
V Ö R Ö S V É R S E J T G H O S T O K P R E P A R Á L Á S A 
É S S A J Á T S Á G A I 

SZÁSZ ILMA 

Országos H a e m a t o l ó g i a i és V é r t r a n s z f ú z i ó s I n t é z e t , Budapes t 

A m e m b r á n k u t a t á s b a n két t í p u s ú vörösvérse j t ghost* k é s z í t m é n y t al-
k a l m a z n a k : 1. a b iokémia i v izsgá la tokra alkalmas, hemoglobin m e n t e s í t e t t ún . 
fehér ghos toka t és 2. a t ranszpor tv izsgá la tokra is a lkalmas, hemoglob in ta r -
t a lmú , ú n . „ v i s s z a z á r t " ghos toka t . 

1. F e h é r ghostok 

A fehér ghostok előállí tása cé l j ábó l a vörösvérse j teke t hipotóniás vagy 
izotóniás hemolízisnek v e t i k alá. E l t e r j e d t e b b a h ipo tón i á s hemolízissel tö r t énő 
ghos tprcpará lás . E n n e k ismét két v á l t o z a t a van . K e z d e t b e n a fokozatos hemo-
lízis módszeré t k ö v e t t é k (lásd S C H W O C H és P A S S O W r e f e r á t u m a , 1973) 
fokoza tosan csökkenő ionerejű (70, 60, 30, 0 mosM) foszfát, t r i sz , EDTA 
közegekben . D O D G E és mtsai ( 1 9 6 3 ) b eb i zony í to t t ák , hogy az egylépéses 
hemolízissel u g y a n o l y a n jó e redményeke t lehet elérni . D O D G E és mtsai 
h ipo tón iás foszfát p u f f e r t (20 mosM, p H 7,4) a l k a l m a z t a k hemolizáló és mosó-
f o l y a d é k k é n t . Ezen k í v ü l legjobban e l te r jed tek a NaCl - t r i s z -EDTA (PARKER, 
H O F F M A N 1 9 6 4 ) , a t r i s z - E D T A ( M A R C H E S I , S T E E R S 1 9 6 8 ) , a t r i sz -HCl ( H A N A -

H A N , E K H O L M 1 9 7 2 , H A N A H A N és m t s a i 1 9 7 3 ) és a N a H C 0 3 ( B R A M L E Y és mtsa i 
1971) t a r t a l m ú közegek . 

Pé ldakén t i s m e r t e t j ü k a k lassz ikus Dodge-féle e l j á rás t : 

1. Savanyú c i t r á t -dex t rózos (ACD) konzervvér rő l cen t r i fugá lás u tán a 
p l azmát és a fehérvérse j t lepedéket e l t á v o l í t j á k és a s e j t e k e t három-
szor mossák p H 7,4-es izo tóniás (310 mosM) foszfát pu f fe r r e l . 50%-os 
se j t szuszpenz ió t készítenek ebben a p u f f e r b e n . 

2. Az 50%-os se j t szuszpenzió t 1 : 10 a r á n y b a n tovább h í g í t j á k izotóniás 
foszfát p u f f e r r e l és 30 percig állni h a g y j á k . 

3. 4000 g-n 20 pe rc ig cen t r i fugá l j ák és a f e lü lúszó t eldobják. 

* A v ö r ö s v é r s e j t - m e m b r á n t A n e m z e t k ö z i s z a k i r o d a l o m b a n STEWART (1899) ó t a „ g h o s t " -
n a k n e v e z i k . 
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4. Az üledéket 15-szörös t é r f o g a t ú 20 mosM p H 7,4-es f o s z f á t puf fe rben 
hemol izá l j ák . 

5. 30 perces állás u t á n 20 000 g-vel 40 pe rc ig cen t r i fugá l j ák , m a j d 3—4-
szer mossák a ghos toka t ugyanazza l a 20 mosM-os p u f f e r r e l . 
Minden m ű v e l e t e t 0 —4 °C k ö z ö t t végeznek . 

