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1. Bevezetés 

A lumineszcencia t á r g y k ö r é b e t a r t o z ó a lapje lenségek egyike az ún . 
Förs t e r - t ípusú energ ia t ransz fe r , aminek lényege, hogy h a egy f luoreszká ló 
f e s t ék emissziós s p e k t r u m a á t f ed egy m á s i k festék (akcep to r ) abszorpciós 
spek t rumáva l , a ge r jesz te t t donor dipól-dipól kö lc sönha tás révén sugá rzás 
nélkül is á t a d h a t j a ger jesztés i energiá já t a tő le 10 nm t ávo l s ágon belül t a r t ó z -
k o d ó akcep to rnak . Tek in tve , hogy ezen f o l y a m a t sebessége (az á tmene t való-
színűsége) a d o n o r — a k c e p t o r távolság ( R ) ha todik h a t v á n y a szerint c sökken , 
a fo lyamat t a n u l m á n y o z á s a igen érzékeny módszert j e l e n t az ilyen nagyság -
rendű távolságok és kü lönböző biológiai f unkc iók közö t t i korrelációk vizsgála-
t á b a n . A t r ansz fe r mér t éke információt szolgál ta that kü lönböző molekulár i s 
és se j tsz intű fo lyamatokró l , s a f o l y a m a t o k b a n résztvevő (jelölt) komponensek 
helyének vál tozásáról . í g y a f luoreszcencia — s a ve le kapcsolatos energia-
t ransz fe r f o l y a m a t o k — igen komplex elméleti h á t t e r e ellenére, az energia-
transzfer r e l a t ív v á l t o z á s á n a k megha tá rozása révén sok ese tben igen hasznos , 
a biológiai o b j e k t u m o k széles skálá ján — molekuláris s z i u t t ő l sejtszintig — al-
ka lmazha tó félempir ikus, fenomenológ ikus vizsgálati m ó d s z e r is lehet. 

Je len közlemény keresz tmetsze t i k é p e t ad arról, h o g y a Förs t e r - t ípusú 
energ ia t ranszfer miként haszná lha tó a különböző molekulá r i s és s e j t s z i n t ű 
biológiai p rob lémák mego ldásában . T e k i n t v e , hogy elsődleges célunk az ener-
gia t ranszfer h a t é k o n y s á g á n a k a b e m u t a t á s a biológiai rendszerek v izsgá la tá -
ban , az alapjelenséget i l le tően csak n é h á n y összefüggés fe l í rására szor í tkozunk , 
s a részleteket illetően az e t á r g y k ö r b e n megjelent k i t ű n ő összefoglalókra és 
monográ f i ák ra u ta lunk ( G A N T O R , T A O 1 9 7 1 , D A L E , E I S I N G E R 1 9 7 4 , F A I R -

C L O U G H , C A N T O R 1 9 7 8 , S T R Y E R 1 9 7 8 ) . 

Egy dono r—akcep to r p á r esetén a gerjesztet t d o n o r molekula energia-
vesztése a köve tkező m ó d o n mehet végbe : 

a) f luoreszcencia ú t j á n (kf sebességi állandóval) 
b) Förs te r - t ípusú energ ia t ranszfe r ú t j á n (k t sebességi állandóval) 
c) kü lönböző kioltó m e c h a n i z m u s o k révén (Ajk, e r e d ő sebességi á l landó-

val) 
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A fen t i eknek megfelelően def in iá lha tó az energ ia t ranszfer E h a t á s f o k a : 

E = k t „ - (1) 
kf + k t + 27, k j 

A t ranszfer k t sebességi á l l a n d ó j á r a F Ö R S T E R munkái a l a p j á n ( F Ö R S T E R 1 9 4 8 , 

F Ö R S T E R 1 9 6 6 ) fel í rható, h o g y 

k t = 8 ,71 X 1023 J n " 4 k f R - e и2 s e c - 1 , (2) 

aho l k t a f luoreszcencia á t m e n e t sebességi á l l andó ja , n a d o n o r t és az a k c e p t o r t 
elválasztó közeg t ö r é s m u t a t ó j a , R a donor—akcep to r távolság , J az ún. á t f edés i 
in tegrá l (a hul lámhossz f ü g g v é n y é b e n m e g a d v a ) : 

(eA (k) FD(A) A4 dA 

JW = - — = ' (3) 
J F D ( A ) dA 
о 

aho l £A(A) az akcep to r moláris ext inkciós e g y ü t t h a t ó j a , FD(A) a donor kor r igá l t 

emissziós in t enz i t á sa egységnyi hul lámhosszra v o n a t k o z t a t v a . 

А x2 a donor—akcep to r p á r relat ív or ien tác ió já t je l lemzi : 

X2 = (cos ОС — 3 cos ß cos y)2, (4) 

aho l а а donor és az akceptor d i p ó l u s m o m e n t u m a i által b e z á r t szög, ß a d o n o r 
m o m e n t u m a és a dono r—akcep to r k ö z é p p o n t j a i t összekötő egyenes által b e z á r t 
szög, у az a k c e p t o r m o m e n t u m a és a donor—akcep tor k ö z é p p o n t j a i t összekötő 
egyenes ál tal b e z á r t szög. 

Az (1) összefüggés másik g y a k r a n haszná l t a lak ja : 

E = — (5) 
R« + Rg ' V 

aho l 

R 0 = 9 ,74 x 103 (Jn-4<2>*2)1/6. (6) 

I t t Ф = k f (7) 
k J . r . k 4 ' 

a donor k v a n t u m h a t á s f o k a . 
A kísérlet i lehetőségeket i l letően a t r a n s z f e r E h a t á s f o k á n a k megha tá ro-

zásá ra számos egyensúlyi , ill. f luoreszcencia é l e t t a r t a m mérésen a lapuló módszer 
i smeretes ( E I S E N B E R G 1975, D A L E és E I S I N G E R 1975), ame lyek részletezésével 
i t t nem fogla lkozunk. 
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2. Molekulár is paraméterek megha tá rozása Förster- t ípusú 
energia t ranszfer segítségével 

A Förs t e r - t í pusú energ ia t ranszfer hatodik h a t v á n y szerint i t ávolság-
függése rövid (2—10 n m ) távolságon belül igen jó té rbe l i f e lbontás t biztosí t . 
Tek in tve , hogy az energ ia t ranszfer „ h a t ó t á v o l s á g a " a molekulák (főleg a mak-
romolekulák) á t m é r ő j é n e k t a r t o m á n y á b a esik, kézen fekvő a lka lmazás i t e rü-
le tként adódik mo leku l án belüli, mo leku la - agg regá tumok komponensei közöt t i 
t ávolságok vizsgála ta . Az energia t ranszfer ugyanezen sajá tossága tesz i lehetővé 
asszociációs-disszociációs fo lyamatok követését , r eakc iók sz töehio ine t r iá jának 
megha tá rozásá t , enz im reakciók sebességének mérésé t s tb. Az a t é n y , hogy a 
f luoreszcencia é l e t t a r t a m ál talában a nsec (10~9 sec) t a r t o m á n y b a esik, a mód-
szer a lka lmazás i lehetőségeinek k i te r jesz tésé t j e l en t i , amennyiben segítségével 
az ilyen i d ő t a r t o m á n y b a eső mozgások de t ek t á lha tok , s vál tozásaik mérhe tők . 
I lyen, különböző f iz ika i -kémiai , pol imerkémiai , b iokémia i , biofizikai , biológiai 
szempontból egya rán t fon tos mozgás t ípusok pl. a t ranszlációs d i f fúz iós moz-
gás, az in t ramoleku lá r i s Brown-mozgás , a molekulán belüli a tomcsopor tok rela-
t ív mozgása s tb. 

2.1 Intramolekuláris távolságok mérése 

Makromoleku lák j ól definiált , specif ikus helyére megfelelő donor— akceptor 
pár t képező f luoreszcens fes tékeket k ö t v e , a megfele lő helyek k ö z ö t t i át lagos 
távolság a donor és akceptor mo leku lák közöt t t ö r t é n ő rezonancia energia 
t r ansz fe r h a t á s f o k á n a k (és egyéb pa raméte re inek) megha tá rozása u t á n kiszá-
m í t h a t ó . Ehhez n y i l v á n v a l ó fe l té te l , hogy a f e s t é k e k kötődése ne okozzon 
olyan m é r t é k ű k o n f o r m á c i ó vá l tozás t , ami m e g v á l t o z t a t j a a kérdéses távolsá-
got. E z e n feltétel te l jesülésének kísér le tes b izonyí tása ál talában nehezen kivi-
te lezhető . A szokásos e l já rás — a m e n n y i b e n erre lehetőség van — a távolság 
kü lönböző f e s t ékpá rok segítségével t ö r t é n ő megha tá rozása . A m e n n y i b e n kü-
lönböző f e s t é k p á r o k k a l közel azonos távolság a d ó d i k , az említet t fe l té te l nagy 
valószínűséggel t e l j e sü l , s a m e g h a t á r o z o t t t ávo lság e l fogadható. 

