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Straub professzor tr bevezetd elGadasaban a biolégiai makromolekulak
specifikus kolesonhatéasainak jelent8ségét hangsilyozta. Azt hiszem e makro-
molekularis kolesonhatasok egyik leglatvanyosabb példaja a molekularis
immunvalasz, melynek kozéppontjaban az immunglobulin molekulak allnak.
Miel6tt az immunreakcick molekulaszerkezeti alapjait illeté vizsgalataink
részleteire térnék, szeretném roviden osszefoglalni az immunglobulinok szer-
kezetére és az immunvalaszban beto6ltott szerepiikre vonatkozé ismereteinket.
Elére bocsajtom, hogy ez a kép vazlatos és ecsak a tovabbiak szempontjabél
rontos fogalmak és ismeretek felelevenitését szolgalja.

Az immunrendszer egyrészt biztositja a magasabbrendid szervezetek
védekezését fertGzések ellen, masrészt kiilonbséget téve a sajat és nemsajat
struktirak kozott védi a szervezet integritasat. Az immunreakciok kiilonbozd
sejt- és molekulaszintii kolesonhatasok szovevényére épiilnek. Az utébbi évek-
ben jutott el az immunolégia tudoméanya arra a fokra, hogy az immunfolya-
matban résztvevé kiilonbo6z8 fehérjék szerkezetét és kolesonhatéasait fizikai
és kémiai médszerekkel vizsgilva, kozelebb jusson az immunreakciok moleku-
laris mechanizmusanak és szerkezeti alapjainak megértéséhez.

A kutatasaink targyat képezd immunglobulinok a szervezetbe keriild
idegen anyagok — antigének — hatasara képzddé szérum fehérjék, amelyek
felismerik a képzddésiiket kivalté antigéneket és azokkal specifikus koleson-
hatéasba lépnek. Ennek hatasara beindulnak az un. effektor funkecidk, amelyek
az idegen anyag megsemmisitéséhez vezetnek (10, 23, 24).

Az 1. abra az immunglobulin molekula szerkezetének sémajat mutatja
A molekula szimmetrikus, két in. nehéz és két konnyd lancbél épiil fel. Az
1. abran lathat6é antitest az immunglobulinok G osztalyat reprezentilja,
roviden IgG-nek nevezziik. A lancokat diszulfid hidak kapcsoljak egymashoz,
az egyes lancszakaszok egymastél jol elhatarolt globularis doméneket alkot-
nak, amelyeket egy-egy diszulfid hid is stabilizal. Az egyes doméneket a kova-
lens kolesonhatasokon kiviil, nemkovalens, masodlagos erdk is egymashoz
kotik. Ezek a kolesonhatasok a kiilonb6zé domének kozott kiilonb6z8 erds-
ségliek. Iranyuknak megfeleléen (2. abra) cisz és transz kolcsonhatasokat
kiilonboztetiink meg (3).
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Nagyszami kiilonboz6 él61énybdl izolalt és kiilonb6z6 osztalyokhoz
tartozé immunglobulin aminosav sorrendje ismertes (1, 9, 12, 15) és novekszik
a rontgen diffrakciés vizsgalatokbél szarmazé térszerkezeti adatok szama is

1. dabra. Az emberi IgGl krioglobulin hdromdimenziés szerkezete. Az egyik nehéz lianc fehér,
a masik pottyozott, a konnyfildncok sziirkék. A szénhidrat lancot fekete szin jeloli (SILVERTON
és mt. utdn [26])

transz  cisz

2. @bra. A domének kozotti kolesonhatdsok az IgG molekuldban (GERGELYutdn [10])

