt-membran érintkezési
helyére lokalizalédik-e csak, vagy a kvarc hatasara valamilyen téltésatrendezd-
dés kovetkeztében a sejtmembran egész feliletére kiterjed-e, tovabbi kisér-
letek hivatottak eldonteni.

Detergensek, szaponinok hemolitikus hatdsat részben nem-ozmotikus ti-
pustinak tartottik. Ezt a nézetet féleg az tamasztotta ala, hogy detergensek-
kel, szaponinokkal hemolizilt vvt-membranokon elektronmikroszképpal
jellegzetes nyilasokat lehetett megfigyelni, ahonnan mintegy kioldédott a re-
akcié soran a membran valamely alkotérésze. PETHICA és ScHULMAN (108)
szerint azonban a vvt szelektiv permeabilitisa és ozmotikus tulajdonsagai
egy olyan alkotorésztél vagy komplextdl fiiggnek, amelyet a detergensek vagy
eltavolitanak, vagy pedig a feliileti fesziiltségiiket csokkentik. Mind az ionos,
mind a nem-ionos detergensek hemolitikus hatasa azon alapszik, hogy a vvt-
membran koleszterinjével reagilnak. Ezt igazoljak azok a megfigyelések,
hogy hemolitikus hatasuk aranyos a monomolekularis koleszterin-rétegbe
valé behatolasukkal (106) és radioaktiv koleszterinnel jelzett sejtekbdl a he-
molizis alatt a radioaktivitas szabadda valik (107).

A szaponinok hemolitikus hatasanak timadaspontja ugyancsak a vvt-
membran koleszterinje (109—113). Aktivitasuk vvt-re vonatkoztatott rela-
tiv koncentraciéjuktél, a minimalis hemolitikus koncentraciétél, a pH-tél és
toxicitasuktol fiigg (113). Homolog sorok esetén a hemolitikus hatast a szapo-
ninok névekvl felszinaktivitasaval aranyosnak talaltak (114). Masok ilyen
osszefiiggést nem tudtak megerdsiteni (115). A polaros csoportok szamanak
csokkentése fokozza a szaponinok hemolitikus hatasat (118, 119). A szaponin-
hemolizist szdmos szerves vegyiilet, melynek maganak hemolitikus hatésa
nines (benzol és halogénszarmazékai, kiilonb6z8 alifas és aromas vegyiiletek),
fokozni tudja (96, 116, 117), mig méasok (szaharéz, koleszterin, lecitin, szérum-
albumin) gatoljak (117).

A hemolitikus akceleratorok irant érzékeny ionos detergensek és szapo-
ninok altal el§idézett Gn. lassd hemolizis tobb 1épésbél all: (1) a hemolizis ad-
szorbealédik a sejt felszinén; (2) bediffundal a koleszterin-lipoprotein komp-
lexbe és noveli a sejt kationpermeabilitasat és térfogatat; (3) fokozatosan
felbomlik a sejtmembran és koleszterin valik szabadda; (4) a hemoglobin ki-
aramlasa.

A kationpermeabilitas fokozasa és a membranszerkezet szétbomlasa
szellemesen kiilonvalaszthaté retinollal, ill. retinallal végzett kisérletekben. Ki-
mutattak, hogy a retinol hemolitikus hatasa két 1épésbdl all (120): (a) a retinol
penetraciéja a membranba, amely a 0 és 20 °C-on egyarant megtorténik, majd
(b) a esak 20 °C-on végbemend membrandestrukcié. Ugyanezt a kisérletet all-
transz, ill. 11-cisz retinallal megismételve, az eredményt megerdsitették, sot
megallapitottik, hogy az all-transz izomérnek nagyobb a hemolitikus hatasa,
mint a 11-cisz médosulatnak (121).
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A polién antibiotikum filipin hemolitikus hatdsa a membran koleszterin-
tartalméan at érvényesiil (122, 123) és valoszintileg ez az antibiotikus hatésa-
nak is a magyarazata (124).

