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1. Bevezetés

A fluoreszcencias technikékat széles korben alkalmazzak kiilonb6zé biokémiai és
biologiai folyamatok molekularis paramétereinek a meghatarozasara érzékenysége,
specifikusaga illetve iddbeli felbontasa miatt. A vizsgalt biologiai molekuldk fluoreszcencias
jelolésére sokféle eljaras létezik, de még mindig széleskoriien alkalmaznak ilyen célbdl
fluoreszcensen jelzett antitesteket. A fluoreszcencia paramétereit (fluoreszcencia élettartamot
¢s fluoreszcencia kvantumhatékonysagot) a fluorofor kdrnyezete befolyasolja. Ennek egyik
megnyilvanulasa a Forster tipusu rezonancia energiatranszfer (FRET), ami egyediilallé abban,
hogy molekuldk konforméciovaltozasaira, asszocidcidira ¢és tavolsagukra érzékeny
fluoreszcencia jeleket generaljon. Igy képes molekularis interakciokat és konformaciokat
feloldani olyan térbeli felbontassal, amely messze meghaladja a szokéasos optikai
mikroszkopia diffrakcios hatarat (~A / 2), és kompatibilis a szuperfelbontasu technikakkal.
Munkam sordn arra kerestem vdalaszt, hogy a fluoreszcens mérések jel/zaj ardnyanak
novelésére gyakran alkalmazott két technika, az antitestek jelolési aranydnak novelése és az

erds gerjesztd intenzitds milyen hatast gyakorol mérések kvantitativ megbizhatosagara.

1.1. FRET

A FRET egy olyan tavolsagfiiggd folyamat, amelynek soran az energia nem radiativ
moddon, hanem nagy hatotavolsagii dipol-dipdl kdlcsonhatas segitségével atadodik egy
donorként szolgald gerjesztett allapotban 1évd fluoroforrél egy megfeleld akceptor
molekulara, ami az esetek tobbségében szintén fluoreszcens. Ennek koszonhetéen a donor
molekula legerjesztddik ¢és a megfeleld akceptor molekula egy elektronja magasabb
energiaszintre kertil. Mivel FRET csak egymashoz kozel, 1-10 nm-es tavolsagon beliil 1évo
molekulak kozott jatszodik le, spektroszkopiai vonalzonak is szoktak nevezni. A
hagyomanyos hetero-FRET akkor fordul eld, amikor egy gerjesztett donor kromofor
emisszios spektruma atfedésben van egy tdle kémiailag és spektoszkopiailag is
megkiilonboztethetd akceptor kromofor abszorpcids spektrumaval. A jelenségnek szamos
fotofizikai megnyilvanulasa van, amelyek mindegyike megfelelé kisérleti technikat
eredményez a FRET hatékonysaganak kimutatdsara: (i) szenzitizalt emisszido az akceptor
fluoroforrdl; (i1) a donor fluoreszcencia emissziojanak kioltasa; (iii) a donor fluoreszcencia
¢lettartama csokken, aminek mechanizmusa hasonlo a donorkioltdséhoz; (iv) lassiibb donor
fotoelhalvanyitas és (v) a donor fluoreszcencia polarizacidjanak valtozasa. Gyakran gy vélik,

hogy FRET csak két spektroszkopiailag eltérd fluorofor kozott valosulhat meg. FRET
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azonban spektroszkopiailag azonos molekulak kozott is lejatszodhat azzal a feltétellel, hogy
ha kismértékii Stokes-eltolodassal (kis eltolédas az excitacids és emisszids csucsok kozott)
rendelkeznek. Az energiaatadast azonos fluoroforok esetében homo-FRET-nek nevezziik. A
homo-FRET kimutatasara az egyetlen alkalmazhaté modszer az anizotropia mérése. A FRET
hatékonysag jellemzésére az energiatranszfer hatasfokot (E) hasznaljuk, ami megmutatja a
FRET altal relaxaldédott donorok ardnyat az 0sszes gerjesztett donor molekuldhoz képest. A
FRET lejatszodasdhoz az alabbi feltételeknek kell teljesiilniiik: 1.) a donor magas
kvantumhatasfokkal rendelkezzen, 2.) a donor emisszids spektruma fedjen &t az akceptor
abszorpcios spektrumaval 3.) a donor elektromos mezdje és az akceptor abszorpcids dipolus
vektora kozel parhuzamos legyen. Ezt az orientacids faktorral jellemezziik 4.) A donor és
akceptor kozotti tavolsagnak 1-10 nm kozott kell lennie. A FRET szdmtalan mérdmiszerrel
vizsgalhato, melyek koziil bioldgiai szempontbdl kiemelendd a mikroszkopos képalkotés és
aramlasi citometria. Mig az 4ramlési citometrids FRET (FCET) mérések eldnye az, hogy
rovid id6 alatt nagy sejtpopulacidt tudunk megvizsgélni, addig a mikroszkdpos megkozelités
lehetdséget ad, hogy sejten beliili részleteket megfigyeljiink, illetve pixelenkénti elemzéssel

FRET értékeket hasonlithassunk 6ssze mas fluoreszcensen jeldlt bioldgiai informacidval.

1.1.1. FRET mérési modszerek

A fluoreszcencianak szamos spektroszkopiai megjelenése van, amik jo érzékenységgel
detektalhatéak és szerencsére, FRET hatdsdra ezek a spektroszkopiai tulajdonsagok
megvaltoznak. Ezért szdmos modszer alkalmazhaté FRET mérésére. A leginkabb figyelemre
méltdo FRET-mérések a kovetkezd harom megkdzelitésen alapulnak: 1.) fluoreszcencia
intenzitds alapi megkozelités; 2.) fluoreszcencia élettartam alapu megkdzelités, 3.)

fluoreszcencia anizotropia alapt megkozelités.

1.1.2. Fluoreszcencia intenzitas alapti mérések

A fluoreszcencia intenzitas alapi FRET mérések kozzé tartoznak a donor kioltasanak,
az akceptor fotoelhalvanyitasanak, a donor fotoelhalvanyitasanak, illetve az akceptor
szenzitizalt emisszidjanak mérése. A szenzitizalt akceptor emisszié6 meghatarozasan alapuld
FRET modszer a legmegbizhatobb az intenzitdson alapuldé modszerek kozott, melyen beliil a
haromcsatornas FRET mérés a leggyakrabban alkalmazott FRET technikak kdzzé tartozik. Ez
a megkozelités a gerjesztési hulldmhosszok ¢és emisszids filterek harom kiilonbozo
kombinacidjat magaba foglald mérésen alapszik. Ezen tipusu mérések soran a donorral vagy

akceptorral egyszeresen jelolt, illetve a duplan jelolt mintak fluoreszcencia intenzitdsat harom
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csatornaban rogzitjiik: 1.) a donor csatorna (l;): a donort abszorpcids €s emisszids
hulldmhossz tartomanyaban gerjesztjiik és detektaljuk; 2.) a FRET csatorna (l2) esetében a
mintat a donor abszorpcids hullamhosszan gerjesztjiik, és a fluoreszcenciat az akceptor
emisszios hullamhosszan detektaljuk, mely az akceptor szenzitizalt emisszidjat jellemzi; 3.)
az akceptor csatorna (l3), ahol az abszorpcids és emisszios hullamhosszak megfelelnek az
a modszernél sziikséges kiilonbozd korrekeios faktorokat megallapitani, mint az egyszeresen
jelolt mintakbol szarmazo atvilagitasi faktorokat: a csak donorral jelolt minta esetén
meghatarozzuk, hogy a donor mennyire vilagit at a FRET, illetve akceptor csatornaba (Sy, S3),
mig a csak akceptoros minta esetében mennyire vilagit at az akceptor a FRET, illetve donor
csatornaba (Sp, S;). A FRET értékét nagymértékben befolyasold korrekcids tényezé az o
faktor, melynek értéke megmutatja egy gerjesztett akceptor molekula intenzitasat a FRET
csatornaban egy donor csatornaban detektalt gerjesztett donorhoz képest. Egy akceptor foton
detektalasi hatékonysaga a FRET csatorndban &sszehasonlithatd egy donor foton detektalasi
hatékonysagaval a donor csatornaban azaltal, hogy az egyik mintat egy donorral konjugalt,
egy bizonyos epitdpra specifikus antitesttel jeloljik, mig egy mdasik mintat ugyanarra az
epitopra specifikus, akceptorral jel6lt antitesttel jeloliink. Az o meghatarozasakor figyelembe
kell még venni a moléris abszorpcids koefficienst és a jelolési aranyt, azaz a fluoroférok
atlagos szamat egy antitesten a torzsoldatban. Mindezen értékek (l1;-13, S1-S4, o) figyelembe

vételével a FRET hatasfok meghatarozhato.

1.1.3. Fluoreszcencia élettartam mérések

A fluoreszcencia élettartam azt az id6t jellemzi, amelyet a fluoreszcens molekuldk
atlagosan a gerjesztett allapotban toltenek, mieldtt alapallapotba keriilnek kiilonb6z6 radiativ,
illetve non-radiativ mechanizmusok kézremiikodésével. A fluoreszcencia élettartam egyenld
azzal az idovel, amely alatt a gerjesztett molekulak populacidja e-ad részére csokken. A
fluoreszcencia élettartam forditottan aranyos a relaxacios folyamatok sebességi allandoinak
Osszegével. Ha a megfeleld akceptor a potencidlis donor kozelében van, akkor a donor
fluoreszcencia élettartama csokken a FRET miatt. A fluoreszcencia élettartam
meghatarozasadn alapulé mikroszkopos FRET (FLIM-FRET) mérések nem igényelnek
korrekcios faktorokat, mint a haromcsatornds mddszer, illetve nem érzékenyek a fluorofor
koncentraci6 valtozdsdra és a megvildgitd fény intenzitdsira, fényszorasra vagy a

fotoelhalvanyitasra.