(8, 13, 21, 26). Ezen ismeretek alapjan kirajzolédott az immunglobulin mole-
kulak felépitésének 8 elve. A konnyi lancot két globularis domén alkotja, az
egyik az n. konstans, a masik a variabilis. A nehéz lanc négy domént alkot:
az N terminalis részen a variabilis, és ezt kovetGen a harom konstans domént.
A domének térszerkezete igen hasonlé egymashoz és ez a hasonlésag a kiilon-
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b6z6 eredetli immunglobulinok ko6zott is megtalalhaté (8, 11). A domének
vazat az immunglobulin ,,fold” (3. abra), egy diszulfidhiddal régzitett kettds
béta lemez alkotja, amelynek egyik oldaldn harom, a masikon négy parhuzamos
lancszakasz talalhaté. A négyszalas oldal konkav és gazdag hidroféb oldal-
lancokban. A variabilis domének a haromszalas oldalaikkal fordulnak egymas
felé. Ez a kontaktus gyenge, de a domének Osszetartasihoz elegendd kol-

3. dbra. Az tin. immunglobulin ,.fold”. A folytonos vonal jeloli a polipeptid l4nc menetét
a konstans doménekben. A szaggatott vonal a varidbilis doménekre jellemzo kiegészitd iveket
mutatja (POLJAK és mt. utdn [22])

csonhatast biztosit. A konnyl és nehéz lanc konstans doménjei négyszalas
oldalukkal fordulnak egymas felé, s erds hidroféb jellegii kolesonhatasok
tartjak ossze Oket. A két CH2 domén haromszalas lemezével fordul egymas
felé, ez és a két domén kozott elhelyezkedd cukor lanc megakadalyozza ossze-
kapcsolédasukat. A CH3 domének ko6zott szoros memkovalens kolesonhatas
van a négyszalas lemezek felszinének részvételével. A molekulat tehat a
kapocs régié diszulfid hidjan kiviil a CH3 domének kozotti nemkovalens
kélesonhatasok tartjak oOssze. E kolesonhatdsokhoz jarul még a Cy—Cy és
a Vy—V transz és a domének kozotti cisz kolesonhatas (11, 13, 7) (2. abra).
A kiilonb6z§ szerkezeti domének kiilonb6z§ funkciok hordozéi (4. abra).
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A variabilis domének kozosen képezik a két antigén felismerd helyet. Az
Fc részen taldljuk a masodlagos funkciékat hordozé kotGhelyeket. A CH2
domén a komplement rendszer els6 komponensét a Clq-t kéti, a CH2 és CH3

L
FUNKCIOK :

Fv antigén kotohely
C1 nem ismert
C2 Clq kotohely

Fc citofil reakciok

4. dbra. Az IgG molekula kiilonb6z6 doménjeihez tartozé biolégiai funkecidk osszefoglaldsa

Sejt felszin

7@

5.dbra. A komplement aktivdlds sémdja (PORTER utdn [23])

doménekhez rendelhetjiik a citofil funkciokat (24). A komplement rendszer
emlitésénél megszakitanam ezt a gondolatmenetet, hogy néhany szét ejtsek
— a jobb megértés kedvéért — a komplement rendszer aktivalasarél és szerepé-

MTA Biol. Oszt. Kozl. 23 (1980)



AZ IMMUNGLOBULIN, - KULONBOZO TEVEKENYSEGEK OSSZEHANGOLASA EGY MAKROMOLEKULABAN 293

r6l. Az immunglobulinok specifikus makromolekulak, szintézisiiket az antigén
megjelenése inditja meg, a komplementrendszer fehérjéi mindig jelen vannak
a vérben, de inaktiv formaban. Ezek kevéshé specifikus fehérjék, minden
antigén esetében egyforman fejtik ki miikodésiiket, mely sok 1épés utan az
antigén megsemmisitéséhez vezet (23). Aktivalasukhoz viszont az antigén-
antitest kolcsonhatasra van sziikség (5. abra).
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=

6. ébra. Az McPC 603 immunglobulin Fab részének polipeptid ldnca. A V domén felsé részén
lathaté fekete korok a hipervaridbilis aminosavakat mutatjdk (DAVIES és mt. utdn [4])