Enzimek altal okozott hemolizis

A baktérium toxinok hemolitikus hatéasa altalaban egyenesen aranyos a
toxin koncentraciéjaval és forditva aranyos a vvt-ek koncentraciéjanak loga-
ritmusaval (staphylococcus alfa toxin) (125, 126, 127); CI. welchii theta toxin
(132); pneumolysin, tetanolysin, C. septicum haemolysin (128); prymnesin (129,
130). Ez lényeges kiilonbség a detergensek hemolitikus hatasinak exponencia-
lis koncentraciofiiggésével szemben. A toxin-hemolizis kinetikai vizsgalatabol
kideriilt, hogy 2 fazisbél all (133, 134). Az elsé a toxin reakciéja a vvt-membran-
nal, amely fiigg a lysin koncentraciéjatol, az inkubalas h§mérsékletétdl és id6-
tartamatél. Antitoxinnal ez a reakcié gatolhaté és a hémérséklet csokkentésé-
vel mérsékelhets. A toxin 4+ membran reakcié eredménye egy médositott
vvt-membran, amelyen at a sejt K+-t veszit és kovetkezményesen megduzzad.
A vvt kolloid-ozmotikus duzzadasa ozmotikus stabilizatorokkal meggatolhaté
és kissé mérsékelhetd a hémérséklet csokkentésével. Ezzel szemben antitoxin
a duzzadast és az azt megel6z8 kaliumion-szivargast nem befolyasolja. A sejt-
duzzadas végeredménye a hemolizis.

A Cl. welchii theta toxinjanak hemolitikus aktivitasa lecitindz enzim-
aktivitasaval fiigg ossze (132). A prymnesin ezen kiviil amfifatikus természetii;
mint proteolipid (135) felszinaktiv tulajdonsagokkal is bir (136).

A kigyémérgek hemolitikus hatasaért legalabb két komponens felelds:
a méregben talalhaté foszfolipaz A, izotonias koriilmények kozott a vvt-eket
csak akkor hemolizalja, ha az elegyhez kiilon lecitint is adnak, amibél az enzim
hatasara lizolecitin képz6dik. Ezzel szemben normalis vvt-eket hipoténias
kozegben, valamint 6rékletes sphaerocytosishan szenved8k vvt-eit izoténias
koriilmények kozott is hemolizalni képes (137—142). A kigyoméreg un. direkt
litikus faktora, egy bazikus polipeptid (143, 144) a vvt-ek kaliumion-vesztését
és kovetkezményes duzzadasat idézi el és igy a foszfolipaz A szamara szer-
kezetileg hozzaférhet6vé teszi a membran lecitinjét. Ujabb vizsgalatok szerint
(145) a direkt hemolitikus faktor hatasanak nem-ozmotikus és ozmotikus he-
molitikus aktivitdsa van, mig a foszfolipaz A, nem-ozmotikus hemolizist okoz.

Steril korilmények kozott eltartott vvt-ek autohemolizise valésziniileg
komplex folyamat, amelyben mind a lipidek részleges, ill. ,,szimmetrikus” el-
vesztése (146—148), mind a membranfehérjék megvaltozasa (149, 150), mind
a hemoglobin mdédosulasa (151) kozrejatszik az energiahaztartas zavaran
kivil.

Az immun-hemolizisek kozil az amboceptor-komplement-hemolizist
WiLBRANDT klasszikusan nem-ozmotikus hemolizisnek tekinti (1). Sokat
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tanulmanyozott, de még ma sem tisztazott a mechanizmusa a paroxysmalis
nocturnalis haemoglobinuriaban szenvedék (PNH) vvt-ei immun-hemolizisé-

nek (152—159).
A hemolizis morfolégiaja

Ha vvt-eket fokozatosan csokkend tonicitasti NaCl oldatok sorozataba
helyezziik és meghatarozzuk a 9,-os hemolizist, a vvt-ek ozmotikus fragilita-
sat mérjitk meg. A vvt-ek 9-0s hemolizise a szuszpendalé NaCl cldat tomény-
ségének fiiggvényében S gorbét ad (160). Hasonlé eredményre vezet szaponin-
nal, ill. szerves oldészerekkel (pl. butanollal) felvett fragilitasi gorbe is (161,
7). Figyelembe véve azt, hogy a hemolizis a ,,minden vagy semmi’” térvény
szerint kovetkezik be (162, 213), ez azt jelenti, hogy a vvt-ek egy populdcién
beliil azonos hemolitikus hatdsra nem egyforméan reagalnak.

