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Kozlésre érkezett: 1972. XI. 17.

Az immunoglobulinok (Ig) négy-polypeptid lancos egységekbdl allé
fehérjék, amelyek jellegzetessége, hogy a molekulak C-terminalis része (az
L-lancok fele, a H-lancok 2/3-a) konstans, N-terminalis része pedig variabilis
osszetételi. A konnyi- és nehéz lancok variabilis részének aminosav sorrendje
alapjan igen jelentds homoléogia volt kimutathaté az egyes lancok kézott,
aminek alapjan a kappa 3, a lambda lancok 5 és a H-lancok 4 alcsoportja
volt elkiilénithet§. E homolégia mellett a variabilis molekula-szakaszok
tovabbi jellegzetessége a H- és L-lancokban egyarant kimutathaté 3—3 un.
hypervariabilis régi6, amely mai ismereteink szerint az ellenanyag-specificitas,
azaz az antigén-determinanssal valé kapcsolédas molekularis bazisa (Bennett
1968, Kabat 1971, Kehoe és Capra 1968, Langer és mtsai 1968, Milstein és
Milstein 1969, Milstein és Pink 1970, Press és Hogg 1970, Terry és Ohms
1970, Wang és mtsai 1970, Wang és Pink 1971).

Az ellenanyagképzés egyik alapvetd kérdése: milyen tényezbk hatéaroz-
zak meg a variabilis és konstans molekula-részek kapcsolodasat. Véletlen-
szeriség, vagy nem-véletlenszeriiség jellemzi azt a folyamatot, amelynek
eredményeképpen a specifikus ellenanyag tulajdonsaggal rendelkezd Ig mole-
kulak kialakulnak ? Milyen tényez8k jatszanak szerepet abban, hogy a rend-
kiviil heterogén lancok koziil éppen azok kapcsolédnak Ig molekulakka,
amelyek az antigén-determinansnak megfelels hypervariabilis régiékat tar-
talmazzak, és térszerkezetileg az antigénnel valé specifikus reakciéra a leg-
alkalmasabbak ?

A H- és L-lancok in vitro rekombiniciéjanak vizsgalata lehetfséget
nyujt annak tanulmanyozasara, hogy melyek alancok funkcionalis szempontbél
legkedvezdbb kapesolédasat meghatarozé tényezdk.

Viszonylag régota ismert, hogy az IgG molekulak izolalt, alkilezett poly-
peptid lancai a lancok kozott helyreallo nem-kovalens erék révén kénnyen
egyesiilnek olyan négylancos egységekké, amelyek a nativ IgG molekulakhoz
hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkeznek. A nativ molekuldkhoz valé hasonlé-
sag vizsgalhato:

a) immunolégiai médszerekkel (helyreall-e az ellenanyag aktivitas?),
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b) immunokémiai médszerekkel (van-e kiilonbség a nativ, és rekombi-
nalédott molekuldk antigén-tulajdonsagai kozott?),

c¢) fizikokémiai médszerekkel (azonos vagy eltérd a rekombinatum és
a nativ fehérje ORD-a, cirkularis dikroizmusa stb.).

(Bjork és Tanford 1971, Dorrington és mtsai 1967, Edelman és mtsai
1967, Fougereau és Edelman 1964, Fougereau és mtsai 1964, Franek és Nezlin
1963, Gally és Edelman 1964, Grey és Mannik 1965, Gordon és Cohen 1966,
Mannik 1967, Metzger és Mannik 1964, Olins és Edelman 1964, Roholt és mtsai
1967).

Ugyancsak j6l ismert az a jelenség, hogy az ellenanyag molekulakhél
szarmazo lancok, ill. azonos ellenanyag tulajdonsagi, de kiilonb6z8 molekulak-
b6l szarmazé lancok preferencialisan kapcsolédnak egymassal. Azonos ellen-
anyag tulajdonsagi IgG molekulak lancai kénnyebben , felismerik” egymast
és rekombinalédnak, mint heterolég, eltérd ellenanyag tulajdonsaggal rendel-
kez§ polypeptid lancok (Grey és Mannik 1965, Mannik 1967, Roholt és mtsai
1967). Ez a preferencialitds egyrészt arra utal, hogy a lancok kapcsolédasat
nem a véletlenszertiség jellemzi. Masrészt pedig arra enged kovetkeztetni,
hogy az ellenanyag tulajdonsagot elsGsorban meghatarozé variabilis mole-
kularészek a nem-véletlenszertd kapcsolédast jelentds mértékben befolya-
soljak.

