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Bevezetés

A magasabbrendii szervezetek a szamukra idegen anyagok ellen tobb-
fajta médon védekeznek. A védekezés egyik eszkéze az immunglobulinoknak
nevezett fehérjevegyiilet csalad. Az ellenanyagok mintegy 759-a IgG tipusu
immunglobulin. A tovabbiakban csak ennek a tipusnak vizsgalatara fogunk
szoritkozni. Az immunglobulinok ,feladata — felismerni, megkétni az
idegen anyagot (antigént), tovabba kivaltani a megkotott ellenanyag eltavo-
litasanak folyamatat.

A fenti bonyolult funkcié megértéséhez ismerni kell az immunglobulinok

szerkezetét.

Szerkezetmeghatarozasi médszerek és az altaluk nyert eredmények

I. Biokémiai médszerek

— 1959-ben PorTER kimutatta, hogy az IgG molekula cisztein jelenlétében
papainnal harom fragmentumra bonthaté szét (két Fab és egy Fe frag-
mentum), amelyek koziil a Fab elnevezésiiek megtartjak az antigénnel
valé kapesolédas tulajdonsagat (PorTer 1959).

— Ugyancsak 1959-ben EDELMAN ismerteti eredményeit, miszerint az IgG-
molekula felépitésében két vin. konnyi és két nehéz lanc vesz részt (EDEL-
MAN 1973). 1970-ben EpELMAN megallapitja egy human eredetii IgG
lancainak aminosav-sorrendjét (EpELmMAn 1973). Megvalaszolatlan marad
a kérdés a fragmentumok, illetve lancok térbeli elhelyezkedését illetGen.

I1.

Az elektronmikroszképpal kapott felvételek egyike (lasd 1. abrat), amelyet
VALENTINE és GREEN készitett (VALENTINE 1967) haromszogletii és négyt
szogletii alakzatokat tartalmaz. A szerzdk ezen alakzatokat dgy értelmezték,
hogy azok bivalens, kis molekulasilyi antigének altal dsszekdtott IgG-mole-
kulak trimér, illetve tetramér konglomeraciéi. A masodik abra mutatja be
ezt az interpretaciét, s ugyanott vannak feltiintetve a molekulak f6bb méretei

is. A molekulak alakjat Y bet{ih6z hasonlithatjuk.
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1. dbra. Bivalens antigénekkel dsszekotott IgG molekuldk elektronmikroszkop felvétele

<—U)[\ -

2. bra. Az elektronmikroszkép felvételen lithaté hdromszigletii alakzatok interpretdciéjdnak
sematikus abraja
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HHE

A molekuldk atomjainak helyzetét a rontgen-diffrakcic médszerével lehet
megallapitani, amennyiben a vizsgalandé anyag kristalyos alakban elallit-
hat6. SARMA és munkatarsai 1971-ben elvégezték a Dob IgG réntgendiffrak-
ciés vizsgalatat (SARmA 1971). A harmadik abran lathaté a kérdéses molekula
balsafa modelljének fényképe. A mintegy 10 nm magas T-alakd molekula
torzse az Fc fragmentumnak a 18,5 nm ,.fesztavolsagi” fels§ szar a két Fab

fragmentumnak felel meg.

3. dbra. A Dob IgG mod-llje. (Az dbran lithaté skdla hossza 3 nm)

Lathat6 a bemutatott példakbdél, hogy a két médszer az TgG molekulat
mas alakidnak és kiillonb6z6 méretiinek latja. Megjegyzendd, hogy az el6bbi
két modszer alkalmazasihoz el6készitett mintakban a molekulak nincsenek
természetes koriilmények kozott, s ez felveti annak a kérdésnek megvalaszo-
lasat, hogy természetesebb kizegben, pl. fiziolégias oldatban vajon milyen
alaku az IgG molekula és milyen méretekkel rendelkezik.