S a j á t m a g u n k igen jó t a p a s z t a l a t o k k a l r ende lkezünk P A R K E R és H O F F M A N 

feliér ghos t j a iva l . Ez az el járás a hemolízishez h í g a b b oldatot ha szná l , mint a 
mosásokhoz , mer t f igyelembeveszi a sej tbelső ozmola r i t á sá t is. A fent iektol az 
e l járás a b b a n különbözik , hogy a m o s o t t vörösvérse j teke t 10-szeres t é r foga tú 
0,1 M E D T A - v a l hemol izá l ják , m a j d a g l ios tokat 4—5-ször m o s s á k 16 mM 
NaCl, 2 mM tr isz-HCl ( p H 7,4) és 0 ,1 mM E D T A t a r t a l m ú mosófo lyadékka l . 
Az ozmolar i t ás m a g a s a b b , mint a D O D G E e l j á rásná l , de a kis k o n c e n t r á c i ó b a n 
a lka lmazo t t E D T A elősegíti a hemoglob in gyors l evá lásá t . 

A hemoglobin mentesre m o s o t t ghos toka t fagyasztás-fe lolvasztással , 
vagy enylie u l t r a h a n g kezeléssel is s zok ták „ a k t i v á l n i " . Előbbire legelfogadot-' 
t a b b G A R R A H A N és G L Y N N (1967) e l j á rása , a szénsavhó-aceton k e v e r é k b e n tör -
t énő háromszor i (3—5 perces) l e fagyasz tás és 37 °C-os v í z f ü r d ő b e n tö r ténő 
fe lolvasztás . 

Az izotóniás hemolízis módszerét H A N A H A N és E K H O L M d o l g o z t á k ki 1972-
ben. Izo tón iás , 0,172 M tr iszben v a g y 0,3 M g lukózban 2—3 ó r á n á t 37—44 
°C-on i n k u b á l v a a vö rösvé r se j t eke t , azok hemol izá lnak és i zo tón iás trisz-
puf fe r re l (ill. glukózzal) 2-szer m o s v a a ghostok felső f rakció ja hemoglobin-
mentes lesz. Az izotóniás t r i sz -puffer re l p repará l t ghos tok fagvasztás-felolvasz-
tás né lkül is ATPáz ak t iv i t á s t m u t a t n a k . Az izotóniás g lukózzal preparál t 
ghos tok enz imak t iv i t á sa nem vol t megfelelő. 

Kü lönböző prepará lás i e l j á rá sokka l nem azonos sa já t ságú (összetételű, 
a lakú , pe rmeab i l i t á sú , enz imak t iv i t á sú , stb.) f e h é r ghostokat l ehe t nyerni . 
E z é r t a kö rü lmények h a t á s á r a röv iden ki kell t é r n ü n k . Ezek közül a legjelentő-
sebb az ionerő, p H és az alkáli f ö ld f émek ha tása . 

Ionerő és pH hatás 

p H 7,6-os pu f f e r ckben a hemoglob in legte l jesebb e l távol í tása 10 mosM 
körül i é r tékekné l t ö r t én ik . 1. á b r á n k a b ika rboná t közegben észlelt e redménye-
k e t m u t a t j a be. A hemoglobinnal pá rhuzamos a nem-hemoglob in fehérjék 
(pl. p -n i t rofeni l foszfa táz) leválása is. 30—80 mosM közö t t a g h o s t o k in t ak tak 
m a r a d n a k (a lak juk fáz i skont rasz t mikroszkóppa l ill. e lek t ronmikroszkóppal 
b ikonkáv korong) , de különböző m é r t é k ű hemoglob in t t a r t a n a k vissza. 20 
mosM a l a t t a ghos tokon f r agmen tác ió és sztrómalízis jelenségei lépnek fel. 
10 mosM a l a t t már kevés i n t a k t ghos t m a r a d . A hemoglobin leválása (és vele a 

MTA Biol. Oszt. Közi. 21 (1978) 