Az IgG H- és L-lancainak kapcsolédasaban szerepet jatszd tényezdk
tanulmanyozasara magunk is a ldncok in vitro rekombinélédasinak vizsga-
latat valasztottuk. Médszereinket illetGen azonban tébb tekintetben is eltér-
tiink az altalaban alkalmazott methodikaktél. Az IgG polypeptid lancainak
rekombinaciéjaval foglalkozé munkak altalaban alkilezett, szabad SH-cso-
portokkal nem rendelkez8 lancok kapesolodasat vizsgaltak, ami természetesen
nem teszi lehetévé a lancok kozotti diszulfid hidak szerepének a megismerését.
Vizsgalatainkban nemesak alkilezett lancokat rekombinaltunk, hanem szabad
SH csoportokkal rendelkezs nem-alkilezett H- és L-lancokat is. Igy lehetdsé-
giink nyflott a lancok kozott kialakulé diszulfid hidak jelent&ségének tanul-
manyozasara is.

A molekulak rekonstrukeciéjanak ellenrzésére és jellemzésére az immuno-
kémiai és fizikokémiai médszerek mellett 1j lehetGségként bevezettiik a rekom-
binélt fehérje papain-emészthetdségének a vizsgalatat. Korabbi vizsgéalataink
alapjan beszdmoltunk arrél, hogy az IgG molekulik papain-emészthetGsége
kiilonb6z8, és hogy ez a tulajdonsaguk elsGsorban a H-lanc szerkezetével
fiigg Gssze. Ezzel kapcsolatos az IgG molekulak alosztaly tulajdonsaga és
azok papain susceptibilitdsa kozotti korrelacid, nevezetesen az IgGl, és IgG3
alosztalyba tartozé fehérjék papain sensitivitasa, és az IgG2, valamint az
IgG4 alosztalyba tartozok papain rezisztencidja (Gergely és mtsai 1967,
Gergely és Medgyesi 1967, Gergely és mtsai 1967b, Gergely és mtsai 1969a,
Gergely és mtsai 1970). Az ismert alosztaly tulajdonsagi IgG myeloma fehér-
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jékbdl nyert molekuldk papain susceptibilitasanak vizsgalata érzékeny méd-
szernek bizonyult a molekula rekonstiticiéjanak ellendrzésére.

Az alabb ismertetésre keriil6 vizsgalatainkkal elsGsorban a kévetkezd
kérdésekre kivantunk vélaszt kapni:

1. Milyen befolyassal vannak a lancok kozotti diszulfid hidak a lancok
kapcsolédasara, az IgG molekulak papain rezisztenciajat eredményezd szer-
kezeti sajatsagok kialakitasara.

2. Befolyasolja-e az L-lancok variabilis része a lancok kapcsolédasat?

3. Van-e preferenciilis kapcsolédas azonos alosztilyba tartozé IgG
molekuldkbél szarmazé H- és L-lancok kozott?

Vizsgélataink eredményeibél a lancok kapcsolédasanak véletlen-, vagy
nem-véletlenszeriiségére vonatkozé kovetkeztetéseket is reméltiink levonni.
Vizsgalataink egyes részletei mar mas helyen kozlésre keriiltek (Gergely és
mtsai, 1969b, P. Csécsi-Nagy és mtsai 1971).

Vizsgalati anyag és médszerek

IgG myeloma fehérjék. Az IgG myeloma fehérjéket myelomas betegek
sav6jabol DEAE-Sephadex batch technikaval (Baumstark és mtsai 1964),
vagy DEAE-Sephadex oszlopkromatografiaval (Sela és mtsai 1963) nyertiik.
A vizsgalatokban alkalmazott fehérjék fontosabb adatait az I. tablazat
tartalmazza.

H- és L-lancok prepardldsa

a) Alkilezett H- és L-lancok. Az IgG myeloma fehérjéket 0,2 M 2-Mer-
kaptoetanollal redukéltuk majd 1009, felesleghen levé jodacetamiddal alki-
keztiik. A polypeptid lancokat 1 M ecetsavval egyensilyba hozott Sephadex
G-100 oszlopon valasztottuk szét.

b) Nem-alkilezett H- és L-lincok. Nem alkilezett lancok preparalasara
kétféle eljarast alkalmaztunk. Az egyik mddszer szerint az IgG myeloma
fehérjéket 0,2 M 2-merkaptoetanollal redukaltuk, és a polypeptid lancokat
1 M ecetsavval egyensilyba hozott Sephadex G-100 oszlopon valasztottuk
szét. Mind a gélsziirés, mind pedig az izolalt lancok tarolasa N,-atmoszféra-
ban tortént.

