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Fluorescence of Human Erythrocyte 'Ghosts' on 

EDELMAN and  ~V~cCLuRE 1 and  STRYER 2 have  recen t ly  
reviewed the  use of 8 -an i l ino- l -Naph tha lene  Sulfonate  
(ANS) and s imilar  compounds  as f luorescent  probes  for 
the  hydrophob ic  regions of p ro te in  molecules. We  have  
found t h a t  a suspension of ghosts  fluoresces s t rongly  in a 
solut ion of ANS at  p H  7.4. Most  of th is  work  had  been  
comple ted  when  FREEDMAN and  RADDA 3 repor ted  the  
in te rac t ion  of A N S  wi th  ghosts.  

Materials and methods. Hemoglobin- f ree  ghosts  were 
p repa red  by  hypo ton ic  hemolys is  a t  p H  7.44, 5. The num-  
ber  of ghosts  in a s tock suspension was de t e rmined  in a 
Coulter  Counter,  model  B. The Mg salt  of ANS (Turner, 
Palo  Alto, Calif.) was  dissolved in 0 .13M phospha te ,  
p H  7.4. Fluorescence in t ens i ty  was measured  in an 
A m i n c o - B o w m a n  spec t rof luorometer .  La te r  measure-  
men t s  were m a d e  wi th  a P h o t o v o l t  model  54 Fluorescence 
Meter  w i th  p r i m a r y  fi l ter  No. 5464 and secondary  f i l ter  
No. B470. Bo th  i n s t r u m e n t s  gave s imilar  results.  

Results. Addi t ion  of ghosts  to a 0.20 m M  solut ion of 
ANS gave m arked  e n h a n c e m e n t  of fluorescence, w i th  
m a x i m u m  wave leng th  for ac t iva t ion  at  390-400 n m  and  
for emission at  465-475 nm. As increasing volumes  of 
ghost  suspension (5.2 • 10 ~ cells, 3.0 mg of protein ,  per  ml) 
were added  to  5 ml  of 0.12 m M A N S  in buffer,  the  
f luorescence in t ens i ty  increased p ropor t iona te ly  up to  
0.20 ml  of ghosts  added.  Add i t ion  of 1% bovine  serum 
a lbumin  (BSA) to 5 ml  of A N S  in buffer  gave a l inear  re- 
sponse up to 0.10 ml  added.  Thus,  on a p ro te in  weigh t  
basis, BSA yielded 3.2 t imes  the  f luorescence in t ens i ty  
compared  wi th  ghosts .  Add i t ion  of 1 m M  CaC12 to an 
ANS-ghos t  sys t em increased the  f luorescence by  8%. Ad- 
di t ion of 1 m M  A T P  or 0.1 m M  Mersalyl or ouabain  had  
no effect.  

Tr i ton  X-100 (a m ix tu r e  of po lyoxye thy lene  ethers) a t  
0.05% concen t ra t ion  'solubil izes '  ghosts  and  releases cer- 
ta in  enzyme act ivi t ies  6. However ,  the  f luorescence of th is  
ghost  solut ion could no t  be examined,  as solut ions of 
Tr i ton  X-100 themse lves  fluoresce s trongly.  WEBER and  
LAURENCE 7 f i rs t  r epor ted  the  e n h a n c e m e n t  of ANS 
fluorescence by  organic solutes.  

Fluorescence of erythrocyte ghosts and of bovine serum albumin in a 
0.12 mM solution of ANS in buffer pH 7.4 

ml of ghost I 1% bovine serum I 
suspension albumin (ml) 

0.050 279 0.005 275 
0.100 565 0.010 515 
0.150 823 0.020 1050 
0.200 1100 0.030 1700 
0.250 1220 0.040 2200 
0.300 1390 0.050 2900 

0.100 2900 

Fluorescence intensity. I, is the product of the meter reading and the 
photometer multiplication factor. 

