VOROSVERSEJT GHOSTOK PREPARALASA
ES SAJATSAGAI

SzAsz ITLma

Orszagos Haematolégiai és Vértranszfiziés Intézet, Budapest

A membrankutatasban két tipusd vérésvérsejt ghost* készitményt al-
kalmaznak: 1. a biokémiai vizsgalatokra alkalmas, hemoglobin mentesitett un.
fehér ghostokat és 2. a transzportvizsgalatokra is alkalmas, hemoglobintar-
talmd, tn. ,,visszazart’ ghostokat.

1. Fehér ghostok

A fehér ghostok elGallitasa céljabol a vorosvérsejteket hipotonids vagy
izoténids hemolizisnek vetik ala. Elterjedtebb a hipoténias hemolizissel torténd
ghostpreparalas. Ennek ismét két valtozata van. Kezdetben a fokozatos hemo-
lizis modszerét kovették (lasd ScmwocH és Passow referatuma, 1973)
fokozatosan csokkend ionereji (70, 60, 30, 0 mosM) foszfat, trisz, EDTA
kiozegekben. DopGE és mtsai (1963) bebizonyitottdk, hogy az egylépéses
hemolizissel wugyanolyan j6 eredményeket lehet elérni. DobpcE és mtsai
hipoténias foszfat puffert (20 mosM, pH 7,4) alkalmaztak hemolizal6 és mosé-
folyadékként. Ezen kiviil legjobban elterjedtek a NaCl-trisz-EDTA (PARKER,
Horrman 1964), a trisz-EDTA (MARcHESI, STEERS 1968), a trisz-HCl (HANA-
HAN, ExaoLm 1972, HANAHAN és mtsai 1973) és a NaHCO, (BRAMLEY és mtsai
1971) tartalmi kozegek.

Példaként ismertetjiik a klasszikus Dodge-féle eljarast:

1. Savanyu citrat-dextrézos (ACD) konzervvérrgl centrifugalas utan a
plazmat és a fehérvérsejt lepedéket eltavolitjak és a sejteket harom-
szor mossak pH 7,4-es izoténias (310 mosM) foszfat pufferrel. 509, -0s
sejtszuszpenziot készitenek ebben a pufferben.

2. Az 509,-0s sejtszuszpenziét 1 : 10 aranyban tovabb higitjak izotonias
foszfat pufferrel és 30 percig allni hagyjak.

3. 4000 g-n 20 percig centrifugaljak és a feliiliszot eldobjak.

* A vorosvérsejt-membréant a nemzetkiozi szakirodalomban STEwARrT (1899) 6ta ,.ghost”-
nak nevezik.
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4. Az iiledéket 15-szords térfogati 20 mosM pH 7.4-es foszfat pufferben
hemolizaljak.

5. 30 perces allas utan 20 000 g-vel 40 percig centrifugaljak, majd 3—4-
szer mossak a ghostokat ugyanazzal a 20 mosM-os pufferrel.
Minden miiveletet 0—4 °C kozott végeznek.

Sajat magunk igen j6 tapasztalatokkal rendelkeziink PARKER és HorFMAN
fehér ghostjaival. Ez az eljards a hemolizishez higabb oldatot hasznal, mint a
mosasokhoz, mert figyelembeveszi a sejthels§ ozmolaritasat is. A fentiektdl az
eljaras abban kiilonbézik, hogy a mosott vorésvérsejteket 10-szeres térfogatd
0,1 M EDTA-val hemolizaljak, majd a ghostokat 4—5-szér mossak 16 mM
NaCl, 2 mM trisz-HCI (pH 7,4) és 0,1 mM EDTA tartalmi moséfolyadékkal.
Az ozmolaritids magasabb, mint a DoDGE eljarasnal, de a kis koncentraciéban
alkalmazott EDTA elGsegiti a hemoglobin gyors levalasat.