A masik eljaras soran az IgG myeloma fehérjéket 0,01 M dithiothreitol-
lal redukaltuk. A H- és L-lancok elvalasztasa 0,01 M dithiothreitolt tartal-
maz6 1 M ecetsavval egyensiilyba hozott Sephadex G-100 oszlopon tértént.

H- és L-lancok rekombindcidja. Az izolalt H- és L-lancokat equimolaris
mennyiségben kevertiik, és 24 6ran at 4 °C-on 0,15 M pH 7,0 foszfat pufferrel
szemben dializaltuk, majd toményités utan azonos pufferrel egyensilyba
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hozott Sephadex G-150 oszlopon gélsziirést végezve izolaltuk a rekombinalé-
dott lancokat.

A vizsgalatok masik részében az equimolaris aranyban kevert lancokat
4 mM natriumacetat pufferrel szemben dializaltuk (pH 5,4), majd téményités
utan a dializist 0,02 M Tris—HCI (pH 8,0) pufferrel szemben folytattuk.
Az tjraegyesiilt lancok elvalasztasa az utébbi pufferrel egyensilyba hozott
Sephadex G-150 oszlopon tortént. A Sephadex oszlopon torténd frakcionalas
altalaban 3 frakciot eredményezett. Az elsé frakcié old6dé aggregatumokat,
a nativ IgG-nek megfelel§ eluciés térfogattal elualédé masodik frakeié az
djrakapesolédott H- és L-lancokat, mig a harmadik frakcio az esetleg jelenlevd
szabad L-lancokat tartalmazta.

Papain susceptibilitas vizsgalata. A reasszocialt molekuldk papain sus-
ceptibilitasat korabban leirt mddszeriinkkel vizsgaltuk (Gergely és mtsai
1967a).

Azonos és kiilonbozi alosztdalyba tartozé IgG myeloma fehérjék H- és L-
lancainak kapcsoléddasa. Annak tisztazasa érdekében, hogy van-e preferen-
cialis kapesolédas azonos alosztalyba tartozé IgG myeloma fehérjék konnyt,
és nehéz lancai kozott, izolalt nem-alkilezett H-lancokat kétféle L-lancot
tartalmazé keverékkel inkubaltunk. A keverékben levi egyik L-lanc ugyan-
olyan alosztilyba tartozé myeloma fehérjékbél szarmazott, mint a H-lanc,
a masik lancot viszont mas alosztalyba tartozé IgG myeloma fehérjékbél
nyertiik. A kétféle L-lanc azonos mennyiségben volt jelen a rendszerben.
A reasszocialt lancokban a kétféle L-lanc aranyat az alabbi mdédszerek vala-
melyikével allapitottuk meg:

I. Az egyik L-lancot jeloltiik 31J-dal, és a rekombinatumban a kétféle
L-lanc aranyéat a rekombinalt lancokat tartalmazé frakcié fehérjetartalma
alapjan hataroztuk meg.

II. Az egyik L-lancot 131J-dal, a masikat pedig »]J-dal jelsltiik. A lan-
cok rekombinalasa utdn Sephadex G-150 oszlopon izolaltuk a rekombinalt
fehérjét. A kétféle lanc aranyat az egyes frakciok aktivitdsanak vizsgalataval
allapitottuk meg.

IT1. Az egyik L-lancot 131J-dal, a masikat 1%J-dal jeloltiik. A ldncokat
rekombinélas utan savanyi (pH 3,5) urea-polyacrylamid gélben elektroforézist
végeztiink, majd a kiilonb6z8 jelzésii lancok aranyat az egyes zénakban meg-
hataroztuk.