Gyakor i eset, h o g y egy makromoleku la működésének megér téséhez igen 
hasznos a d a t a mo leku la a l ak jának ismerete . J ó p é l d a erre a rodopsz in , amely-
nek molekulasúlya 40 000 dalton. E g y ilyen molekulasú lyú gömb alaki í mole-
kula á tmérő je kb . 4 ,5 n m . Ez az t je len t i , hogy h a a rodopszin g ö m b alakií, 
akkor n e m éri át a m e m b r á n t , a m e l y b e n működésé t kifej t i . Ha v i szon t , a lak ja 
e l n y ú j t o t t , akkor á t é r h e t i azt. Ez u t ó b b i , e l n y ú j t o t t alakra u ta ló molekulár is 
t ávo l ságoka t (a l e g n a g y o b b 7,5 n m ) ha tá roz tak m e g W u és S T R Y E R (1972) 
kü lönböző donor—akcep to r pá roka t képező f luoreszcens fes tékekkel jelölve a 
rodopszin m e g b a t á r o z o t t helyeit. B á r a méréseket n e m a kezeletlen m e m b r á n -
ban , h a n e m digi tonin o lda tba , i l letve mesterséges m e m b r á n b a v i t t rodopszinon 
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végez ték , az e r e d m é n y — az ugyan i s , hogy a rodopsz in e l n y ú j t o t t a lakú, aini 
l ehe tővé teszi s z á m á r a , hogy helyes orientáció ese tén átér je a m e m b r á n t és 
min t a m e m b r á n f o t o n - a k t h ált c s a t o r n á j a m ű k ö d j ö n — nagy valószínűséggel 
ex t r apo l á lha tó a te rmésze tes környeze tében t a l á l h a t ó rodopszinra is. Későbbi, 
más módszer ha szná l a t áva l végzet t kísérletek u g y a n c s a k a l á t á m a s z t j á k W u és 
S T R Y E R megá l l ap í t á sá t ( S A R D E T , T A R D I E N , L U Z R A T I 1976, M O N T A L , D A R S Z O N , 

T R I S S L 1977). Hason lóan , a G ak t in specif ikus he lye inek f luoreszcens jelölésével 
m é r t e k in t ramoleku lá r i s távolságot M I K I és M I H A S H I (1978). A G a k t i u nukleotid 
kö tőhe lyé t e-ATP-vei , a cys-373 S H csopor t j á t ped ig N-/4-dimeti lamino-3,5-di-
n i t rofeni l /male imiddel ( D D P M ) j e lö lve mind „ s t e a d y s t a t e " f luor imet r iás 
ú t o n , mind f luoreszcencia é l e t t a r t a m méréssel m e g h a t á r o z t á k az e-ATP-ről a 
D D P M - r e i rányuló energia t r ansz fe r h a t á s f o k á t . A különböző m ó d o n mér t 
t r ansz fe r ha t á s foka h ibaha tá ron be lü l azonos é r t é k vol t . Ennek fe lhasználásá-
val a G ak t in nuk leo t id kötő he lyének a 373-as ciszteintől m é r t távolságai t 
megha tá rozva , a r r a 3 n m értéket k a p t a k . 

Mint ismeretes , az enzimek a kémia i reakciók sebességét 10 —12 nagyság-
renddel növelik. Ka ta l i zá ló h a t á s u k k i fe j tésének első lépése az ú n . enzim-
szubsz t r á t komplex kia lakulása . Ugyancsak i smere tes , hogy az enz imek ezen 
reakciógyorsí tó h a t á s a szelektív, vagy i s az enz imek szubsz t r á t j a ik ra nézve 
igen specif ikusak. Ez az t jelenti , h o g y az enzim-szubszt rá t k o m p l e x b e n az en-
zim és szubsz t rá t k ö z ö t t több p o n t o n is kötések a lakulnak ki . Nyi lvánva ló , 
hogy az enzim és szubsz t r á t közöt t k ia lakuló kö té sek , valamint az enzim kötő-
c e n t r u m á b a n t a l á l h a t ó egyéb csopor tok t e rmésze tének t isztázása igen fontos 
a kata l íz is mechan i zmusának f e l t á r á s á b a n . E h e l y ü t t a probléma t i sz tázásához 
haszná la tos módszerek felsorolásától e l tekintve , c sak a Förs te r - t ípusú energia-
t r ansz fe r mérésén a l apu ló módszer a lka lmazásáva l foglalkozunk. 

E z t a módszer t haszná l ták a termol iz in a k t í v cen t rumának t a n u l m á n y o -
zására H O R R O C K S és m t s a i ( 1 9 7 5 ) , v a l a m i n t B E R N E R és mtsai ( 1 9 7 5 ) . A termo-
lizin a hődena tu rác ióva l szemben n a g y m é r t é k b e n ellenálló f e h é r j e b o n t ó enzim. 
Az ak t iv i t ásához szükséges cink ion az ak t ív c e n t r u m o t képező mélyedésben 
van , s az ak t í v c e n t r u m ta r t a lmaz m é g négy ka l c ium ion kö tőhe lye t is. A fent i 
szerzők az enzim a k t í v c e n t r u m á b a n levő Zn2 + i on t Co2 + ionra, m í g az egyik 
Ca2 + - t T b 3 + ionra cserél ték. Ekkor az enzim t r i p t o f á n csopor t ja i t gerjesztve, 
azok energ ia t ranszfer révén ger jeszt ik a T b 3 + i on t , ami viszont a C o 2 + ionnak 
a d j a á t energiá ja egy részét. A k o b a l t t a l jelölt és kobal tot n e m t a r t a lmazó 
e n z i m p r e p a r á t u m o k T b 3 + emissziójának v izsgá la tából m e g h a t á r o z h a t ó a T b 3 + 

és Co 2 + közöt t i energia t ranszfer h a t é k o n y s á g a . E z e n ada t b i r t o k á b a n a fent i 
szerzők a dono r—akcep to r távolság é r tékére 1,36 n m - t kap tak , ami j ó l egyezik a 
rön tgen kr isz ta l lográf iás módszerrel mér t a d a t o k k a l . 

Későbbi v izsgá la tokban ugyanezen energia t ranszfe r r endsze r t használ-
t á k a termolizin h ő d e n a t u r á c i ó j á n a k v izsgála tára ( K H A N és mtsa i 1 9 7 8 ) . A hő-
mérsékle te t 20 °C-ról indu lva fokoza tosan 90 °C-ig emel ték . E k ö z b e n a T b 3 + — 
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Co2 + t á v o l s á g szigmoid l e f u t á s t követve 1,46 nm-ről k b . 2,2 nm-ig e m e l k e d e t t . 
A 80 °C körü l i és annál m a g a s a b b hőmérsékle ten a f luoreszcencia in tenz i t á sok 
alacsony sz in t j e miat t , meglehetősen m e g n ő t t a mérés h ibá j a . Ez az egyik 
lehetséges m a g y a r á z a t a a n n a k , hogy a m é r t t ranszfer ha t á s fokábó l s z á m í t o t t 
donor—akcep to r távolság n e m tükrözte a termolizin k b . 80 °C körül b e k ö v e t -
kező dena tu rác ió j á t . E g y másik, a mérés i módszer sa j á t ságábó l k ö v e t k e z ő 
probléma ez esetben az, h o g y a donor—akcep to r t á v o l s á g esetleg je len tős növe-
kedését az energ ia t ranszfe r erős (ha tod ik ha tvány szer in t i ) távolságfüggése 
mia t t a n a t í v , kisebb dono r — akceptor távolsággal j e l l emezhe tő enzim moleku-
l á k j e l e e l n y o m h a t j a . 

W O L F M A N és H A M M E S (1977) az enz im specifikus kötőhelyeire b e k ö t ö t t 
donor és akceptor m o l e k u l á k segítségével t a n u l m á n y o z t á k a nyúlizom foszfo-
f r u k t o k i n á z enzimének regulác ió já t . Vizsgá la ta ikban az enz im aktív c e n t r u m á -
hoz közel eső c i t rá t -kötő h e l y e t és a l eg reak t ívabb S H csopor to t je löl ték. A cit-
r á t -kö tő helyhez pi r idoxál-5 ' - foszfá to t ( P M P ) k ö t ö t t e k , míg az SH csopor to t 
NBD-k lor idda l (7-kloro-4-ni trobenzo-2-oxa-l ,3-diazol) v a g y NSM-mel (4-di-
met i l -amin-4 ' -male imidos t i lben) r e a g á l t a t t á k . Mindkét e s e t b e n a P M P szerepel t 
donorkén t . Az NBD-vel j e lö l t enzim ese t ében a donor—akcep to r t ávo l ság érté-
kére 4 n m - t , míg NSM je lölés esetén 3,6 nm- t k a p t a k . A további v izsgá la tok 
azt m u t a t t á k , hogy a d o n o r — akceptor t á v o l s á g a k ísér le t i h ibán belül vá l t oza t -
lan m a r a d mind pH:7 ,0 , m i n d pH:8,0 ese tén . Vá l t oza t l an marad t o v á b b á kü-
lönböző (0,1 —1 mM) koncen t rác ió jú A T P , 6 mM f r u k t ó z 6-foszfát, v a l a m i n t 
5 mM MgCl , jelenléte e s e t é n is. Ez azt m u t a t j a , hogy s e m az enzim a k t i v i t á s á -
ban regulációs szerepet j á t s z ó aggregációs fo lyamatok , sem a kü lönböző — a 
szabá lyozásban u g y a n c s a k résztvevő — ligandok o k o z t a konformációs vál to-
zások n e m vezetnek a d o n o r — a k c e p t o r távolság v á l t o z á s á r a . Tekintve , bogy a 
donor—akcep to r pár az enz im aktív c e n t r u m a köze lében van , az e r e d m é n y e k 
azt m u t a t j á k , hogy az a k t í v centrum lokális konformác iós állapota n e m érzé-
keny a regulációs f a k t o r o k r a , s így a c i t r á t enzimgátló h a t á s a al losztérikus. 

2.2 Intermolekuláris távolságok mérése 

Az in t ramoleku lá r i s távolságméréshez hasonlóan , különböző egymáshoz 
kötődő v a g y egymás közve t len közelében lokalizált molekulákat megfelelő 
donor, ill. akceptor moleku lákka l je lö lve , a Fö r s t e r - t í pusú rezonancia energia-
t ranszfer mérése ú t j á n a rendszer f u n k c i ó j á v a l összefüggő, s t r u k t ú r á r a je l lemző 
információk nyerhe tők . Az in termolekulár is t ranszfe r rendszereknek különös 
szerepe v a n a se j tben t a l á l h a t ó t a r t ó s a n vagy á t m e n e t i l e g előforduló külön-
böző s t r u k t ú r á k (pl. k romoszóma, mul t ienz im k o m p l e x e k , an t igén-an t i t e s t 
komplexek , mediá tor - recep tor komplexek , enz im-l igand komplexek stb.) 
t anu lmányozásában . Az a lább iakban eml í t e t t példák ezen vizsgálatok je lentő-
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ségét , sokoldalú a l k a l m a z h a t ó s á g á t k í v á n j á k illusztrálni — a teljességre v a l ó 
tö rekvés igénye nélkül . 