A hemoglobin mentesre mosott ghostokat fagyasztas-felolvasztassal,

vagy enyhe ultrahang kezeléssel is szoktak ,,aktivalni”’. El6bbire legelfogadot-
tabb GARRAHAN és GLYNN (1967) eljarasa, a szénsavhé-aceton keverékben tor-
ténd haromszori (3—5 perces) lefagyasztas és 37 °C-os vizfiirdGben torténd
felolvasztas.

Az izotonidas hemolizis midszerét HANAHAN és ExnoLM dolgoztak ki 1972-
ben. Izoténias, 0,172 M triszben vagy 0,3 M glukézban 2—3 é6ran at 37—44
°C-on inkubalva a vérdsvérsejteket, azok hemolizalnak és izotémnias trisz-
pufferrel (ill. glukézzal) 2-szer mosva a ghostok fels§ frakeiéja hemoglobin-
mentes lesz. Az izoténias trisz-pufferrel preparalt ghostok fagyasztas-felolvasz-
tas nélkiil is ATPaz aktivitast mutatnak. Az izoténids glukézzal preparalt
ghostok enzimaktivitasa nem volt megfeleld.

Kiilonb6z6 preparalési eljarasokkal nem azonos sajatsagi (Osszetételd,
alakd, permeabilitasd, enzimaktivitasd, stb.) fehér ghostokat lehet nyerni.
Ezért a koriilmények hatasara roviden ki kell térniink. Ezek koziil a legjelentd-
sebb az ionerd, pH és az alkali foldfémek hatasa.

Ioneré és pH hatds

pH 7,6-0s pufferekben a hemoglobin legteljesebb eltavolitasa 10 mosM
koriili értékeknél torténik. 1. abrank a bikarbonat kézeghen észlelt eredménye-
ket mutatja be. A hemoglobinnal parhuzamos a nem-hemoglobin fehérjék
(pl. p-nitrofenilfoszfataz) levalasa is. 30—80 mosM kozétt a ghostok intaktak
maradnak (alakjuk faziskontraszt mikroszképpal ill. elektronmikroszképpal
bikonkav korong), de kiilonh$z6 mértékl hemoglobint tartanak vissza. 20
mosM alatt a ghostokon fragmentécié és sztromalizis jelenségei lépnek fel.
10 mosM alatt mar kevés intakt ghost marad. A hemoglobin levaldsa (és vele a
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1. dbra. Hemoglobin és nem-hemoglobin fehérje retenciéja virisvérsejt ghostban a hemolizalé
puffer ozmolaritasa fiiggvényében (BRAMLEY és mtsai 1971. utdn)

membréan-anyagveszteség) fokozédott, ha a pH-t 8-ra emelték, de erdsen csok-
kent, — az ATPAaz feltarasanak csokkenésével egyiitt, — ha 7.4 ala vitték
(BRAMLEY és mtsai 1971, Ducnaon, CoLLIER 1971).

Alkali foldfémek hatdsa

Alacsony ionerfsségen nyomnyi alkali foldfém megévja a ghostokat a
spontan fragmentéaciétél. Mind Ca?", mind Mg?* jelenlétében a reziduilis
hemoglobin tartalom (és a nem-hemoglobin fehérjeretencié) magasabb, mintha
e kationok nincsenek jelen, vagy EDTA-val le vannak kétve (BRAMLEY és
mtsai 1971, Ducron, CoLLIER 1971).