Az immunglobulinok miikiédésének megértésével kapesolatban két alap-
vetd kérdés meriilt fel: az antigén felismerés és a diverzitas szerkezeti alap-
jainak kérdése, valamint a masodlagos effektor funkeciék beinditasanak me-
chanizmusara vonatkozé kérdés. Az immunglobulin molekula funkciéja az,
hogy a vérben egymastél fiiggetleniil keringd molekularis és sejtes eleme-
ket megfelel6 rendszerbe kapcsolja antigén megsemmisitd funkciéjuk dssze-
hangolt elvégzéséhez, és az elemi folyamatokat megfelelé térbeli és iddbeli
rendbe szervezve biztositsa a specifikus és hatékony felismerd és eliminalé
tevékenységet. Az antigén felismerés kérdésének szerkezeti alapja eddigi
ismereteink szerint vilagosnak tiinik és a szerkezeti komplementaritas elvére
épiil (11). Az antigén koté helyet tartalmazé variabilis domének béta leme-
zeit (6. abra) az tn. hipervariabilis ivek kapcsoljak ossze és ezek alkotjak
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az antigén felismerd kotGhelyet. Rontgen diffrakcids vizsgalatok (20, 25) és
nagyfelbontasi NMR kisérletek (5) eredményei alapjan tudjuk, hogy a kots-
hely alakja, toltéseloszlasa, a potencialis hidrogén hidak szama és elhelyez-
kedése biztositja az antigének jellegzetes csoportjainak nagy affinitasi, nem-
kovalens megkotését (7. abra).

7. dbra. Az McPC 603 immunglobulin antigén kité helyének és a foszforil-kolin hapténnek
specifikus kiolesonhatdsal, sematikus dbrdzolasban (PADLAN és mt. utdn [20])

Nines ilyen vildgos elképzelésink a molekula Fc részéhez (4. abra)
rendelhet§ masodlagos, in. effektor funkciék kérdésében, nem ismerjik a
kotdhelyek elhelyezkedését, térszerkezetét, a kotést biztosité kolesonhatasok
természetérdl is keveset tudunk. Vitatott kérdés, miként kozvetiti az antitest
molekula az informéciét az antigén felismerd helyrél a tavoli, masodlagos
komplement kotShelyre. Nem ismeretes a komplement kotShely szerkezete
és az immunglobulin-komplement kélesonhatas molekularis mechanizmusa
sem. Az MTA Enzimolégiai Intézetében, egyiittmiikodve az ELTE Immuno-
logiai csoportjaval és az Oxfordi Egyetem Biokémiai Intézetével, érzékeny
fizikai médszereket kombinalva kerestiink valaszt ezekre a kérdésekre.

Fontosnak tartom, hogy mnéhany szét ejtsek vizsgalataink objektumai-
rol, mivel 4ltalanos a molekularis immunolégiai kutatasok teriiletén a hetero-
gén antitestek és a kismolekulasilyi haptének hasznalata. Vizsgalatainkat
homogén indukalt anti-poliszaharid immunglobulinnal és monovalens, ill.

MTA Biol. Oszt. Kézl. 23 (1980)
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8. d@bra. Az anti SIII poliszaharid IgG bivalens antigénekkel képzett ciklikus monomerjeinek
elvilasztdsa az oligomer frakcidktoél

bivalens, térkitoltd poliszaharid antigénekkel végeztiikk (16). A bivalens
antigénekkel végzett kisérleteinkben a ciklikus monomer frakciot elvalasz-
tottuk (8. abra), ligyelve az oligomerizacié méréseket zavard hatasanak el-
haritasara (35).