VÖRÖSVÉRSEJT GHOSTOK PREPARÁLÁSA ÉS SAJÁTSÁGAI 3 1 3 

Hemolizilo puffer ozmolaritásaxW1 

1. ábra. H e m o g l o b i n és n e m - h e m o g l o b i n fehér je r e t e n c i ó j a v ö r ö s v é r s e j t ghos tban a h e m o l i z á l ó 
p u f f e r ozmola r i t á sa f ü g g v é n y é b e n (BRAMLEY és m t s a i 1971. u tán ) 

membrán-a i iyagvesz teség) fokozódot t , h a a pH- t 8-ra e m e l t é k , de erősen csök-
ken t , — az A T P á z f e l t á r á s á n a k csökkenésével együ t t , — ha 7,4 a lá v i t t é k 
( B R A M L E Y és mtsa i 1 9 7 1 , D U C H O N , C O L L I E R 1 9 7 1 ) . 

Alkáli földfémek hatása 

Alacsony ionerősségen nyomnyi a lká l i földfém m e g ó v j a a g h o s t o k a t a 
spon t án f r agmen tác ió tó l . Mind Ca 2 + , m i n d Mg2+ j e len lé tében a rez iduál i s 
hemoglobin t a r t a l o m (és a nem-hemoglobin fehér je re tenc ió) magasabb, m i n t h a 
e ka t ionok nincsenek j e l en , vagy E D T A - v a l le v a n n a k kötve (BRAMLEY és 
mtsa i 1971, D U C H O N , C O L L I E R 1971). 

Membrán-alkotóelem veszteség 

Mint a fent iekből k i t ű n i k , e lsősorban alacsony ione rőn , ké t é r t ékű kat io-
nok h i á n y á b a n és m a g a s a b b pH-n anyagveszteséggel kel l számolnunk . He-
moglobinon kívül e l sősorban a spek t r i n szolubil izálódása köve tkez ik be. 
A f ragmentác ióva l e g y ü t t acet i lkol inészteráz, p-ni t rofeni l foszfatáz veszteség-
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ről számol tak be . Ú j a b b a n , elsősorban a nem-savanyú l ipidek veszteségét 
m u t a t t á k ki h ipotóniás foszfá t -puf fe res p repará láskor , d e főkén t 1 m M - n á l 
magasabb E D T A koncen t r ác iók mellett . E z a veszteség 0 , 5 % a l b u m i n n a k 
vagy C a 2 + - n a k a preparáló közeghez a d á s á v a l c sökken the tő (TURNER 1974). 
Az ú j a b b e r edmények a l a p j á n feltételezik, hogy az e rede t i l eg megá l l ap í to t t 
1,04 lipid : f e h é r j e arány a v ö r ö s v é r s e j t m e m b r á n b a n k ö z e l e b b áll az 1 ,4-hez. 
T u l a j d o n k é p p e n égetően szükséges lenne a kísérletekhez fe lhaszná l t m e m b r á -
n o k s t anda rd izá lá sa , vagy legalábbis a lapos jellemzése ( f ehé r j e - , lipid-, C a 2 + , 
esetleg sz iá l sav- ta r ta lom, acet i lkol inészeráz- , ATPáz -ak t iv i t á s m e g a d á s a , 
e lek t ronmikroszkópos kép). 

A fehér ghostok permeabilitása 

Az ozmola r i t á s t 80-tól 30 mosM-ig c sökken tve az impermeabi l i s moleku-
l á k : ATP, szaha róz eloszlási a r á n y a a ghos t :medium k ö z ö t t fokozatosan n ő , 
30 mosM-nál a hemoglobin, A T P , szaharóz eloszlása gyakor l a t i l ag egyenle tes . 
Ugyanekkor a ghostok belső f ehé r j é i t r ipsz in , kimotr ipszin s zámára hozzáfér -
he tőkké , emész the tőkké v á l n a k , illetve a s e j t számára impermeábi l i s aminő-
r eak t ív reagensekkel je lö lődnek ( B R E T S C H E R 1 9 7 1 ) . 