Hipoténias hemolizatumhoz tomény séoldatot adva és igy visszaallitva
az eredeti izoténias korilményeket, a hemolizatum ,,lakk-festék’ -szer( szinét
ismét a vvt-szuszpenziéra jellemz6 un. ,fedG-festék™ szin valtja fel. Az oz-
motikus hemolizis reverziéjat el63z6r 1897-ben Spiro emliti (163), majd azéta
igen sokan megerdsitették és vizsgaltdk. A jelenség magyarazatat illet8en
megoszlottak a vélemények. Eleinte a hemolizis valédi megfordulasaval ma-
gyaraztak, vagyis a hemoglobin visszadiffundéalna (?), kétédne a vvt-memb-
ranba (163—168). Késébb azonban meggy6zden bebizonyitottak, hogy az
izoténias sékoncentracié helyreallitasa a hipoténidban megduzzadt vvt-ek
zsugorodasat eredményezi és a vvt-membran ismét atjarhatatlanna valik a
hemoglobin szamara (169173, 104).

A ,reverzibilis hemolizis” dGjrafelfedezése az 1950-es években, mint méd-
szer, nagy lendiiletet adott a kationakkumulacié és az egyenlStlen ioneloszlas
kutatasanak. Lehet8séget adott arra, hogy — kihasznalva a vvt-membran
nagy atjarhatésagat hipoténias kozegben — izolaltan olyan anyagokat, olyan
koncentraciéban juttasson be a vvt-ekbe, amelyek és amilyenben élettani
korilmények kozott alig fordulhatnak el8. Az izoténia helyreallitasa utan eze-
ket az anyagokat, mintegy bezarva a vvt belsejébe, tanulmanyozni lehetett
az ionakkumulaciéra kifejtett hatasait. Az igen nagyszamu irodalmi hivat-
kozas helyett ScawocH és Passow (174) ésszefoglaléjardl torténjék csak em-
lités, mint amely e teriileten a legfrissebb atfogé referatum. A hemolizis rever-
zibilitasa azonban azt a kérdést is felveti, hogy morfolégiailag mi térténik a
hemolizis el6tt, alatt és utan a vvt-tel és annak membranjaval.

Mikroszképpal vizsgalva ozmotikus és kolloid-ozmotikus hemolizis
esetén a vvt-et, a bikonkav korong alakd vvt a disc — crenated disc — crena-
ted sphere — sphere — prolytic sphere — ghost™ alakvaltozasokon at jut el

* Sajnos, nincs megfeleld magyar kifejezés.
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a hemolizatumban taldlhaté membranhoz (7). Az egyes alakviltozasok idé-
tartamai a hemolizint6l fiiggden valtoz6. Szaponinok esetén (25 ug szaponin/108
vvt) 30 percig tart, amig a vvt crenated sphere alakig eljut, utdna viszont igen
gyors a ghost kialakulasa. Ezzel szemben anionos detergensek, lecitin (500
ug/108 vvt) hatasara a vvt 1 percnél révidebb idG alatt sphere-vé alakul. A
fenti alakvaltozasok nem kotelezfen el8zik meg a hemolizist: a patkany vvt
pl. 4 °C-on mint bikonkav korong hemolizal.

Kiilén emlitést érdemelnek a madarak és alacsonyabb rendi gerincesek
magvas vorosvérsejtjei. Ezek a sejtek mind a hipoténia, mind a szaponinok
hemolitikus hatasaval szemben feltling rezisztenciat mutatnak (175-—180).
Kiilonlegesen nagy ozmotikus stabilitasa van a teve ovilis, de magvatlan
vvt-einek (181).