Az immunglobulinok a fizikus szamara halas kisérleti objektumok.
mivel az azonos elvek szerint felépitett domének, melyek a kiilonb6z8 biolégiai
ufnkciékat hordozzak, egymastél enzimatikus iton elvalaszthaték (9. abra)

OF N2> D e
5 Plozmln ___s_ @‘ F;Edr;'%k Qgg 4 @

IgG Facb Fab

9. dbra. A CH2 domén eléllitdsa nytl IgG-bél proteolitikus hasitdssal [34]
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a molekula egy, vagy néhany domént tartalmazoé, funkcionalisan aktiv frag-
mentumai izolalhaték (10, 24, 34). Az egyszeriibb szerkezet, a kisebb mole-
kulaméret lehet5vé teszi olyan fizikai-kémiai médszerek alkalmazasat, amelyek
a nagyobb és bonyolult IgG molekula, ill. az immunkomplexek esetén kudarcot
vallanak.

10. Gbra. A komplement aktivalas els6 lépéseinek sematikus dbrdazoldsa (PORTER
szerint [23])

Mint mar emlitettem az immunglobulin molekula szerepe az, hogy az
antigén felismerés és az antigén megsemmisitéséhez vezet6 masodlagos effektor
funkcidk térbeli és idGbeli rendjét biztositsa. EE bonyolult molekularis kéleson-
hatasok mechanizmusanak és térszerkezeti alapjainak tisztazasa céljabél vizs-
galtuk milyen szerkezetvaltozasokat hoz létre az antigének kotGdése az
immunglobulin molekulidk szerkezetében, s miként reagalnak a ,.felismerés-
re’” az effektor funkciokat hordozé tavolabbi kot6helyek. MielStt e vizsgalatok
részleteire kitérnék, roviden osszefoglalnam a komplement aktivalas klasszikus
utjanak elsd 1épéseit (10. abra). Mi e soklépess, komplikalt folyamat (23) elsd
lépésére a Clq—IgG kolesonhatas kialakulasdnak mechanizmuséra dsszpon-
tositottuk figyelmiinket. A Clq molekula egy hat szal tulipanbdél allé virag-
csokorhoz hasonlit, amelynek méreteit és szerkezetének sémajat mutatja a 11.
abra. A 12. abran a Clq molekula elektronmikroszképos képe lathaté (17).
A viragszeri képzddmények szarai kollagén jellegiiek, a globularis fejek
kapesolédnak az antigén-IgG komplexhez. A komplement rendszer elsé kom-
ponensének a Clg-nak és az antigén-antitest komplexnek a kolesonhatéasat
mutatja a 13. abra, amelyen azt is megprébaltam szemléltetni, hogy a komp-
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11. @bra. A Clq molekula szerkezete és méretei

C1q molekula elektronmikroszkopos kepe 100 R

12. dbra. Elektron-mikroszképos felvétel a Clq molekuldrél. (KNoL BEés mit. felvétele [17]
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lement kotés inicialasat illetden az aggregiciés és allosztérikus mechanizmust
feltételezd elképzelések allanak ma egymassal szemben (19). Az antigén kotés
altal indukalt konformaciévaltozasok funkcionalis jelentdségét, s6t sokan
azok tényét is vitatjak. Vizsgalataink soran a kiilénb6z6 fizikai prébak alkal-
mazasaval kerestiink valaszt arra a kérdésre: okoz-e kimutathaté valtozast
az Fab antigén kotdhelytdl meglehetésen tavoli (7,0 nm) komplement koté
Fc fragmentum szerkezetében az antigén megkotése. Olyan specifikus kiils6
riporter csoportokat igyekeztiink elhelyezni, melyek specifikusan az Fc mole-
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13. dbra. Az antigén-antitest-Clq kolcsonhatds sematikus vazlata