1.1.4. Fluoreszcencia anizotropiamérések

A fluoroforok térben és id6ben véletlenszerlien orientdltak. Ha polarizalt fénnyel
vilagitjuk meg oket, akkor a teljes fluorofor populaciobdl csak azon fluoroférok fognak
gerjesztett allapotba keriilni, melyek abszorpcids dipolusa kellden parhuzamos a gerjesztd
fotonok polarizacios sikjaval. Ezt a folyamatot hivjuk fotoszelekcionak. Tovabba a gerjesztett
allapotban 1évo fluoroforok orientacidja véletlenszertien megvaltozik, mieldtt elveszitenék az
energiajukat sugarzassal vagy sugdrzasmentesen, példaul a FRET-tel. Kovetkeztésként
elmondhatd, hogy a kibocsatott fény depolarizalt a gerjesztd fényhez viszonyitva. A
fluoreszcencia anizotrOpia megmutatja, hogy polarizalt megvilagitast kovetden az emittalt
fluoreszcencia mennyire polarizalt. A fluorofort vertikdlisan polarizalt fénnyel megvildgitjuk,
majd ezt kovetden mind a vertikalis, mind a horizontalis emissziokat 6ssze kell gytlijteni. Az
emisszid depolarizacidjahoz vezetd folyamatokat ezen két intenzitas alapjan jellemezhetjiik,
¢s az anizotropia ezek, illetve egy korrekcios faktor (G - vertikalisan és horizontalisan
polarizalt fény eltéré detektalasi hatékonysaganak az aranya) segitségével meghatarozhato.
Az anizotropia érzékeny a molekuldk méretére és alakjara, a molekularis kornyezet
merevségére ¢és folyékonysagara, a forgd mozgasra, illetve a molekularis asszocidcios
koszonhetden a donor élettartalma csokken, ezéltal a donornak gerjesztett allapotban
kevesebb ideje van forogni. Levonhatdo az a kovetkeztetés, hogy a donor emisszidja
hiperpolarizaloédik (ahhoz az esethez képest, ahol nincs hetero-FRET), ami megnovekedett
anizotropiat fog eredményezni. Homo-FRET esetében a FRET kolcsonhatds soran a donor
emisszids dipolusaval parhuzamosan all6 abszorpcids dipdlussal rendelkezd akceptorok
preferencidlisan  gerjesztddnek, mégis minden homo-FRET 1épés a gerjesztett
molekulapopulaciot depolarizalja. Mivel a donor €s az akceptor molekula spektroszkopiailag
megegyezik, ezért az emisszi0 kevésbé polarizalt, aminek kdszonhetden az anizotropia

csokken.

1.2. Antitestek jelolési modszerei, a jelolés hatdsa az antitestekre

Az antitestek vagy ellenagyagok az adaptiv immunrendszer fehérjéi, melyek effektor
funkciokat latnak el, képesek specifikusan megtaldlni célmolekuldkat, illetve a betegséget
okozo6 organizmusokat. Széles korben alkalmazzék dket a diagnosztikédban és a kutatasban,

illetve a klinikumban fontos terapias eszkozzé valtak kiillonb6z0 betegségek kezelésében.
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Mivel az antitestek aminosav polimerek, melyek szamtalan oldallanccal rendelkeznek, igy
ezek az oldallancok meghatarozoak a konjugécios folyamatok soran. A fehérjéket altalaban
harom kiilonb6z6 csoporton keresztiil lehet kovalensen modositani: amino- (-NHy) és tiol- (-
SH) funkciés csoportok és szénhidrat oldallancok felhasznalasaval. A legkdzkedveltebb
reaktiv csoport az amino csoport, melyek nagy mennyiségben vannak jelen az antitestek
felszinén. A legszélesebb korben alkalmazott konjugécidos modszer az amino csoportok
konjugacioja N-hidroxi-szukcinimid-észterrel, mely stabil karboxamid kotést eredményez. Az
aminocsoportokon keresztiili konjugéacios modszer mellett a szulthidril csoport célzott jelolése
is kozkedvelt, a maleimiddel szembeni specificitasa és magas reakcidképessége miatt. A
legtobb tiol csoport a ciszteinekben talalhato kotott forméban, melyek redukéldsat kdvetden
az antitestek tiolalt fragmentjeihez tioészter kotéssel a maleimidek konnyedén kotodhetnek.
Ezen modszerek mellett szintén alkalmazzak konjugacios folyamatokhoz az antitestek Fc
részén elhelyezkedd szénhidrat csoportokat, melyek redukalast kovetden hidrazidot, vagy
hidroxilamint tartalmazo6 reagensekkel kovalensen jeldlhetok. Még akkor is, amikor a jeldlt
funkcios csoport az antigénkotd helytdl tavol helyezkedik el, a jeldlés jelentds hatast gyakorol
az antitestek affinitasara, ami a jel6lés kovetkeztében bekdvetkezé konformacio, illetve
dinamikai valtozasoknak tulajdonithat6. Az antitest jelolési technikak koziil az amino
csoportokkal torténd reakcid a legjobban preferalt konjugicids moddszer az egyszeri
kivitelezhet6ség, a gyorsabb reakciokinetika, az olcsésag és a magas festék-antitest
konjugatum kihozatal miatt.

Az antitesteken 1évd fluoreszcens festékmolekuldk atlagos szamat a jelolési arany
(DOL = Degree Of Labeling) vagy mas néven az F/P (fluorofor/protein) értéke mutatja meg.
Ezeket az értékeket a fluoreszcens mérések kvantitativ kiértékeléséhez gyakran sziikséges
megadni. Mivel az F/P értékét egy antitest torzsoldatra szoktak meghatarozni, ez megtéveszto
lehet, mert az antitest térzsoldatban 1év6 egyes antitestek tobb, mig masok kevesebb konjugalt
festékkel rendelkeznek. Tehat a konjugécidos eljarasok soran keletkezd jelolt
antitestpopulacidban az egyes antitestek eltérd festékmolekula szammal rendelkeznek,

melynek eloszlasat Poisson eloszlassal jellemezhetjiik.

1.3. Az antitestjelolés hatasa a fluoroférokra

Annak ellenére, hogy a fluoreszcens jelolés nagy népszertiségnek orvend napjainkban,
mégis vannak limitacidi. A fluoreszcencia onkioltast ugyanazzal a fluoroforral tobbszordsen
jelolt biomolekuldk esetében irtdk le, melynek kovetkeztében a jelolt molekula fényessége

nem ardnyos a jelolés mértékével. Ezt a fluoroférok csoportokba rendezddésének
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tulajdonitjak, ami a jelolés soran a biomolekulahoz k6t6dé aggregatumként jelentkezik. Az
aggregatumok képzddése a legtobb aromds m-konjugalt szénhidrogén fluoreszcencia
kioltdsdnak fontos oka. Bizonyos fluoroforok esetében az abszorpcidos és emisszids
spektrumok kozott kicsi a  Stokes-féle eltolodas, igy amikor egy fehérjéhez tobb
festékmolekula kotédik, energiatranszfer jatszodhat le kozottiik, ha a tavolsaguk a Forster
tavolsagon beliil van. A homo-FRET akkor vezet fluoreszcencia kioltashoz, ha az
energiatranszfer nem fluoreszcens fluoroforok felé zajlik.

Emellett szamos mas tényezé is szerepet jatszik a fluoreszcencia intenzitas
csokkenésében tuljelolés esetén, mint pl. festék molekulak dimerizacioja és festék
monomerek kozotti litkdzéses kioltds. A kioltds mechanizmusa lehet statikus €s dinamikus. A
két tipus abban kiilonbozik egymastol, hogy a fluoreszcencia intenzitds csokkenése a
fluoreszcencia élettartam rovidiilésével jar-e. Dinamikus vagy {itk6zési kioltas esetében a
fluorofér a gerjesztett allapotaban iitkozik a kioltéval. Mivel ilyenkor egy ujabb relaxacios
folyamat jelenik meg, a folyamat a fluoreszcencia élettartam rovidiilésével jar. Ezzel szemben
a statikus kioltas esetén a kioltd mar a fluorofor alapallapotaban komplexet alkot vele, és a
kialakult komplex elveszti fluoreszcens tulajdonsagat. A teljes fluoroforpopulacidoban mérhetd
kioltas mértékét a fluorofor és a kioltd disszociacids egyensulya befolyasolja. Mivel ebben az
esetben a kioltéval komplexet nem képezd fluoroforok ,érintetlenek”, és csak ok felelosek a
fluoreszcencia megmarado részéért, a statikus kioltds nem jar a fluoreszcencia élettartam

csOkkenésével.
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2. Problémafelvetés

Mikroszképos mérések soran a jobb jel-zaj arany érdekében gyakran megndvelt
gerjeszt0 intenzitast alkalmazunk, hogy fényesebb képeket kaphassunk. A fényes képek
elényei kozé tartozik, hogy a hattértdl jol megkiilonboztethetéek a jelolt komponensek, de
ennek ellenére nem mindig adnak tudomanyosan értékelheté eredményt. A képalkotds azon
altalanos feltételezéseken alapul, hogy a fluoreszcens jel elhelyezkedése megegyezik a jelolt
molekula biologiai rendeltetésének megfeleld helyével, illetve intenzitdsa aranyos a kisérlet
Sajnos a szaturaci6 jelensége miatt ezek a feltételezések gyakran nem teljesiilnek.

