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Az 1972-ben ismertetett SINGER— NICOLSON membranmodell szdmos
egymasnak esetenként ellentmondé kisérleti eredményt figyelmen kiviil hagy-
va, elsGsorban FrYE és EDIDIN sejtfiizios kisérletén (1. abra) alapult (FryE,
Epmin 1970, SiNGER, Nicorson 1972). Ebben a kisérletben humén és egér
sejteket Sendai virussal fuzionaltattak és megallapitottak, hogy a hetero-
karyon membranjanak a felszinén a kiilon megjelolt human, ill. egér antigének
kb. 40 perc alatt egyenletesen 6sszekeveredtek. TAYLOR és mtsainak klasszikus
cikke, amely a capping jelenségét elGszor irta le, szintén a receptorok és mas
ligand-kotéhelyek szabad diffiziéjat tamasztotta ala (TAYLOR és mtsai 1971).
A SincER— NicoLson féle folyékony mozaik memhran-modell kisebb-nagyobb
médositasokkal mai napig érvényes. Az I. tablazat mutatja a kilonbo6zé
membran-modellek keletkezésének kronolégiai sorrendjét, melyek azonban
1972-t61 kivétel nélkiil kénytelenek alapként elfogadni a folyékony mozaik
membran-modellt, mint alaptézist. Az egyre szaporodé kisérletes bizonyitékok,
amelyek egy része tipusaban a Boyse-féle ,,blocking-test” tovabbfejlesztésén
alapul, felvetik azonban, hogy a lipid és féleg a glikoproteid membranalkots-
részek egymashoz viszonyitott elhelyezkedése nem minden esetben véletlen-
szerii (2. abra) (Boyse és mtsai 1968, FLAHERTY, ZIMMERMAN 1979). SINGER
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Humén sejt  Eger sejt

1. dbra. Humén és egérsejtek fiziéja utdn a citoplazma membrinok specifikus receptorai
eloszlanak a heterokaryon sejtek egész feliiletén

Anti -TL
vagy
Anti-D
2. dbra. Fixdlatlan egér timocitdk felszinén akar anti-H2-D, akér TL antitestek kot6dése a két
(D és TL) receptor egymashoz valé kozeledését eredményezi. Hasonl6é redisztribicié fixalt
sejtekben nem észlelhetd

3. dbra. Az L1—L4 ligandkotd receptorok két kiilonbozd tipusi eloszldsa a membrénban

maga is nagyobb jelentdséget tulajdonitott mar 1974-ben a membrin fehér-
jéje altal alkotott vaznak, mint a lipid-alkotérészeknek (SINGER 1974). EDEL-
MANN, Lux, majd PETERS, bar kiilonb6z8 kiindulési alaprél, egyarant arra a
megallapitasra jutnak, hogy a lipid rétegben diffundalé receptorok mozgasat
a fehérje~vaz rendszer gatolhatja (EpELMANN 1976, Lux 1979, PETERs 1981).
A gatlas torténhet a citoszkeletonhoz mintegy kihorgonyzott fehérjéken ke-
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resztiil, de szarmazhat a membrin fehérjék halézatos szerkezetébdl vagy egyéb
specifikus és nem specifikus fehérje—fehérje kolcsonhatashél is.

Sajat megkozelitésiink (3. abra) a membran sikjaban elhelyezkedd re-
ceptorok, ill. ligand-kotShelyek egymasmellettiségének és mozgasi szabad-
sagi fokanak a funkcionalis jelentését helyezi el6térbe (DAMJANOVICH és mtsai
1981). Az alabbiakban elsGsorban az ezen elképzelést kisérletesen megkozelitd
irodalmi és sajat vizsgalati moédszerekkel és adatokkal kivanunk foglalkozni.