Membran-alkotéelem veszteség

Mint a fentiekbdl kittinik, elsésorban alacsony ionerdn, kétértéki katio-
nok hidnyaban és magasabb pH-n anyagveszteséggel kell szamolnunk. He-
moglobinon kiviil elsésorban a spektrin szolubilizalédasa kévetkezik be.
A fragmentaciéval egyiitt acetilkolinészteraz, p-nitrofenilfoszfatiz veszteség-
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r6l szamoltak be. ﬁjabban, elsGsorban a nem-savanyu lipidek veszteségét
mutattak ki hipoténias foszfat-pufferes preparalaskor, de féként 1 mM-nal
magasabb EDTA koncentraciék mellett. Ez a veszteség 0,59, albuminnak
vagy Ca?'-nak a preparalé kozeghez adasaval csékkenthetd (TurNeEr 1974).
Az djabb eredmények alapjan feltételezik, hogy az eredetileg megallapitott
1,04 lipid : fehérje ardny a vordsvérsejtmembranban kézelebb all az 1,4-hez.
Tulajdonképpen égetGen sziikséges lenne a kisérletekhez felhasznalt membra-
nok standardizalasa, vagy legalabbis alapos jellemzése (fehérje-, lipid-, Ca®",
esetleg szidlsav-tartalom, acetilkolinészeraz-, ATPaz-aktivitas megadasa,
elektronmikroszképos kép).

A fehér ghostok permeabilitisa

Az ozmolaritast 80-t6]l 30 mosM-ig csékkentve az impermeabilis moleku-
lak: ATP, szaharéz eloszlasi aranya a ghost:medium kézott fokozatosan nd,
30 mosM-nal a hemoglobin, ATP, szaharoz eloszlasa gyakorlatilag egyenletes.
Ugyanekkor a ghostok belsd fehérjéi tripszin, kimotripszin szamara hozzafér-
hetkké, emészthetdkké valnak, illetve a sejt szaméara impermeabilis amino-
reaktiv reagensekkel jelslddnek (BrRETScHER 1971).

A fehér ghostok enzimaktivitdsa

A ghostoknak vannak sajdat és kiilonb6z8 ergsséggel a membranhoz kotore
enzimei. pH 7,6-nal a lazan kotott enzimek csak 60—80 mosM koriil marad,
nak a membranhoz kétve, kisebb ionerdsségnél levalnak (ilyenek pl. a tej-
savdehidrogenaz, triézfoszfatizomeraz, glutationreduktaz). A hemoglobinhoz
hasonléan az enzimveszteség élesen csokken pH 7.4 alatt. A glicerinaldehid-
-3-foszfat dehidrogenaz, aldolaz, piruvatkinaz, foszfogliceratkinaz levalasat
a pH valtoztatasa csak kis mértékben befolyasolja, és fragmentaciot elgidé-
z§ alacsony ioner8sségnél membranhoz kétve maradnak (DucroN, COLLIER
1971).

A membran sajat enzimei is aktivitasvaltozason eshetnek at a preparalas
soran. 20 mosM és e folotti ozmolaritasnal altalaban acetilkolinészteraz levalas-
sal nem kell szimolni. Az ATP permeabilitasanak valtozasa révén az ozmolari-
tas csokkenésekor az ATPazok hozzaférhet6vé valnak. A kiilonb6z8 ATPazok
érzékenysége azonban kiilonb6z6. Csokkend ozmolaritasra a K —Na™-szenzi-
tiv- és inszenzitiv ATPaz aktivitasa nd, a CaATPazé altalidban csokken.
A CaATPaz aktivitas enyhe ultrahang kezelésre is tonkremegy.
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Tarolhatésdag

A membranok tarolhatésaga — az elsGsorban fehérvérsejt-eredetd pro-
teinazok Ca?T-aktivialhatésdga miatt — EDTA jelenlétében jobb. Az EDTA
(0,1 mM nagysagrendben) a membranok aggregaciéjat is gatolja. PaiLippor és
AvutHIER (1973) adatai szerint az EDTA jelenlétében —20 °C-on tarolt fehér
membran K+ —Na'-transzport-ATPaz aktivitasa 2 hét miltan is a kiindulasi
érték 90—959%;-a, 4 hét utan 609%,. 44 °C-on azonban néhany nap alatt jelentds
aktivitas csdkkenés kovetkezik be. A. CaATPaz sokkal labilisabb, mint a K+—
Na®-ATPaz. Ezzel kapcsolatban emlitjiik meg WorLr (1972) 6sszehasonlits
preparativ vizsgalatait, miszerint a szokasos eljarasokkal preparalt fehér ghost
specifikus CaATPaz aktivitasa sokkal alacsonyabb, mint a szubsztrat (0,2
mM MgATP) és Ca®>" (0,025 mM CaCl,) jelenlétében tobblépéses hemolizissel
preparalt, de egyébként alacsony kitermeléstd készitményé. A fent vazolt
altalanos preparalasi séma nyilvin nem minden vizsgalat szamara optimalis.