A szaturéci6 forrasai kiilonbozdéek lehetnek. 1.) Bioldgiai szaturacio: ez a jelenség, ami
fehérjék fokozott kifejezddésekor 1ép fel. Az extrém fehérje kifejezddésnek kdszonhetden a
transzfektalt sejt fehérjeszintetizdld és szortirozd mechanizmusai telitddnek, ezért
fehérjeaggregatumok, modosult sejtalkotok jelennek meg a mikroszkopos felvételeken, és a
transzfektalt fehérjék nem a fiziologias helyzetnek megfeleld helyen taldlhatdak 2.) Detektor
szaturacio: ebben az esetben a detektor fesziiltségét, vagy a gerjesztd fény intenzitisat
noveljik talsagosan. A detektalasi hatar folé esd fluoreszcencia intenzitdsok nem
megkiilonboztethetéek egymastol. 3.) Fluorofor szaturacié: ilyenkor a legtobb fluorofor
gerjesztett allapotban van. A magas intenzitasu gerjesztd fénynek koszonhetden a fluoroférok
relaxacidjukat kdvetden azonnal Ujragerjesztddnek. 4.) Antitestek taljelolése: a jeldlési arany
novelésével a jelolésre haszndlt antitestek tobb fluoreszcens molekulat tartalmaznak.
Kozvetett bizonyitékok arra utalnak, hogy a festék kvantumhatékonysdga és az antitest

affinitasa csokken a jelolési arany novekedésével.
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3. Ceélkitiizés

A szaturacios jelenségeknek a problémafelvetés elsd két pontjaban emlitett két forrasa
konnyen felismerhetd, lathatd problémat okoz, melyek kezelése, illetve korrekcidja
egyszerlien lehetséges. Azonban az utdbbi két esetben ezek a problémak rejtve maradnak,
amik méréseink sordn téves szamitasokhoz, félrebecsiilt eredményekhez vezethetnek.
Dolgozatomban ¢éppen ezért az antitestek tuljelolésének problémajaval, illetve a fluorofor

szaturacio hetero-FRET-re gyakorolt negativ hatasaval fogok foglalkozni.

Az antitestek fluoreszcens festékekkel torténd jeldlése esetében szerettiik volna meghatarozni:

a) kiilonboz6 jelolési aranyu antitestek affinitasat,

b) a sejthez kotott antitestfrakcio jel6lési aranyat,

c) a jelolési arany hatasat a festékek fluoreszcencia élettartamara,

d) egyedi antitest molekuldk fluoreszcencia intenzitds eloszlasat a torzsoldatban és a

kot6dott antitest frakcioban.

Fluorofor szaturacids vizsgalatok soran céljaink a kovetkezok voltak:

a) a megvilagitd fény intenzitdsa milyen modon befolyasolja a hagyoményos képlettel
szamolt FRET értékeket.
b) Amennyiben befolyasolja, olyan képletet szerettiink volna meghatarozni, ami a

fluorofor szaturaciot és FRET frusztraciot figyelembe veszi.

4. Elmélet

4.1. Fluorofor konjugacios €s antitest affinitassal kapcsolatos vizsgalatok

4.1.1. Kiilonbozd jeldlési arany(l antitestek eloszlasa a sejthez kotott
frakcioban

Egy adott jelolési arannyal rendelkezd antitest torzsoldatban a kiilonb6zd jeldlési aranyt

antitest specieszek eloszlasa egy adott antitest populacidoban a Poisson eloszlassal kozelithetd:

DOL* gDoL

o 1)

fk = Ctot
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ahol az fy a k jelolési arannyal rendelkez6 antitest specieszek koncentracioja, a DOL ¢és a Cio
egy antitest torzsoldat atlagos jel6lési aranya és koncentracioja. Az egyes, K jelolési aranyu,
kotott antitest specieszek koncentracidja a kovetkezd kotddési egyenletek felirasaval

meghatarozhato, feltéve hogy nincs jelen ligand deplécio, azaz f=fi (.

KdO be = f0 Sunbound
Kdl fbl = 1:1 sunbound
Kd2 sz = f2 sunbound (2)
Kdn fbn = fn Sunbound
be + fbl + sz +..t fbn + Sunbound = Stot
ahol a Kyo, Kg1, Kz, ... a jeldletlen illetve 1, 2, ... jelolési arannyal rendelkezé antitest

specieszek disszociacids allanddja, az St €S az Sympound @ koOtShely (epitdp) teljes
koncentracidja, ill. az antitestet nem kotott epitdp koncentricidja. Az egyenletrendszer
analitikus megolddsa, megadta a kiilonboz6 jelolési aranyu kotott antitest specieszek
koncentracioit (fby).

Az antitest torzsoldat Osszes fluoreszcencia intenzitasat a kiilonbozd specieszek teljes

fluoreszcencia intenzitasa adja:

legmagasabb DOL

Fszabad = Z fk k Qk (3)

ahol a Qx a fluoroforok kvantumhatasfoka egy k szamu fluoroforral jelolt antitest esetében.
A kotott antitestfrakceid teljes fluoreszcencia intenzitasa ezen alapelveket alkalmazva a

kovetkezOképpen hatarozhatd meg.

legmagsabb DOL

won = O, T KQ (4)

k=1

F,
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4.1.2. Az antitest oldatok anizotropidjanak fliggése az egyes antitest

specieszek jeldlési aranyatol a szabad és a kotott frakeio esetében

Kiilonboz0 jeldlési aranyu antitestek keverékének anizotropidja a benne 1évo kiilonbozo

torzsoldat anizotropiaja a kovetkezo egyenlettel adhaté meg:

legmagasabb DOL
fk k Qk IFk
— k=1

Vzabad = legmagasabb DOL (5)

f kQ,

k=1

ahol Qx egy K jelolési aranyu antitesten jelenlévo festékek fluoreszcens kvantumhatékonysaga.

A kotott antitest frakeio anizotropidja a kovetkezd egyenlettel meghatarozhato.

legmagasabb DOL

fo, kQ
rkt')tt’)tt = Iegm;g_aiabb DOL (6)
z fb, k Q,

k=1

4.2. Fluorofor szaturacios vizsgalatok
4.2.1. A donor szaturécio hatasa a latszolagos FRET hatékonysagra

Vizsgaljuk meg a fluorofér szaturacid jelenségét FRET hianyaban. Egy pillanatra
feltételezziik, hogy egy fluorofornak csak alap, illetve gerjesztett szingulett allapota van.
Egyensulyban az alapéllapotb6l gerjesztddé fluoroforok szama megegyezik az éppen
relaxalddo gerjesztett fluoroforok szdmaval. Ezt az allapotot a kdvetkezé matrix egyenlet

foglalja Ossze:

-D, o
0 D
1 D
0 |=| Pyo, -— ) @)
7, \D
DaII 1 1
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ahol a @y a donor-gerjeszto 1ézer foton-fluxusa, op és 7o a donor abszorpcids keresztmetszete

illetve fluoreszcencia ¢€lettartama. A D és D* az alap és gerjesztett allapotban 1évé donorok

cres

megoldasat D és D*-ra a kovetkez6 egyenletek mutatjak.

D

— all

— o5 7o Py
1+o, 1, Dy I+o0y 1 Dy

all

5D @

A fluorofor szaturacidé az a jelenség, amikor a gerjesztett fluoroforok fluoreszcencia
intenzitdsa nem egyenesen aranyos a megvilagitd fény intenzitasaval. Ilyenkor a legtobb
fluorofor gerjesztett allapotban van. A fluorofor szaturaciot, azaz a gerjesztett allapotban levo
fluoroférok aranyat (Dsy) a kovetkezd egyenlet segitségével lehet meghatarozni:

05 7p D,

=—DD D 5sp'=D

D 9
1+O_D TD QDD all sat ( )

Mivel a donor fluoreszcencia intenzitisa aranyos a gerjesztett allapotban 1évé donorok
intenzitasaval, ezért a donor kioltasbol szadmolt latszélagos FRET hatékonysag a
kovetkezOképpen hatarozhatd meg:

D, E _(1-D,)E

1-—A = = (10)

E. . =
latszélagos D 1+(1_ E)O'D T ¢D 1-D

noA

ahol E az elméleti FRET hatékonysag, ami alacsony gerjeszté intenzitasnal mérheté. A fenti
egyenlet egyértelmli lehetdséget nyujt a szadmolt, latszolagos FRET hatékonysag donor

szaturaciora torténd korrekciodjara:

E

— Elétszélagos (11)
1+ Dsat (Elétszélagos B 1)

4.2.2. Donor szaturaciot figyelembe vevé FRET hatékonysag meghatarozasa

intenzitas alapu kisérletek soran

Készitettlink egy olyan modellrendszert, amely a fluorofor szaturacid hatdsat vizsgalja a

donor ¢és akceptor vonatkozasaban. Az igy létre jott egyenletek a donor és az akceptor
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szaturaciot is figyelembe veszi, de a FRET frusztraciét nem. Az egyenletek tal hosszuak

ahhoz, hogy a tézisben bemutatasra keriiljenek.