TV

A szorédasi kisérletekben hasznalt rontgen vagy neutronsugarzas tipikus
hullamhossza néhany tized nanométer. A szérasi szég nagysagrendjét a hullam-
hossz (2) és a részecske globalis méretének aranya szabja meg:

@N‘%{] (1)
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A fenti feltételbdl kovetkezik, hogy makromolekulak (igy az IgG)
esetében a szoérasi szog értéke altalaban kicsi. (Ezért szokas a modszert kis-
sz0gli szérasnak nevezni.

A kisérleti elrendezést az alabbi sematikus abran érzékeltetjik (4.
abra).

Sugarforrds Minta
* O

Szdrdsi sz0g

Detektor

4. dbra. A kisszogli szérdsvizsgdlat mérésosszedllitasanak sematikus dbrdja

Az egységes leiras kedvéért bevezetjiik a szorasi vektor abszolitértéké-
nek (%) fogalmat.

x:z—”@ (
A

(3]
~

s a szOrt intenzitast e paraméter fiiggvényének fogjuk tekinteni.

Oldatban lebegd részecskék természetesen véletlenszertien orientaltak, s
emiatt a kisszogii széras mérésbhél nem nyerhetd teljes informacié a részecskék
szerkezetét és alakjat illeten. E rendezetlenség az oka annak, hogy a szért
intenzitast elegendd, mint a % abszolit értéke fiiggvényeként kezelni.

A teljességre valo torekvés nélkiil felsorolunk néhany alapvetd infor-
maciot, amelyet a kisszogl széras segitségével nyerhetiink. (Lasd pl. Jacror
osszefoglalé cikkét (Jacror, 1976)).

Homogén monodiszperz részecskék oldata esetében a szort intenzitas a

um:hwwﬂfﬁgr-wwz 3)

v
kifejezéssel adhat6 meg.

Itt ¢ — a koncentracié, v — a részecske térfogata, a; — az oldott mole-
kula atomjainak szérasi amplitidéja, o — az olddszer szérasi amplitidé
strtisége.

F(x)2| — a részecske alakjat, méretét jellemzé form-faktor.

1. Kis » esetén
|F () [P = o~wRe?

§ (o(r))rdr (1)
ahol Ri, ER. AR
[ o(e)dr
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az un. giraciés sugar négyzete s a részecske globalis méretét, silirtiség el-
oszlasat jellemzd mennyiség.

2. Fontos a vékony hosszi rid alakid molekula esete, ekkor
L s
| F(x) |2 = — e~ "Ri 5)
%

ahol Rq — az tin. keresztmetszet giraciés sugara.

A form-faktor el6tti zargjel tiizetesebb vizsgalata adja meg a valaszt arra
a kérdésre, hogy miért célszerii a draga és relative kis intenzitasi neutron
nyalabokkal végzett kisszogil szérasvizsgalat?

a) A biolégiai anyagokban rendkiviil nagy mennyiségben jelenlevé hidrogént
a neutron ugyanolyan jél érzékeli mint a tobbi atommagot, mig a rontgen-
sugarzas szamara a hidrogénatom szinte lathatatlan.

b) A hidrogén szérasi amplitidéja ay = —0,34 - 10-12 cm, mig a nehéz-
hidrogén (deuterium) szérasi amplitidéja ap = 0,67 - 10-12 ¢cm, mint latjuk
kilonb6zé elGjeld. A viz és nehézviz keverékének szérasi amplitidé siiri-
sége ezért széles hatarok kozott mozog s igaz, hogy

%H.0 o fehérje 2p.0

—0,6-10'% cm/A3 < 2101 cm[A3 < 6,4 - 10 cm/A3. )

gy o, megfelel6 médon megvilaszthaté s elérhetd példaul a

=9, (7)

egyenldség, ahonnan a molekula térfogata meghatarozhata.

Az oldészer szoérasi amplitidé siirtiségének valtoztatasat , kontraszt
variacié”” médszerének szokas nevezni, s a médszer kiilonos jelentséggel
bir az inhomogén molekulak szerkezetének felderitése soran.

S most példaként tekintsiink harom olyan kérdést, amelyre a kis-
szogl szoras modszerével kaptunk valaszt.

1. Milyen az IgG molekulat alkoté harom fragmentum relativ térbeli helyzete,
ha a molekula oldatban — természetes kozeghen — van?