A fehér ghostok enzimaktivitása 

A g h o s t o k n a k vannak saját és kü lönböző erősséggel a m e m b r á n h o z kötött 
enzimei. p H 7,6-nál a lazán k ö t ö t t enzimek c s a k 60—80 m o s M körül m a r a d , 
n a k a m e m b r á n h o z kötve, k i s e b b ionerősségnél leválnak ( i lyenek pl. a t e j -
savdeh idrogenáz , t r iózfoszfá t izomeráz , g lu ta t ion reduk táz ) . A hemoglobii ihoz 
hasonlóan az enzimveszteség élesen csökken p H 7,4 a la t t . A glicerinaldehid-
-3-foszfát dehidrogenáz , a ldo láz , p i ruvá tk ináz , foszfogl icerátkináz l evá lásá t 
a p H v á l t o z t a t á s a csak kis m é r t é k b e n befo lyáso l ja , és f r a g m e n t á c i ó t előidé-
ző alacsony ionerősségnél m e m b r á n h o z k ö t v e maradnak ( D U C H O N , C O L L I E R 

1971). 
A m e m b r á n sa já t enzimei is ak t iv i tásvá l tozáson e she tnek á t a p repará lás 

so rán . 20 mosM és e fölötti ozmolar i t ásná l á l t a l á b a n aceti lkolinészteráz leválás-
sal nem kell számolni . Az A T P p e r m e a b i l i t á s á n a k változása r é v é n az ozmolari-
tás csökkenésekor az ATPázok hozzáfé rhe tővé vá lnak . A k ü l ö n b ö z ő A T P á z o k 
érzékenysége a z o n b a n kü lönböző . Csökkenő ozmolar i tásra a K + —Na + - s zenz i -
t ív - és inszenzi t ív ATPáz a k t i v i t á s a nő, a CaATPázé á l t a l á b a n csökken. 
A CaATPáz a k t i v i t á s enyhe u l t r a h a n g kezelésre is t önk remegy . 
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Tárolhatóság 

A m e m b r á n o k t á r o l h a t ó s á g a — az e lsősorban f e h é r v é r s e j t - e r e d e t ű pro-
te inázok C a 2 + - a k t i v á l h a t ó s á g a m i a t t — E D T A j e l e n l é t é b e n j o b b . Az E D T A 
(0Д m M n a g y s á g r e n d b e n ) a m e m b r á n o k agg regác ió j á t is gá to l ja . P H I L I P P O T és 
A U T H I E R (1973) a d a t a i sze r in t az E D T A j e l e n l é t é b e n — 2 0 °C-on t á r o l t f ehér 
m e m b r á n K + — N a + - t r a n s z p o r t - A T P á z a k t i v i t á s a 2 h é t m ú l t á n is a k i indu lás i 
ér ték 9 0 — 9 5 % - a , 4 h é t u t á n 60%. + 4 °C-on a z o n b a n n é h á n y n a p a l a t t j e l en tős 
ak t iv i t á s csökkenés k ö v e t k e z i k be. A C a A T P á z s o k k a l labi l isabb, m i n t a K + — 
N a + - A T P á z . Ezzel k a p c s o l a t b a n e m l í t j ü k meg W O L F (1972) összehason l í tó 
p r e p a r a t í v v i z sgá l a t a i t , miszer in t a s zokásos e l j á r á s o k k a l p r e p a r á l t f e h é r ghost 
speci f ikus CaATPáz a k t i v i t á s a s o k k a l a l a c s o n y a b b , m i n t a s z u b s z t r á t (0,2 
mM M g A T P ) és Ca 2 + (0 ,025 mM CaCl2) j e l e n l é t é b e n többlépéses hemolíz issel 
p r e p a r á l t , de e g y é b k é n t alacsony k i t e r m e l é s ű k é s z í t m é n y é . A f e n t vázo l t 
á l t a lános p repa rá l á s i s é m a nyi lván n e m minden v i z s g á l a t s z á m á r a op t imá l i s . 