A hemolizis morfolégiajanak masik izgalmas kérdése, hogy mi térténik
a vvt-membrannal a hemolizis alatt/kévetkeztében. Erre a kérdésre kiilon-
bézdképpen elGkezelt (hemolizalt) vvt-ek membranjanak elektronmikroszké-
pos vizsgalata kisérelt meg feleletet adni.

Hogyan jut at a hemolizis soran a 32 A diffaziés sugari hemoglobin
molekula a sejt membranjan? Az a tény, hogy reverzibilis hemolizissel aktiv
kationakkumulaciéora képes membranokat (vvt-arnyakat) lehet nyerni, el-
veti azt a feltételezést, hogy a hipoténia hatdsara a membranon repedések
keletkeznének. Valészintibb, hogy a vvt-be aramlé viz feszitd hatasa a plaz-
ma-membranon dtmenetileg nyilasokat hoz létre, amelyek a hemoglobin at-
diffundalasa utdn azonnal rugalmasan zarulnak. Ha megfeleld koriilményekre
nem iigyelnek, gy hipoténias hemolizatumokban a vvt membranjan ilyen
nagyméretd nyilasokat nem latni elektronmikroszképpal. Hosszu ideig tarté
hipoténias allas utan (esetleg baktériumos fert6zés kovetkeztében?) tubularis
nytlvanyok figyelhet6k meg a vvt-membran kiils§ felszinén. A sejtek forma-
linos kezelésével képzddésiiket meg lehet gatolni (182). SEEMAN és mtarsai
(183) az ozmotikus hemolizis kezdete utan 12 masodperccel fixalt vvt-ek soro-
zatmetszetein elektronmikroszképpal 1 pm hosszasaga 100—1000 A széles
réseket észleltek, amelyek némelyike osszefiiggott egymassal. Szaponinnal
hemolizalt vvt-ek membranjan ilyen képz&dményeket sohasem lattak, helyette
4050 A atmérjii lyukak (pit) figyelhetdk meg a membrin extracellularis
felszinén. Hirtelen, vagy fokozatos hipoténias hemolizis alatt ferritin és kol-
loid arany juthat be a vvt-ekbe, feltéve, hogy ezek az anyagok a hemolizis
kezdete utan 15—20 masodperccel érintkeznek a vvt-membrannal. Viszont 3
perccel késé6bb mar nem atjarhaté6 a membran, noha még mindig hipoténias
kézegben van. Tehat a hemolizis kezdete utan 15— 20 masodpercig léteznie
kell atmenetileg olyan nyilasoknak, amelyeken a hemoglobin kidiffundalhat.
A hemolizis kezdete utan 10—20 masodperccel elvégzett glutaraldehides fixa-
lassal SEEMAN-nak sikeriilt elcsipni egy nyitott adllapotban levé atmeneti nyi-
last a vvt-membranon (184). Ugyanakkor azt is megallapitottak, hogy lizo-
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lecitin és mas felszinaktiv anyagok (pl. holothurin A = szaponin) hatasara
létrejovd hasonlé nyilasok nem zarédnak.

DourRMASHKIN és mtarsai (185, 182) szaponinnal kezelt vvt-membrano-
kon szabalyos hatszoges elrendez8déstli nyilasokat figyeltek meg. Véleményiik
szerint ezek a nyilasok a szaponinnal reagalt és kioldodott koleszterin helyei
lennének a plazmamembranban. BANcHAM és mtarsai (109), valamint GLAUERT
és mtarsai (110) koleszterinfilmet szaponinnal kezelve ugyanolyan elrendezd-
dést talaltak elektronmikroszképpal. Ezért gy vélik, hogy a hexagonalis el-
+ koleszterin komplex helyzetét, amely a vvt-membrianokon tovabbra is
adszorbealédva marad.