Eredmények

1. A lancok kozotti diszulfid hidak helyredllisinak vizsgalata. Annak
tisztazasa érdekében, hogy nem-alkilezett lancok rekombinalasa alkalmaval
kialakulnak-e a lancok kozétti diszulfid hidak, autoléog H- és L-lancokbél allo
rekombinélt fehérjét izolaltunk, és azt 1 M ecetsavval egyensilyba hozott
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Sephadex G-100 oszlopon &t sziirtiik. A rekombindtum a nativ IgG-vel azo-
nos térfogatban elualédott, jeléiil annak, hogy a nem-alkilezett lancok rekom-
binaciéja alkalmaval nemcsak nem-kovalens kétések, hanem diszulfid hidak
is kialakulnak a lancok kozoétt (1. abra).
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1. dbra. ,,Sza” myeloma fehérje nem-alkilezett H- és L-ldncainak autolog rekombindtuma.
A: a rekombindlt anyag frakcionédldsa Sephadex G-150 oszlopon. B: a rekombinilt fehérje
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gélsziirése 1 M ecetsavval egyenstlyba hozott Sephadex G-100 oszlopon

: LKB Uvicord II-vel regisztralt fehérje tartalom,
nativ IgG

2. Reasszocidlt autolog H- és L-lancok papain susceptibilitasa. Reasszocialt
alkilezett, illetve reasszocialt nem-alkilezett autolog H- és L-lancok izolalasa
utan megvizsgaltuk a rekombinalt fehérje papain-susceptibilitdsiat. Az ered-

ményeket a II. tablazat tartalmazza.

I. tablazat

A vizsgdlatokhoz alkalmazott IgG myeloma fehérjék

Fehérje Alosztaly I,:;:::sc Papts;;)r;li:::cep } Gm tipus
Kof IgG1 X PS a+
Sza IgG1 % PS f+
Ml IgG1 % PS f+
Su IgG1 ® PS f+
KGy IgG1 % PS L
Cr IgG1 A PS f+
Wih IgG2 x PR n—
Ré IgG2 % PR n—
Bi IgG2 % PR

Pe IgG3 % PS b+
Pre IgG4 % PR

PS = papain sensitiv.
PR = papain resistens.
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Papain sensitiv myeloma fehérjékbdl nyert H- és L-lancok rekombi-
nalasa csaknem kizarélag papain sensitiv molekuldkat eredményezett, fiigget-
leniil attél, hogy a kapcsol6dé lancok alkilezettek, vagy nem-alkilezettek vol-
tak. Papain resistens IgG2, vagy IgG4 myeloma fehérjékbdl nyert alkilezett
lancok rekombinalasakor képz§dd molekulak tébbsége papain sensitiv volt,
mig ugyanezen fehérjékbdl izolalt nem-alkilezett lancok rekombinaciéja tul-
nyomoérészt papain resistens molekulidkat eredményezett (II. tablazat, 2. abra).

II. tablazat

Reasszocialt autolog H- és L-lancok papain susceptibilitisa

| e
Reasszocialt lancok

A lancok | Alkilezett Nem-alkilezett
eredete l lancok lancok PR ‘ PS
e = | e 2 = i —
PR 9 1 9
PS 3 3
PR 6 6*
PR 2 P

PS = papain senstitiv.

PR = papain resistens.

A szdmok az elvégzett rekombindciés kisérletek szamat mutatjdk.

* A rekombindlédott molekuldk tébbsége PS volt. PR rekombindlédott mole-
kuldkat csupdn nyomokban taldltunk 5 esetben.

** A molekuldk talnyomé tobbsége PR volt.

Ta2s0

80

| 1 1 I
1 10 20 30 40 ml

T280
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100 L ! |
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2. dbra. ,,Pre” IgG 4 alosztdlyba tartozdé (papain resistens) myeloma fehérje rekombinalt
autolog lancainak vizsgilata. Az dbra a reasszocialt lincok papainos hydrolysise utén végzett
gélsziirés (Sephadex G-100) eredményét mutatja. 4: Reasszocidlt alkilezett lincok. Oszlop
meéret: 1,2 X40 em. B: Reasszocidlt nem-alkilezett ldncok. Oszlop méret: 1,2 X 18 cm. Az elsg
frakciéval az emésztetlen fehérje, a mésodikkal az Fab és Fc fragmentumok elualédtak.
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3. Reasszocidlt heterolog H- és L-lancok papain susceptibilitisa. A vizs-
galatok eredményét a III. tablazatban foglaltuk &ssze, és a 3., 4. abrakon
demonstraljuk.

Alkilezett lancok esetében a képz6dott rekombinalt fehérje molekulak
tilnyomé tébbsége papain sensitiv volt, tekintet nélkiil arra, hogy papain
sensitiv, vagy papain resistens myeloma fehérjékbgl szarmaztak-e.