Vezikulum preparálások 

A f e h é r ghos tokbó l a t o v á b b i a k b a n még v e z i k u l u m k é s z í t m é n y e k is elő-
á l l í t ha tók . Y ö r ö s v é r s e j t m e m b r á n v e z i k u l u m o k k é t f o l y a m a t : az endoci tóz is 
és exoc i tóz i s e r e d m é n y e k é p p e n j ö n n e k lé t re . V ö r ö s v é r s e j t g h o s t o k endoc i tó -
zisát s z á m o s l a b o r a t ó r i u m b a n ész le l t ék ( P E N N I S T O N , G R E E N 1 9 6 8 , B E N -

B A S S A T és m t s a i 1 9 7 2 ) . I zo tón iás k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t A T P - t és M g 2 + - o t igényel 
( P E N N I S T O N 1 9 7 2 ) , a l a c s o n y ione rőné l a zonban s p o n t á n b e k ö v e t k e z i k . E z t a 
s a j á t s á g o t h a s z n á l t á k f e l S T E C K és m t s a i ( 1 9 7 0 ) a v e z i k u l u m p r e p a r á l á s r a . 
5 mM p H 8-as f o s z f á t - p u f f e r r e l h e m o l i z á l t á k és m o s t á k 2-szer a v ö r ö s v é r s e j t e -
ke t . A g h o s t o k a t 40- sze res t é r f o g a t ú 0,5 mM p H 8-as f o s z f á t - p u f f e r b e n 30 
percig 0 °C-on állni h a g y t á k . Ez i d ő a l a t t endoc i tóz i s j ö t t l é t re . A k e l e t k e z e t t 
„ k i f o r d í t o t t " ( „ i n s i d e - o u t " ) v e z i k u l u m o k a t a g h o s t o k a t homogen i zá lva , v a g y 
kis á t m é r ő j ű t ű n k e r e s z t ü l n y o m v a s z a b a d í t o t t á k fe l . 0,1 mM M g 2 + h o z z á a d á s a 
a s p o n t á n vez iku lác ió t megszün t e t i . A z így „ s t a b i l i z á l t " ghos tok h o m o g e n i z á -
lásakor exoci tózis , f r a g m e n t á c i ó és normál i s o r i e n t á c i ó j ú ( „ r i g h t - s i d e - o u t " ) 
v e z i k u l u m o k képződése idézhető e lő . A „ r i g h t - s i d e - o u t " v e z i k u l u m o k p e r m e -
abi l isak m a r a d n a k , n e m „ z á r ó d n a k v i s s z a " (k ivéve , ha a M g 2 + - o t c sak k ö z v e t -
lenül a g h o s t o k homogen izá l á sa e l ő t t a d j á k a r endsze rhez ) . Az „ i n s i d e - o u t " 
v e z i k u l u m o k v i s s z a z á r ó d n a k , s e n n e k a l a p j á n D e x t r á n T 110-es sű rűség g rá -
diens c e n t r i f u g á l á s s a l e l v á l a s z t h a t ó k a p e r m e a b i l i s ghos tok tó l . U t ó b b i a k 
ugyan i s az alsó z ó n á b a ke rü lnek , m í g az „ i n s i d e - o u t " v e z i k u l u m o k , s a j á t 
f a j s ú l y u k n a k megfe l e lően a felső (1 ,01 körül i ) z ó n á b a n m a r a d n a k . A „ r i g h t -
- s i d e - o u t " v e z i k u l u m o k felszínén l e v ő sziálsav n e g a t í v tö l tése r é v é n a k é t -
féle v e z i k u l u m e l e k t r o f o r e t i k u s a n is e l v á l a s z t h a t ó . „ I n s i d e - o u t " v e z i k u l u -
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mokon A T P - d e p e n d e n s C a 2 + - f e l v é t e l t v i z s g á l t a k ( W E I N E R , L E E 1 9 7 2 ) , 

„ r i g h t - s i d e - o u t " v e z i k u l u m o k o n l o k a l i z á l t á k a o u b a i n - k ö t ő d é s h e l y é t (PER-
RONE, B L O S T E I N 1 9 7 3 ) . 