Fö r s t e r - t í pusú energ ia t ranszfer v izsgá la tok sorozata segítet t a h é t 
pol ipept id- l áncbó l felépülő c i t o k r ó m с ox idáz rendszer t é r b e l i elrendezésének 
v izsgá la tában . H á r o m specif ikus hely (egyik a c i tokróm с h e m csopor t ja ) közö t t i 
t ávo l ság megha tá rozása a c i t o k r ó m с oxidázt a lkotó alegységek relatív t é rbe l i 
elrendezésére nézve igen é r t ékes ismereteket a d o t t . U g y a n a k k o r egy érdekes 
ké rdés t is f e l v e t e t t . Azt ugyanis , hogy mikén t mehet végbe a k ö t ö t t c i tokróm 
с hem csopor t j a és a legközelebbi hern a csopor t között i r e la t íve nagy — 2,5 n m 
— távolságot á th ida ló e l ek t ron t r anszpor t ( D O C K T E R , S T E I N E M A N N , S C H A T Z 

1 9 7 8 ) . 

Esherichia coli-ból p r e p a r á l t p i ruvát dehidrogenáz mu l t i enz im komplex 
b á r o m enzimet — Ev E.,, Es — ta r t a lmaz , amelyek sz töchiometr ia i a r á n y a 
a komplexben 2 4 : 2 4 : 1 2 . A k o m p l e x e n belül az intermedier moleku láka t va ló-
színűleg egy ro t ác ió r a képes 1,4 n m hosszúságú „ k a r " szá l l í t j a az egyik a k t í v 
cen t rumtó l a más ikhoz ( K Ö R K E , R E E D 1 9 6 0 ) . Ezen elképzelés módosí to t t fo r -
m á j a szerint az in te rmedie reke t ké t ilyen f o r g ó „ k a r " á t a d h a t j a egymásnak 
( K Ö R K E és mt sa i 1 9 6 3 ) , ami az egyes akt ív c e n t r u m o k közöt t i maximál i s t ávo l -
ságo t az e lőbbiből következő 2,8 nm h e l y e t t 5,6 nm-re t e r j e s z t i ki. МОЕ, 
L E R N E R és H A M M E S ( 1 9 7 4 ) k i m u t a t t á k , hogy az E1 enzim a k t í v c e n t r u m á b a 
k ö t ö t t t iokróm-di foszfá t tó l az E3 ak t ív c e n t r u m á b a kötöt t F A D felé i rányuló 
rezonancia energia t ranszfer h a t á s f o k a 8 % , a m i ebben az e s e t b e n a két a k t í v 
c e n t r u m közö t t 4,5 nm n a g y s á g ú távolságot j e len t . Ez a k í sé r le t i e redmény 
t e h á t k izár ta a fen t i egyszerű in termedier t r ansz fe r lehe tőségé t , s egyú t t a l 
va lósz ínűs í te t te a második — a forgó , , ka r " -ok közötti i n t e rmed ie r á t a d á s 
l í t j á n realizálódó -— mechan izmus t . Természetesen más — a méré s i e redménnyel 
összeegyezte the tő — mechan izmus is e lképzelhető, mint pl. az a k t í v cen t rumok 
konformációs vá l t ozá s okozta időleges közeledése ú t j á n v é g b e m e n ő intermedier 
t r ansz fe r . Ugyanezen komplex E j enzimének energ ia t ranszfer segítségével 
t ö r t é n ő t a n u l m á n y o z á s a veze t e t t ahhoz a felismeréshez, hogy allosztérikus li-
g a n d o k által p r o d u k á l t konformác iós vál tozás t ö b b mint 4 n m távolságban is 
é rez te the t i h a t á s á t . A pi ruvát dehidrogenáz (Ег) SH c s o p o r t j á t — ami t ávo l 
v a n mind az a k t í v cent rumtól , m i n d a regulá tor helytől — az e n z i m akt iv i tásá-
n a k jelentős vá l t ozása nélkül male imiddel , az enzim Co-A k ö t ő regulátor 
c e n t r u m á t ANS-sel jelölve P A P A D A K I S és H A M M E S ( 1 9 7 7 ) az t t a l á l t á k , hogy a 
f e s t ékek közöt t i távolság t öbb in iu t 4 nm. Ugyanakkor , az S H - t jelölő fes ték 
mobi l i t ása j e l en tősen megnő, h a az enzimhez Co-A kötődik. E z egyér te lműen a 
Co-A által e lő idézet t , nagy t á v o l s á g b a n (4 n m ) is jól észlelhető konformációs 
vá l tozás t m u t a t j a . Egy másik rendszer, ame lynek v i z sgá l a t ában je lentős 
i smere teke t szo lgá l t a t t ak az energ ia t ranszfe r mérésé t célzó f luoreszcens vizs-
gá l a tok , a k ó d á t í r á s t végző D N S - f ü g g ő RMS polimeráz. Az enz im négyféle 
alegységből épül fel ( a 2 ßß , 0) . B á r szerkezetéről , működéséről , szabályozásáról , 
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sok ada t áll rendelkezésre , ha t á smechan izmusa távo l ró l sem t e k i n t h e t ő 
i smer tnek . 

Működése a DNS-hez t ö r t é n ő kötődésse l kezdődik. T e k i n t v e , hogy c s a k a 
D N S helix egyik láncát í r j a á t , kézenfekvő feltételezés, h o g y kötődésével l o k á -
lisan fe lny i t j a a hélix két l á n c á t összekötő h id rogénh idaka t . Az így k e l e t k e z e t t 
hu rok a k ó d á t í r á s a la t t az enz im mozgásáva l együtt , u g y a n c s a k tovább h a l a d 
a DNS m e n t é n . A hurok lé tezésének b izonyí tásához , m é r e t é n e k m e g h a t á r o z á -
sához számos módszer t — ezek között f luoreszcenciás m ó d s z e r t is — a l k a l m a z -
t a k . A hurok minimális mére t ének megha tá rozásá ra D A M J A N O V I C H és m t s a i 
(1977) a Förs t e r - t ípusú energia t ranszfer j e l enségé t ha szná l t ák fel. Vizsgála ta ik-
hoz mesterséges DNS-t [po l id (A-T)] h a s z n á l t a k . Az energ ia t ransz fe r - rendsze r t 
a DNS-hez k ö t ő d ő e t id ium bromid s az enzim primer aminja ihoz k ö t ő d ő 
f luoreszkamin a lko t t a . Az eredmények t a n ú s á g a szerint, a hurok mére te leg-
a lább 0,5 —1 hé l ix - fo rdu la t ra t e r j ed ki. 

Ugyanezen enzim alegységei által m e g h a t á r o z o t t t é r b e l i viszonyok vizs-
gá la tára a l k a l m a z t a S T E N D E R és P A L M (1979) A r ezonanc ia energ ia t ranszfer 
ú t j á n t ö r t é n ő t ávo l ságmérés t . Az ál taluk a lka lmazo t t d o n o r — akceptor p á r o k 
egyike f luoreszká ló r i fampic in származék v o l t , amely a r i fampic inhez h a s o n l ó a n 
szelektíven k ö t ő d i k az enziin /1 alegységének megha tá rozo t t helyéhez. I ly m ó d o n 
a t o v á b b i a k b a n ez a hely m i n t állandó r e f e renc i a pont ha szná lha tó . Az e n z i m e t 
alegységekre b o n t v a , m inden alegységet külön-külön megje lö l tek a megfe le lő 
— a r i fampicin szá rmazékka l d o n o r — a k c e p t o r párt képező — fluoreszcens fes-
tékkel . Ezt köve tően egy a d o t t jelzett a legységből és nem j e l ze t t a legységekből 
összeál l í tot ták az enzim t ö b b alegységből á l ló szerkezetét . E z e n eljárást k ü l ö n -
böző alegységeket jelölve megismétel ték , s a mér t e redményekből m e g h a t á r o z -
t á k a ß a legységen ta lá lha tó r i fampicin s z á r m a z é k különböző alegységektől inér t 
át lagos t ávo l sága i t . Ezen é r t é k e k : а у a legységre 5,9 n m ; az a 2 alegységre 7,2 
n m ; s a ß a legységre 6,1 n m . 