Treatment with 8-Anilino-l-Naphthalene Sulfonate 

In  order  to e s t ima te  the  b ind ing  of ANS to ghosts,  0.10- 
1.00 ml  a l iquots  of the  s tock ghos t  suspension were added  
to  5.0 ml  of 0.12 m M A N S  in buffer.  Af te r  5 min the  ghosts  
were cent r i fuged down in a h igh-speed  centr i fuge and  the  
concen t ra t ion  of u n b o u n d  ANS was de t e rmined  f rom the  
absorbance  of t he  s u p e r n a t a n t  a t  350 nm, af ter  correct ion 
for t he  app ropr i a t e  blanks.  The percentages  of ANS 
bound,  for the  va ry ing  volumes  of ghosts ,  were:  0.100 ml, 
5% ; 0.200 ml, 10% ; 1.00 ml, 42%. I t  was e s t ima ted  t h a t  
a t  t he  lower ghos t  concen t ra t ions  one cell bound  3 • 107 
molecules of ANS.  On a p ro te in  weigh t  basis, 1 mg  of 
ghost  p ro te in  b o u n d  1.0 • 10 .7 moles of ANS. WEBER and 
YouNG s found t h a t  1 mole of BSA bound  a m a x i m u m  of 
5 moles of ANS ; th is  equals  7.6 • 10 -s moles /mg of prote in .  

As measured  f rom a molecular  model,  the  area of the  
ANS molecule is abou t  120 lk 2. The surface area of the  
h u m a n  e ry th rocy t e  is abou t  160 [x 2. If it  be  assumed t h a t  a 
ghost  has  the  s ame  area (al though the  volume is some- 
w h a t  smaller),  t h e n  3 • 107 molecules of ANS would cover 
43 tx 2, or abou t  1/4 of the  cell surface, if bound  f lat  on the  
surface. 

W h e n  an ANS-ghos t  p repa ra t ion  was examined  in a 
f luorescence microscope,  the  f luorescent  m e m b r a n e s  could 
be readi ly  seen, and  the i r  shapes  clearly del ineated.  The 
def in i t ion  is, however ,  s o mew h a t  inferior to  t h a t  ob ta ined  
wi th  phase -con t r a s t  opt ics  9, ~o 

Zusammen/assung. E r y t h r o z y t e n m e m b r a n e n  fluores- 
zieren in einer L6sung von 8 -Ani l ino- l -Naph tha l in  Sul- 
fona t  bei  P h o s p h a t p u f f e r  p H  7.4. WXhrend Kalz iumionen  
die Fluoreszenz  le icht  verstArken, b le iben ATP, Mersalyl  
und  Ouaba in  ohne  Wirkung.  Klare  1V[embranbeobachtung 
mi t  d e m  Fluoreszenzmikroskop.  
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DNS-Synthese,  Blastentransformation und Mitosen in gemischten, homologen Granulozyten- 
Lymphozytenkulturen 

Die Trans fo rma t ion  yon  mensehl ichen  B lu t l ympho-  k o m p e t e n t e  L y m p h o z y t e n  n ich t iden t i sche  Transp lan ta -  
zy ten  in vi t ro  in der  Gegenwar t  homologer  Leukozy ten  I t ionsan t igene  der  f r emden  Ze l lmembran  e rkennen  und  
wird als Konsequenz  des Histokompatibil i t~Ltsunter-  dies un te r  an d e rem mi t  B las ten t rans fo rmat ion ,  Mitose 
schiedes der  Zel lpopula t ionen in terpre t ie r t ,  i ndem immu n -  und  ges te iger ter  NukleinsXuresynthese  beantwor ten2-4 .  
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Die Rolle der  neu t roph i l en  Granulozy ten  in homologen 
Leukozy tenku l tu ren  ist u n b e k a n n t  und  aus t echn ischen  
Gri inden n ich t  sys t emat i sch  s tudier t .  Ihre  mi togene  
Po tenz  wird im folgenden e rs tmals  beschrieben.  