Sejtfelszini elemek proximitdsi viszonyainak vizsgdlata

A sejtmembranban elhelyezkedé kiilonb6z6 vagy identikus ligand-koté-
helyek tér-, ill. sikbani kozelségét €16 sejtekben fluoreszcencia energia transzfer
médszerrel célszerli megkozeliteni. E spektroszképiai médszer elénye mas, pl.
rezonancia spektroszképias médszerekkel szemben az, hogy a kiilonb6z8 ligan-
dok specifikusan jelezhetk fluoreszkalé festékekkel anélkiil, hogy biolégiai
aktivitasukat elvesztenék és ezek kolesonhatéasa folyadék-kozeghen viszonylag
gyorsan élettani koriilmények kozott is tanulmanyozhaté (CANTOR, ScHIM-
MEL 1980). Egyedi sejteken mikroszkép fluorimetria segitségével hatarozhat-
juk meg megfelel§ festékparral megjelolt ligandok tavolsagat. A tavolsagmérés
spektroszképiai feltételeit a 4. dbra mutatja. FERNANDEZ és BERLIN 1976-
ban alkalmazta el§szor a rezonancia energia transzfer mérését sejtfelszini
tavolsagok meghatarozasara (FERNANDEZ, BERLIN 1976). CHAN és mtsai 1979-
ben nagy sejtpopulacick vizsgalatara alkalmas aramlasi citofluorimetrias rend-
szerben is képesek voltak Con A receptorok tévolsiganak meghatarozasara
Fiend-erythroleukemia sejtek felszinén (CHAN és mtsai 1979). Ez a médszer
kiilonosen alkalmas arra, hogy az egyes ligand-kétShelyek nem véletlen, min-
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4. Gbra. A fluoreszcencia energia transzfer sorin a donor (FITC-antitest) altal abszorbeé%t

energia attevidik az akceptorra (TRITC-antitest) és végeredményben akceptor fluqreszcenmat

eredményez. A transzfer létrejottéhez szitkséges, hogy a donor emissziés spektruma és az akcep-
tor abszorpcids spektruma bizonyos mértékig ,,atfedjék’ egymast

MTA Biol. Osst. Kéal. 25 (1982)



\

498 DAMJANOVICH SANDOR, TRON LAJOS ES SZOLLOSI JANOS

taszerd egymas melletti elhelyezkedését feltérképezziik. Sajat kisérleteinkben
CHAN ¢és mtsai médszerét alkalmaztuk egér limféma sejtek (T-41 LDBH/
/Lymph C3H x DBA 2/f-f2) H2-antigénjeinek, ill. Con A receptorainak vizs-
galatara. Kisérleteink soran megallapitottuk a vizsgalt T-41 limféma sejtek
felszinén a H2-antigének és a Con A receptorok sejtenkénti darabszamat. Az
el6z6 4 x 10%, mig az utobbi 4,4 x 10¢ atlagos értéket adott. Az 5. abra mutatja
az aramlasi citofluoriméter sematikus abrajat, amely a mérést lehetGvé tette.
A 6. abra mutatja a H2-antigén és a Con A receptorok relativ tavolsaganak
valtozasat, amikor mind a két fajta ligand-kotShely egyenletesen oszlott el a
sejt felszinén, illetve, amikor egyikiik cap-képzddés soran a sejt egyik pélu-
sara gytlt ossze. A H2-antigének jelzésére H-100 30/6 és H-100 27/55, ill.
H-100 5/28 kédjeli anti-H2-K* monoklonalis antitesteket hasznaltunk, ame-
lyeket elézetesen FITC-cel vagy TRITC-cel jeleztiink. Az antitestek kotdds
képessége az 1 : 3 vagy 1 : 4 fehérje : festék jelolési arany esetében nem valto-
zott lényegesen. A H2-K* antigének és a Con A receptorok relativ tavolsaga-
nak meghatarozasara a Con A receptorokat ugyancsak FITC-cel, vagy TRITC-
cel jelzett tetramer Concanavalin A molekulidkkal jeleztiik. Igy donor, ill.
akceptor molekulaként mindig a fluoreszcein, ill. rhodamin festékpart alkal-
maztuk, amelyre nézve az R, tavolsag kb. 5,6 nm. Kisérleteink egy részében a
H2-K* antigén kiilonboz6 specifikus helyeihez kot6dé monoklonalis antiteste-
ket kotve, amelyeket megfelel6 médon ellattunk fluoreszcencia domor, ill.
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5. @bra. Az ,,all-line” iizemmédban miikodtetett 1ézer fényét egy monokromatorba vezetjiik,
ahonnan a kiilonb6z6 hullimhosszi komponensek mas-mas szog alatt 1épnek ki. A gerjesztésre
hasznélt 488 nm és 514 nm-es komponenseket a tobbi komponens mechanikus kitakarasa utan
egy optikai leképez6 rendszer a sejteket szallité folyadéksugarra képezi le olyan médon, hogy a
két lézersugdr és a mintat szallité mintanyaldb metszéspontjai egymastél 0,1 mm-re vannak.
A detektdl6 rendszerben egy dichroikus nyaldboszté és megfelels optikai sziirk segitségével a
488 mm-es gerjesztésii fluoreszcenciabél a fluoreszcein és a rodamin emissziés savjaban a két
detektor egy-egy jelet, az 514 nm-es gerjesztésii emissziébél pedig a 2. szami detektor az el6z6
jelekhez képest 29 usec késéssel egy tovabbhi jelet detektdl. E harom jel feldolgozasabél az ener-
gia transzfer hatasfok szamithaté