2 . V i s s z a z á r t g h o s t o k 

A h i p o t ó n i á s hemol íz i s r eve rz ib i l i t á sa r é g e n megf igye l t t é n y . A z o n b a n 
csak 1 9 5 2 - b e n b i z o n y í t o t t á k S Z É K E L Y és m t s a i , v a l a m i n t T E O R E L L , hogy a 
„ v i s s z a z á r ó d o t t " v ö r ö s v é r s e j t g h o s t o k a lkál i k a t i o n o k r a nézve is gyakor l a t i -
l ag i m p e r m e a b i l i s a k l e sznek . Az o z m o t i k u s hemol í z i s t k ö v e t ő e n (h ipo tón iás 
közegben is) a ghos tok s p o n t á n „ d u r v a v i s s z a z á r ó d á s i " ( „ r o u g h sea l ing") 
f o l y a m a t o n m e n n e k k e r e s z t ü l , m e l y n e k so rán a n a g y m o l e k u l á k k a l (pl . f e r r i t i n : 
120 Á, ko l lo idá l i s a r a n y : 150 Á) s z e m b e n „ b e z á r ó d n a k " , m a j d e g y h o s s z a b b a n 
e lhúzódó (37 °C-on m i n t e g y 1 órás) „ s zo ros v i s s z a z á r ó d á s i " ( „ t i g h t sea l ing") 
f o l y a m a t o n , m e l y n e k s o r á n k a t i o n o k k a l s zemben is „ b e z á r ó d n a k " . A n a g y o b b 
m o l e k u l á k k a l s zemben a g h o s t o k á t m e n e t i p e r m e a b i l i t á s n ö v e k e d é s é t először 
STRAUB ( 1 9 5 3 ) és G Á R D O S ( 1 9 5 4 ) h a s z n á l t a fel a r r a , hogy g l iko l i t ikus in t e r -
medie r v e g y ü l e t e k e t és A T P - t j u t t a s s o n a ghos t be l se jébe (0 °C-on , 1 : 2 s e j t : 
hemol izá ló m e d i u m a r á n y me l l e t t ) . H O F F M A N ( 1 9 6 2 ) , G A R R A H A N és G L Y N N 

( 1 9 6 7 ) , L E P K E és P A S S O W ( 1 9 6 8 ) t ö k é l e t e s e b b hemol íz i s és h o m o g é n e b b ghost 
populác ió n y e r é s e cé l jából v á l t o z t a t t á k a k ísér le t i k ö r ü l m é n y e k e t ( se j t : medi-
u m a r á n y t 1 : 6 — 1 : 1 0 - r e n ö v e l t é k , s t b . ) H O F F M A N a z t a k ö v e t k e z t e t é s t v o n t a 
le, hogy h a t e l j e s hemol íz i s t i d é z ü n k elő, egyes g h o s t o k alkáli i o n o k r a nézve 
m i n d e n k é p p e n p e r m e a b i l i s a k , „ l e a k y " - k m a r a d n a k , a k k o r is, h a az i zo tón iá t 
h e l y r e á l l í t j á k s ezt k ö v e t ő e n 37 °C-on h u z a m o s a n i n k u b á l j á k a z o k a t . A ghos-
t o k e h e t e r o g e n i t á s á n a k rész le tes v i z s g á l a t a a z u t á n B O D E M A N N és P A S S O W 

( 1 9 7 2 ) é r d e m e v o l t . A g h o s t o k a t h á r o m c s o p o r t r a o s z t o t t á k ( 2 . á b r a ) . A Ghos t 
I f r akc ió a hemol íz i s u t á n n e m v á l t a lká l i k a t i o n o k számára p e r m e a b i l i s s á , 
a Ghost I I f r a k c i ó a hemol íz i s u t á n p e r m e á b i l i s s á v á l t , de a k é s ő b b i e k b e n 
e rede t i i m p e r m e a b i l i t á s á t v i s s z a n y e r t e , s z e m b e n a G h o s t I I I f r a k c i ó v a l , ame ly 
a t o v á b b i a k b a n is pe r ineab i l i s , , , l e a k y " m a r a d t . N y i l v á n v a l ó , h o g y t r a n s z p o r t 
k í sé r l e t ekhez c sak a G h o s t I I f r akc ió a l k a l m a s . M e g á l l a p í t o t t á k a Ghos t I I 

Hemolízis Hemojizis Rgvertalas Vissza- Ghost 
at an zarodas típus 

C O ^ Í 
c o | с о «. 

s _ ~ _ J О С » С О III. 