A Kkisszogl szoras médszerével mért intenzitas eloszlast az in. , kereszt-
metszet” koordinatikban, azaz a lg (I(x)xx) gorbét a »? fiiggvényében
abrazolva az 5. dbran lathaté, s az IgG molekulara jellemzd, szérasi inten-
zitas eloszlast kapjuk (Cser). Mivel a szérasi intenzitds és a molekula
alakja, valamint szerkezete kozott nines egyértelmi megfeleltetés, igy
a kisérleti eredmények révén csak szétvalaszthatjuk a lehetséges molekula
alakokat a nem lehetségesektdl. Ezt a kovetkezd médon tehetjilk meg.
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5. dbra. Az IgG molekuldk jellegzetes kisszogli szérdsi intenzitds eloszlasi gorbéje. lg (I x ),
»? koordindta rendszerben

Az elektronmikroszkéopia, a kristdlyszerkezet, valamint mas informaciok
alapjan megszerkesztjik a molekula valdszini modelljeit és megfeleld
szamitastechnikai eljarassal kiszamitjuk a modelleknek megfeleld szorasi
intenzitas gorbéket, majd azokat Gsszehasonlitjuk a mérési eredményekkel.
A 6. abran az elektron mikroszképsugallta Y modell (6a. abra) és a rontgen-
diffrakcié alapjan kapott T-modell (6b. abra) lathatok. Az F,, ,karok”
tovabbi lefelé hajlitasival egy harmadik modellt is elallitottunk (6.c.
abra), hogy a Fab fragmensek kiilonh6z6 helyzetének a szamitott szorasi
intenzitas eloszlasra kifejtett hatasat tanulmanyozzuk.
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<)

6. dbra. Az IgG molekula hiarom jellegzetes modellje. a) Y — alakd, b) T — alakd, c) lefelé
hajlé kara

A szamitott és mért szoérasi intenzitas gorbék oOsszehasonlitasabél arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Y-alak kizarhaté6 a lehetséges modellek
kozil, mivel a vizsgalt » tartomanyban a szamitott gorbe alakja erdsen
eltér a mért gorbe alakjatol (7a. abra).

A T, valamint a lefelé hajlé ,.kard’” modellek eltekintve a x> tartomany
kozepén lathaté kisebb dombori kitiiremkedéstdl a mért intenzitas eloszlast
jol kozelit6 szamitott intenzitas eloszlasra vezettek (7b és Tc abrak).
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Kovetkezésképpen az IgG molekuldk alakja oldott allapotban nem lehet
Y-alaki, de a T vagy a lefelé hajlé karalak lehetséges.

2. Az IgG molekula méretei koziil ragadjunk ki egyet, nevezetesen a két
Fab fragmentum egyiittes hosszat, amelyet jeloljink 1-lel. Az elektron-
mikroszképiai felvételbdl

1 = 12 nm, mig a rontgendiffrakcio
1 = 18,5 nm értéket adott.

lg (Ixx)

a
b
c
‘i
i L_Ai, SRS 1 — L e
2 -2
0 50 100 150 € x107nm°)

7. @bra. A 6. dbrdn lathaté modelleknek megfeleld szamitott szérdsi intenzitds eloszld si gorbék
a) Y — alakd modell, b) T — alakd modell, ¢) lefelé hajlé kart modell
(A szaggatott vonal a mért gorbe menetét jelzi)

Ezt a mennyiséget a kisszogl neutronszéras segitségével a kovetkezd
moédon  hataroztuk meg. Készitettink olyan monovalens antigéneket,
amelyeknek a szoérasi amplitidéstrtisége kulonbozott az IgG molekula
atlagos szérasi amplitidé stirtiségtdl. Az oldoszer osszetételét nehéz és
normil viz keverésével gy valasztottuk meg, hogy annak szérasi ampli-
tidostiriisége viszont megegyezzen az IgG molekula szérasi amplitidé
stirliségével (zérus kontraszt esete). A neutronok csak az IgG molekulak
altal megkotott antigéneket (esetiinkben 40 000 d molekulasilyi dextran
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molekuldkat) érzékeljék. A szoérasi intenzitas eloszlas ekkor egy oszcillalo
tagot tartalmaz.