A Förs t e r - t í pusú energia t ranszfer fe lhasználás i lehetőségének egy m á s i k 
pé ldá ja az A U L D , L A T T és V A L L E E ( 1 9 7 2 ) á l ta l k idolgozot t módszer, a m e l y 
segítségével reakc iók ine t ika i mérések végezhe tők . A módsze r lényege az, bogy 
lia (lanzilezett szubsz t rá to t használunk, az enz im-szubsz t rá t komplex k i a l a k u -
lása az enz imben t a lá lha tó t r ip tofán(ok) je lenlé te mia t t egy — a k o m p l e x r e 
jellemző — d o n o r — a k c e p t o r pá r képződésé t jelenti. í g y a donort abszorpc iós 
m a x i m u m á n ger jesztve , az akcep tor emissz ió jának időbeli vál tozása az e n z i m -
szubszt rá t k o m p l e x koncen t rác ió jának időbe l i le futásával párhuzamos. Í g y a 
maximális f luoreszcencia in tenzi tás és f luoreszcencia- időfüggvényből szá-
mí tha tó görbe a l a t t i t e rü le t segítségével m e g h a t á r o z h a t ó k az enzim k i n e t i k a i 
jellemzői. 
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2.3. A távolság meghatározásának hibaforrásai 

Az e lőzőkben b e m u t a t o t t példák t a n ú s á g a szerint a Förs te r - t ípusú en e r -
giatranszfer j ó l haszná lha tó , mint „spekt roszkópiás mérősza l ag" (STRYER és 
H A U G L A N D 1 9 6 7 ) . U g y a n a k k o r , a módszer a lkalmazása s o r á n a helyes k ö v e t -
keztetések l evonása é rdekében számos h ibafor rás ra kel l tekin te t te l l enn i . 
A transzfer h a t á s f o k mérésével történő i n t r a - vagy in termolekulár is t á v o l s á g o k 
megha t á rozásáná l gyakori ese t , hogy a moleku lák f e s t ékke l történő je lö lése 
vagy nem speci f ikus , vagy a specifikus j e l zés a molekula különböző he lye in is 
e lőfordulhat . E b b e n az e s e t b e n — a f e s t é k : jelölt molekula arányától f ü g g e t -
lenül — a d o n o r —akceptor p á r o k távolsága n e m ugyanaz. A rendszerben e lő fo r -
duló kü lönböző donor— a k c e p t o r t ávo l ságok gyakorisága a vizsgált r e n d s z e r 
te rmészeté tő l f ü g g ő f(R) sűrűségfüggvény segítségével í r h a t ó le. Ez egyé r t e l -
műen azt j e l e n t i , hogy a t r ansz fe r h a t á s f o k segítségével számol t R é r t é k az 
aktuál is donor—akcep to r t ávo l ságok s a j á t o s á t laga lesz. T e k i n t v e , hogy az E ér-
t éke a t á v o l s á g o k ha tod ik ha tványá tó l f ü g g (1. 5. egyen le t ) , a k ü l ö n b ö z ő 
távolsággal je l lemezhető f e s t ékpá rokuak a m é r t átlag é r t é k h e z adott j á r u l é k a 
is a távolság ha tod ik h a t v á n y a szerint v á l t o z i k . Ez okozza azt , hogy az i ly 
módon s z á m í t o t t átlagos donor—akcep to r t ávo lság (R) az f (R) f ü g g v é n n y e l 
jel lemzett populác ió esetén, erősen a k i s e b b távolságok fe lé tolódik, v a g y i s : 

oo 
R < I R f ( R ) d r . ( 7 ) 

o' 

Feltéve, hogy egy molekula v a g y molekula rendszer jól megha t á rozo t t h e l y e i n 
specifikusan k ö t ö t t donor—akcep tor pár t a l á l h a t ó , a f e n t i effektus l ényegese 
lecsökken, de n e m fe l té t lenül e lhanyagolha tó . Ebben az e se tben is s z á m o l n i 
kell egy, az f ( R ) távolságeloszlást „szélesí tő" hatással . Á l t a l ánosan e l f o g a d o t t , 
hogy a mo leku lák több, közel azonos szabadenerg ia sz in t te l jel lemezhető k o n -
formációs á l l a p o t között f l u k t u á l h a t n a k . E z e n különböző konformációs á l l a -
po tok — bá r szabadenergia s z in t j ük e g y m á s h o z közel eső — a fes tékpár t k ö t ő 
csoportokra n é z v e különböző távolságokat j e len the tnek . E b b e n az e s e t b e n a 
konformációs á l lapotok eloszlása produkál egy , az á l l apo toknak és azok elosz-
lásának megfele lő távolságeloszlást . 

A f e n t i e k b ő l köve tkez ik , hogy k ü l ö n ö s e n térbeli modellek f e l á l l í t á sa 
esetén nem e legendő az R i smere te . A távolságeloszlás f (R) sű rűségfüggvényé-
nek megha tá rozásá ra C A N T O R és P E C H U K A S ( 1 9 7 1 ) egy a t r a n s z f e r h a t á s f o k R ; ) 

függésének mérésén a lapuló módszert j a v a s o l . U g y a n a k k o r , más módsze r is 
t a lá lha tó az i roda lomban , a m e l y n e k segítségével az f(R) függvény rő l i n f o r m á c i ó 
nyerhe tő ( G R I N V A L D és m t s a i 1 9 7 2 ) . 

A t o v á b b i a k b a n , a d o n o r — a k c e p t o r pá rok or ien tác ió jából s z á r m a z ó , 
a távolság m e g h a t á r o z á s á n a k b i zony ta l anságá t e redményező ha tásokat v izs -
gálva D A L E és E I S I N G E R ( 1 9 7 4 , 1 9 7 6 ) n y o m á n indu l junk ki a b b ó l , hogy a d o n o r -
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akceptor p á r o k távolsága m i n d e n f e s t é k p á r r a nézve azonos és időben v á l t o -
za t lan . E b b e n az esetben a donor— akceptor p á r o k relatív or ien tác ió ja az e g y e t -
len t o v á b b i vá l tozó , ami az E értékét be fo lyáso l j a . 

Fe l té te lezve , hogy 

2 k i < k t k ( (8) 
i 

az (1) és (2) segítségével az a lábbi összefüggést kap juk : 

УС2 

E = (9) 

С + 

ahol С az egyenle tek á l t a l m e g h a t á r o z o t t , s ese tünkben vál tozat lan é r t é k . 
Ny i lvánva ló , hogy az E kísérletes ú t o n tör ténő megha tá rozása e s e t é n az 

egyes donor -akcep to r p á r o k r a jellemző E j é r t ékek á t l agá t « E j » k a p j u k , ami 
azt je lent i , h o g y a (9) egyenle t jobb o l d a l á n álló kifejezés vá rha tó é r t é k é t kell 
megvizsgá lnunk . Eközben k é t szélső e se te t t á rgya lunk : az egyik az ú n . d ina-
mikus á t lago lás , amikoris fel tételezzük, h o g y a donor—akcep to r páron b e l ü l a 
f luoreszcens molekulák o r ien tác ió jának vá l tozása sokkal gyorsabb f o l y a m a t , 
mint akár a t r ansz fe r (k t ) , aká r a donor emissziója (k{); a másik eset az ún . 
sz ta t ikus á t lagolás , amikor az orientáció vá l tozása a d o n o r gerjesztet t á l l apo-
t á n a k é le t ide je a la t t e lhanyagolha tó . 

Az első esetben ny i lvánva ló , hogy a t r ansz fe r beköve tkez te előtt m i n d e n 
lehetséges or ientáció t öbbszö r is e lőfordul , vagyis a t r a n s z f e r h a t é k o n y s á g a 
minden dono r—akcep to r p á r r a nézve a z o n o s . Ez ese tben : 

<E> a = <E,) J = c _ i R f % f > . (10) 

Az egyenlet i lyen a lakja az t jelenti , hogy h a a donor—akcep to r or ientációs sza-
badságának i smere tében a <(«?> é r tékére kor lá tokat s z a b h a t u n k , a k k o r az 
<E) d i smere t ében az R é r t éké re alsó és f e l ső ha tá roka t a d h a t u n k meg. A máso-
dik ese tben, amikor a dono r — akceptor p á r o r ien tác ió jának változása l a s s ú , a 
különböző f e s t é k p á r mo leku lák különböző E j értéket a d n a k , s ezek n e m c s a k a xf 
ér tékétől , h a n e m а x\ és R 6 a ránytól is függnek . Ez e s e t b e n tehát 

<e>'=<e'>Ĥ W> (ii) 

A x\ szélső ér tékeire v o n a t k o z ó i smere te ink így a C _ 1 R e t a g miat t n e m a lkal -
m a z h a t ó k a számí to t t R é r t ék b izony ta lanságának becslésére. V a n n a k o lyan 
esetek, a m i k o r 

kt<^.kf, a zaz <E> 1 , 
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ami azt je len t i , hogy a x? jó közelítéssel e lhanyago lha tó a C _ 1 R 6 taghoz k é p e s t . 
E z azt e redményez i , hogy e k k o r a d inamikus át lagoláshoz hasonlóan a x j szélső 
értékeire v o n a t k o z ó ismeretek alapján jó közelí téssel megha tá rozha tó az R t á -
volság alsó és fe lső ha tá ra . 

A f e n t i e k b e n külön v á l a s z t o t t u k a d o n o r — akceptor p á r o k orientáció és 
távolság eloszlásából szá rmazó , az átlagos t á v o l s á g b izonyta lanságá t e r e d m é -
nyező f a k t o r o k a t . A va lóságban tovább növeksz ik a p r o b l é m a , ha f i g y e l e m b e 
vesszük, hogy m i n d az or ientác ió , mind a t á v o l s á g va lami lyen eloszlással je l le-
mezhető, s a k é t eloszlás n e m függet len e g y m á s t ó l . Már nem t ú l nagy m o l e k u l á k 
esetén is t ö b b , egymásra szuperponálódó m o z g á s együttese eredményezi a d o u o r 
és akceptor m o l e k u l á k közöt t i aktuál is t á v o l s á g vál tozását . Ugyanakkor , a f e s -
t é k e k közötti t á v o l s á g vá l t ozása rendszerint a z orientáció vá l tozásá t is j e l e n t i 
(a speciális e s e t e k t ő l e l tek in tve) és viszont. A módszer u g y a n a k k o r — m i n t az 
az előbbiekből is ki tűnik — jó l haszná lha tó a távolságméréssel összefüggő 
egyéb molekulár is problémák megoldására . 

2.4. Dinamikus folyamatok jellemzése 

Mint az az előző részből is ki tűnik, az e s e t e k azon részében , amikor a m é -
rés célja s z t a t i k u s pa ramé te rek (távolságok, kü lönböző mo leku lák relat ív t é r -
beli elhelyezkedése stb.) meghatá rozása , a d o n o r ger jesztet t á l lapotának é le t -
t a r t a m a a la t t l eza j ló d inamikus fo lyamatok — a donor—akcep to r pár t á v o l s á -
gának , relat ív o r i en tác ió j ának változása — t ö b b n y i r e z a v a r ó a k , s a s z á m í t o t t 
a d a t o k pon tos ságá t csökkent ik . Ugyanezen f o l y a m a t o k igen hasznosak a z o n -
b a n , ha kü lönböző , ezen pa raméte rekke l s zo ros kapcso la tban álló d i n a m i k u s 
fo lyama toka t a k a r u n k vizsgálni . 