2. ábra. Ghos t t í p u s o k . P o n t o z o t t vona l : a lká l i i o n o k r a és f e h é r j é k r e á t j á r h a t ó , s zagga to t t 
v o n a l a k : alkál i i o n o k r a á t j á r h a t ó , f e h é r j é k r e n e m , k i h ú z o t t v o n a l a k : f ehé r j ék re n e m á t j á r h a t ó , 

a lká l i i onokra alig á t j á r h a t ó (SCHWOCH és PASSOW 1973. u t á n ) 
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h 5 6 7 8 9 10 
pH 

3. ábra. A K + - r e t e n c i ó és a p e r m e a b i l i s ( „ l e a k y " ) g h o s t o k a r á n y a a h e m o l i z á l ó közeg p H - j a 
f ü g g v é n y é b e n (LEPKE és PASSOW 1972. u t á n ) 

ghost 

4. ábra. A h e m o l i z á l ó közeg C a 2 + és M g 2 + t a r t a l m á n a k h a t á s a a g h o s t o k v i s s z a z á r ó d á s á r a 
(BODEMANN é s PASSOW 1 9 7 2 . u t á n ) 

66 Rb 
cpm/mL ghost 

г+оо 
2000-1 
1600 i \ 
1200 v . 1200 

1 ш . ^ . Ghost II +Ghost fii 
»00 * Ghost Tf. 

ш 

30 60 90 120 f5Ö~ 
perc 

5 . ábra. Vegyes ( G h o s t II -J- Ghos t I I I ) és szepará l t G h o s t II popu lác iók ^ R b k i á r amlás i g ö r b é i 
(BODEMANN és PASSOW , 1 9 7 2 . u t á n ) 

f r akc ió képződésére opt imál is k ö r ü l m é n y e k e t . 0 °C-on végezve a hemolízis t 
a Ghost I képződés mértéke e lhanyago lha tó ; a Ghost I I I f r akc ió a r á n y a ped ig 
a k k o r kicsi, h a a hemolízis f o l y a m á n az ozmola r i t á s t nem c s ö k k e n t j ü k 30—40 
mosM alá. I g e n fontos a ghos tok v isszazárha tósága s z e m p o n t j á b ó l , h o g y a 
hemolízis p i l l a n a t á b a n a p H 6 körül i é r ték legyen (3. áb ra ) , v a l a m i n t az, h o g y 
alkáli f ö l d f é m e k (0,01 — 0,1 raM Ca 2 + , v a g y 1—10 m M Mg 2 + ) l egyenek 
je len a közegben (4. ábra) . K o m p l e x k é p z ő k jelenléte a v isszazáródás t meg-
gá to l j a . Mindezen szempontok b e t a r t á s a k o r is vegyesen ke le tkeznek I I és I I I 
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t ípusú ghos tok , ezek a z o n b a n egy szaha róz -pá rnán keresz tü l tö r t énő centr i -
fugálással s zé tvá l a sz tha tok . Az impermeabi l i s I I ghos tok a 43%-os szaharóz-
párna felszínén m a r a d n a k . A vegyes ghost -populáció és az e lvá lasz to t t I I 
ghostok R b + pe rmeab i l i t á sá t az 5. á b r a m u t a t j a he . L á t h a t ó , hogy az ily-
módon n y e r t homogén I I ghost populác ió t r a n s z p o r t k ísér le tekhez k ivá lóan 
a lkalmas. B O D E M A N N és P A S S O W ( 1 9 7 2 ) , v a l a m i n t L E P K E és P A S S O W ( 1 9 7 2 ) 

munká i a l a p j á n t r a n s z p o r t kísérletekhez a köve tkező ghos t prepará lás i e l j á rás 
a j á n l h a t ó : 

1. E m b e r i vö rösvé r se j t eke t mossunk 166 mM n e m puffero l t kol inklor id-
b a n és kész í t sünk belőlük 50%-os szuszpenziót . 

2. Kész í t sünk 1,2 m M ecetsav ( p H 3,2) és 4,0 m M MgS04 , v a g y 0,01 
m M CaCl2 t a r t a l m i ! hemolizáló o lda to t . 