M1A Biol. Oszt. Kisl. 25 (1982)



SEJTFELSZINI LIGAND-KOTOHELYEK DINAMIKAJA 499

53 el 1 1 1
© 200 400
0 Eg

6. abra. A T-41 egér limfoma sejteket FITC-konjugalt H-100 27/55 antitestekkel, valamint
TRITC-konjugalt Concanavalin A lektinnel jel6ltiik. Az ordindtén a donor és akceptor direkt
fluoreszcencidjéira korrigalt energia transzfer (ET) jelet, az abszcisszédn a donor fluoreszcencia-

s

az energia transzfer mértéke. Mindhdrom mintét telitési FITC-H-100 27/55-tel és 20 pg/ml

TRITC-Con A-val inkubaltuk. Az inkubalési sorrend és hGmérséklet a hirom minta esetén a

kovetkezd volt: A: H2 (szobahGmérséklet); RAMIg 4 Con A (37°C); B: H2 + Con A (4 °C);
C: H2 (szobahGmérséklet); RAMIg (37 °C); Con A (4 °C)

akceptor molekulakkal, mintegy feltérképeztiik az antigénnek a sejt kiilsd
felszine felé esd, feliileti determinéans csoportjait. Az egymassal nem kompe-
titiv médon kotdds H-100 30/6 és H-100 27/55 antitestek kotGhelye az energia
transzfer hatékonysagabdl itélve a H2-KX antigén felszinének kozelitéleg el-
lentétes pontjan kell hogy elhelyezkedjen. Tekintetbe véve a H2-K* antigén
nagysagat, amely a kb. 50 000 dalton molekulasiily és gomb alakd modell ese-
tében kb. 50 A-nyi atmérdt jelenthet, tovabba, hogy a festékekkel a 150 000
dalton molekulasilyd IgG, tipusi antitest molekuldkat véletlenszerien jelez-
tiikk a festékekkel, az alacsony transzfer hatasfok masképpen nehezen magya-
razhaté. Ha azonos tipusid, tehat egy H2-K* antigénhez csak egyetlen pél-
danyban ko6t6dé monoklonilis antitesteket jeleztiink vagylagosan fluoresz-
ceinnel, ill. rhodaminnal, nem sikeriilt energia transzfert mérniink sem T-41
sejteken, sem A/J egerek 1épébdl szarmazé kevert T- és B-populaciét tartal-
maz6 limfocita preparatumon. A H2-K* antigének kozotti energia transzfer
hianya arra utal, hogy az antigének nem képeznek mikroaggregatumokat a
membranban az antitestekkel torténé reagalasuk sorin. Ez a megfigyelés
amellett sz6l, hogy a H2 antigének a membranban jo6 kozelitéssel egyenletesen
helyezkednek el. Az altalunk nemrég bevezetett kiértékelési médszer lehetGvé
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teszi az ezergia transzfer hatékonysag eloszlasanak vizsgalatat (DAmJANo-
vicH és mtsai kozlés alatt, TRON és mtsai kozlés alatt). Mérési adatainkat e
médszerrel kiértékelve megallapitottuk, hogy a T-41 sejtek H2-K* antigénjei
a kis-, illetve nagy-sejteken azonos siirtiséghen fordulnak elg. Mivel a T-41
sejtek szaporodasa meglehet8sen gyors (generaciés idejik kb. fél nap), a sej-
tek nagysageloszlasa értelemszeriien j6 korrelaciot mutat a sejtciklus kiillonb6z6
fazisaival. Az eredményekbdl tehat arra kovetkeztetiink, hogy a sejtmembran,
ill. a H2-K¥ antigének szintézise parhuzamosan halad. Vizsgalataink nem
talaltak kapcsolatot a H2-K* antigén és a Con A receptorok eloszlasa kozott,
de lehetdvé tették, hogy kidolgozzunk egy olyan médszertani megkozelitést,
amellyel a sejtfelszini proximitas viszonyok az eddigieknél sokkal t6bb biolo-
giai informaciét adé felbontassal tanulmanyozhatok. EDELMANN ésmtsai altal
megfigyelt kapcsolat, amely a H2-D és a Rauscher virus antigének eloszlasanak
az osszefiiggését tarta fel, esetiinkben nem is volt varhaté, tekintettel a Con A
receptorok fehérje részének nagy heterogenitasara. A Con A ugyanis a gliko-
proteidek szabadon all6 alfa-mannopiranozid gyfirtijéhez kapcsolédik spe-
cifikusan. E cukor-komponenst azonban nagyon kiilonb6z6 fehérjék hordoz-
hatjak a sejtek felszinén. ElsGdleges célunk a Con A kivalasztasaval az volt,
hogy megfelelden magas fluoreszcencia intenzitas értékekkel dolgozva meg-
bizhaté médszert allitsunk be, amelynek segitségével az energia transzfer
hatékonysag aramlasi fluorimetrias rendszerekben is j6l tanulmanyozhaté.