kularész valamely ismert helyére kotédnek és amelyeknek valamely mérhetd
fizikai tulajdonsaga érzékeny a hordozé molekula térszerkezetének valtoza-
saira. Hosszas, de végiil eredményes probalkozas utan a 14. abran lathato.
haromféle ilyen riporter csoportot sikeriilt elhelyezni (6, 33). A CH2 domének-
hez csatlakozé poliszaharid lanc terminalis szidlsav részére parositatlan spinii
nitroxid csoportot, tn. spinjelet, a CH3 domének érintkezési feliiletére harom-
értéki gadoliniumiont, vagyis paramagneses prébat és a CH2 domének kiilsé
konkav, hidroféb felszinére fluoreszcens, nemkovalensen kot6dd 1-anilino
naftalén-8-szulfonsav molekulat. Az ESR és NMR jelekben nem tapasztal-
tunk véltozast az antigén kotés soran. Mivel ezek a jelek igen nagy pontos-
saggal mérhet8k és nagyon érzékenyek a kornyezet valtozasaira, egyértelmi
a kovetkeztetés, hogy a cukor-linc mozgékonysagaban és az a CH3 domének
relativ helyzetében és kapcsolatidban nines valtozas. Bar negativ, de fontos
adatok ezek, mert ugyan nem zarjak ki a konformaciévaltozas tényét, de
arra utalnak, hogy drasztikus valtozasokrél és jelentds szerkezeti atrendezd-
désrél nincsen sz6. Ezt a képet tamasztottak ala kisszogli rontgenszérasos
(I5. abra) és differencia szedimentaciés vizsgalataink is (35). A detektalt
csekély valtozas a hidrodinamikai paraméterekben arra utal, hogy nincs

MTA Biol. Oszt. Kozl. 23 (1980)
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jelentds valtozas a molekula térfogataban és a domének térbeli elrendezésében.
Az érzékenyebb kisszogii rontgen szérasos vizsgalatok is megerdsitették ezt.
A fluoreszcens préba féléletidejében viszont jol mérhetd valtozast tapasztal-
tunk, ami a hidroféb kot6hely szerkezetének antigén hatasira torténd meg-
valtozasara utal. — A térszerkezet egészének allapotat tiikr6z§ statisztikus
informaciét szolgaltaté médszerekkel, mint pl. ORD, CD és infravorss spekt-

Proféln A V

14. dbra. Riporter csoportok az Fc molekula fragmentumon. (ANS: l-anilino-naftalén-8-
szulfonsav; Protein A: Staphylococcus aureus protein A, monovalens fragmentum; spin label:
kovalens kétésben levd nitroxil szabad gydsk [6])

roszképia, nem tudtunk ligand indukalta konformacié valtozasokat kimutat-
ni. Természetesen az, ha egy bizonyos médszerrel nem vagyunk képesek valami-
féle jelenséget érzékelni, az nem jelenti azt, hogy az illet§ jelenség nem létezik.
Tudva, hogy drasztikus atrendez6dés a molekulan belilli atomi poziciokban
nem kovetkezik be antigén hatasara, masjellegli és érzékenyebb fizikai méd-
szerek felé fordultunk.

Mint mar a bevezetd el6adasban erre utalas tortént, s mint errdl rész-
letesen hallani fogunk Damjanovich professzor elsadasaban, a fehérje mole-
kuldk a szerkezetiiket stabilizalé erék természeténél fogva nem merev moz-
dulatlan konstrukciék, hanem — legalabbis fiziol6gias hémérsékleten —
orokos nytizsgéshen 1évd szerkezetek, s az altalunk lerajzolt, megépitett,
rontgen diffrakciéval meghatarozott térszerkezet csak egy egymassal gyors

MTA Biol. Oszt. Kosl. 23 (1980)
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egyenstlyban 1év8 konforméaciéhalmaz atlagértéke (18, 27, 29, 31). Igy e mole-
kulak szerkezetének pontosabb leirasanil a dinamikus tulajdonsagokat sem
szabad figyelmen kiviil hagynunk. E dinamikus tulajdonsdgok megvaltoza-
sanak funkcionalis hatésa lehet jelent§s anélkiil, hogy az atlagértékek mérhetd
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15. dbra. Monovalens és bivalens antigének kot6désének hatdsa az anti SIII poliszaharid
IgG girdciés sugardra. Az dbrdn a szért rontgen sugdrzds intenzitdsdnak logaritmusét dbrézol-
tuk a szérdsi szog [16] fiiggvényében, kollimdcibés korrekcié utdn