3. A se j t szuszpenzió t és a hemolizáló o lda to t h ű t s ü k 0 °C-ra. 
4. 1 t f se j t szuszpenzióhoz a d j u n k 10 tf hemolizáló o lda to t . 
5. Az elegyet 5 perc ig 0 °C-on állni h a g y j u k . 
6. 1 N trisz-szel a p H - t 7,2-re á l l í t j uk . A g h o s t o k b a bevinni k í v á n t sók, 

v a g y n a g y m o l e k u l á j ú anyagok koncen t r á l t o l d a t á t a d j u k a hemol izá-
t u m h o z olyan mennyiségben , hogy az izotónia helyreál l jon (a szá-
mí t á sok a l a p j á t f agyáspon tcsökkenés , vagy ozmométeres mérések 
képezik) . 

7. Az elegyet 37 °C-on 45—60 perc ig állni h a g y j u k . 
8. E lkész í t j ük a , , s z a h a r ó z - p á r n á t " : 43%-os sza l iarózban 25 m M trisz-

HC1 (pH 7,4)-t és 50 mM NaCl-ot o ldunk . 
9. 30 ml s zaha róz -pá rná ra 4,0 ml h e m o l i z á t u m o t p i p e t t á z u n k . 

10. 3400 g-vel 90 perc ig cen t r i fugá lunk (szögfej is megfelelő). 
11. A felülúszó Ghos t I I szuszpenziót szaharóz-mentesen lesz ív juk és a 

kísér let k í v á n a l m a i n a k megfelelően t o v á b b mossuk . 

A f en t i eke t még azzal egész í the tnénk ki, hogy S T A R O S és mtsa i ( 1 9 7 4 ) 

vizsgálata i a l ap ján a hemol izá ló t é r foga to t nem helyes a se j t t é r foga t ha t szo ro -
sánál n a g y o b b r a venni , m e r t úgy a g h o s t o k b a n felszínre ke rü lnek az ép se j t ek-
ben nem hozzáfé rhe tő m e m b r á n fehér je f rakc iók . É r d e m e s még megeml í ten i 
P A R K E R ( 1 9 7 5 ) módos í t á sá t , ami azon a lapszik , hogy 0 °C-on az izotónia he lyre-
állítása u t á n a ghostok n e m záródnak azonna l . Ezér t a p repará lás ezen szaka-
szában egy gyors, hideg cen t r i fugá lás t i k t a t be és a fe lü lúszót e l távol í t ja a b b a n 
az esetben, ha drága a n y a g o k a t (pl. C A M P ) aka r a ghos tokba j u t t a t n i . A be-
vinni k í v á n t anyag megfelelő koncen t rác ió j á t ui . ebben az ese tben nem a te l jes 
hemol izá tum t é r foga t á r a kell beál l í tani , h a n e m csak a k is té r foga tú ghos t -
szuszpenzióéra. A 37 °C-on t ö r t é n ő v isszazáródás előt t hozzáado t t a n y a g még 
jó ha t á s fokka l permeál t a ghos tokba . 

A ghos tok t é r f o g a t á r a nézve t ö r t é n t e k v izsgála tok, de változó körü l -
mények k ö z ö t t és így vá l tozó e redményekke l ( P O N D E R és B A R R E T O 1 9 5 7 , 
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P A L E I C és m t s a i 1 9 7 1 ) . A t r anszpor t k í sér le tekhez h a s z n á l t ghostok t é r f o g a t a 
á l t a lában a k i induló s e j t ekné l kisebb. A ghos tok a l ak ja n a g y m é r t é k b e n f ü g g a 
ghost be lse jébe v i t t anyagok tó l : á l t a l á b a n többé-kevésbé b ikonkáv , részben 
szabá ly ta l an lapos korongok , MgATP bev i t e l ekor szabá lyos b ikonkáv koron-
gok, Ca 2 + bevi te lekor eehinocyták , C a - M g A T P bevi te lekor mic rospherocy ták 
képződnek (SZÁSZ és mt sa i 1 9 6 8 , Sz i sz 1 9 7 0 , P A L E K és m t s a i 1 9 7 4 ) . 
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