4.2.3. Donor szaturaciot és FRET frusztraciot szamitasba vevd FRET

hatékonysag meghatarozas intenzitas alapu kisérletek soran

Egy gerjesztett akceptor nem tud akceptorként szolgalni egy gerjesztett donor szamara.
Ezt a jelenséget altaldban FRET frusztracidnak nevezziik, melyet figyelembe vettiink egy
olyan rendszer esetén, mely egy donort, illetve egy akceptort tartalmaz. Azért, hogy ez a
modell ne csak 1:1 ardnyban jelen 1évé donorra és akceptorra legyen hasznalhato, szabad
akceptorokat feltételeztlink a rendszerben. A rendszert leir6 egyenletek numerikus megoldéasat

Matlabban szamitottuk ki.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Sejtvonalak, antitestek

Kisérleteinket SKBR-3, A431 és JY sejtvonalakon végeztik. Az SKBR-3 egy ErbB2-t
fokozottan kifejez6 trastuzumab-szenzitiv human emld tumor sejtvonal, az A431 egy ErbB1-
et fokozottan kifejezé human epitelialis karcindma sejtvonal, még a JY egy Epstein-Barr virus
transzformalt B-limfoma sejtvonal, melyeket a specifikaciojuknak megfeleléen
tenyésztettiink. Mikroszkopos mérésekhez a sejteket 8 lyuka kamraban ndvesztettiik 80%-0S
konfluenciaig. Szuszpenzidban torténd mérésekhez a sejteket tripszin-EDTA-PBS oldat
segitségével tavolitottuk el a flaska aljarol. Az ErbB2 fehérjéket trastuzumabbal és
pertuzumabbal jeloltiik, melyek az ErbB2 két kiilonb6zd, nem atfedd epitopjara specifikus
humanizalt monoklondlis antitestek. ErbBl receptorok jelolésére Mab528 antitestet
hasznaltunk, amit a HB-8509 egér hibridoma sejtek feliilisz6jabol nyertiink. Szintén egér
hibridoma sejtek segitségével allitottuk el6 a W6/32, MHC-I nehézlancara specifikus
monoklonalis antitestet, a B-2-microglobulinhoz kotédé L368 és az MHC-II-t felismerd 1243
antitesteket. AlexaFluord488, AlexaFluor546 ¢és AlexaFluor647 festékek N-hidroxi-
szukcinimidil észtereit tisztitott monoklonalis antitestek amino csoportjahoz konjugéltuk a
gyarto utasitasai szerint. A festék/fehérje jelolési aranyt (DOL, hany festékmolekula kotddik
egy antitesthez) spektrofotometriaval hataroztuk meg, melynek értéke 0,5 és 6 kozott valtozott

az egyes antitest torzsoldatok esetében.

5.2. Sejtek fluoreszcens jelolése feddlemezen és szuszpenzidban

A fluorofér szaturdciés mérések kivitelezéséhez SKBR-3 sejteket 8 lyuku fedélemez
alji kamraban novesztettiink 80%-os konfluencidig. Kétszeri, PBS-sel valo mosast kovetden a
sejteket fluoreszcens antitestekkel jégen jeloltiik 20 pg/ml-es koncentracidban, 150 ul, 1%
(w/v) BSA-t tartalmazé PBS-ben, 30 percig fénytél védve. FRET mérésekhez a mintakat
olyan antitest oldat keverékkel jel6ltiikk, ami tartalmazott donor festékkel, illetve akceptor
festékkel jelolt antitesteket. Az a faktor és az atvilagitasi faktorok kiszdmitashoz sziikség volt
még donorral vagy akceptorral egyszeresen jelolt mintdkra is. A mintdkat kétszer mostuk
PBS-sel, majd 1%-os formaldehiddel fixaltuk 6ket. A folyamatot végig jégen végeztik.

A fluorofér konjugacids vizsgalatokhoz A431 és SKBR-3 sejteket hasznéltunk,
melyeken Mab528-cal és trastuzumabbal jeloltik az ErbB1 és ErbB2 sejtfelszini fehérjéket,
illetve JY sejteken az MHC-I, MHC-II, és B-2-microglobulin jelolésére W6/32, 1.243 és 1.368
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monoklondlis antitesteket alkalmaztunk. A fluoroférral konjugalt antitestek egyensulyi
kotddésének meghatarozasara a frissen begyiijtott, illetve tripszinnel kezelt sejteket kétszer
mostuk hideg PBS-sel, majd 10° sejtet jégen jeldltink 30 percig sotétben, AlexaFluor546-tal
vagy AlexaFluor647-tel jelolt antitestek koncentracidsorozataval 100 ul, 1 mg/ml BSA-t
tartalmazo PBS-ben. A nem kotodott antitesteket kétszeri, PBS-es mosassal tavolitottuk el,
majd fixaltuk a sejteket 1%-os formaldehiddel. A jeldletlen antitestek kotédési affinitasanak a
meghatarozasahoz a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, ezt kovetéen 10° sejtet jégen jeldltiink
ugyanarra az epitdpra specifikus jelolt antitest jelenléte mellett 100 pl, 1 mg/ml BSA tartalmu
PBS-ben. Ezt kovetden kétszer mostuk a sejteket, majd fixaltuk 1%-0s formaldehiddel. A
fluoreszcencia intenzitasokat aramlasi citométerrel mértilk meg. A mért adatokra a jelolt
antitestek esetében kotddési gorbét, mig a jeldletlen antitestek esetében kompetitiv kdtddési

gorbét illesztettiink, hogy meghatarozzuk a jeldlt és jeldletlen antitestek Ky értékeét.

5.3. Sejtek tranziens transzfekcidja és az alkalmazott plazmidok

Két fluoreszcens fehérje kozotti FRET mérése céljabol SKBR-3 sejteket tranziensen
transzfektaltunk fuzios plazmiddal, ami tartalmazott egy linkerrel (RDPPV) 6sszekotott donor
EGFP-t ¢és akceptor mCherry-t kdédold fluoreszcens fehérje szekvenciat. A FRET
szamitasokhoz sziikséges atvilagitasi faktorok meghatarozasahoz pEGFP-C3-mal, illetve
pmCherry-C3-mal transzfektalt sejteket hasznaltunk. Az SKBR-3 sejteket nyolc-lyuku
kamraban novesztettik, és 0,5 pg plazmidot adtunk hozza lyukanként. A transzfektalt sejteket
2:1 (v/w) lipid/DNS arannyal, Lipofectamine 2000-rel allitottuk elé a gyartdi utmutato

alapjan.

5.4. Konfokalis mikroszkopia

A fluoreszcensen jelolt sejtekrél Zeiss LSM 880 konfokalis lézer pasztazod
mikroszkoppal készitettiink felvételeket. AlexaFluor488-trastuzumab és AlexaFluor546-
pertuzumab kozotti FRET mérések soran a donor molekuldt argonion lézer 488 nm-es
vonalaval gerjesztettiik a donor és FRET csatornaban, majd az emisszi6 detektalasa 500-530
nm ¢€s 550-610 nm kozott tortént a donor, illetve a transzfer csatorndban. Az akceptort 543
nm-es HeNe lézerrel gerjesztettilk, melynek emissziojat 550-610 nm-es tartomanyban
detektaltuk. Szintén FRET méréseket végeztiink AlexaFluor546-trastuzumab ¢és
AlexaFluor647-pertuzumab kozott, ahol 543 nm-es lézernyalabbal gerjesztettik az

AlexaFluor546 fest¢kmolekulat, melynek emisszidjat 550-610 nm kozott detektaltuk a donor
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csatornaban, mig a FRET-szenzitizalt akceptor fluoreszcenciat 635-755 nm kozott mértiik. Az
AlexaFluor647-pertuzumabot 633 nm-es hullamhosszon gerjesztettiik, és az altala emittalt
fluoreszcenciat 635 nm ¢és 755 nm kozott detektaltuk. Azért, hogy meghatarozzuk a FRET
hatasfokot transzfektalt sejteken, a donort (EGFP) 488 nm-es 1ézerrel gerjesztettiik, és az
emissziojat a donor csatornaban 495-575 nm kozott mértiik, és a FRET-szenzitizalt akceptor
emisszidt 580-670 nm kozott detektaltuk. Az akceptort (mCherry) 543 nm-es lézervonallal
gerjesztettik, melynek emissziojat 575-695 nm kozotti hulldmhossz tartomanyban
detektaltuk. A fluoreszcens képeket 63X (NA=1,4) olaj immerzids objektivvel készitettiik.
Egy latomezo6r6l képeket rogzitettiink novekvd lézerintenzitds mellett (1-5-10-15%). A
kiilonboz6 1ézerintenzitassal felvett képek ugyanarrol a latomezordl késziiltek. Ezt kovetden

egy masik teriiletrél vettiink fel képeket csokkend (15-10-5-1%) gerjesztési intenzitas mellett.

5.5. Mobilis fluoroforok szaturacidjanak mérése

crer

cyey

fotoelhalvanyitds (photobleaching) elhanyagolhat6. Ebbdl a higitott antitest oldatbol egy
viszonylag nagyobb mennyiséget (200 pl) adtunk 8-lyukt feddlemez alju kamrihoz, hogy
elkeriiljiik a nem kivanatos visszaverddést. A mérés soran a fluoreszcencia intenzitast olyan
kozel mértiik a kamra aljdhoz, amilyen kozel lehetett az el6z6 pontban emlitett excitacios és
emisszids bedllitdsi paraméterek mellett. A gerjesztd lézerintenzitast el@szor lépésenként
noveltiik (1-5-10-15%), majd fokozatosan, Iépésenként csokkentettiik (15-10-5-1%). A két
mérést ugyanolyan koriilmények kozott végeztiink, ugyanolyan mérési hibaval. A mért
fluoreszcencia intenzitasokat a legalacsonyabb gerjesztési intenzitds mellet mért

fluoreszcencia intenzitasokra normalizaltuk.