megvaltozasat okozna. A dinamikus tulajdonsagok mérésére és sszehason-
litasara alkalmas érzékeny médszer a hidrogén-izotép kicserélédés, amely
a molekula belsejében nagy valészintiséggel eltemetett peptid hidrogének
expoziciéjanak valészinliségét méri (14, 32). Masként fogalmazva informaciét
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szolgaltat azoknak a konformaciés fluktuacioknak az egyensilyi és sebességi
allandéirol, amelyek révén ezek az eltemetett csoportok idénként a felszinre
keriilnek. A hidrogén-deutérium kicserél6dési kisérletek eredményeit az un.
relaxéciés spektrumokban foglalhatjuk 06ssze legszemléletesebben (28, 30).
Ezek a relaxaciés spektrumok (16. abra), tulajdonképpen eloszlas-fiiggvények
és azt mutatjak meg, hogy egy fehérje molekulaban, esetiinkben az IgG mole-
kuliban, a peptid hidrogének mely hanyada, milyen valésziniiséggel keriil
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16. d@bra. A monovalens és bivalens antigének kiot8désének hatdsa a nyidl IgG relaxéaciés
spektrumdra. A szabad IgG-t korok, az IgG-monovalens antigén komplexet hiromszogek,
az IgG-bivalens antigén komplexet négyzetek jelolik. A méréseket hdrom pH értéknél végez-
tiik: a teli jelek pH 5.42, az iiresek pH 7.25 — a félteli jelolések pH 8.52 értéket jelolnek.
A homérséklet 298 °K. X a még ki nem cserélgdott peptid hidrogének ardnyat jeloli, k, a
kicseréldés kémiai sebességi dllandéja, ¢ a kicserélgdés kezdetétdl eltelt idé. A szaggatott
vonalak olyan hipotetikus polipeptidek kicserélédési gorbéi, melyek azonos, p valészintiséggel
exponaljdk peptid hidrogénjeiket az oldészer szdmdara [35]

kontaktusba az oldészerrel. Ha egy molekula konforméciés motilitasa csokken,
ill. astabilitasa nd, ez az eloszlas-fiiggvény eltolodik a kisebb valészintiségek
iranyaba. A 16. abran a szaggatott vonalak hipotetikus polipeptideket jel-
képeznek, amelyek kooperativ atmenetek itjan, az abran rendre feltiintetett
¢ valészintiséggel exponaljak peptid hidrogénjeiket az oldészer szamara.
A berajzolt mérési adatok j6l mutatjak, hogy az IgG molekula peptid hidro-

génjeit nem kooperativ lokalis fluktuaciék tdtjan hozza érintkezésbe az oldé-

MTA Biol. Osst. Késl. 23 (1980)
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17. dbra. A parcidlis hékapacitds hémérsékletfiiggése. A) Szabad nyil immunglobulin, B)
Monovalens poliszaharid antigénnel képzett komplex, C) Bivalens poliszaharid antigénnel
képzett komplex (monomer frakecié [5])

szerrel. Latszik, hogy antigénkotés hatasara a molekula konformacids
motilitasa csokken, s az is, hogy ez a valtozas az Gsszes, mérhetd sebességgel
cserél6ds, tehat nem felszini peptid hidrogént érinti. Erthetd, hogy a statisz-
tikus médszerekkel nem, vagy csak éppen hogy kimutathaté szerkezetvalto-
zasok ilyen eklatinsan jelentkeznek a relaxaciés spektrumban, hisz ha a
valésziniliségeket feltiintetd skélara néziink, lathatjuk, hogy kis val6szini-
niiségli események gyakorisaganak viszonylag nagy valtozasairél van szé.