Vezikulum preparaldsok

A fehér ghostokbél a tovabbiakban még vezikulum készitmények is els-
allithaték. Vérssvérsejtmembran vezikulumok két folyamat: az endocitézis
és exocitézis eredményeképpen jonnek létre. Vorosvérsejt ghostok endocité-
zisat szamos laboratériumban észlelték (PEnnisToN, GREenN 1968, BrnN-
BassAT és mtsai 1972). Izoténias koriilmények kozott ATP-t és Mg2 " -ot igényel
(PENNISTON 1972), alacsony ionerénél azonban spontan bekévetkezik. Ezt a
sajatsagot haszniltak fel Steck és mtsai (1970) a vezikulum preparalasra.
5 mM pH 8-as foszfat-pufferrel hemolizaltik és mostak 2-szer a vérosvérsejte-
ket. A ghostokat 40-szeres térfogatd 0,5 mM pH 8-as foszfat-pufferben 30
percig 0 °C-on allni hagytak. Ez idé alatt endocitézis jott létre. A keletkezett
»kiforditott” (,,inside-out”) vezikulumokat a ghostokat homogenizalva, vagy
kis atmérgjil tiin keresztiilnyomva szabaditottik fel. 0,1 mM Mg2" hozzdadasa
a spontan vezikuldciét megsziinteti. Az igy ,,stabilizalt” ghostok homogeniza-
lasakor exocitézis, fragmentacié és normalis orientéciéji (,,right-side-out’)
vezikulumok képzddése idézhets elG. A, right-side-out” vezikulumok perme-
abilisak maradnak, nem ,,zarédnak vissza” (kivéve, ha a Mg2*-ot csak kozvet-
leniil a ghostok homogenizalasa el6tt adjak a rendszerhez). Az ,,inside-out”
vezikulumok visszazarédnak, s ennek alapjan Dextran T 110-es stirtiség gra-
diens centrifugalassal elvalaszthat6k a permeabilis ghostoktél. Utébbiak
ugyanis az alsé zonaba keriilnek, mig az ,.inside-out” vezikulumok, sajat
fajsilyuknak megfelelden a felsG (1,01 koriili) z6ndban maradnak. A ,,right-
-side-out” vezikulumok felszinén lev§ szialsav negativ toltése révén a két-
féle vezikulum elektroforetikusan is elvalaszthaté. ,,Inside-out” vezikulu-
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mokon ATP-dependens Ca?*-felvételt vizsgaltak (WEINER, LeEe 1972),
,-right-side-out” vezikulumokon lokalizaltak a oubain-két6dés helyét (PEr-
RONE, BLosTEIN 1973).