Nem-alkilezett 1lancok esetében, ha a H-lanc papain resistens az L-lanc
pedig papain sensitiv IgG myeloma fehérjékbgl szarmazott, a rekombinalé-
dott molekulak tilnyomé tébbsége papain resistens volt. Papain resistens

ITI. tablazat

Reasszocidlt heterolog H- és L-lincok papain susceptibilitisa

A lancok eredete Alkilezett lgrm- Reasszocialt lancok
s # ilezett -

H | L Mok | e PR PS

PR PS 12 ‘ 12*

PS PR 10 10

PR PS 4 4

BS PR 4 4%* 4**

PS PS ’ 4 4

PS = papain sensitiv.

PR = papain resistens.

A szamok az elvégzett rekombindciés kisérletek szamat mutatjdk.

* Harom esetben taldltunk nyomokban emésztetlen (PR) molekuldkat.
** A PS és PR molekulik aranya kb. 50 : 509, volt.

T280
20}

60

] I I 1
L 10 20 30 40 ml

3. d@bra. Nem-alkilezett H- és L-ldncokbo6l rekombindlt fehérje papain susceptibilitdsdnak vizs-

galata. A rekombindlt fehérje a papain resistens IgG 2 alosztdlyba tartozé ,,Wih” myeloma

fehérje H-lancait, és papainsensitiv IgG 1 alosztdlyba tartozé ,,Sza” myeloma fehérje

L-ldncait tartalmazza. Az izolalt rekombindtum papainos emésztése utdn végzett gélsziirés

(Sephadex G-100; oszlopméret: 1,2X55 cm). Az els6 frakciéval az emésztetlen fehérje, a ma-
sodikkal az Fab és Fc fragmentumok eludlédtak
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myeloma fehérjékbél szarmazé L-lancok és papain sensitiv eredetd H-lancok
rekombinaciéjakor képz8dd molekuldk mintegy fele papain sensitiv, fele
pedig papain resistens volt. Gyakorlatilag valamennyi rekombinalédott mo-
lekula emészt8dott papainnal cystein nélkiil, ha a H- és L-lancok egyarant
papain sensitiv IgG myeloma fehérjékbgl szarmaztak.

Tzaoi

80

90r

100 | 1 1
’ ) 10 20 30 40 ml

4. dbra. Heterolog nem-alkilezett H- és L-ldncokbdl rekombindlt fehérje papain susceptibi-

litdsdnak vizsgdlata. A rekombinélt fehérje a papain sensitiv IgG 1 alosztdlyba tartozé ,,Sza”

myeloma fehérje H-ldncait és a papain resistens IgG 2 alosztdlyba tartozé ,,Wih” myeloma

fehérje L-lincait tartalmazza. Az izoldlt rekombindtum papainos emésztése utdn végzett

gélsziirés (Sephadex G-100; oszlop méret: 1,2 X 56 cm). Az elst frakciéval az emésztetlen fehérje,
a miésodikkal az Fab és Fc fragmentumok elualédtak

Tekintettel arra, hogy a nem-alkilezett autolog, vagy heterolog gamma-2,
vagy gamma-4 lancokat tartalmazé rekombinéalt molekulak tébbsége papain
resistensnek bizonyult, az eredmények egyrészt alatamasztjak azon korabbi
észlelésiinket, miszerint az IgG molekulak papain resistens jellegének kialaki-
tasdban a H-lancnak fontos szerepe van. Masrészt pedig a kisérletek a lancok
kézotti diszulfid hidak jelent8ségére hivjak fel a figyelmet, hiszen a papain
resistencia csak nem-alkilezett 1ancok rekombinaciéjakor alakult ki.

Figyelemre mélt6, hogy a rekombinalédott molekulik mintegy fele
papain resistens volt akkor is, ha a kénnyt lancok szdrmaztak papain resis-
tens myeloma fehérjékbél. Ez az észlelés arra hivja fel a figyelmet, hogy az
L-lancoknak is lehet esetleg szerepe a papain resistenciat kolesénzé struktira
kialakitasaban.