MTA Biol. Oszt. Kézl. 23 (1980)
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Az, hogy egy nyitott konformer egy milliomod, vagy tizmilliomod valészini-
séggel fordul el6 az atlagérték szempontjabol legtobb fizikai mérés pontossaga
esetén k6zombos, a relaxiaciés spektrumban, vagy valamely a fluktuaciékkal
osszefiiggd funkciéban viszont ez mar egy nagysagrend valtozast jelent.
Ezért szeretném felhivni a figyelmet a detektalt antigén indukalta motilitas
valtozasok esetleges funkcionilis jelentGségére, és megismételni, hogy ezek
a dinamikus tulajdonsagbeli valtozasok a IgG molekula egészére kiterjed-
nek (35).

[C], cal-grad.g" : [C], cal-grad™-g" 1
IgG —_— 5.-" IgG —
O9F  2FabeFc - 413 091 FacbepFc' oom-

62°C

07 07 / : :
A "
b -
. ST et 1 05 P el _}
e e
cl, L=
07} ! '
} 05 70 |
05L Fab l pFc’ I
03 } :
- O
03 e Nl — e e

1
el B 1. o1 |
olE=== - ; 3 } [Clp 5-cal %rad g |

[c]), cal-grad’.g" | 03+
b _9_3_9_ X I
05 62°C I 07}
Fc l :
wr /\/r\_ sl
01 = TR 73J“—C 1_— . s 03 - _T——— ,
d 50 60 70 80 °C ¢ 50 60 70 80 °C

18. dbra. A nyil IgG és kiilonboz6 proteolitikus fragmentumai parcidlis hékapacitdsdnak
homérséklet fiiggése

Masik érzékeny indikatora a térszerkezetvaltozasoknak a hékapacitas
hémérsékletfiiggésének mérése adiabatikus mikrokaloriméterrel. A H—D ki-
cserél6déssel kimutatott jelenség a hddenaturaciés gorbéken jelentkezs at-
meneti hémérsékletek értékében, vagyis a konformaciés stabilitas megvalto-
zasaban is tikroz6édik. Mint lathaté a 17. abrabél, az antigének hatasara
elsGsorban az alacsonyabb hémérsékleten mutatkozé atmenet —, amely a
CH2—CH3 domének kozotti kapesolat erdsodésének felel meg —, tolédik el.
Ennek az atmenetnek az azonositasat kilonbo6z6 fragmentumokkal végzett
kisérleteink (18. abra) tették lehetdvé (35). Ez az atmenet csak az intakt IgG
molekulaban és a Fc fragmentumban észlelhetd, vagyis ahol megvan a CH2—
CH3 kolesonhatas. Ezek a kisérletek azért jelentések, mert el§szor demonstral-
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1. Kismolekulasllyl inhibitorok keresese

(ANS)

2. Az inhibitor kétohely behatarolasa

Fragmentumok fluoreszcencia titralasa

CH2 domeén
Tdvolsag meghatarozas Kemiai modositasok
(Paramagneses probak ) (LYS. ARG, TYR, TRP, HIS)

> Clg kotdhely /
Nagy felbontasti proton NMR Mo;m

270, 460 MHz Szekvencia dsszehasonlitas

19. dbra. A nytl IgG komplement kotohelyének feltérképezésére irdnyulé munka
stratégidja

tak egyértelmiien és kvantitativ médon a CH2—CH3 cisz kolcsonhatdsok
1étét s azt, hogy ezt az antigén kotShelytdl tavoli kontaktust az antigén
kotddése befolyasolja.