Ha a d o n o r és akceptor molekulák a d o n o r ger jeszte t t á l lapotának é le t -
ide je alatt j e l e n t ő s mértékű Brown-mozgás t végeznek , ez a m o z g á s —a d i f fúz iós 
á l landók é r t é k é n e k megfelelően — befolyásolja a Förs te r - t ípusú energia t ransz-
fe r h a t é k o n y s á g á n a k ér tékét . A transzlációs diffúziós mozgás ezen szerepé t 
i l letően K A T C H A L S K I és m t s a i ( E L K A N A , F E I T E L S O N , K A T C H A L S K I 1 9 6 8 , 

S T E I N B E R G , K A T C H A L S K I 1 9 6 8 ) végeztek v iz sgá la toka t . A szerzők A j e lenség 
kva l i t a t ív l e í rásá t az a lábbiak szer int ad ták m e g : t = 0 időp i l l ana tban ger jesz-
s z ü k a donor mo leku láka t egy végtelenül r ö v i d impulzussal . A donorok leger-
jesztődését ké t a l apve tő — pá rhuzamos — f o l y a m a t szabja meg : a d o n o r o k 
f luoreszcenciá ja és a donor—akcep tor m o l e k u l á k között i energ ia t ransz fe r . 
E z utóbbi f o l y a m a t sebességi ál landója f o r d í t v a arányos a d o n o r — a k c e p t o r 
t ávo l ság ha tod ik h a t v á n y á v a l . E n n e k k ö v e t k e z t é b e n a ger jesz tés utáni p i l la-
n a t o k b a n azon d o n o r molekulák ger jesz tődnek le energia t ranszfer ú t j á n n a -
g y o b b h á n y a d b a n , amelyekhez közelebb t a l á l h a t ó akceptor molekula . Ha a ger -
j e s z t e t t á l l apo tban levő donor molekulák s z á m á n a k időbeli vá l tozásá t vizsgál-
j u k , akkor az a d o n o r — a k c e p t o r távolság f ü g g v é n y é b e n más és más érték lesz. 
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Az alábbi áb ra folytonos v o n a l l a l megadot t függvénye l e g y e n egy h ipote t ikus 
f ( R ) sűrűségfüggvény, ami t = 0 időon tban jellemzi a (ge r j e sz t e t t donor)-ak-
cep to r távolság eloszlását. E z az eloszlás ny i lvánva lóan a r e n d s z e r geomet r i á já t 
t ü k r ö z ő d inamikus egyensúlyi á l lapotra j e l l emző (1. ábra) . 

Ha a t ranszlációs d i f fúz ió tó l e l t ek in tünk , egy t > 0 i d ő p o n t b a n a ger jesz-
t e t t á l l apo tban levő donor moleku lákra nézve az f(R) sű rűségfüggvény a szag-

1. ábra. A ( g e r j e s z t e t t d o n o r ) - a k c e p t o r távolság e losz lásá t jel lemző sű rűség függvény t = 0 
( ), ill. t > 0 ( ) i d ő p o n t b a n 

g a t o t t vonallal jelölt módon torzul . E n n e k oka az energ ia t ranszfer , ami na-
g y o b b valószínűséggel megy végbe a kisebb R értékeknél. E n n e k köve tkez tében 
s z á m o t t e v ő diffúziós mozgás esetén a - R i rányába m u t a t ó diffúziós á r a m 
igyekszik az f (R) sű rűségfüggvény eredet i (egyensúlyi) a l a k j á t helyreál l í tani . 
Más szóval, azon donor m o l e k u l á k , amelyek t = 0-ban t á v o l vol tak az akcep -
to r tó l — így k isebb valószínűséggel ge r j e sz tőd tek le a (0, t ) i dő in te rva l lumban 
—, a diffúzió révén azokhoz közelebb ke rü lve nagyobb valószínűséggel vesznek 

rész t energia t ranszfer f o l y a m a t o k b a n , m i n t h a nem lenne d i f fúz ió . 
A szerzők által a t ransz lác iós d i f fúz ió fen t i h a t á s á n a k kvan t i t a t í v le í rá-

sá ra használ t egyenletek megoldása n e m a d h a t ó meg ana l i t i kus f o r m á b a n , 
ezér t azokat számítógép segítségével i l l esz te t ték a kísérleti ada tokhoz . Kísér le-
t e i k b e n kü lönböző viszkozi tású o lda tokban vizsgálták a s z a b a d diffúziót végző 
donor és a k c e p t o r molekulák közöt t i energia t ranszfer h a t é k o n y s á g á t , s a kísér-
le t i a d a t o k n a k az egyenle tekhez tör ténő illesztése ú t ján n y e r t diffúziós á l l andó 
ér tékei , igen jó egyezést m u t a t t a k az egyéb módszerekkel n y e r t ér tékekkel . 

Ezt a módszer t a d a p t á l t á k H A A S és m t s a i (1978) h o m o l ó g ol igopept idek 
láncvégei Brown-mozgásának követésére. N 5 - (2-hidroxiet i l ) -L-glutamm egysé-
gekből fe lépülő 4 —9 t a g s z á m ú ol igopept idek egyik végét na f t i l származékkal , 
a másik végét danzillal j e lö lve , vizsgálták a gerjesztett moleku lák leger jesztő-
désének időfüggését a külső viszkozitás és a lánchossz f ü g g v é n y é h e n . Vizsgála-
t a i k b a n fe l té te lezték, hogy a láncvégek r e l a t í v mozgása s z a b a d diffúziós moz-
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gással model lezhető, amely diffúziós mozgás fékezője, a t o t á l i s frikciós e rő ( f t ) , 
belső és kü l ső frikciós erők összege: 

f t = f, + fe. (12) 

A láncvégek relat ív mozgásábó l köve tkezően — az e lőzőekben i s m e r t e t e t t 
t ranszlációs diffúzióhoz h a s o n l ó a n — a d i f fúz ió növeli a donor—akcep to r mole-
kulák közö t t i energ ia t ranszfer h a t é k o n y s á g á t , vagyis g y o r s í t j a a donor mole-
ku lák leger jesztődését . 

A kísér le t i e redmények elméleti model lhez tör ténő i l lesztése ez e s e t b e n is 
számítógép segítségével t ö r t é n t . A moleku lák belső Brown-mozgásá t j e l l emző 
diffúziós á l l andó értékét i l l e tően azt t a l á l t á k , hogy az a n n á l nagyobb, miné l 
hosszabb az Oligopeptid, v i s z o n t egy a d o t t Oligopeptid e s e t é n független a t t ó l , 
hogy a láncvégek távolsága mennyire t é r el az átlagos l áncvég t ávo l ság tó l . 
Ez u tóbbi é rdekes megá l lap í t ás ra úgy j u t o t t a k , hogy a donor—akcep to r t á v o l s á g 
függvényekén t felírt d i f fúziós állandó (D(R) = D' -aR, aho l D ' és о áll) e s e t é n 
nem t u d t á k kielégítően i l leszteni a kísérleti ada toka t a f o l y a m a t o t leíró d i f fe -
renciá legyenlethez. 

3. Intracelluláris távolságmérés Förs ter- t ípusú energia t ranszfer 
fo lyamatok segítségével 

A se j t ek anyagcsere á l l apo tában bekövetkező v á l t o z á s o k rendsze r in t 
s z u b s t r u k t ú r á k — m e m b r á n , c i toplazma, k r o m a t i n , k ü l ö n b ö z ő makromoleku-
lák s tb. — egy részének mennyiségi és minőségi v á l t o z á s á t e redményezik . 
I lyen minőségi változás l ehe t pl . különböző komponensek r e l a t ív he lyze tének , 
térbel i e loszlásának megvá l tozása . Példa l ehe t erre a k ü l ö n b ö z ő r ecep to rok 
laterális d i f fúziós és akt ív f o l y a m a t o k h a j t o t t a összeállása ( „ c l u s t e r " képződés ) 
vagy a k r o m a t i n s t r u k t ú r á j á n a k fellazidása. 

Kü lönböző komponensek relatív eloszlásának v á l t o z á s a — b izonyos 
fel tételek tel jesülése esetén — jól k ö v e t h e t ő f luoreszcencia energia t ranszfer 
mérések segítségével. 

Mivel a se j t igen sok komponensbő l fe lépülő komplex rendszer , ezen m é -
résekhez rendszer in t külső f luoreszcenciás j e lzőke t ha szná lnak alkalmas t r a n s z -
fe r - rendszerkén t . 

Az a lka lmazo t t f e s t é k p á r o k számára s a vizsgálható s e j t s z i n t ű p r o b l é m á k 
széles körére va ló tek in te t te l a t o v á b b i a k b a n a teljességre v a l ó törekvés n é l k ü l , 
csupán n é h á n y k i ragadot t p é l d á t t á rgya lunk . 
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3.1. Sejtmembránok vizsgálata energiatranszfer segítségével 

A sej tek kü l ső m e m b r á n j á n a k egyik l ényeges funkc ió ja a sejt és k ö r n y e -
zete között i információcsere lebonyol í tása . E z e n funkció e l l á t á sá ra a kü lönböző 
specifikus r e c e p t o r o k széles s k á l á j a t a l á lha tó a c i top lazmat ikus m e m b r á n b a n 
(receptorok h o r m o n , neuro t ranszmi t t e r és egyéb molekulák felismerésére és 
megkötésére) . E z e n receptorok nagy részéről e lmondható , h o g y specifikus be -
h a t á s r a — valószínűleg az információ á t v i t e l opt imal izálása m i a t t — a d a p t í v 
módon mennyiség i vagy/és minőségi v á l t o z á s t m u t a t n a k : v á l t o z h a t pl. a f e lü -
le t i eloszlásuk, sűrűségük, konformációs á l l a p o t u k stb. A receptorok p o p u l á -
c ió inak je l l emzése ily módon felvi lágosítást n y ú j t h a t a s e j t ek ál lapotáról . 