5.6. Lézerintenzitas mérések

A lézerteljesitmény méréseket Thorlabs optikai teljesitménymérdvel végeztiik, ami egy
350-1100 nm-es spektralis érzékenységi tartomannyal rendelkezd szenzorral rendelkezik. A
mikroszkéopon a kiilonb6z0 1€zerintenzitasokat (488, 543 és 633nm) szézalékos skalan
valtoztattuk, és a beallitott 1ézerteljesitményt az optikai teljesitménymérdvel megmértiik. Ezt
kovetden a mért értékeket a fokuszpont méretének, és az egyes fotonok energidjanak

figyelembe vételével atkonvertaltuk foton-fluxussa.
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5.7. Fluoreszcencias képek elemzése

A mikroszképpal felvett fluoreszcens képek elemzésére Matlab szoftver alatt futo
Diplmage programot hasznaltunk. A képek szegmentalasdra, a membran pixelek
azonositasara egy egyedileg irt programot hasznaltunk, amely a kézzel kijelolt vizfeltoltéses
algoritmuson alapszik. A FRET hatasfokot és a meghatarozasahoz sziikkséges minden

korrekcids paramétert a Matlabban futdé rFRET program segitségével hataroztuk meg.

5.8. Aramlasi citometria

Az 4ramlasi citometrids méréseket FACS Aria III dramlasi citométeren hajtottuk végre.
Az AlexaFluor546 festéket 561 nm-es 1ézersugarral gerjesztettiik, és emisszidjat 595+25nm-
es savszlirdn keresztiil detektaltuk, mig az AlexaFluor647-et 633 nm-en gerjesztettiik, és az
altala kibocsatott fényt 635 nm-es feliilateresztd sziird segitségével rogzitettiik. A sejtek atlag
fluoreszcencia intenzitasat egy egyedileg irt programmal (ReFlex) elemeztiik, miutan az elére
¢s oldal iranya fényszorads adatait tartalmaz6 pontabrakon kikapuztuk az ¢él6 sejtek

crer

korrigaltuk.

5.9. Fluorimetria, a fluoreszcencia anizotropia mérése

A fluoreszcencia intenzitds és anizotropia mérésekre Fluorolog-3 spektrofluorimétert
hasznaltunk. Az AlexaFluor546 festéket 550 nm-en gerjesztettiik, és a fluoreszcencia
intenzitasat 590 nm detektaltuk, mig az AlexaFluor647 gerjesztése 650 nm-en tortént és az
altala emittalt fényt 675 nm-en rogzitettiik. 20 nM-os antitest torzsoldatokat készitettiink,
kotott antitest frakeio fluoreszcencia intenzitdsanak jelolési aranytol valo fliggésére a 3. és 4.

egyenlet illesztettiik Matlabban.

5.10.Sejthez kotott antitestek izolalasa immunprecipitacioval

Ot milli6 sejtet jeldltiink szuszpenzidban AlexaFluor546-tal és AlexaFluor647-tel jelolt
IgG-vel, majd a sejteket kétszer mostuk PBS-sel. Ezt kovetden a sejteket lizis pufferrel jégen
lizaltuk 10 percig, amit 5 perces 600 g-s centrifugalds kovetett, majd a kapott feliiluszot
immunprecipitaltuk protein G-vel 4°C-on egy 6ran keresztiil. A mintdkat 3-szor mostuk lizis
pufferrel, majd 100 mM glicin-HC1 oldattal eltavolitottuk a protein-G-hez ko6todott

antitesteket. Az eludlt antitesteket a feliiluszobdl nyertiik ki, centrifugalast majd foszfat
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pufferes neutralizalast kovetden. Kontrollként higitott, 100 nM-os antitest torzsoldatot
immunprecipitaltunk, és az eldbbiekben emlitett minden Iépést végrehajtottunk rajta. Az

crey

nem immunprecipitalt mintakkal.

5.11.Fluoreszcencia élettartam mérések

A fluoreszcencia élettartam mérésekre Lambert Instruments LIFA fluoreszcencia
¢lettartam képalkotd modullal és 405-640 nm hulldmhossz tartomany kézotti modulalt LED
fényforrassal felszerelt inverz, IX81 fluoreszcencids mikroszkopot alkalmaztunk. Az
AlexaFluor546 gerjesztésére 527 nm-es LED fényt és 510-552nm-es savsziirét alkalmaztunk,
majd az &ltala emittdlt fény szeparalasara 570 nm-es dikroikus tiikrot és 590 nm-es
feliilatereszt0 sziir6t hasznaltunk. Az AlexaFluor647 festéket pedig 639 nm-es LED-del
gerjesztettik ZET642/20 savsziron keresztiil, emisszidjat ZT647rdc-UF2 dikroikus tikor,
ET665 feliilatereszté sztrd és ET700/75m savszlrli segitségével rogzitettiik. Kiillonbozo
¢lettartamat a frekvencia doménben hataroztuk meg. Kalibrdlashoz nem konjugalt
festékoldatokat hasznaltunk, ¢és igy az AlexaFluor546 ¢és az Alexaluor647 festékek

¢lettartamat az irodalombol ismert 4,1, illetve 1 ns-os értékre allitottuk.

5.12.Egyedi molekula fluoreszcencids mérések

Azért, hogy a sejthez kotott antitesteken egyedi molekula méréseket végezziink, SKBR-3
sejteket 8-lyuku, kamraban novesztettink, és 10 pg/ml, AlexaFluor546-tal vagy
AlexaFluor647-tel jelolt trastuzumabbal jeloltiik jégen, 30 percig, jeloletlen antitest 500-
1000x-es molaris feleslege jelenlétében. A nem kotodott antitesteket kétszeres, PBS-es
mosassal eltavolitottuk, majd 1%-0s formaldehiddel fixaltuk a sejteket. Az egyedi molekula
szinten vizsgalni kivant antitest torzsoldatok esetében az antitesteket immobilizaltuk epoxi
funkcionalizalt feddlemezek felszinén 0,1 és 0,05 pg/ml-es koncentracidban. A felvételeket a
fedélemez felszinének kozvetlen szomszédsadgaban levd rétegekrdl késztettiik fotonszamlald
mdédban LSMS880 konfokalis mikroszkép segitségével. Az AlexaFluor546-ot és az
AlexaFluor647-et 546 nm, illetve 633 nm-es 1ézersugarral gerjesztettiik, és az emisszidjukat
575-680, illetve 638-755 nm-en detektaltuk. A képek analizisére Matlab programot
hasznaltunk.
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6. Eredmények

6.1. Az antitest jelolés hatdsa az antitestek affinitasara és a festékek fotofizikai

tulajdonsagaira

6.1.1. Jelolés hatdsa az antitestek affinitasara

A fluoreszcens jelolés anitestek affinitdsara gyakorolt hatdsat két kiilonbozo
fluoreszcens festék (AlexaFluor546 és AlexaFluor647) ¢és ot kiilonbozé IgG esetében
(trastuzumab, Mab528, W6/32, L368 ¢és 1.243) vizsgaltuk. A sejtek jelolésére viszonylag
magas DOL-lal rendelkezd antitest torzsoldatokat valasztottunk, és 4ramlasi citométerrel
hataroztuk meg telitési kotddésiiket. Kompetitiv kotddési kisérleteket is végeztiink, hogy
fényt deritsiink a jeldletlen antitestek kotddési affinitdsara. A megvizsgalt antitestek koziil
egy, az Mab528 antitest nem mutatott kiilonosebb valtozast AlexaFluor festékkel torténéd
konjugacio esetében, mig a masik 4 antitest esetében a disszocidcios allando értéke jelentdsen
noétt a jeloléssel. Adataink megerdsitik a korabbi bizonyitékokat, melyek azt mutatjak, hogy a
legtobb esetben a fluoreszcens festékkel torténd konjugacio esetén csdkken az antitestek
affinitdsa. Ezenkiviil még arra is fényt deritenek, hogy AlexaFluor647-tel torténd konjugéacio

jobban befolyasolja az antitestek affinitasast, mint az AlexaFluor546-tal torténd jelolés.

6.1.2. A szabad ¢és kotott antitest fluoreszcencia intenzitdsa eltéréen fligg a
jelolési aranytol

Egy bizonyos atlagos jeldlési arannyal jellemezhetd antitest torzsoldat kiilonb6z6 szamu
fluoroforral rendelkezd antitest specieszeket tartalmaz, melyek eloszlasa az oldatban
kozelitéleg Poisson eloszlast kovet. Tekintettel arra, hogy a fluoreszcens jelolés negativan
befolyasolja az antitestek affinitdsat, varhato, hogy az egyes antitest specieszek disszociacios
allandoja né a DOL fiiggvényében ugyanabban a torzsoldatban. Igy azok az antitestek,
melyek affinitasa alacsony, alulreprezentaltak lesznek a sejthez kotott frakcioban. Azért, hogy
megvizsgaljuk ezt a felvetést, Osszehasonlitottuk az antitest torzsoldatok és sejthez kotott
antitestek fluoreszcencia intenzitas ndvekedését a jelolési arany fiiggvényében. A nem kotott
antitestek fluoreszcencia intenzitasainak DOL szerinti dbrazoldsa soran az eredmények azt
mutattdk, hogy ezek az intenzitdsndvekedések elmaradtak attol a linedris ndvekedéstdl, amit
akkor varndnk, ha nem lenne Onkioltds (self-quenching). A vizsgalt antitestek ebben a