Membran fehérjék mobilitdsinak vizsgdlata

A membran integralis komponenseinek vizsgalatara a PETERs altal 1974-
ben bevezetett FRAP (fluoreszcencia djraeloszlas fotokémiai kioltas utan) bi-
zonyult a legalkalmasabbnak (PETERS és mtsai 1974). Az eddig vizsgalt memb-
ran fehérjék lateralis mobilitasa fehérjénként erdsen valtozé. Mig a lipid prébak
diffiziés sebessége 108 cm?[s koriilli diffuziés allandéval jellemezhetd, addig
afehérjék 10-9—10-2 cm?/s sebességgel mozognak. Mitokondrialis membranok-
ban kimutattak, hogy a citoszkeleton dezintegralasa utdan a makromolekulik
sokkal gyorsabban diffundalnak. A rhodopszin a citoszkeleton nélkiili palcika
membranokban hasonléan viszonylag gyorsan diffundal, a diffiziés allandéja
kb. 10-? cm?/s. Mesterséges membranokban a fehérjék diffiziés sebessége el-
érheti a 108 cm?/s-t is (WEBB 1981). A 7. abra a T-41 sejtek H2-K"* antigén-
jének lateralis diffiziéjara vonatkozé sajat kisérleteinket mutatja be. Az
antigént H-100 27/55 tipusd teljes antitesttel vagy ennek papain emésztéssel
nyert Fab fragmentumaval jeléltik, miutan el6zéleg az antitestet TRITC-cel
reagaltattuk. Mint a 7. abran lathat6, a fotokémiai kioltds utan a kioltas
helyére visszadiffundalé antigén-antitest komplexumok az eredeti fluoresz-
cencia szintnek csak kisebb részét allitottak helyre. Ez nagy valészintiséggel
azt jelenti, hogy a H2-K* antigén lateralis diffiziéja korlatozott. A Fab frag-
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7. abra. FRAP (fluoreszcencia tujraeloszlas fotokémiai kioltds utén) kinetika T-41 sejteken,
20 msec idétartamu kiolté impulzus alkalmazésival. A sejtek jelélésére FITC-H-100 27/55
antitestet (A), ill. annak Fab fragmentumat (B) hasznaltuk

mentummal jelzett antigén szamitott lateralis diffiziés sebessége 3—5x10~?
cm?/s volt, a teljes antitesttel képzett komplex 10-? cm?/s diffiziés allandé-
javal szemben. A laterilis diffiizié nincs sziikségszerien szoros korrelaciéban
a rotaciés mobilitassal, amelynek funkcionalis jelent§sége adott proximitasi
viszonyok mellett még kifejezettebb lehet (JOvIN és mtsai 1981). A rotaciés

IIL. tablazat

Idéfiiggd foszforeszcencia anizotrépia méréssel tanulményozott rendszerek

Con A receptorok
Band 3 protein

emls sejtek
eritrocitak

Glikoforin lipid vezikuldk

IgE receptor bazofil karcinoma sejtek

AChR posztszin membrin, lipid vezikulak
EGF tumor sejtek

Na+—K+ ATPaz membrinok

Band 3 protein vvt membréan és sejt

H-2 hisztokomp. antigén limféma sejtek

Fenti vizsgalatokat illetéen 1. MATAYOSHI és mtsai 1982.
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8. dbra. Eozin-ITC-konjugalt H-100 27/55 antitestekkel jelolt T-41 sejtszuszpenzién meért
foszforeszcencia depolariziciés kinetika