Mater ia l  und  Methode. D i s  Zel lmater ial  s t a m m t e  von  
20 gesunden  Versuchspersonen ,  da run te r  zwei ident ische  
Zwillings- und  vier Geschwisterpaare .  L y m p h o z y t e n  
wurden  aus per ipherem,  ven6sem Blut  durch  Sedimenta-  
t ion mi t  frisch zubere i te tem,  pr / i servat ivfre iem Hepar in  
(30 E Hepa r in /ml  Blut) isoliert. Die Mehrzahl  der  Granu-  
lozyten  des Uber s t andes  wurden  mi t te l s  einer W a t t e -  
kolonne eliminiert .  Das F i l t ra t  en th ie l t  97~ 3~ Lym-  
phozy ten .  Reine  Suspens ionen morphologisch  in tak te r  
Granulozy ten  liessen sich in P l a s t i k k a m m e r n  fiber Hau t -  
Iens tern  des volaren Vordera rmes  gewinnenS. 

1.0'< 106 L y m p h o z y t e n  wurden  in lu f td ich t  ver- 
schlossenen,  s i l ikonisier ten 16x  125 m m  Kul turgl~sern  
in 2,5 ml  Medium 16406 ohne Ant ib io t ika  mi t  20~ auto-  
logem P lasma  kul t ivier t .  1,0 5, 106 homologe Granulozy ten  
wurden  den L y m p h o z y t e n s u s p e n s i o n e n  bei Kul tur -  
beg inn  zugefiigt. Nach op t imale r  Kul turze i t  yon 140 h 7 
wurde  die DNS der  L y m p h o z y t e n  mi t  H3-Thvmidin  
(2 ~Ci, spez. Akt ivi tXt  1,9 Ci/m2Ii r, Schwarz  BioResearch  
Inc.) w/ihrend 5 h mark ie r t  und die DNS mi t  5%o Tri- 
chloressigs~ure nach  der Methode  yon BACH und VOYNOW s 
gef~llt. Das s~ureunl6sliche Pr~z ip i ta t  wurde  in 0,2 ml 
P h e n e t h y l a m i n  und Liquidscint i l la t ions l6sung 9 resuspen-  
d ier t  und die Rad ioak t iv i t~ t  in e inem TriCarb Spektro-  
me te r  bes t immt .  Alle E x p e r i m e n t e  wurden  dre i fach aus- 
gefiihrt.  Die Mi t te lwer te  sind ausgedrfickt  in cpm (counts 
per  minute)  nach  Kor rek tu r  ftir Quenching.  Morphologi-  
sche Zells tudien wurden  in e inem Para l le lversuch mi t  
gleicher Zel lkonzent ra t ion  un te r  iden t i schen  Kul tur -  
bed ingungen  durchgef t ihr t ,  die Ku l tu ren  wurden  jedoch 
nach  140 h zentr i fugier t  (200 g), ausgestr ichen,  gef/irbt 
nach  Wr igh t -Giemsa  und  2000 Zellen wurden  nach  
andernor t s  beschr iebenen  Kri ter ien  ~ in I . ymphozy ten ,  
Blas ten  und Mitosen dJfferenziert .  Die Kont ro l len  um- 
fass ten:  Granulozv ten  allein und L y m p h o z y t e n  allein 
(2,0 • 106 Zellen/Kultur) ,  Granulozy ten  beziehungsweise  
L y m p h o z y t e n  s t imul ier t  mi t  P H A - P  (Difco) (1,0"< 106 
Zel len/Kul tur ,  Inkuba t ionsze i t  72 h) und L y m p h o z y t e n  
s t inml ier t  mi t  autologen Granulozvten .  