A k o n k a n a v a l i n A (kon A) kötő r e c e p t o r o k reakc ió jának ilyen k ü l ö n b s é -
gét f igyel ték m e g normális és tumorosán t r ansz fo rmá l t f ib rob lasz tok összeha-
sonlítása e se t én . Tumoros s e j t e k kon A - r e c e p t o r komplexe i összetor lódnak 
(„c lus te r" képződés) , ami no rmá l i s se j teken n e m f igyelhető meg. K é z e n f e k v ő , 
hogy a kon A moleku lák egy-egy szubpopulác ió já t alkalmas fes tékekkel (donor— 
akceptor pá r ) megjelölve, t u m o r o s és n o r m á l sejtek esetén a festékek k ö z ö t t i 
energ ia t ransz fe rben kü lönbség f igyelhető m e g : tumoros sej teknél j e l e n t ő s 
energ ia t ranszfer vá rha tó , m í g normál s e j t e k n é l kicsi vagy s e m m i . 

F E R N A N D E Z és B E R L I N ( 1 9 7 6 ) m i k r o s z k ó p f luor imet r iás mérései igazo l -
t á k , hogy a rezonancia energia t ranszfer i gen alkalmas eszköz a sej tek k ü l s ő 
m e m b r á n j a szervezet tségi sz in t j ének v i z sgá l a t á r a . Kon A molekulák egy részé t 
d ime t i l aminonaf t a l en szulfonilkloriddal ( D A N S ) , egy m á s i k részét r o d a m i n 
izot ioc ianát ta l (RITC) je lölve a ké t festék k ö z ö t t i energia t ranszfer t v i z sgá l t ák , 
m iu t án a j e l z e t t kon A moleku láka t a se j t k o n A kötő recep tora iva l r e a g á l t a t -
t á k . Ny i lvánva ló , hogy a f e s t ékek koncen t r ác ió j á t , a jelölés körü lménye i t elő-
kísérletben ke l l e t t a f e s t é k p á r r a specifikussá tenni . Erre a célra g lu tá ra ldehid-
del agg regá l t a to t t , a két f e s t ékke l fes te t t t u b u l i n keveréke t haszná l tak . Vizs-
gá la ta ikban az energ ia t ranszfer egzakt m é r é s e helyett, az akcep tor és a d o n o r 
f luoreszcencia in tenzi tások hányadosá t ( I A / I D ) ha t á roz t ák meg. A t r a n s z f e r -
ha tás fok növeked téve l u g y a n i s , nő az a k c e p t o r f luoreszcencia in tenz i t ása és 
csökken a donoré , tehát n ő a fen t i h á n y a d o s . Nyi lvánvaló , hogy ez a megköze -
lítés számos fel tételezést r e j t magában, s i n k á b b empi r ikusnak , mint e g z a k t n a k 
mondha tó . 

Kon A molekuláka t k ü l ö n RITC-cal és DANS-sal j e lö lve , s azokat a s e j t e k -
hez kötve k ö v e t n i t u d t á k a k o n A-receptor komplexek fe lü le t i szerveződésének 
k ine t i ká j á t : m í g a normál s e j t ek esetén az 1А/1р h á n y a d o s a kezdeti e n y h e 
emelkedés u t á n állandó sz in t en marad t , a d d i g a t r ansz fo rmá l t sej tek ese tén 
értéke az időve l (kb. egy ó r á n át) l ineárisan n ő t t . 

A rezonanc ia energia t ranszfer v i z s g á l a t a a fent iek t anu lsága sze r in t — 
bizonyos s e j t e k r e nézve — a lka lmasnak l á t s z i k normál és r á k o s sejtek d iagnosz-
t izálására és elkülönítésére. 
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A f e n t l e í r t módszer t a d a p t á l t á k C H A N és mtsai ( 1 9 7 9 ) m u l t i p a r a m é t e r e s 
a u t o m a t i z á l t k o m p u t e r k o n t r o l l á l t sej t s z e p a r á t o r r a (MACCS). A sze r zők az 
ene rg i a t r ansz f e r - r endsze rüke t a köve tkező m ó d o n h o z t á k lé t re : F ITC-ca l , ill. 
RITC-cal j e l z e t t kon A m o l e k u l á k (F-kon A , ill . R-kon A) k e v e r é k é t r e a g á l t a t t á k 
Fr iend v í rus á l t a l t r a n s z f o r m á l t e r i t ro l eukémiás se j tekkel . A megfelelő k o n t r o l l 
m i n t á k a j e lö le t l en kon A-va l , az F-kon A - v a l , va lamin t az R - k o n A-val r e a g á l t 
s e j t s zuszpenz iók vo l tak . Mérése iket 4 °C-on végezték, í g y a kon A k ö t ő d é s 
e r e d m é n y e k é p p e n a se j t ek energia igényes f o l y a m a t a i r é v é n kialakuló „ s a p k a " 
képződés ( , , c app ing" ) e l m a r a d t . A se j t anyagcsere f o l y a m a t a i az a l a c s o n y 
hőmérsékle t k ö v e t k e z t é b e n igen le lassulnak, így ezen a h ő f o k o n a s a p k a k é p z ő -
dés he lye t t , c s a k a — k ü l ö n energ iá t n e m igény lő — fo l t képződés megy v é g b e , 
a m i azt j e l en t i , hogy a k o n A k ö t ő r ecep to rok a m e m b r á n b a n kisebb a g g r e g á t u -
m o k a t k é p e z n e k . A C H A N és m t s a i ál tal v é g z e t t mérések t e h á t az R - k o n A és 
F - k o n A m o l e k u l á k n a k ezen receptor a g g r e g á t u m o k o n belüli t á v o l s á g á r a 
a d h a t t a k fe lv i lágos í tás t . Az ene rg i a t r ansz f e r t a donor emissz ió jának c s ö k k e n é -
sén , az a k c e p t o r emissz ió jának növekedésén , va l amin t az akceptor emissz iós 
po la r i zác ió j ának csökkenésén keresztül m é r t é k . Mindhá rom módszer azt m u t a t -
t a , hogy az F - k o n A és R - k o n A térbel i poz íc ió jábó l k ö v e t k e z ő e n ene rg ia t r ansz -
f e r f igye lhe tő m e g . Tek in tve , h o g y mind az F - k o n A, mind az R-kon A m o l e k u l a 
t ö b b f e s t é k m o l e k u l á t t a r t a l m a z o t t , a kon A geometr ia i a d a t a i t f igyelembe v é v e 
kü lön meg k e l l e t t vizsgálni a t ranszfer h a t é k o n y s á g á n a k a fes tékeket h o r d o z ó 
molekulák (kon A) térbel i eloszlásától v a l ó függésé t . I l y m ó d o n , a t r a n s z f e r 
h a t á s f o k á r a n y e r t a d a t o k b ó l t ávo lságot t u d t a k számolni . A kísérletek s o r á n 
n y e r t 5 7 % - o s t r a n s z f e r h a t á s f o k o t alapul v é v e a G E N N I S és C A N T O R ( 1 9 7 2 ) á l t a l 
k idolgozot t mode l l segí tségével a kon A m o l e k u l á k á t l agos távolságára 4 n m 
távo l ságo t k a p t a k . A sej t s z e p a r á t o r a d t a a z o n lehetőség, hogy a t r a n s z f e r 
ha t á s fok s e j t popu lác ión be lü l i eloszlását is k ö v e t n i lehet , a szerzők v é l e m é n y e 
szer in t az a d o t t s e j t t í pus e se t én , nem h a s z n á l h a t ó a nye r t eloszlás k v a n t i t a t í v 
fe ldolgozására és i n t e r p r e t á l á s á r a . 

A F ö r s t e r - t í p u s ú ene rg ia t ransz fe r t h a s z n á l t á k S H A K L A I és mtsa i (1977) 
a hemoglobin vö rösvé r se j t m e m b r á n h o z t ö r t é n ő k ö t ő d é s é n e k v i z sgá l a t á r a . 
Vizsgála tuk a n n a k a p a r a d o x o n n a k a f e l o l d á s á t célozta, mi sze r in t — k o r á b b i 
v izsgála tok t a n ú s á g a szer int — egyrészt igen nehéz h e m o g l o b i n t nem t a r t a l -
m a z ó vö rösvé r se j t m e m b r á n t prepará ln i , m á s r é s z t ezen m e m b r á n o k h o z a h e -
moglobin g y e n g é n kö tőd ik . Kísér le te ikben a m e m b r á n l i p i d külső r é g i ó j á b a 
k ö t ő d ő 12- /9 -an t ro i l / - s t ea r insava t (AS) h a s z n á l t á k d o n o r k é n t , míg az a k c e p t o r 
szerepét a hemog lob in t ö l t ö t t e be. A p H és a k é t é r t é k ű ionok h e m o g l o b i n 
kötődésére g y a k o r o l t h a t á s á n a k t a n u l m á n y o z á s a segítségével m e g á l l a p í t o t t á k , 
h o g y a h e m o g l o b i n n a k a vö rösvé r se j t m e m b r á n j á h o z t ö r t é n ő kötődése e l e k t -
rosz t a t ikus és reverzibi l is . A se j t enkén t i k ö t ő h e l y e k száma 1,4 X Ю6. A k ö t é s 
erősségét j e l l emző asszociációs kons tans é r t é k é t 0,85 X Ю 8 M _ 1 - n e k t a l á l t á k , 
a m i azt m u t a t j a , hogy a h e m o g l o b i n k ö t ő d é s e erős. Az A S és a h e m o g l o b i n 
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molekulák közö t t i t ávolság ér tékére 6 n m - t k a p t a k , ami jó egyezésben van azza l 
a feltevéssel, bogy az AS moleku lák a m e m b r á n külső, míg a hemoglobin mo le -
kulák a m e m b r á n belső o ldalához kö tődnek . 