2. Visszazart ghostok

A hipoténias hemolizis reverzibilitasa régen megfigyelt tény. Azonban
csak 1952-ben bizonyitottak SzEKELY és mtsai, valamint TEORELL, hogy a
,,visszazarédott” vordsvérsejt ghostok alkali kationokra nézve is gyakorlati-
lag impermeabilisak lesznek. Az ozmotikus hemolizist kévetden (hipoténias
kozegbhen is) a ghostok spontan ,,durva visszazarédasi” (,,rough sealing™)
folyamaton mennek keresztiil, melynek soran a nagy molekulakkal (pl. ferritin:
120 A, kolloidalis arany: 150 A) szemben ,,bezarédnak’, majd egy hosszabban
elhiz6dé (37 °C-on mintegy 1 6ras) ,,szoros visszazarédasi” (,,tight sealing™)
folyamaton, melynek soran kationokkal szemben is ,,bezarédnak™. A nagyobb
molekulakkal szemben a ghostok atmeneti permeabilitas novekedését elGszor
StrAUB (1953) és GArpOs (1954) hasznalta fel arra, hogy glikolitikus inter-
medier vegyiileteket és ATP-t juttasson a ghost belsejébe (0 °C-on, 1 : 2 sejt:
hemolizal6 medium arany mellett). HorFmaN (1962), GARRAHAN és GLYNN
(1967), LEPKE és Passow (1968) tokéletesebb hemolizis és homogénebb ghost
populacié nyerése céljabol valtoztattak a kisérleti koriilményeket (sejt : medi-
um aranyt 1 : 6—1 : 10-re névelték, sth.) HoFFMAN azt a kivetkeztetést vonta
le, hogy ha teljes hemolizist idéziink el5, egyes ghostok alkali ionokra nézve
mindenképpen permeabilisak, ,,leaky”-k maradnak, akkor is, ha az izoténiat
helyreallitjdk s ezt kovetden 37 °C-on huzamosan inkubiljik azokat. A ghos-
tok e heterogenitdasanak részletes vizsgalata azutan BopEmMANN és Passow
(1972) érdeme volt. A ghostokat harom csoportra osztottak (2. abra). A Ghost
I frakcié a hemolizis utan nem valt alkali kationok szamara permeabilissa,
a Ghost IT frakcié a hemolizis utan permeabilissa valt, de a késGbbiekben
eredeti impermeabilitasat visszanyerte, szemben a Ghost III frakcioval, amely
a tovabbiakban is permeabilis, ,,leaky’ maradt. Nyilvanvalé, hogy transzport
kisérletekhez csak a Ghost II frakcié alkalmas. Megallapitottak a Ghost II

. Hermollzis Jhe  Vissza- Ghost
Hemolizis MemOt Revertalas 2drodas  fipus

2 4 e L .

e L G R g .

2. é@bra. Ghost tipusok. Pontozott vonal: alkili ionokra és fehérjékre atjarhaté, szaggatott
vonalak: alkdli ionokra atjarhaté, fehérjékre nem, kihiizott vonalak: fehérjékre nem éatjarhato,
alk4li ionokra alig atjarhaté (ScawocH és Passow 1973. utdn)
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frakeié képz6désére optimalis korilményeket. 0 °C-on végezve a hemolizist
a Ghost I képzddés mértéke elhanyagolhaté; a Ghost III frakeié aranya pedig

akkor kicsi, ha a hemoli
mosM ala. Igen fontos

zis folyaman az ozmolaritast nem csokkentjik 30—40
a ghostok visszazarhatésaga szempontjabél, hogy a

hemolizis pillanataban a pH 6 kériili érték legyen (3. dbra), valamint az, hogy
alkali foldfémek (0,01 — 0,1 mM Ca?", vagy 1-—-10 mM Mg?") legyenek
jelen a kozegben (4. abra). Komplexképzdk jelenléte a visszazarédast meg-
gatolja. Mindezen szempontok betartasakor is vegyesen keletkeznek II és III
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tipusi ghostok, ezek azonban egy szaharéz-parnan keresztiil térténd centri-

fugalassal szétvalaszthaték. Az impermeabilis IT ghostok a 439%,-0s szaharéz-

parna felszinén maradnak. A vegyes ghost-populdcié és az elvalasztott II

ghostok Rb™ permeabilitasat az 5. abra mutatja be. Lathaté, hogy az ily-

moédon nyert homogén Il ghost populacié transzport kisérletekhez kivaléan

alkalmas. BoDEMANN és Passow (1972), valamint LEpkE és Passow (1972)

munkai alapjan transzport kisérletekhez a kiovetkez6 ghost preparalasi eljaras

ajanlhatoé:
1. Emberi vorgsvérsejteket mossunk 166 mM nem pufferolt kolinklorid-
ban és készitsiink belglitk 509,-0s szuszpenziét.