tekintetben jelentésen kiilonboztek egymastol. Mindezek mellet a kotott frakcio
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fluoreszcencia intenzitasait is meghataroztuk jelolt sejtek segitségével aramlasi citometriaval.
A sejteket olyan antitest torzsoldatokkal jeloltiik, melyek fluoreszcencia intenzitasat elézéleg
mar meghataroztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a sejthez kotott antitestek intenzitdsa nem csak
elmarad a linedristol a DOL fiiggvényében, de kiilonbozik is a térzsoldatok gorbéjétdl a
legtobb esetben. Szisztematikus kiilonbséget is megfigyeltiink a két vizsgalt fluorofor
esetében. Mig a sejthez kotott, AlexaFluor546-tal jelolt antitestek legkisebb DOL-ra
normalizalt fluoreszcencia intenzitdsa magasabb volt, mint ugyanezen festékkel jelolt antitest
torzsoldatok intenzitasa, addig AlexaFluor647-tel konjugdlt antitestek esetében éppen az
ellenkez6jét kaptuk. A mért adatokra 3. és 4. egyenlet illesztettiik. Az illesztés reprodukalta a
mért értékek fo tendenciajat, és megmutatta azt is, hogy az antitest jelolés az AlexaFluor546
festék kvantumhatékonysagat nagymértékben befolyasolja, mig az AlexaFluor647
elsddlegesen az antitest affinitdsara gyakorol hatast. Levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a
kotott és a szabad antitestek fluoreszcencidja eltérden fiigg a jelolési aranytol. Ez az eredmény
alatdmasztja azt a hipotézisiinket, miszerint ugyanabban a tdrzsoldatban 1évd, kiilonbozo
DOL-lal rendelkezd antitest specieszek eltérd affinitassal rendelkeznek. Tovabba még az is

nyilvanvalova valt, hogy a kotott és nem kotott antitestfrakciok jelolési aranya eltérd.

6.1.3. A szabad és kotott antitestek fluoreszcencia intenzitasainak szimulalasa

Az eloz6 fejezetben bemutatott eredményeink értelmezése arra utal, hogy
fluoroforfiiggd valtozasok torténnek a kvantumhatékonysagban, és az antitestek affinitdsaban
a jelolés hatasdsra. A tovabbiakban szerettiink volna kvantitativ magyardzatot adni a két
kiilonbozé AlexaFluor festék eltérd viselkedésére. Azt feltételezziik, hogy egy antitest
torzsoldat kiillonb6z6 jelolési aranyu antitest specieszeket tartalmaz. Ezek a fluoreszcensen
jelolt IgG specieszek mdas-mas affinitdssal és kvantumhatékonysaggal rendelkeznek, és
versenyeznek ugyanazon epitop kotéséért. A tOrzsoldat és a kotott frakcido josolt
fluoreszcencia intenzitasat a 3. és 4. egyenlet alapjan hataroztuk meg, négy kiilonb6z6
esetben. Ha a fluoreszcens jel6lés nem befolyasolja az antitest affinitasat, akkor a torzsoldat
¢s a kotott frakcid normalizalt fluoreszcencia intenzitésa teljesen atfedne annak ellenére, hogy
a kvantumhatékonysag csokkenne a DOL novekedésével. Ha a kvantumhatékonyséag allando,
de az antitestek affinitasa csokken magas DOL hatasara, akkor a térzsoldat fluoreszcenciaja
line4risan néne, mig a kotott antitestek normalizalt fluoreszcencia intenzitdsa kevésbé
meredeken emelkedne. A tovabbiakban két Gsszetett modellt elemeztiink, ahol a jel6lés mind
az antitest affinitdsdt, mind a festék kvantumhatékonysagat befolyasolja. Az 1. modell

esettben az antitest affinitds romlasa a hangsulyosabb, mig a 2. modellben a
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kvantumhatékonysag érzékenyebb a jelolésre. Az 1. és 2. modell visszaadja a két AlexaFluor
festék eltérd viselkedését. A 2. modellnél a kotott antitestek normalizalt fluoreszcencia
intenzitasa magasabb, mig az 1. modellt vizsgilva ez forditott, az antitest torzsoldatok
intenzitasa volt magasabb. Ha a fluoreszcens jeldlés sokkal inkabb a kvantumhatékonysagot
befolydsolja, mint az antitest affinitast, akkor a kotott frakcidé normalizalt intenzitasa
varhat6éan nagyobb lesz, ami az AlexaFluor546 esetére volt jellemzd. Masrészt, ha az antitest
affinitds sokkal érzékenyebb a fluoreszcens jelolésre, mint a kvantumhatékonysag, akkor a
torzsoldatok normalizalt intenzitdsa lesz magasabb. Ez jellemzi az AlexaFluor647 esetét.
Annak ellenére, hogy a torzsoldatok akar 5-6s F/P-vel is rendelkeznek, a kotott antitestek
jelolési aranya mégis ~3-4 koriil maradt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kotott frakeio
josolt atlagos fluoreszcencia intenzitasa kisebb, mint a torzsoldatoké mindkét modell

esetében.

6.1.4. A Kkotott antitest frakcid jelolési aranydnak —meghatarozasa

fluoreszcencia anizotropia mérésekkel

Habar az eldzé fejezetekben bemutatott kisérletes eredményeink és a modellezés
ramutatott a kotott és nem kotott antitest frakciok jelolési aranyainak kiilonbségére,
probaltunk egy fiiggetlen modszert talalni, ezen eredmények megerdsitésére. Mivel a homo-
FRET érzékeny mérési lehetdséget nyujt arra, hogy meghatarozzuk, hany spektroszkopiailag
azonos molekula van Forster tavolsagon beliil, ezért fluoreszcencia anizotropia meéréseket
végeztiink. A sejteket kiilonb6z6 F/P-jii antitest torzsoldatokkal jeldltiik, majd lizalast és
immunprecipitaciot kovetden visszanyertiik a sejtekhez kotott antitest frakcidt. Ezt kovetden
megvizsgaljuk, van-e az immunprecipitacionak barmilyen hatdsa az antitestekre, illetve
méréseinkre, az alkalmazott antitest oldatokat ugyantigy immunprecipitaltuk, mint ahogyan a
sejtes mintakat. A tdrzsoldat fluoreszcencia anizotropidja csokken a jelolési arany
fiiggvényében. A kezeletlen és immunprecipitalt antitest torzsoldatok anizotropidja nem
kiilonbozik egymastol, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a sejteken alkalmazott
immunprecipitacionak nincs jelentds hatasa az anizotropidra. Masrészrdl a sejthez kotott
antitestek anizotropidja jellemzéen magasabb volt, mint a tdrzsoldatoké mind a két
AlexaFluor festék esetében. Ez arra utal, hogy a sejthez kotott antitestek jelolési aranya
alacsonyabb. Bizonyos esetekben a sejthez kotott antitestek anizotropidja alig csokkent, annak

ellenére, hogy a sejteket egyre magasabb F/P-jii oldatokkal jel6ltik meg. Ez arra enged
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kovetkeztetni, hogy szinte csak alacsony jelolési arannyal rendelkezé egyedi antitest
molekulak kotddtek a sejtekhez. Habar ugy latszik, az AlexaFluor546-tal és AlexaFluor647-
tel torténd konjugacid eltérd modon befolyasolja az antitestek affinitasat, az anizotropia
mérések ugyanazt a tendenciat mutatjdk mind a két festék tekintetében. A tovabbiakban az
el6z6 fejezetben bemutatott modellt alkalmaztuk, melyet kibdvitettiik gy, hogy vegye
figyelembe a fluoroforok kozott lejatszodd homo-FRET fiiggd anizotrdpiat a térzsoldatok,
illetve a kotott frakcid esetében. A szamitisok eredménye megjosolja, hogy a kotott
antitestfrakci6 magasabb fluoreszcencia anizotropiaval jellemezhetd fliggetlentil attol, hogy a
festékkel torténd konjugacidé hogyan befolydsolja az antitest affinitasat. A kisérletes
eredményeink és a modellszdmitasok arra engedtek kovetkeztetni, hogy a sejthez kotott

antitest atlagos jelolési aranya jellemzden alacsonyabb, mint a torzsoldatok jelolési aranya.

6.1.5. Az antitest jelolés hatdsa a fluoreszcencia élettartamra és a fluoroforok

spektrumara

Az eldz6 fejezetekben bemutatott eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy egy
tobbszorosen jelolt fluoreszcens antitest csokkent fényességgel rendelkezik. Kivancsiak
voltunk arra, hogy statikus vagy dinamikus kioltas all-e a jelenség hatterében, ezért
fluoreszcencia élettartam méréseket végeztiink a frekvencia doménben antitest torzsoldatok
hig oldataval. Meghataroztuk az AlexaFluor546-tal és AlexaFluor647-tel jelolt antitestek
latszolagos fazis €s modulécios ¢élettartamat, majd az eredményeket normalizaltuk a legkisebb
DOL-lal rendelkezé antitest esetében mért élettartamra. Ugyanazon antitest torzsoldatok
fluoreszcencia intenzitasat kiilon-kiilon meghataroztuk fluoriméterrel, majd szintén
normalizaltuk a legalacsonyabb DOL-lal rendelkez6 antitest fluoreszcencia intenzitasara, és a
normalizalt élettartam mellett a DOL fiiggvényében dbrazoltuk. Noha a normalizalt
fluoreszcencia élettartam csokkent a névekvé DOL-lal, ezen valtozas mértéke mégis sokkal
kisebb volt, mint a normalizalt fluoreszcencia intenzitads véltozasa, ami azt jelenti, hogy a
csokkent kvantumhatékonysag részben statikus kioltasnak koszonhetd. Azért, hogy kideritsiik,
hogy a nem fluoreszcens dimerek, masnéven H-aggregitumok hozzajarulnak-e a kioltas
folyamatahoz, felvettiik a fluoroférral konjugalt antitestek abszorpcios ¢és gerjesztési
spektrumat. Az abszorpcids spektrumokban a f6 abszorpcids savhoz képest kék iranyban
eltolodott csucs megjelenése €¢s DOL-fliggd novekedése, és ennek a sdvnak a hidnya az
excitacids spektrumokban azt jelenti, hogy nem fluoreszcens festék aggregatumok vannak

jelen. A szabad, nem konjugélt fest¢kek abszorpcids spektruma monomer specieszek
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spektrumat jelenti. AlexaFluor647 festék esetében az antitesthez kotott festékek gerjesztési
spektruma eltér a szabad festékétdl, mig AlexaFluor546 esetében a gorbék atfednek
egymassal. A cianin festékekrdl ismert, hogy cisz- és transz-izomereket képeznek, melyek
spektroszkopiailag kissé kiilonboznek egymastol. Ez okozhatta a kiilonbséget AlexaFluor647
festékkel torténd konjugicid esetében a szabad festékekhez képest. Osszegzésként
elmondhat6, hogy az élettartam mérések és a spektralis adatok Osszhangban vannak: a

fluoreszcencia kioltashoz a festék aggregdtumok jelentésen hozzéjarulnak.