4. Ugyanazon alosztilyba tartozé myeloma fehérjékbol szarmazé H- és L-
lancok preferencidlis kapcsoléddsa. 9 vizsgalat eredményét a IV. tablazatban
foglaltuk 6ssze, és egy tipikus kisérletet az 5. 4bran demonstraltunk. Azokban
az esetekben, amelyekben az IgG2 myeloma fehérjékbdl preparalt gamma-2
lancot IgGl és IgG2 myeloma fehérjékbdl nyert L-lancokkal kevertiink,
a rekombinalédott molekuldk tdilnyomé tobbségében a gamma-2 lanc IgG2
eredetti konnyti lanccal kapcsolédott. Ha gamma-1 lancokat hasonlé L-lanc
keverékkel inkubéaltunk, a rekombinalédott molekuldk tébbsége IgG1l eredeti
L-lancot tartalmazott. A 131J-dal, és 125J-dal jelzett L-lancok arinya kozel
50 : 50 volt, amikor a gamma-1, vagy gamma-2 lancokat két kiilsnboz6 IgGl
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IV. tablazat

Azonos és kiilonbozd alosztdlyba tartozé IgG myeloma fehérjék polypeptid
lancainak rekombindcidja

_A ﬁ-l ‘kiili;‘nbi:ign e:ed:tﬁ Az ellendrzésre
;;:t Bae L reassz:zinélt mole{ulékban alkalmazote
szadma (%-ban kifejezve) mbdsser

1. gamma-2 %(2) 70 I
%(1) 30

2. gamma-2 »(2) 89 1
%(1) 11

3. gamma-2 #(2) 78 II.
%(1) 22

4. gamma-2 %(2) 85 III.
%(1) 15

5, gamma-2 %(2) 96 1I1.
#(1) 4

6. gamma-1 »(1) 19 I11.
#(2) 21

7. gamma-1 »(1) 74 IIT.
»#(2) 26

8. gamma-1 »(1) 45 1I.
%(1) 85

9. gamma-1 »(1) 50 II1.
},( 1) 50

* A zardjelben lev szdmok annak a myeloma fehérjének az alosztdlyat mutatjdk, amely-
b6l az L-lancot nyertiik.

mg L-lanc

frakcid

5. dbra. 1¥1J-dal és '?3J-dal jelzett L-lincok ardnya a ,,Wih HB¢L” rekombinalt fehérjében
(1. III. tablazat 3. kisérlet)

myeloma fehérjékbél nyert kénnyt lanccal reagaltattuk. Egy kisérlet kivé-
telével valamennyiben kappa tipusi kénnytl lancot alkalmaztunk. Egyediil
a 9. sz. kisérletiinkben szarmazott az egyik L-ldnc kappa tipusd, a masik pedig
lambda tipusi IgGl fehérjékbdl. Ennek a kisérletnek az eredményébél arra
lehet kévetkeztetni, hogy a kionnyili lanc-tipus nem befolyasolja a lancok
kapcsolédasanak az aranyat.
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Megbeszd@

MeghatAEozott szerkezetR H- @& L-l1Aacok preferenciAiis kapcsol dAsa
kizAEja annak leheti sdg@, hogy az antigéhnel val reakci ra alkalmatlan
szerkezetR immunoglobulin molekul & k@pzi djenek. Ez&t lett az ellenanyag-
k@pz@& mechanizmusAnak tanulmAayozAsAban az egyik legl@hyegesebb k&rdds:
vdetlenszerBs@y, vagy nem-vd@etlenszerlsdy jellemzi-e a H- & L-1Aacok kap-
csol dASA. A polypeptid |Aacok in vitro kapcsol dAsAaak tanulmAayozAsa
leheti sgget nyogt annak tisztAZASAEa, hogy milyen struktur/is téhyezik
jAEszhatnak szerepet az antigéhnel val kapcsol dAS szempontjAb | legkedve-
zI bb szerkezetlR molekul & kialakul SAban. “gy v/Aaszt lehet kapni arra is:
milyen szerkezeti t@hyezi k eredm@hyezik alAacok preferenciZis kapcsol dASAE.

Az 1gG molekula H- @& L-lAacainak kapcsol dAsAwal a vizsgAatok
egz sora foglalkozik, @& ezek eredm@hye azt bizony tja, hogy alkilezett
polypeptid |Acok nem kovalens k t@sek ozjAB k nnyen kapcsol dnak ssze
a nat v 1gG molekul A&knak megfelell n@yy-l1Aacos egys@hekkd Vitathat azon-
ban, hogy ilyen felt@elek mellett |@&rej n-e a molekul & restitutio ad integ-
ruma (Bj rk & Tanford 1971, Dorrington @& mtsai 1967, Edelman @& mtsai
1967, Fougereau & Edelman 1964, Franek @& Nezlin 1963, Gally & Edelman
1964, Grey & Mannik 1965, Gergely @& mtsai 1969b, Gordon & Cohen 1966,
Mannik 1967, Metzger & Mannik 1964, Olins & Edelman 1964).