. Készitsiink 1,2 mM ecetsav (pH 3,2) és 4,0 mM MgSO,, vagy 0,01
mM CaCl, tartalmd hemolizal6 oldatot.

. A sejtszuszpenziét és a hemolizalé oldatot hiitsiik 0 °C-ra.

. 1 tf sejtszuszpenziohoz adjunk 10 tf hemolizalé oldatot.

. Az elegyet 5 percig 0 °C-on allni hagyjuk.

. 1 N trisz-szel a pH-t 7,2-re allitjuk. A ghostokba bevinni kivant sék,
vagy nagymolekulaji anyagok koncentralt oldatat adjuk a hemoliza-
tumhoz olyan mennyiségben, hogy az izoténia helyreédlljon (a sza-
mitasok alapjat fagyaspontcsokkenés, vagy ozmométeres mérések
képezik).

. Az elegyet 37 °C-on 45—60 percig allni hagyjuk.

8. Elkészitjiik a ,,szaharéz-parnat”: 439,-o0s szaharézban 25 mM trisz-
HCI (pH 7.4)-t és 50 mM NaCl-ot oldunk.
9. 30 ml szaharéz-parnara 4,0 ml hemolizatumot pipettazunk.

10. 3400 g-vel 90 percig centrifugalunk (szogfej is megfeleld).

11. A feliilisz6 Ghost II szuszpenziét szaharéz-mentesen leszivjuk és a

kisérlet kivanalmainak megfelelGen tovabb mossuk.

[\V]

AN VLW

-

A fentieket még azzal egészithetnénk ki, hogy STAROS és mtsai (1974)
vizsgalatai alapjan a hemolizalé térfogatot nem helyes a sejttérfogat hatszoro-
sanal nagyobbra venni. mert dgy a ghostokban felszinre keriilnek az ép sejtek-
ben nem hozzaférheté membran fehérje frakciok. Erdemes még megemliteni
PARKER (1975) médositasat, ami azon alapszik, hogy 0 °C-on az izoténia helyre-
allitasa utan a ghostok nem zarédnak azonnal. Ezért a preparalas ezen szaka-
szaban egy gyors, hideg centrifugalast iktat be és a feliiliszét eltavolitja abban
az esetben, ha draga anyagokat (pl. cAMP) akar a ghostokba juttatni. A be-
vinni kivant anyag megfelel koncentraciéjat ui. ebben az esetben nem a teljes
hemolizatum térfogatara kell beallitani, hanem csak a kistérfogati ghost-
szuszpenziééra. A 37 °C-on toérténd visszazarédas el6tt hozzaadott anyag még
j6 hatasfokkal permealt a ghostokba.

A ghostok térfogatara nézve torténtek vizsgélatok, de valtozo koriil-
mények kozott és igy valtozé eredményekkel (PoNDER és BarrETO 1957,
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PALEK és mtsai 1971). A transzport kisérletekhez hasznalt ghostok térfogata
altalaban a kiindulé sejteknél kisebb. A ghostok alakja nagymértékben fiigg a
ghost belsejébe vitt anyagoktdl: altalaban tébbé-kevésbé bikonkav, részben
szabélytalan lapos korongok, MgATP bevitelekor szabalyos bikonkdv koron-
gok, Ca>" bevitelekor echinocytak, Ca-MgATP bevitelekor microspherocytik
képzédnek (SzAsz és mtsai 1968, SzAsz 1970, PALEK és mtsai 1974).
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