6.1.6. Egyedi antitestek fluoreszcencia intenzitas eloszldsa a torzsoldatban és

a sejthez kotott frakcioban

Az Osszes el6zo kisérletes €és elméleti eredménylink arra enged kovetkeztetni, hogy a
sejthez kotott antitestek jelOlési aranya alacsonyabb, mint a jeldlésre hasznalt antitest
oldatoké, mivel a tobbszordsen jelolt antitestek alacsony affinitasuk miatt alulreprezentaltak a
kotott frakcioban. Annak érdekében, hogy még jobban megbizonyosodhassunk arrél, hogy a
fenti kovetkeztetéseink helyesek, egyedi molekula méréseket végeztiink AlexaFluor546-tal és
AlexaFluor647-tel jelolt antitest torzsoldatokkal, illetve azok sejthez kotott frakciodival.
Kellden higitott antitest oldatokat immobilizaltunk epoxival kezelt fedélemezen azért, hogy
egy detektalt fluoreszcens folt valoban egyetlen antitesttdl szd&rmazzon. Ugyanebbdl az okbol
a sejteket is kelléen hig antitest oldatokkal jeloltiik meg, és mindkét tipusu minta esetében a
feddlemezhez kozeli sikrol vettlink fel képeket. A hattér meghatarozasdhoz feddlemezhez-,
illetve sejthez kotott AlexaFluord88 festéket hasznaltunk. Az AlexaFluor488 jel segitségével
megkerestiik a fed6lemezhez kozeli sikot, majd a képeket az AlexaFluor546 vagy
AlexaFluor647 csatorndban rogzitettik. Az AlexaFluor488-cal jel6lt mintdk azért
hasznalhat6ak negativ kontrollként, mert az AlexaFluor488 atvilagitasa elhanyagolhat6 az
AlexaFluor546 ¢és AlexaFluor647 csatorndkba. Ezek a mérések bizonyitottak tovabba, hogy
az AlexaFluor546- ¢és AlexaFluor647-konjugalt antitestek jele erdsebb, mint az
autofluoreszcencia. Megvizsgaltuk a fluoreszcens foltok intenzitaseloszlasat a torzsoldatok és
a sejthez kotott frakcid esetében is, melyhez nagy jeldlési aranya (DOL=3,8) AlexaFluor647-
trastuzumab antitestet hasznaltunk. Az ilyen magas F/P-jii antitest oldatoknal azt varjuk, hogy
szamos, 3-4 fluoroforral konjugalt antitestet tartalmaz, és a benne 1évd antitest specieszek
eloszlasa Poisson eloszlast kovet. Meglepé modon a torzsoldat vizsgalatakor az alacsony
intenzitassal rendelkezd foltok fordultak elé a leggyakrabban, ami ellentétes a Poisson

eloszlassal. Ezt a jelenséget a magas jelolési arany €s a kvantumhatékonysag kozotti forditott
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aranyossagnak tulajdonitottuk. Az antitestek atlagos intenzitdsit minden egyes folt
fotonszamabdl szamoltuk ki, ami 3,8 F/P-jii antitest esetében csak ~25%-kal volt magasabb,
mint a 0,9 DOL-lal rendelkezé antitest intenzitasa, ami Osszehangban volt el6z6
eredményeinkkel. Az antitest torzsoldatok és a sejthez kotott antitestek intenzitdseloszlasanak
Osszehasonlitasakor azt tapasztaltuk, hogy egy magasabb jelolési arannyal (DOL=3,8)
rendelkez6 AlexaFluor647-trastuzumab esetén a magas DOL-lal rendelkez6 molekula
specieszek egyértelmiien alulreprezentdltak a sejthez kotott frakcioban. AlexaFluor647-
trastuzumab egy alacsonyabb jelolési aranyt (DOL=0,9) antitest oldatat vizsgalva nem
talaltunk jelent6s kiilonbséget a kotott antitestek és a torzsoldat intenzitaseloszlasaban.
Amikor megfigyeltik az AlexaFluor647-trastuzumab kotott frakcidjanak intenzitdseloszlat
3,8-as DOL, illetve 0,9-es DOL esetén, azt lattuk, hogy a gorbék tulajdonképpen azonosak
voltak. Megvizsgaltuk az AlexaFluor546-jelolt trastuzumab-ot (DOL=1.9) is, ahol szintén azt
tapasztaltuk a magas DOL-lal rendelkezé egyedi molekulak kevésbé voltak jelen a sejthez
kotott frakcioban, habar ez a hatds nem volt akkora mértékii, mint a nagy F/P-ji
AlexaFluor647-trastuzumab estében. Ezek az eredmények Osszhangban vannak az el6z6
fejezetekben bemutatott eredményekkel is. Levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az egyedi
molekula mérések megerdsitik az 4ramlasi citometrids és fluoriméteres intenzités, illetve
anizotropias kisérletek eredményeit, melyek szerint egy antitest torzsoldaton belill az
alacsonyabb jelolési arannyal rendelkezO antitestek a legtobb esetben jobban kotddnek

antigénjeikhez.

6.2. A fluorofér szaturacid6 hatranyos hatasainak csokkentése FRET

mikroszkopia soran

Magas gerjesztési foton-fluxus esetén elméleti megfontolasok miatt csokken a FRET
indukalta donor fluoreszcencia kioltas, mert ilyenkor az energiatranszfer altal relaxalodott
donor szinte azonnal Ujra gerjesztett allapotba keriil. A jelenség kvantitativ atgondolasat a
disszertacié ,,Elmélet” cimli fejezetében ismertettem, ami megjosolja, hogy a donor
kioltasabol szamolt FRET hatékonysag csokken a szaturadlodott donorok fliggvényében. Ezt a
jelenséget leird képlet atrendezése lehetéséget nyujt arra, hogy a FRET hatékonysagot donor
szaturaciora korrigaljuk. Mivel a konfokalis mikroszkopidban éaltaldnosan hasznalt gerjesztd
foton-fluxus gyakran esik olyan tartomanyba, ahol a szaturacio jelensége jelen van, ugy
véltiik, hogy ezt a problémat érdemes tovabb vizsgalni. A fluorofor szaturdcidt a tiltott

atmenet jelentdsen befolyasolja, mivel a festék populaciok akar 50-80%-a is felhalmozodhat
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triplet allapotban, ami a latszolagos FRET hatékonysagra is hatassal lehet. A disszertacio
elméleti részében leirtak szerint a donorkioltasbol szarmazé latszolagos FRET hatékonysag a
szaturalodott donorok aranyaval csokken, még akkor is, ha triplet allapotban halmozddnak fel.
Két fontos kovetkeztetést vonhatunk le: (i) nem a gerjesztett allapotban 1évé donorok, hanem
az S1 éallapot normalizalt, szaturdlédott hanyada hatarozza meg a donor kioltds alapjan
szamolt FRET hatékonysag csokkenését. (ii)) Ha a gerjesztett molekuldk triplet allapotban
felhalmozdodnak, akkor a FRET hatékonysag latszolagos hanyatlasa még nagyobb mértéki
lesz. A fentebb emlitett megfigyelések lehetové teszik azt, hogy korrigaljuk a latszolagos
FRET hatékonysagot a donor szaturaciora. Az eredmények részben eddig targyalt egyenletek
nem vették figyelembe a FRET frusztracio jelenségét, mely akkor jon létre, amikor az
akceptor gerjesztett allapotban van, és emiatt a donor nem tud FRET altal relaxalodni. Egy
masik egyenletrendszert is létrehoztunk, mely figyelembe vesz a fluorofor szaturaciot és a
FRET frusztraciot egyarant. AlexaFluor488-AlexaFluor546 donor-akceptor par esetében a
FRET ¢értékek meghatarozdsira a fentieckben emlitett alapelveket alkalmaztuk.
Varakozasainknak megfeleldoen a FRET hatékonysag csokken, még az a értéke meredeken nd
a donort gerjesztd lézerintenzitds novelésével. Az a faktor fluorofér szaturdciora torténd
korrigalasat kovetden fiiggetlenné valt a foton-fluxustél. A FRET hatékonysagot harom
kiilonb6z6 moddon korrigaltuk: (i) a hagyomanyos egyenletet korrigaltuk a 11. egyenlet
szerint; (ii) a fluorofér szaturaciéval szamold, de FRET frusztraciot mell6z6; (iii) fluorofor
szaturaciot €s FRET frusztraciot egyarant figyelembe vevd egyenleteket haszndlva. Az elsd
két esetben megegyezd eredményeket kaptunk, a FRET haté¢konysag kevésbé fliggott a foton-
fluxustol. A harmadik korrekcidos modszer szinte teljesen megsziinteti a FRET hatasfok
gerjesztd foton-fluxustol valo fiiggeését.