A polién antibiotikum filipin (de nem az amphotericin B) az emberi és a
patkany vvt-eken 150—200 A atmérdjii aggregatumokat és kratereket hoz
létre, amelyek alakjukban és méretilkben nagyon hasonlitanak az antitest-
komplement immun-hemolizis elektronmikroszképos képéhez (123, 185, 186,
187).

Membranstabilizalé hatasok

Rendkiviil nagyszami, legkiilonb6z6bb kémiai szerkezetii szerves ve-
gyilet bifazisos hatéast fejt ki a vvt-ekre. Mig magasabb koncentraciéban
hemoliziljak a vvt-eket, addig ugyanezek az anyagok alacsonyabb koncent-
raciéban gatoljak a hemolizist: stabilizaljdk a vvt-ek membranjat.

A membranstabilizalé és litikus hatas nemesak a vvt-ek plazmamembran-
jan érvényesiil, hanem szubcellularis membranokon is megnyilvanul. A haté-
anyag koncentraciéjatél fiigg6en gatoljak (stabilizaljak), ill. fokozzak (labili-
zaljak) in vitro enzimek (pl. savanyu foszfataz) szivargasat a lizoszomakbél
(192, 193); mitokondriumok duzzadasat (194, 195, 196), valamint katekolam-
minok kidramlasat a mellékvese vel§ (197, 232), ill. a n. splanchnicus chromaf-

fin granulaibél (198, 232).

Membranstabilizalé hatdst vizsgalé modszerek

A kiilonb6z8 anyagok membranstabilizalé hatasat, a tébbi sejthez képest
aranylag egyszeri felépitése miatt a vvt-eken lehet a legkénnyebben vizsgalni.
Mivel helyi és altalanos érzéstelenitskrél, fajdalomesillapitékrol, reumaellenes
szerekrdl, tranquillansokrél deriilt ki, hogy megfelel§ koncentraciéban gatol-
jak a vvt-ek ozmotikus hemolizisét, a farmakolégusok azt remélték, hogy a
membranstabilizalé hatas vizsgalataban egyszerd és gyors ,,screening” méd-
szert talaltak farmakolégiailag hatékony vegyiiletek keresésére. Az alkalma-
zott médszer azonban sziikségszertien megszabja az eredményt. Kiilonb6z8
médon eldidézett hemoliziseken vizsgalva a vegyiiletek gatlé hatasat, azt igen
valtozatosnak talaltak (188).
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A membranstabilizal6 hatast legaltalanosabban megfelelen pufferolt
NaCl-oldatban létrehozott hipoténias hemolizisen tanulmanyozzak (191, 201,
237) gy, hogy a stabilizator vagy a kb. 40—609%,-0s hemolizist el8idézd hi-
potoénias oldatba keriil, vagy a stabilizatorral izoténias kérilmények kozott
eldinkubalt vvt-szuszpenzié hipoténias hemolizisét idézik el (207). A vvt-
membran permeabilitasanak valtozasat turbidimetriaval, valamint a hemo-
globin kioldédasa, ill. K *-szivargas alapjan mérik. A stabilizator hatékonysa-
gat azzal a koncentraciéjukkal jellemzik, amely az adott koriilmények kozott
a hipoténias hemolizis 509%,-0s gatlasat idézi el6. Ennek pontos meghataroza-
sara MACHLEIDT és munkatarsai (241) eljarasa szolgal. MegfelelGen szerkesztett
pumpa segitségével meghatarozott sebességii, lassi hemolizisek gatlasa vizs-
galhaté (216). A membranstabilizatorok hatdsmechanizmusanak felderitése
érdekében igen jelents volt SEEMAN és mtsai (228) két vizsgalé eljarasa. Az
un. ,,ghost-formation’ médszer alacsony koncentraciéji stabilizator jelenlété-
ben ozmotikusan hemolizalt vvt-ek membranjanak térfogatat (novekedését)
méri Coulter counter segitségével. Az un. ,sealed-ghost-expansion™ eljaras
az el6bbitél abban tér el, hogy a mar hemolizalt membranokhoz adott stabili-
zator hatasara megndvekedett ghost-térfogatot méri.