Jelen vizsgAtatainkban eltdien a rekombinAei s k s&letekben Atta-
|an alkalmazott gyakorlatt | nemcsak alkilezett, hanem nem-alkilezett,
tehAE szabad SH csoportokkal rendelkezi |Aacok, autolog, @& heterolog rekom-
binAei jakor k@bzidi molekulA&at vizsgAtunk. A |Aacokat homog@h papain
sensitiv @& papain resistens 1gG myeloma feh@j@kbi | nyert k, a rekombinZEt
| ABcokat gdszoe@ssel izol Attuk, @& megvizsgAtuk a rekombinZ dott molekul Ak
papainsusceptibilitASAE. Ez a m dszer igen alkalmasnak bizonyult annak
tiszt ZASAEa: helyre/tl-e a rekombin/i utAh a nat v molekul & papain resis-
tenci A& eredm@hyezi konform/Zei

Eredm@hyeink azt igazoltAk, bogy a |ABcok csak nem-kovalens Kk t@sek
cdjAn t rtght kapcsol dASsa nem elegendi az 1gG2 @& 1gG4 alosztAkyokra
jellemzi papain resistencia helyreAtl /8/Aa. A molekul A&knak ez a tulajdonsAga
csak nem-alkilezett |Aacok rekombinZei jakor alakul ki ism@, & ez a |Aacok
k z tti diszulfid hidak fontossA§A mutatja a papain resistens tulajdonsAgce
1gG alosztAtyok szerkezet@hek kialakul ASAban.

Vizsg/Aataink egy tovAbbi jelentis momentumra h vjA fel a figyelmet.
KorAbbi eredm@hyeinkkel egybehangz an (Gergely @& mtsai 1967a, Gergely
@& mtsai 1967b, Gergely @& mtsai 1969a, Medgyesi @& Gergely 1969) al AhozzAK
ugyan a H-lAacok elsirend3 fontossAg/A& az 1gG molekul & eltd1 papain
susceptibilitASAnak meghatAozASAban, de ugyanakkor azt is mutatj A, hogy
az L-1ABcok variAbilis rze is befolyAsSsal lehet erre. Mindazoknak a rekombi-
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nAE dott molekul Aknak at bbs@Zhe ugyanis, amelyek nem-alkilezett gamma-2,
vagy gamma-4 neh@ |Aacokat tartalmaztak, papain resistens volt. A papain
resistens molekulA&b | szAEmaz kappa-l1ABcok gamma-1 neh@ |Aaccal re-
kombinAtva viszont mintegy fele-fele arAhyban eredm@hyeztek papain resis-
tens @& papin sensitiv molekul A&at. Ez ut bbi @&zlel& a k nnyR |Aacok variAbi-
lis rszhek a molekula konformZei jAEa gyakorolt befoly/Asa mellett sz |I.

T bb mAs adat is arra utal, hogy a k nnyR lAacok variAbilis r@kze
szerepet jAEszik a H-L |ABc kapcsol dASban. Ha egy adott ellenanyag tulaj-
donsAgoe molekul &b | szAmaz H-lAcokat k | nb z1 eredet L-lABcokkal

k zt k az autolog molekul &b | szAEmaz kkal is kevernek, az azonos
ellenanyagb | szZ&Emaz |Aacok preferenciZisan kapcsol dnak egymAssal (Ro-
holt & mtsai 1967). Ismeretes tovAbb/A hogy bizonyos ellenanyag tulajdon-
sAgce molekul A&Kban meghatAozott izot pusce polypeptid |ABcok talAhat K.
MA sz val: bizonyos variAbilis szekvenciAk csak meghatZozott konstans
szekvenciAkkal kapcsol dnak. gy pddAal: anti-dextrAa @& anti-levAa ellen-
anyagok AttalAban 1gG2 alosztAtyba tartoz feh@j@k (Yount @& mtsai 1968);
az anti-Rh aktivitAs pedig 1gGl @& 1gG3 molekul & sajAEsAga (Natvig & Kun-
kel 1968); az anti-VIII faktor kizA lag 1gG4 alosztAtyba tartozik (Shapiro
@& Carrol 1968). Ebben a tekintetben k | n sen jelenti sek a hideg-aggluti-
ninek, amelyek kizA lag IgM osztAyba tartoznak (Fudenberg @& Kunkel
1957, Harboe @& mtsai 1965), & csak kappa |Aacokat tartalmaznak. Legogabb

rgszben saj/ vizsgAtatok szerint pedig mind a k nny, mind a neh@&
|Acok meghat/ozott alcsoportokba tartoz nak bizonyultak (VHi
illetve VHuj Gergely @& mtsai 1973, Capra @& mtsai 1972).