D I S S I N G és mtsa i ( 1 9 7 9 ) humán vö rösvé r se j t m e m b r á n j á n a k an ion t r ansz -
por t rendszeré t vizsgál ták fluoreszcein h i g a n y ace tá t (FMA) molekulák k ö z ö t t i 
energia t ranszfer segítségével. Olyan m e m b r á n p r e p a r á t u m o t kész í t e t t ek , 
amelyben a m e m b r á n p r o t e i n e k tú lnyomó része (> 90%) az an ion t r auszpo r t é r t 
felelős, ún . „ b a n d 3 " p r o t e i n vol t . A prote in c i toplazma felé eső részén t a l á l h a t ó 
SH csopor t j á t FMA-val j e lö l t ék 1:1 sz töchiomet r ia i a r á n y b a n . Azt t a p a s z t a l -
ták , hogy a jelölés vá l t oza t l anu l hagy ta a m e m b r á n anionszál l í tó képességé t . 
A jelölés cél ja az volt , hogy az FMA m o l e k u l á k közötti energia t ranszfer seg í t -
ségével megál lap í t sák , h o g y a m e m b r á n b a n a „band 3 " prote inek m o n o m e r 
vagy m a g a s a b b oligomer f o r m á b a n v a n n a k j e l en . Az energia t ranszfer v izsgá la -
tá ra az F M A emissziós polar izác ió jának mérésé t h a s z n á l t á k . W E B E R ( 1 9 5 2 ) 

m u n k á j a a l a p j á n az energ ia t ranszfer az a l á b b i összefüggés szerint befo lyáso l ja 
az emisszió polar izác ió jának é r t éké t : 

1 1 j 1 1 

PÚ 3 L PO 3 

3 _ 
1 -| n sin 0 

9 
( 1 3 ) 

ahol p - a polarizáció é r t éke , ha a f luoreszcenciá t á t l agosan ii t ranszfer előzi 
meg. p 0 a t ranszfe r nélkül mérhe tő polar izáció értéke; 0 ped ig a donor és ak-
ceptor o r ien tác ió já t je l lemzi . 

A szerzők az FMA: p ro t e in a rány t v á l t o z t a t v a k i m u t a t t á k , hogy h a ez az 
a r ány 0,5 a l a t t van , a polar izáció 0,4, míg 1:1 a r ányú jelölés esetén a polar izáció 
értéke leesik 0,1-re. 0 , 1 % - o s nát r ium-dodeci l -szul fá t (SDS) kezelés h a t á s á r a 
a polarizáció ér téke visszaál l 0,1-ről 0,4-re. Mindezek a l a p j á n megá l l ap í to t t ák , 
hogy a m e m b r á n b a n a „ b a n d 3 " p ro te ineknek 25%-nál k i s e b b hányada m o n o -
mer, a t ö b b i d imer vagy m a g a s a b b oligomer f o r m á b a n t a l á l h a t ó . 

Hason ló kérdést v izsgál t V E A T C I I és S T R Y E R ( 1 9 7 7 ) , va lamint V A N D E R -

K O O I és mtsa i ( 1 9 7 7 ) . Vizsgá la ta ik célja egy ik esetben a gramicidin A, a m á s i k 
esetben az ATP-áz m e m b r á n b a n e lőforduló asszociált f o r m á i n a k k i m u t a t á s a 
volt . Mindké t v izsgá la tban egymástól kü lönböző donor r a l , ill. a k c e p t o r r a l 
jelölt moleku láka t é p í t e t t e k a m e m b r á n b a . V E A T C H és S T R Y E R ( 1 9 7 7 ) az ak-
ceptorral je löl t gramicidin móla rányá t (a) v á l t o z t a t v a m é r t e a donor k v a n t u m -
h a t á s f o k á n a k (Q) vá l tozásá t , s a 

- 5 - = 1 E a (14) 
Qo 

egyenlet a l a p j á n k i m u t a t t á k , hogy a m e m b r á n o n belül a gramicidin d i r i é r 
f o r m á b a n v a n jelen. V A N D E R K O O I és m t s a i ( 1 9 7 7 ) u g y a n c s a k ATP-áz agg regá -
t u m o k a t m u t a t t a k ki. Az á l ta luk mér t energ ia t ranszfe r nein vá l tozo t t , ha 
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rendszerüket t o j á s foszfat idi lkol innal t ízszeresre h íg í to t ták , viszont e l t ű n t , h a 
a rendszerbe a jelölt ATP-áz mennyiségét sokszorosan megha ladó j e lö le t l en 
ATP-ázt v i t t e k be . 

3.2. In situ kromatin-struktúra tanulmányozása energiatranszfer segítségével 

A rezonanac i a energia t ranszfer h a s z n á l a t a k ip repa rá l t k romat in s t r u k -
t ú r á j á n a k , v a l a m i n t nuk l e in savak és f e h é r j é k kö lcsönha tásának t a n u l m á n y o -
zására r e l a t íve gyakori. U g y a n a k k o r , a s e j t e n belüli na t ív k r o m a t i n s t r u k t ú r á -
j á n a k e t e c h n i k á v a l tö r ténő vizsgála ta a k iér tékelés i nehézségek miat t n e m t e r -
j e d t el. I n t é z e t ü n k b e n m e g p r ó b á l t u n k a l k a l m a s energ ia t ransz fe r - rendszer t 
összeállítani, s a kapot t e r edményeke t egy elméleti model l segítségével le í rn i 
( S Z Ö L L Ő S I és m t s a i 1978, S O M O G Y I és m t s a i 1979, 1980). E z e n munka egy t o -
vábbi , a m ó d s z e r h a t é k o n y s á g á t b e m u t a t ó pé lda . Vizsgá la ta inkban a f l uo re sz -
kamin-e t id ium bromid (EB) f e s t ékpá r t h a s z n á l t u k mint d o n o r — a k c e p t o r p á r t . 
A f luo reszkamin a fehérjék p r i m e r amino csopor t ja ihoz k o v a l e n s módon k ö t ő -
dik . U g y a n a k k o r , a vízzel is r eagá l , nem f luoreszká ló t e r m é k e t képezve. Az e t i -
d ium bromid a kettős szálií nuk le insavakhoz in terka lá lódás ú t j á n k ö t ő d i k 
( jóval kisebb mér tékben m á s t í pusú kö tődés is megfigyelhető) . Az in t e rka lá ló -
do t t EB m o l e k u l a k v a n t u m h a t á s f o k a m i n t e g y hússzorosa a szabad E B mole -
kuláénak. E n n e k az az oka, h o g y a hidrofób környezetbe k e r ü l t i n t e rka l á lódo t t 
E B molekulá tó l p ro ton t r ansz fe r ú t j án sugá rzás nélkül e lv i t t ene rg iahányad jó -
va l kisebb. A fent ieknek megfelelően, m i n d k é t á l ta lunk a lka lmazo t t f e s t é k 
k v a n t u m h a t á s f o k a megnő, h a azok kö tőd t ek . Ugyanakkor , spektrá l is t u l a j d o n -
ságaik o lyanok , hogy megfelelő sztérikus k ö r ü l m é n y e k esetén j ó donor— a k c e p t o r 
p á r t képeznek. A f luoreszkamin — nem kor r igá l t s p e k t r u m a a lapján — 385 
nm-nél ge r j e s z the tő a l e g j o b b a n , míg emissziós max imuma 470 nm körül v a n . 
Az EB abszorpc iós m a x i m u m a 520 nm-nél t a l á l h a t ó , míg emissziós m a x i m u m a 
600 nm-nél v a n (ugyancsak korr igá la t lan s p e k t r u m a l ap j án ) . 

Méréseinkhez A K R : L a c 3 H mgiLac/Fj^ egértörzsből szá rmazó n o r m á l és 
tumoros l i m f o c i t á k a t h a s z n á l t u n k . Célunk a k é t sejt t ípus k r o m a t i n á l l o m á n y á -
h a n levő kü lönbségek a l k a l m a s energiatranszfer-rendszer segítségével t ö r t é n ő 
detektá lása v o l t . Tekintve, l iogy a sejtek ö n m a g u k b a n is b o n y o l u l t s t r u k t ú r á k , 
t o v á b b á a f luo reszkamin vízzel adot t o lda l reakció ja j e l en tősen megnehezí t i az 
e redmények kiér tékelését , az energ ia t ranszfe r ha t á s fokának vá l tozásá t p r ó b á l -
t u k követni a se j tkoncen t rác ió és az a l k a l m a z o t t EB koncen t rác ió f ü g g v é -
nyében . E g y - e g y mérési s o r o z a t b a n az egy s e j t r e ju tó f l uo re szkamin m o l e k u l á k 
számát á l landó ér téken t a r t o t t u k . Ezt úgy é r t ü k el, hogy k é s z í t e t t ü n k egy f l u -
oreszkaminnal je löl t se j tszuszpenziót , s az egész mérési so roza thoz ezt h a s z n á l -
t u k tö rz sp repa rá tumkén t . 

A t r a n s z f e r h a t á s f o k á n a k megha tá rozásához steady s t a t e mérések e s e t é n 
á l ta lában az 
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( 1 5 ) 

összefüggés haszná la tos . Az eD , ill. eA a donor, ill. az akceptor molár is abszorp-
ciós á l l andója a gerjesztés hul lámhosszán , m í g F A , ill. FA a c s a k akceptor , ill. 
a donor és akcep tor együt tes je len lé te esetén m é r h e t ő f luoreszcencia in tenz i t á s 
(az egyenlet érvényességének fe l té te le , bogy a gerjesztési hu l lámhosszon m i n d 
a donor , mind az akceptor ger jesz the tő , míg az emissziós hu l lámhosszon a d o n o r 
emissziója e lhanyagolha tó legyen) . 