A hipoténias hemolizis nemcsak hig NaCl-oldattal, hanem hipoténias
glukézzal (188), ill. izoténias glicerinnel és ureaval (237) is létrehozhaté. Sta-
bilizal6 hatas érvényesiil alacsony pH altal (pH 5,2) okozott (189),ill. mecha-
nikus hemolizissel (189, 191, 199) szemben is.

A vvt-membran kémiai médositasa kovetkeztében fellépé kolloid-ozmo-
tikushemolizis ugyancsak gatolhaté bizonyos membranstabilizalé anyagok-
kal. Figyelembe kell azonban venni, hogy pl. deoxikolattal (188), digitoninnal
(188), szaponinnal (189), Na-laurilszulfattal (189), vagy magas hémérséklettel
(189) elSidézett hemolizis, ill. butanollal kezelt vvt-ek fokozott 22Na+ fel-
vétele (245) nem feltétleniil, vagy ha igen, nem azonos mechanizmussal gatol-
hat6, mint a hipoténias hemolizis. Ugyanez all foszfolipaz C-vel, ill. lizolecitin-
nel kezelt vvt-ek labilizalt membranjara is (189).

A membranstabilizatorok farmakolégiai hatékonysaguk aranyaban csok-
kentik a Ringer-oldat feliileti fesziiltségét (231). Hasonléképpen csékkentik a
vvt-ek deformabilitasat (236), amely in vitro filtraciés (235, 236) és aramlasi
(204) tulajdonsagaik, valamint a vvt-szuszpenzié viszkozitdsanak valtozasa
(150, 236) alapjan tanulméanyozhaté. Membranstabilizalé anyagok hatasara
kissé nagyobb lesz a centrifugalt vvt-ek kozé zart un. trapped médium mennyi-
sége (202). A vvt siillyedési sebességét csokkentd hatasa (202) ugyancsak alkal-
mas a membranstabilizatorok vizsgalatara. A membranstabilizalé hatas eset-
leges in vivo megnyilvanulasara utal a klérpromazinnak az intravascularis
vvt-pusztulas ellen megfigyelt véds hatasa (206).
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A membranstabilizalé hatdst befolydsols tényezok

A membranstabilizal6 hatas kilénb6z6 faji vvt-eken kimutathaté
(ember : 191, 200, 202, 203; marha : 190, 203; nydl : 214; kutya : 189, 201;
diszné : 204; patkany : 188). A hemolizis elleni gatlé hatas mértéke a koleson-
hatas id6tartamatél (191, 203), a vvt-ek (191) és a hatéanyag koncentracié-
jatol fiigg. Utobbi azonban olykor csak névleges, mert a vvt-m embranban 3000-
szer nagyobb lehet a valésagos stabilizitorkoncentracié, mint a médiumban
(191). A stabilizalé hatas mind gyors, mind fokozatosan létrehozott, tn. lassi
hemolizis esetén megnyilvanul (215, 216) és reverzibilis folyamat (191).

A stabilizalé anyag kémiai természetétdl fiiggden az in vitro kézeg pH-ja
befolyasolhatja a hatds nagysagat (200, 212, 233). Valészind azonban, hogy e
tekintethben dént6 szerepe van a membran két oldala kozott esetleg fennallo
pH-kiilonbségnek. A klérpromazinrél pl. megallapitottak, hogy mind toltés-
sel bir6, mind neutralis alakja egyforman membranexpanziét okoz (230).

A hémérséklet ellentétes hatast fejt ki (212, 233) ghostokon ,ill. ép vvt-cken
vizsgéalt membranstabilizal6 hatasra. El6bbiekben a hdmérséklet emelése —
feltehet8en a megoszlasi hanyados megvaltozasa kovetkeztében — fokozza az
anaestheticumok altal okozott membranexpanziot (229). Ezzel szemben ép
sejteken a magasabb hdmérséklet csokkenti a hipoténias hemolizis clleni védd
hatasukat.