Resultate und  Diskuss ion.  L y m p h o z y t e n  zeigten in 
allen homologen  Mischungen deut l iche  D N S - S y n t h e s e -  
ak t iv ie rung  tiber dem S p o n t a n w e r t  der  Gruppe  der  un- 
s t imul ie r ten  oder  den autologen G r a n u l o z y t e n / L y m p h o -  
zy ten  Kontrol len ,  ohne jedoch die Maximalwer te  der  
P H A  Gruppe  zu erreichen (Figur 1). Die Mischungen der  
ident i schen  Zwill ingspaare und  eines Geschwis terpaares  
blieben, im Gegenaatz zu den fibrigen Geschwister-  
kombina t i onen  unst imul ier t .  

Das Pr / iz ipi ta t  der Granu lozy tenkont ro l l en  wies weder  
mi t  noch  ohne P H A - P  S t imula t ion  eine fiber dem 
Hin t e rg rund  l iegende Radioakt iv i t / i t  auf. Morphologisch 
zu Blas ten  t r ans fo rmie r t e  L y m p h o z y t e n  und Mitosen 
fanden  sich in allen Ku l tu ren  mi t  DNS-Syn theses t e ige -  
rung, das  heiss t  den homologen Zel lmischungen und  den 
P H A - P  L y m p h o z y t e n k u l t u r e n  (Figur 2). 1Jber die 
Resu l ta te  der  d i f ferenzier ten Auss t r iche  or ient ier t  die 
Tabelle. Die Abgrenzung  der Mitosen war  einfach, eine 
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Fig. 1. cpm (counts per minute) Radioaktivit~t H3-Thymidin 
markierte DNS ill Leukozytenmischkulturen nach 145 h. Streuung 
yon 12 Versuchen pro Gruppe. A) Granulozyten allein und mit 
PHA-P: fehlende Stimulation. B) Lymphozyten allein und Lym- 
phozyten+ autologe Granulozyten: fehlende Stimulation. PHA) 
Phytohaemagglutinin + Lymphozyten: Stimulation. C) Lymphozy- 
ten + homologe Granulozyten: Stimulation. D) A--A, Geschwister- 
mischungen: Stimulation; O--O, 2 Zwillings- 1 Geschwisternfischung: 
fehlende Stimulation. 

Fig. 2. Homologe Gralmlozyten-Lymphozyten Mischkultur nach 
140 h. fJbergangsformen aktivierter Lymphozyten bis zum Blasten- 
stadium und Mitose. 
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U n t e r g r u p p i e r u n g  de r  <~Blasten>> wurde  in dieser  or ient ie-  
r e n d e n  tZbers icht  n i c h t  ve r such t ,  es f and  sich j edoch  eine 
ausgesprochene  Variabi l i t~t t  a n  ~3bergangsformen in den  
pos i t i ven  Ku l tu r en .  

Homologe  G r a n u l o z y t e n  als n i c h t  D N A  s y n t h e t i s i e r e n d e  
Endze l l en  yon  kurze r  (20-50 h) 13berlebenszei t  b i e t e n  
s ich d a m i t  als p o t e n t e s  Mi togen  an, welches  die se lekt ive  
B e o b a c h t u n g  b iochemische r  u n d  morpho log i sche r  Vet -  

Anzahl Blasten und Mitosen in Leukozytenmischkulturen nach 140 h 

~tnderungen t r a n s f o r m i e r t e r  L y m p h o z y t e n  e r laub t .  Die 
pos i t ive  L y m p h o z y t e n t r a n s f o r m a t i o n  d u r c h  homologe,  
n i c h t  abe r  au to loge  u n d  isologe G r a n u l o z y t e n  is t  in  i3ber-  
e i n s t i m m u n g  m i t  R e s u l t a t e n  der  g e m i s c h t e n  L y m p h o -  
z y t e n k u l t u r  2,3 u n d  eine i nd i r ek t e  Bes t i t t i gung  ande re r  
B e o b a c h t u n g e n  1~ dass  G r a n u l o z y t e n  Tr~ger  yon  Trans -  
p l a n t a t i o n s a n t i g e n e n  sind. Die Zah l  der  Zellen m i t  be- 
k a n n t e r  m i t o g e n e r  A k t i v i t ~ t  wi rd  d a m i t  erwei ter t ,  und  es 
d r ~ n g t  s ich die A d a p t a t i o n  dieses H i s tokompa t ib i l i tA t s -  
t e s tes  zur  i m m u n z y t o l o g i s c h e n  Di f fe renz ie rung  yon  nor-  
m a l e n  u n d  neop la s t i s chen  Geweben  auf. 