A fen t i összefüggés a lka lmazásáná l p r o b l é m á t j e l en t e t t azon megf igye-
lésünk, miszer int a f luo reszkamin kezelés j e l en tősen megnövel te mind a n o r m á l , 
mind a t u m o r o s se j tek E B k ö t ő képességét . E z e n probléma megkerülésére ön-
kontrol los kísér le teket végez tünk . Megá l l ap í to t tuk , hogy e g y i k festék sem t o r -
z í t j a észrevehető mér t ékben a más ik s p e k t r u m á t . A köve tkező lépésben c s a k 
f luoreszka in inna l jelölt s e j t eke t használva megá l l ap í to t tuk , hogy 385 n m - e s 
ger jesztés esetén mekkora a 600, ill. 470 n m - e n mérhető f luoreszcencia in tenz i -
t á sok h á n y a d o s a . E n n e k a l a p j á n a ke t tősen je lö l t se j t ekben megmérve a 385 
nm-es ger jesztéshez t a r tozó 470 nm-es emisszió in tenz i tásá t , m e g h a t á r o z h a t ó 
a 385/600 nm-es in tenzi tás é r t éke , ami t az F A megha t á rozá sako r a donor j á r u -
l ékakén t f igyelembe kell venn i ( levonva az t a ket tősen j e lö l t se j tekben m é r t 
385/600 nm-es ér tékből) . H a s o n l ó a n , a csak E B - d a l jelölt s e j t e k esetén m e g m é r -
hető , hogy mekkora a 600 n in-en emi t tá l t f luoreszcencia in tenz i t á sok h á n y a -
dosa, h a a m i n t á t 385, ill. 520 n m - e n ge r j e sz t jük . Ennek segí tségével az 520/600 
nm-en mérhe tő f luoreszcencia in tenz i tás a l a p j á n az E B 385/600 nm-en a d o t t 
f luoreszcencia in tenz i tásá t számoln i lehet. A k é t korrekciós f a k t o r haszná lha tó -
sága u g y a n a k k o r megk íván ja , hogy egyrészt az E B 385/470 nm-es, m á s r é s z t 
f luoreszkamin 520/600 nm-es f luoreszcenciá ja közel nul la legyen. T e k i n t v e , 
hogy ezen fe l té te lek te l jesü l tek , egyetlen — mindké t f e s t ékke l jelölt — s e j t -
szuszpenzión végzet t mérésekkel m e g h a t á r o z h a t ó az e n e r g i a t r a n s z f e r h a t á s f o k a . 

Tek in tve , hogy a t r ansz fe r h a t é k o n y s á g se j tkoncen t r ác ió függését k í v á n -
t u k vizsgálni , elegendő volt az F A / F A - 1 é r t é k megha tá rozása is, ami az E - v e l 
a r á n y o s ér ték . Ezen é r tékeke t a se j tkoncen t rác ió f ü g g v é n y é b e n áb rázo lva 
m i n d normál , mind tumoros se j tekke l te l í tés i hiperbolát k a p t u n k (az összes 
a l k a l m a z o t t E B koncent rác ióná l ) . 

Az e redmények analízise megkövete l te egy olyan e lmé le t i modell k ido l -
gozásá t , ami f igyelembe veszi egyrészt a mérés i fel tételeket , másrész t a f e s t é k e k 
és s e j t ek reakciókinet ikai s a j á t s á g a i t ( S O M O G Y I , D A M J A N O V I C H , K E R T A I 1 9 8 0 ) . 

Az E B se j t en belüli kö tődésé t illetően az a lábbiakat f e l t é t e l ez tük : 
a) az E B a D N S különböző helyeihez képes kötődni az a l á b b i séma s z e r i n t : 

E B + N J X , ; i = 1, 2, . . ., n . (16) 
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(EB a szabad e t id ium bromid mo leku la ; Nj5 ill. Xä az i-t ípusú s z a b a d , ill. 
e t id ium bromidot t a r t a l m a z ó k ö t ő h e l y ; K; az i -he ly re jellemző kötődés i 
kons tans . ) 

b) Bármely N, helyhez k ö t ő d ő EB k v a n t u m h a t á s f o k a Ф (a szabad E B k v a n -
t u m h a t á s f o k á t Ф0 je lö l i ) . 

c ) [ N j [Xj] , ahol a szögletes záró je lek moláris koncen t rác ió t j e l en tenek . 
A f luoreszkamin kötődését illetően — a kísér letek je l legéből következően — fel-
tételezzük, hogy az egy s e j t r e ju tó fes tékmoleku lák s z á m á n a k á t laga á l landó 
és a telí tési é r ték a la t t v a n . A fenti fe l té te lek mel le t t az alábbi összefüggés 
nyerhe tő : 

= (17) 
F^ I eD c f E С е 0 Ф Е q cf 

ahol F a és F A értéke kísér le tesen megha tá rozha tó ; С a s e j tkoncen t rác ió ; e0 , ill. 

£ az E B molár i s abszorpciós ál landója s z a b a d , ill. k ö t ö t t á l l apo tban . eD a f l uo r -

eszkamin molár i s ext inkciós koefficiense (e0 , ill. f a s z a b a d , ill. kö tö t t E B molá-

ris abszorpciós állandója a f luoreszkamin gerjesztési hu l lámhosszán , m í g eD a 

f luoreszkamin moláris abszorpciós á l l andó jának u g y a n e z e n hul lámhossszon 

mért ér téke) . Cf a f l uo re szkamin sejten be lü l i átlagos koncen t rác ió ja ;* E — a 

kromat in s t ruk tu rá l i s j e l l emzői t is t a r t a l m a z ó — speciál is módon def in iá l t 
t r ansz fe rha tékonyság ; q p e d i g a sejtek E B k ö t ő képességét jellemző p a r a m é t e r : 

q = a ^ K i f i (18) 
i=l 

ahol 

f , = Ш - , (19) 
otC 

I t t а С a s e j tkoncen t rác ió t , a pedig az egy se j t en belüli E B kötő helyek á t l agos 
számát jelöli . 

F ? ) - 1 

I 1 mennyiséget a s e j tkoncen t r ác ió rec iprokának függ-Ha __ 
П 

vényében ábrázo l juk , a (17) egyenletnek megfelelően egyenes t kapunk , amely-
nek s és t koo rd iná t a me t sze te i az a lábbiak : 

еФ 
s = q — ( 2 0 ) 

«офо 

* A Cf é r tékének m e g h a t á r o z á s a a f l uo re szkamin vízzel a d o t t o ldatreakciója m i a t t 
nem egyszerű. E g y lehetséges m ó d s z e r : f luoreszkamin t r eagá l t a tunk va lami lyen p r imer ainino-
csoportot t a r t a l m a z ó aminosavval úgy , hogy a f luoreszkamin n a g y feleslegben legyen. E z t 
t ö b b f luoreszkamin koncent rác ióná l megismételve fluoreszcencia in tenz i t á sok mérésével meg-
ha tá rozha tó , h o g y adot t k ö r ü l m é n y e k között az a m i n o s a v hány száza léka reagált f luoreszka-
minnal . Az a d o t t aminosav koncen t r ác ió j ának i smere tében f luoreszcencia intenzitás a l a p j á n 
megha tá rozha tó a sej tet t a r t a l m a z ó minta p r imer aminosavval r e a g á l t f luoreszkamin kon-
centrációja. Ez t az értéket e losz tva a se j tkoncentrác ióval , m e g k a p j u k a Cf értékét. 
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Az s t e h á t a sej tek E B k ö t ő képességével , míg az l/ t az E t r ansz fe rha t á s fokka l 
a rányos . 

Tek in tve , hogy m i n d k é t p a r a m é t e r t a r t a lmaz in formáció t a s e j t e k kro-
m a t i n j á r ó l , a modell a lka lmas k ü l ö n b ö z ő k r o m a t i n s t r u k t ú r á v a l rendelkező 
se j t c sopor tok jel lemzésére, esetleg azonos í tásá ra . N o r m á l és t umorosán t ransz-
fo rmál t egér l imfoci tákon végzet t v izsgá la ta ink azt m u t a t t á k , hogy azok — op-
t imal izá l t kísérleti kö rü lmények k ö z ö t t — az s és t pa ramé te rek segítségével 
va lóban je l lemezhetők . 

4. összefogla lás 

A fen t iekben b e m u t a t o t t a lka lmazás i lehetőségek széles s p e k t r u m a azt 
t a n ú s í t j a , hogy a Förs te r - t ípusú energ ia t ranszfe r je lenségén a lapuló mérési 
módszerek igen h a t é k o n y a n a l k a l m a z h a t ó k mind molekulár is , mind sej tbioló-
giai k u t a t á s o k b a n . 

E z e n módszerek t é r h ó d í t á s á n a k egyik oka a f luoreszcenciás módszerek 
nagy érzékenysége. A más ik ok a Förs t e r - t ípusú energ ia t ranszfer re je l lemző 
2 —10 nm-es t a r t o m á n y o n belüli jó t ávo l ságfe lbon tás , a m i t a t ranszfer sebességi 
á l l a n d ó j á n a k (k t) a donor —akceptor t ávo l ság (B) h a t o d i k h a t v á n y a szerinti 
csökkenése eredményez . 

Tek in tve , hogy n a p j a i n k biológiai k u t a t á s a i b a n egyre erősödő t endenc ia 
a kö rnyeze tükke l kö lcsönha tásban ál ló részrendszerek t a n u l m á n y o z á s a , ami 
f luoreszcencia mérésen a lapuló módszerek esetén á l t a l ában nehézség nélkül 
megva lós í tha tó , az i s m e r t e t e t t módszerek további t é rhód í t á sa s a biológiai 
k u t a t á s o k egyre t öbb t e rü le tén t ö r t é n ő megjelenése v á r h a t ó . 
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