A szérum, legalabb is részben a fehérjék adszorpciés tulajdonsaga kovet-
keztében, csokkentve a szabad hatéanyag koncentraciéjat, gatolja a membran-
stabilizalé hatasokat (214, 233).

A vegyiiletek kémiai szerkezete és antihemolitikus hatasa kozott szamos
kutatécesoport mutatott ki dsszefiiggést: triciklusos tranquillansok (201), nem-
szteroid gyulladasgatlék (212), alkohol anaestheticumok (238, 239), enantio-
mer parok 6sszehasonlitisa (243). RorH és SEEMAN (207) vizsgalataibél arra
a kovetkeztetésre jut, hogy minden lipid-oldékony érzéstelenité membran-
stabilizalé hatasd. Erdekes osszefiiggés mutathaté ki a kémiai szerkezet, az
oktanol/viz, ill. membran/puffer kozotti megoszlas és az antihemolitikus hatas
kézott (244). Fenolok 509,-0s hemolizisgatlé koncentraciéi és oktanol/viz meg.
oszlasi hanyadosai kozétt szintén linearis korrelaciét allapitottak meg (241),

A membranstabilizialas mechanizmusa

Ez a kérdés ma még nincs teljesen tisztazva. Vannak szabatosan meg-
figyelt kisérleti jelenségek (I), amelyek mind kovetkezményei/okai lehetnek
egy kozos membranvaltozasnak (II). A tovabbi kérdés az, hogy milyen kémiai
reakciok (III) okozzdk a membrannak ezt a mddosulasat. Vegyiik sorra a
kisérleti adatokat és lehetséges magyarazataikat:

(I) A membranstabilizal6 anyagok (mind a pozitiv, mind a negativ
toltéssel birs, mind pedig a semleges anaestheticumok)
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a) fokozzak a vvt-ek hidraulikus viz-permeabilitasat (234);

b) Ca?+ jelenlétében gatoljak, Ca®* hianyaban fokozzik a sejtbe ira-
nyulé Na+*-aramlast (211);

c) csokkentik a vvt-ek ozmotikus fragilitasat (215);

d) novelik a kritikus hemolitikus térfogatot (215).

e) Altalanos érzéstelenit8k farmakologiailag hatékony koncentraciéban
membranexpanziét okoznak egyideji K +-szivargas nélkiil.

f) Ca?+-diszlokaciét okoznak (205, 222). A klérpromazin pl. kompetitive
kiszoritja a membranhoz kotstt Ca’t-ot. Egy Ca?t eltavolitasaért
2 mol klérpromazin felelds.

Mi lehet a Ca®*-diszlokacié kovetkezménye a membran tulajdonsagai szem-
pontjabol? Ha a Ca?* helyét a membranstabilizator foglalja el, befolyasolja a
kiilonb6z6 ionok (beleértve a Ca’*-ét is) aktiv és passziv transzportjat (223,
224, 225). Gatlédhat a Ca®+-ATPaz, amely kontraktilis szerepet tolt be a sejt-
membranban (227). Megvaltozik a membran viszkozitasa (226). A membran
lipofil helyein atrendezddés kovetkezhet be (201), a membran fluidizalédik
(208, 209, 210).

(IT) A leglényegesebb kovetkezmény azonban az, hogy a membran
felillete kitagul. Valésziniileg ez az a k6z6s membranvaltozas, amely az 8sszes
megfigyelt jelenség magyarazataul szolgalhat. A membranstabilizalédas ese-
tén ez a tagulas a felilletnek kb. 3,59,-at teszi ki (191, 200). Az ozmotikus he-
molizis kb. 79,-0s feliletnévekedéskor kovetkezik be. Ujabban kimutattak,
hogy illékony altalanos érzésteleniték (halothan, kloroform, éter) gatoljak a
vvt-ek ozmotikus lizisét. Az emberi anaesthesiahoz sziikséges minimalis alveo-
laris koncentracié in vitro 89,-os hemolizisgatlast okoz. Ez a hatas a vvt-felii-
let 0,49,-0s expanzigjanak felel meg, mig a helyi érzéstelenitéshez 29, -os felii-
letnagyobbodas kell (240).