Kultur Blasten Mitosen 

Homologe GLM Genetisch 21,7 3,2 
nicht Verwandte (8,6-63,2) (0,7-8,2) 
GLM Geschwister 18,9 3,0 

(3,3 59,9) (0-4,4) 
GLM Zwillinge 3,2 0 

(1,7 3,8) 
Lymphozyten allein; < 4 0 
autologe GLM 
Lymphozyten + PHA-P 67,8 4,1 

(34,5 92,0) (3,9M,6) 
0 0 �9 Granulozyten allein; 

Granulozyten + PHA-P 

Mitosen ausschliesslich in Lymphozytenkulturen stimuliert durch 
PHA-P oder durch homologe Granulozyten. GLlVl, Granulozyten- 
Lymphozyten-Mischkultur. 

Summary .  L y m p h o c y t e  s t i m u l a t i o n  in v i t ro  could be  
o b t a i n e d  w i t h  al logeneic b u t  no t  a u t o c h t h o n o u s  or iso- 
geneic g ranu locy tes .  B las to id  t r a n s f o r m a t i o n ,  mi tos is  a n d  
a c t i v a t e d  D N A  syn thes i s  m e a s u r e d  b y  H 3 - t h y m i d i n e  in- 
co rpo ra t i on  occur red  s imul t aneous ly .  The  c y t o i m m u n o -  
logical  r e levance  and  f u r t h e r  app l i ca t ions  of t he  f indings  
are discussed.  

G. A. ~NTAGEL 11'12 

Service de Mddicine Interne, 
Centre des Tumeurs de l' Universitd libre de Bruxelles, 
Inst i tut  Jules Bordet, 
Bruxelles (Belgien), 25 August  1969. 

10 j .  j .  VAN ROOD, A. VAN LEEUWEN, A. SCHIPPERS und H. BALNER, 
Cancer Res. 28, 1415 (1968). 

n Mit Unterstfitzung der schweizerischen Krebsliga. 
13 Gegenwfirtige Adresse: Medizinisehe Universit/itsklinik Biirger- 

spital, CH-4000 Basel (Schweiz). 

Das bioe lektr ische  Potential  an der z y t o p l a s m a t i s c h e n  M e m b r a n  der Granulozyten  

Die gemessenen  I o n e n v e r t e i l u n g e n  zwischen  d e m  
Ze l l innern  der  L e u k o z y t e n  u n d  d e m  jewei l igen Suspen-  
s i o n s m e d i u m l ,  2, die Messungen  des M e m b r a n p o t e n t i a l s  
bei  E inze l l e rn  m i t  a m 6 b o i d e r  BewegungZ u n d  die Er -  
gebnisse  a n  E r y t h r o z y t e n  4 leg ten  nahe,  diese Gr6sse fiir 
L e u k o z y t e n  zu b e s t i m m e n .  Es  is t  zu v e r m u t e n ,  dass  
Gr6sse u n d  Vorze ichen  dieser  P o t e n t i a l e  y o n  den  um-  
g e b e n d e n  B e d i n g u n g e n  de r  L e u k o z y t e n  abhi ingen ,  u n d  
dass  ein Z u s a m m e n h a n g  m i t  der  phys io log i schen  Akt iv i -  
t / i t  dieser  B lu tze l l en  exis t ier t .  REDMANN 5-7 zeigte, dass  
das  D e c k g l a s p r ~ p a r a t  (monolayer)  ein gfinst iges U n t e r -  
s u c h u n g s o b j e k t  ffir das  S t u d i u m  der  B e z i e h u n g e n  
zwischen d e m  b ioe lek t r i schen  P o t e n t i a l  a n  de r  M e m b r a n  
yon  Einzelze l len  u n d  den  Milieueinflf issen u n d  Zell- 
f u n k t i o n e n  dars te l l t .  