mozgas mérésére abszorpciés dichroizmus, foszforeszcencia anizotrépia, triplet-
triplet abszorbcié és fluoreszcencia kimeritési médszerek egyarant alkalmaz-
haték. A II. tablazat mutatja a foszforeszcencia anizotrépia idébeni valtozasa-
nak kovetésén alapulé mddszerrel eddig tanulmanyozott membran kompo-
nenseket (MATAYOSHI és mtsai, kozlés alatt). Ezen vizsgéalatokbél tudjuk, hogy
pl. az epidermis novekedési faktoranak rotaciéja a receptorokhoz torténd ko-
tédés utan 37°C-on jelentdsen lelassul, amely lassulas a szadmitasok szerint
mikroaggregatum képzGdésre utal (ZIDOVETZKI és mtsai 1981). Ugyanakkor a
receptorhormon komplexnek a lateralis diffiizios mozgéasa a hdmérséklet no-
velésével fokozodott. Ezért célszeriinek lattuk megvizsgalni a H2-K¥ antigén
rotdciés mobilitasat is. A 8. 4bra mutatja a foszforeszcens festékkel (eozinnal
vagy eritrozinnal) jelzett H-100 27/55 tipusu antitest forgasara jellemzd idé-
fiiggd anizotrépia valtozasokat. A TII. tablazat részletesen mutatja a szami-
tott rotaciés korrelaciés id8 értékeket a kezdeti és a végsd anizotrépia beal-
last kiilonb6z6 kezelések utan. A legerdteljesebb valtozas a H2-K* antigén
forgasaban akkor jott létre, ha poliklonalis, nydlban termeltetett egér-ellenes
antitesttel reagéltattuk a H2-K* antigént specifikusan jelzd monoklonalis
antitesteket, a mozgas nagy mértékd lelassulasanak oka feltehetGen a poli-
klonalis antitest altal létrehozott halézat merevité hatasa volt. A festék, ill.
az antitest sajat mozgasa a mérési médszer altal nyitott iddtartoményon belil
nem lathaté. A foszforeszcens festék altal ,,lathatéva’ tett mikroszekundumos
idGtartomanynal 2—3 nagysagrenddel gyorsabban lezajlik. Ezért a mért forgas
teljes egészében az antigénnek tulajdonithaté. A III. tablazatban j6l lathatd,
hogy amikor jelzetlen és a foszforeszcens festéket hordozé monoklonalis anti-
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III. tablazat

A H-2 antigén rotdciés mobilitdsa

Rotdciés Amplitidé Bazis Hémérséklet

laciés id6 o
o ke (ro—Tes) (reo) &)

E0-27/55 16 0,02 ’ 0,025 4, 37
+ Con A 10 0,2 L 0,03 4
+ RAMIg 14 0,03 | 0,04 4
+ Con A 30 0,04 | 0,033 37
+ RAMIg >2000 | —004 007 37

+ 30/6 11 ' 0,03 | 0,027 4, 37
E0-27/55 F(ab) 13 ; 0,06 0,027 37
Antitest — | — ‘ — 37

T-41 sejteket jeloltiink eozin ITC konjugélt 27/55 kédjeld anti-H2 antitesttel, ill. ugyan-
ezen antitestekbdl eldallitott Fab fragmentummal. A tdbldzatban feltiintettiik az inkubalasi és
mérési hémérsékletet (ez a két hgmérséklet minden egyedi minta esetén azonos volt), a rotdciés
korrelaciés id6t, a teljes anizotrépia valtozast, valamint az anizotrépia végtelen iddre extra-
polalt r.. értékét. Adatokat adtunk meg olyan mintdkra is, amelyeket az eozinnal jelolt antitesten
kiviil a feltiintetett ligandumokkal is inkubdltunk. A tdbldzat als6 sora arra utal, hogy az eozin
ITC konjugalt antitest oldatban 37 °C-on nem tapasztaltunk rotéciés depolarizdciét a mikro-
szekundumos idgskélén.

test kotddését nem befolyasolé antitestet adtunk a rendszerhez, vagy a h6mér-
séklet lecsokkentésével megakadalyoztuk, hogy a RAMIg halézatot képezzen,
akkor az antigén mozgasa csak kissé valtozott.

Vizsgalataink amellett, hogy dj adatokat szolgaltatnak a H2-K* antigén
sejtfelszini eloszlasarél az antigén és a Con A receptor relativ proximitasi
viszonyairél, lateralis és rotaciés mobilitasarél, megnyitottdk annak lehetd-
ségét, hogy tovabbi szisztematikus munkaval feltérképezziik, hogy a sejtfel-
szini elemek dinamikéaja és elhelyezkedése mennyire fiigg a sejt funkcionalis
allapotaitol.
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