Mindezek az adatok amellett sz Inak, hogy az 1gG molekul & variAbilis
@& konstans r@gi inak a kapcsol dASAE a nem-vdetlenszer3sdy jellemzi.

Jelen vizsgAtatainkkal azt a k@&d@st is tisztA&ni k vAatuk, hogy vajon
ez a nem-vdetlenszerRsdy alosztAy szinten is @&véhyes |l-e. Ezt a k@ddst
azon mAE eml tett megfigyel@ nk alapjAdp tett k tanulmAny tAEQyAv/A
miszerint az L-lAacok variAbilis rize is befolyAsolhatja az eg@z molekula
jellegzetes gombolyodASAE. Az azonos alosztAyb | szAEmaz |ABcok esetleges
preferenci&is kapcsol dASa analog jelens@dy az azonos ellenanyag molekul A&
| AAcainak preferenciZkis kapcsol dAsAzal.

VizsgAtataink azt bizony tjAk, hogy a preferencialit/s alosztAly szinten
is &vhyes |, & azok a |Aacok amelyek azonos alosztAkyba tartoz molekul A-
b | szAEmaznak, k nnyebben kapcsol dnak egymABsal, mint a mAS aloszt/Ay-
b | szAEmaz kkal.

A nat v immunoglobulin molekul A& t&beli konformAEi ja a k@afde
polypeptid |AAc k Ics nhatAsApak eredm@hyek@pen alakul ki. Mivel a H-
& L-l1Aacok sz@vAtasztAsakor nem alkalmazunk teljes denaturZei t, felt@
telezheti, hogy a k nnyfR |Aac megirzi a kiindul A&i feh&je neh@k |AacAzal val
k lcs nhatAs eredm@hyek@ht kialakult konformAEi s saj/AsAgait. Ez magya-
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rAhatja azon @zlel@ nket, hogy valamely neh@ |Aac k nnyebben k t olyan
heterolog k nnyR |Aacot, amely vele azonos alosztAtyba tartoz feh&j@il
szAEmazik. Edelman @& Gall (1969) hasonl jellegR hiszter@ist" felt@elez-
nek az autolog |ABcok preferenciZis kapcsol dAsAaak magyar/Aat/Aa.

SSZEFOGLAL" S

A szerzik k | nb z1 alosztAyba tartoz 1gG myeloma feh@&jck alkile-
zett @& nem-alkilezett H- & L-lAacainak autol g, @& heterolog rekombinAEi ja
utAh vizsgAEtAk a reasszoci/ZEt |AAcok papain susceptibilitASA. MegAtap tot-
tAK, hogy az 1gG2 & 1gG4 alosztAtyra jellemzi papain resistencia helyre/tl /&
sARoz nem elegendr a lAacok nem-kovalens k t@sek adjAn t rt@h kapcsol -
dAsa, ehhez a |ABcok k z tti diszulfid hidak kialakulAAAa is sz ks@y van.
A |Aacok heterolog rekombinAgi ja kapcsAB nyert eredm@hyeik a neh@ |/Aa-
cok jelenti sgg@ igazoltA&k a molekula konformAei jApak kialak tASAban, &
rAeilAg tanak az L-lAAcok variAbilis ri&kze esetleges szerep@e ebben a vonat-
kozABban. TanulmAayoztAk az azonos alosztAtyba tartoz 1gG molekul Akb |
nyert k nnyR- @& neh@ |Aacok preferencidlis kapcsol dAsSApak leheti sy is,
@ kimutattA, hogy azok a heterolog |Aacok, amelyek azonos alosztAtyba
tartoz 19gG myeloma feh@j@kbi | szAmaznak, preferenciAisan kapcsol dnak
egym/Assal. Eredm@hyeik alapjAh diszkutAfA& a vdetlenszerBsdy" & nem-
vdetlenszerBs@y" jelentisdy@d a H- & L-lAacok kapcsol dAsAban.
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