Methodik. Die G r a n u l o z y t e n  w u r d e n  auf  Glasob jek t -  
t rAgern ange re i che r t  s. 

1) G r a n u l o z y t e n  aus  Vol lb lu t :  E in ige  T r op f en  H u m a n -  
b lu r  w e r d e n  auf  O b j e k t t r ~ g e r  g e b r a c h t  u n d  30 m in  be i  
37~ bebr f i t e t .  N a c h  ansch l i e s sendem Abspf i len  des 
Ger innsels  m i t  d e m  U n t e r s u c h u n g s m e d i u m  e rg ib t  s ich 
eine m e h r  oder  weniger  d ich te  B e s e t z u n g  yon  L e u k o z y t e n  
au f  d e m  Objekttr~tger.  Es  h a n d e l t  s ich bei  den  h a f t e n d e n  
Zellen zu 99% u m  G r a n u l o z y t e n  s. 

2) K a n i n c h e n e x s u d a t l e u k o z y t e n :  Die E x s u d a t l e u k o -  
z y t e n  w u r d e n  in e n t s p r e c h e n d e r  Weise  auf  die Ob jek t -  
tr~tger gebrach t .  Das  v e r w e n d e t e  E x s u d a t  wurde  n a c h  den  
A n g a b e n  v o n  BURMEISTER s gewonnen .  Sein zellulitrer 
An te i l  g l ieder t  sich d u r c h s c h n i t t l i c h  in 81% p o l y m o r p h -  
kernige  Leul~ozyten u n d  19% L y m p h o z y t e n .  

3) Messve r f ah ren :  Die Messung der  P o t e n t i a l e  erfolgte  
n a c h  den  A n g a b e n  yon  REDMANN s'7 in  e iner  t h e r m o -  
s t a t i s i e r t en  M e s s k a m m e r  u n t e r  mik roskop i sche r  Kon-  
trolle. Zu r  Z e l l p u n k t i o n  w u r d e n  Gla smik roe l ek t roden  
v e r w e n d e t  ( S p i t z e n d u r c h m e s s e r <  0,5 tam, abgewinke l t e  
Spitze,  T i p - P o t e n t i a l  < 5 mV,  e lek t r i scher  W i d e r s t a n d  
ca. 30 M~2, Ff i l lung m i t  3 M  KC1-L6sung). Die Messke t t e  
f f ihr t  s y m m e t r i s c h  f iber Fl f iss igkei tsbrf icken u n d  Kalo-  
me le l ek t roden  z u m  E i n g a n g  eines G le i chspannungsve r -  
s t / t rkers  (Nega t i v -Capac i t ance -E l ek t rome te r ,  Fa .  D I S A  
E lek t ron ik ,  Kopenhagen ) .  Anzeige u n d  Reg i s t r i e rung  er- 
folgte mi t t e l s  Oszi l loskop u n d  K a m e r a .  

Ergebnisse. Die Ergebn i s se  a n  B l u t l e u k o z y t e n  s t a m m e n  
aus  U n t e r s u c h u n g e n  a n  2 Ko l l ek t iven :  1) 18 Pe r sonen  ver-  
s ch iedenen  Al te r s  u n d  Gesch lech t s ;  2) 12 S tuden ten ,  
m/ innl ich ,  20-22 Jahre ) .  Die zum Vergle ich  mi tge t e i l t en  
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