1) =To(e) + AL Q

%1

amelynek argumentumaban a két antigén silypontjanak 1’ tavolsaga
szerepel. Az oszcillalé tag maximum és minimum helyeib6l 17 j61 meghata-
rozhaté, amelybdl ha levonjuk az antigének mas mérésekbdl ismert at-
mérdjét a kivant 1 — (Fab—Fab) ,.fesztavolsdgot” kapjuk meg. A fenti
eljaras segitségével két kiilonbo6zd, sertés IgG fenti jellemzGjét hataroztuk
meg. Ezekre 1, — 26,7 1.2 nm és 1, — 20,8% 1,4 nm értékeket kaptunk
(Cser 1978, 1980). Osszevetve eredményeinket az elektronmikroszképia,
a rontgendiffrakeié adataival. megallapithatjuk, hogy oldatban az IgG
molekuldk nyilankabbak, mint kristalyos kozeghen vagy az elektron-
mikroszkép szamara preparalt allapotban. A két altalunk kapott érték
kiilonb6z6ségébél pedig az egyes IgG-k méretbeli kiilonboz6ségére is kovet-
keztethettiink. Ez a kivetkeztetés jo osszhangban van mas mérések (pl.
giraciés sugar mérései) eredményeibdl levont hasonlé tapasztalatokkal
(CsER 1977).

3. Nem érdektelen kérdés pl. az IgG molekulak effektor funkcidjanak meg-
értése szempontjabol, hogy miként viselkedik a molekula antigén befogasa
soran?

Ha igen kisméretii, néhany szaz dalton molekulasilyd antigéneket reagal-
tatunk az immunoglobulinokkal, akkor a kapott IgG-antigén, komplex
méretei az [gG méreteivel lesznek azonosak.
Az elébb emlitett sertés IgG egyikét dinitrofenil-csoportot tartalmazé
monovalens antigénekkel reagaltattuk. Az IgG-(Dnp antigén), komplex
szOrasi intenzitas eloszlasat 6sszehasonlitva az intakt IgG molekula szorasi
intenzitas eloszlasi gorbéjével (8. abra) azt tapasztaltuk, hogy a két gorbe
alakja erGsen hasonlit egymashoz, de az egyenes szakaszokat jellemzd
Ry, ,-keresztmetszeti sugarak, valamint a giraciés sugéar (R,) értékei azonos
mértékben megvaltoztak, mégpedig dgy, hogy az intakt molekulat jellemzd
paraméterek értéke volt a nagyobb.

ARg & ARq,  4Rq,

e 79 ©)
Re . Bg - Ry *

Durvan szélva ez a kovetkeziket jelenti,
— a molekula egésze reagal az antigén megkétésére, azaz mind az Fab, mind
az F¢ fragmens méretei csokkennek.
— a molekula alakja viszont lényegében nem valtozik meg.
A fentiek alapjan feltételezhetjiik, hogy az antigének megkotése utan
felléps konformaciés valtozas, amely végig fut az egész molekuldn az Fab
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fragmensektél az Fc fragmensig, lehetdvé teszi a komplement-rendszer akti-
valédasat.

Az itt elmondott harom példa, amelyeket sajat munkainkbél emeltiink
ki, csak kiragadott reprezentdnsa mindazoknak a lehetdségeknek, amelyekkel
a kisszogli neutron és rontgenszoras rendelkezik, s amelyek természetesen
nem szoritkoznak kizarélagosan az immunglobulinok szerkezetének felderité-
sére, hanem a legkiilonb6z6bb biolgiai makromolekuldk szerkezetének meg-
ismeréséhez nyudjtanak egyediilall6 segitséget.

lg(Ix¥®

2 2 =
100 150 ® x10(nm)
8. dbra. Sertés anti-Dnp IgG molekula kisszogii szérasi intenzitds eloszlds gorbéje

o0 — intakt IgG
+ — IgG-(Dnp-antigén), komplex
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