A vvt feliiletének megnagyobbodasaval nd a felillet/térfogat aranya, ami
kisebb mértéki ozmotikus fragilitast jelent (217, 218, 219, 101).

A membranstabilizatorok hatasara bekovetkez§ membranexpanziot
nemcsak a Ca?* eltavolitdsa okozhatja, amely a membrannak mintegy ,,kon-
denzalt”, tomor allapotat biztositja. Tény, hogy a stabilizator koncentraciéja
sokszorosan nagyobb a membranban, mint a szuszpendal6 médiumban. A sta-
bilizator molekulak mintegy beleoldédnak, beletemetkeznek a membran allo-
manyaba, ami 6nmaga a tagulas !/,-at teheti ki (215). Figyelembe kell venni
a membrantigulas értelmezésénél SCHNEIDER ,,adszorpci6é — extenzié” hipo-
tézisét is (220). A membran expanziéjaban valésziniileg szerepet jatszik az is,
hogy a membranstabilizal6 anyagok a fehérjék konformacigjat vagy kozvet-
leniil, vagy hidrataciéjuk befolyasolasaval megvaltoztatjak (221).

(IIT) Végiil valaszra var az a kérdés, hogy milyen kémiai reakcié felelds
a fentiekben részletezett membranvaltozasokért.
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MizusHIMA és mtsai (189) a membranstabilizalé6 anyagok (nem-szteroid
gyulladasgatlok) és a membran fehérjéi kozotti reakcié mellett térnek land-
zsat. Nézetiilket azzal tamasztjak ala, hogy a membranfehérjéket méodosito
agensekkel, valamint fehérje denaturalédassal jaré behatasokkal a membran-
stabilizalé hatasokat fel tudjak fiiggeszteni. FEINSTEIN és mtsai (190) 8-anilino-
1-naftol-szulfonat fluoreszcenciaviéltozasat vizsgalva a vvt-membranon arra
a kovetkeztetésre jutnak, hogy a fehérjék hidroféb régiéihoz kiét6dd mole-
kuldk jelentéktelen szerepet jatszhatnak a fluoreszcenciavaltozasban. Véle-
ményiik szerint a membranstabilizalo kélcsonhatasban a savanyu foszfolipi-
dek a legjelent8sebbek. Ugyancsak a lipidek fontossagat huzzak ala azok a
vizsgalatok (238), amelyekben meghataroztak az alkohol anaestheticumokat
megkotd helyek szamat a vvt-membranon és 65,5 mmol/kg membran-szaraz-
anyagnak talaltak. Ez az érték jol egyezik a klérpromazin kotShelyeinek sza-
maval (80 mmol/kg). Kérdés, hogy a vvt-membran mely regiéjaban keresen-
dék a kotdhelyek. Szamitasba johet:

a) alipid molekulak nem-polaros része,

b) alipidek és fehérjék nem-polaros kozti felszine és

c¢) a fehérje molekulak nem-polaros része.

Az alkoholok adszorpciéjanak szabad energia valtozasa —0,7 kcal/mol
-CH,, amely érték jol egyezik az oldott fazisbdl a teljes apolaros fazisba tor-
ténd adszorpcié szabad energia valtozasaval (cf. 239). Miutan a fehérjék nem-
polaros részéhez torténé kotédés szabad energia valtozasa —100 és —560
cal/mol -CH,, fehérje konformacié valtozas esetén pedig —650 és 1100 cal/mol
-CH,, a legvalésziniibb, hogy a lipid molekulak nem-polaros régiéi ésfilletve
a lipidek és fehérjék nem-polaros kozti felszine a kotGhely.
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