Az antigén hatasara bekovetkezd funkcionalis jelentGségii konformacio-
valtozasok kimutatasara és a domének kozotti informacié atadas mechaniz-
musanak felderitésere iranyulé vizsgalataink egyik ,,mellékterméke” volt
a komplement kaszkad elsé elemének, a Clq kotShelyének a CH2 doménen

cre s

I | I | | |
10 8 6 4 2 0

Kemiai eltolodas ppm
20. gbra. A nyil IgG Fc fragmentumdnak 270 MHz proton NMR spektruma [2]
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a szekvencia Ossszehasonlitas, a modell-épités, a kémiai médositasok és a
fizikai és affinitas prébak modszerét a kotGhely feltérképezésére. Els6 1épéshen
kis molekulasilyi, Clq kotést gatlé vegyiileteket kerestiink. Az 1-anilino-
-naftalén-8-szulfonsav hidroféh fluoreszcens préba ilyen vegyiiletnek bizo-
nyult. Nagy felbontasi NMR titralassal (20. abra), tavolsig meghataro-
zasokkal, spin és paramégneses probak segitségével (21. abra), affinitas
prébaval, és kémiai mdédositasokkal (22. abra) jutottunk el odaig, hogy a

REG. IDO  25min.

HOM.  RT
TER 3330:50G
JEL 2000
CSILL. 3 sec
MOD. 16

TELY; 10 mW

e |

10G.
21. abra. Spin jelélt nydl IgG ESR spektruma

kotGhely CH2 doménen beliili helyét (23. 4dbra) a kotésben résztvevS néhany
oldallancot és a kotés természetét meghatarozhattuk.

Osszefoglalasként azt szeretném mégegyszer kiemelni, hogy az antigén
felismerés és a komplement aktivalas kozott kapesolatot teremtS bonyolult
makromolekulak, az immunglobulinok funkciéjaval kapesolatos szerkezetval-
tozasait fizikai-kémiai szempontbél j6l jellemezhetd oldott allapoti, és a
kisérlet tipusatél fiiggé mértékben leegyszeriisitett molekulafragmentumokon
és komplexeken vizsgaltuk.

A médszereket tgy valasztottuk meg, hogy egymast kiegészité infor-
maciét szolgaltassanak. Szemléletiinket az jellemezte, hogy funkcionalis
kélesonhatasok vizsgalatanal szem el8tt tartottuk a makromolekulak flexi-
bilitasat és dinamikus tulajdonsagait.

A Clq kotdhely feltérképezése mellett kimutattuk, hogy az antigén
stabilizal6 hatésa a molekula Fc részére is kiterjed, vagyis a komplement
kotShelyet tartalmazé domén mintegy ,,érzékeli”” az antigén jelenlétét. Lehet-

4 MTA Biol. Osst. Koal. 23 (1980)
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ségesnek tinik, hogy a szerkezet dinamikus tulajdonsagaiban észlelt valtozas
része a komplement kotéhely aktivalasanak.

E komplex munka bemutatasaval az volt a célom, hogy szemléltessem
miként lehet a fizika elveinek és modszereinek alkalmazasaval kézelebb jutni
bonyolult biolégiai rendszerek miikodésének megértéséhez.
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22. dbra. Az l-anilino-naftalén-8-szulfonsav fluoreszcens inhibitor hatdsa a 1251 radioaktiv
izotéppal jelolt Clq antigén-antitest aggregdtumokhoz valé kotédésére

Szeretném végezetil megemliteni, hogy ez a kozos munka Rodney R.
Porter, Straub F. Bruno és Gergely Janos professzorok batoritasara indult
és a kivitelezésben résztvettek Medgyesi Gyorgy, Rajnavolgyi Eva, Kilar
Ferenc, Torok Judit, Neubauer Joézsef; Raymond A. Dwek, Simon Easter-
brook-Smith, Jonathan Boyd (Oxford); Szergej Yu. Venyaminov (Puscsino)
és Jean-Claude Jaton (Genf).
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23.

[

Utk W

12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.

PHE 275
TRP 277

TYR 278 ARG 301

X oldal

b6
LYS 326
LYS 322 (fy) COOH
LYS 320

dbra. A valosziniisitett Clq kotShely elhelyezkedése a CH2 doménen beliil és a kot8hely
felépitésében résztvevé aminosav oldallaincok
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