Megvizsgaltuk, hogy a FRET értékek hogyan valtoznak, ha csak a donor-, csak az
akceptor-, vagy mindkét gerjeszto 1ézer intenzitast valtoztatjuk, és eredményeinkbdl az deriil
ki, hogy a donort gerjesztd foton-fluxus szdmit a leginkabb.

A modszereinket kiprobaltuk fluoreszcens proteinek altal alkotott donor-akceptor (GFP
+ mCherry) par esetében is. Az egyenletrendszert kicsit mddositottuk azért, hogy az o és
FRET értékeket ugyanabbol a mérésbdl meghatarozhassuk. Ezek a mérések szintén
megerdsitették azt, hogy a fluorofor szaturaciot figyelembe vevd egyenlet alkalmazasa
sikeresen megsziinteti a FRET hatékonysag fliggését a gerjesztési foton-fluxustol.

A fent emlitett modszerek érvényességét €s alkalmazhatdsdgat megerdsiti az, hogy
sikeriilt a szdmolt FRET értékeket a megvilagitdé foton-fluxustdl fliggetleniteni. Egy
fluorofornak szamos deexcitacios utvonala 1étezik, melyek koziil a fotoelhalvanyitds €s a
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szingulett-szingulett annihilaci6 befolyasolhatja a FRET szamitasokat. A modell kidolgozasa
soran egyiket sem vettilk figyelembe a kovetkezd okok miatt. A szingulett-szingulett
annihilécié eléforduldsa nem valoszinii az altalunk felallitott kisérletes rendszerben, mivel: (i)
bemutattuk, hogy a latszolagos FRET hatékonysagot fliggetlenitettik a megvilagito lézer
teljesitményétol. Mar maga ez az alapjelenség, a foton-fluxustdl fliggé FRET hatékonysag
csokkenése arra utal, hogy a szingulett-szingulett annihilacio nincs jelen a vizsgalt kisérleti
rendszeriinkben. (ii) Egy donort és egy akceptort tartalmaz6 komplexben szingulett-szingulett
annihilacié akkor torténik, amikor mind a két fluorofér gerjesztett allapotban van (D*A*).
Szamitasaink alapjan azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy csak a magas FRET értékeknél
fordulnak el6 a D*A* komplexek jelentés mértékben. Mivel sejtes FRET mérések esetében a
FRET értékek ritkan magasabbak 0,3-0,4-nél, ezért a szingulett-szingulett annihilacid
figyelmen kiviil hagyasa ésszerli feltételezés az ilyen jellegii kisérletek sordn.

A fotoelhalvanyitds szintén egy olyan jelenség, ami befolydsolni képes a FRET
méréseket azaltal, hogy csokkenti a donorok és akceptorok mennyiségét €s stirliségét, illetve
megvaltoztatja a donorok és akceptorok egymashoz viszonyitott ardnyat. Bar az altalunk
vizsgalt harom kisérleti rendszerben a festékek intenzitasa ~30%-kal csokkent a kisérlet soran
a fotoelhalvanyitas miatt, ez a jelenség a szamolt FRET hatékonysagra nem gyakorolt jelentds
hatast, hiszen a FRET értékekre nem volt hatissal a gerjeszté fénnyel torténd el6zo
megvilagitas id6tarama. Ha hagyomanyos vagy barmelyik fent emlitett modszerrel
meghatarozott FRET értékekrdl kidertilt volna, hogy érzékenyek a fotoelhalvanyitasra, akkor

az egyenletek erre a jelenségre torténd korrekcioja is sziikséges lenne.
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/. Eredmények megbeszélése

7.1. Az antitest jelolés hatasa az antitestek és a fluoroforok tulajdonsagaira

Korabbi eredmények mar beszamoltak arrél, hogy az antitestek fluoroforokkal térténd
konjugécidja negativan befolyasolja az antitestek affinitasat, illetve azt is kijelentették, hogy
az antitestekhez kotott fluoroforok kvantumhatékonysaga alacsonyabb, mint a szabad
fluoroféroké.

Az antitestek affinitdsdval és kvantumhatékonysagéaval foglalkoz6 téméaban bemutatott
kisérletes eredményeink f6 megallapitasai a kovetkezok: (i) az antitesthez konjugalt
fluroférok csokkent kvantumhatékonysagot mutatnak, amiben mind a dinamikus, mind a
statikus kioltds szerepet jatszik. Fluoreszcencia ¢élettartam méréseink alapjan a statikus kioltés
dominal. (i1) Csokken az antitestek epitop irdnti affinitasa a jel6lési arany ndvelésével, ami az
antitest torzsoldatnal kisebb DOL-lal rendelkezd antitestek preferencialis kotodését
eredményezi. (iii)) Modellszamitasaink ¢és kisérleti eredményeink alapjan a kiilonb6z6
festékekkel torténd jelolés més-mads modon hat az antitestek affinitdsara és
kvantumhatékonysagara, amit az AlexaFluor647-tel, illetve AlexaFluor546-tal végzett
vizsgalataink bizonyitottak.

Megallapitottuk, hogy a tobbszordsen jelolt antitestek esetében a fluoreszcencia
kioltasban foleg a statikus kioltds domindl, de a dinamikus hatdsok is érvényesiilnek. Az
onkioltas soran fontos szerepet jatszik a festék aggregatumok kialakulasa, illetve olyan FRET
folyamatok, melyek soran az energia nem-fluoreszcens klaszterekre vagy dimerekre tevodik
at. Az abszorpcids és gerjesztési spektrumok dsszehasonlitdsanak kdszonhetden kideriilt, hogy
ezek a nem-fluoreszcens aggregatumok jelen vannak mindkét AlexaFluor festéknél.

Héarom kiilonboz6é kisérletiink bizonyitja, hogy a tobbszordsen jelolt antitestek
alulreprezentaltak a sejthez kotott antitestfrakcioban: (i) Osszehasonlitottuk az antitest
torzsoldat és a sejthez kotott antitestek fluoreszcencia intenzitdsait a jeldlési arany

fliggvényében. (ii) Osszehasonlitottuk az antitest torzsoldatok és azok kotott frakcidinak

crer

crer

crer

frakcid jelolési aranyanak meghatarozasara. Az antitest csokkent affinitisat a molekula

konjugacié hatasara megvaltozd vagy gatolt belsé flexibilitisa magyarazhatja. Habar az
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antitestek és a fluoroférok a fluoreszcens jeloléssel szembeni érzékenységilikben jelentds
kiilonbségeket mutatnak, a kotott frakcid atlagos jelolési aranya szinte mindig alacsonyabb,
mint a sejtek jelolésére hasznalt antitest torzsoldatok F/P-je. Az egyedi molekulak
fluoreszcencia intenzitds eloszlasa a torzsoldatokban nem mindig volt Osszhangban
varakozasainkkal, pl.: magas jelolési aranya AlexaFluor647-tel konjugalt trastuzumab antitest
esetében a legalacsonyabb intenzitas értékekhez tartozo csucs tartalmazta a legnagyobb szamu
molekulat. Ezt a jelenséget nagy F/P-jii antitestek esetében az Onkioltasnak, illetve az ebbdl
ad6do nem linedris intenzitdsvaltozasnak tulajdonitottuk. Masrészrél fontolora kell venni,
hogy a kiilonb6z6 jeldlési aranyu antitest molekuldk eloszlasa egy torzsoldatban nem Poisson
eloszlast kdvet, ami szintén magyaraznd ezt a jelenséget. Azért, hogy a fluoroférokkal jeldlt
antitestekre a Poisson eloszlas feltételezése valoban helyes megkdzelités legyen, a kdvetkezo
feltételeknek kell teljesednie: (i) minden lizin maradéknak azonos valosziniiséggel kell a
konjugacios reakcidban részt vennie; (ii) az egyes lizin oldalldncok jeldlésének egymastol
fiiggetlennek kell lennie. Mivel az antitestek fluoreszcens jelolése soran valdszintlileg egyik
feltétel sem teljesiil, ezért a Poisson eloszlast csak egy egyszerisitd, praktikus

megkozelitésként lehet haszndlni.

Osszegzésként elmondhatd, hogy egy olyan kisérletes megkozelitést hoztunk létre, amely
jellemzi a fluoreszcens jelolés hatasat az antitestek affinitdsara, illetve a fluoroférok
kvantumhatékonysagara. Sikeresen kimutattuk azt, hogy a jelolés folyamata mind az antitest,
mind a fluorofor tulajdonsagait negativan befolyasolja. A festékaggregdtumok kialakuldsanak,
illetve a nem-fluoreszcens dimerek felé torténé energiatranszfernek kdszonhetden a festékek
kvantumhatékonysaga csokken. Masrészrél egy torzsoldatban 1évO, tobbszordsen jelolt
antitestspecieszek affinitasa csokken, ezért az antigénhez kotott frakcioban a magas jeldlési
aranyl antitestek alulreprezentaltak lesznek. A bemutatott eredmények jelentdsége olyan
kisérletek soran fontos, ahol sziikséges az antigénhez kotott antitestek fluoreszcencidjat
meghatarozni. A kvantitativ, intenzitds alapt vagy ratiometrikus FRET méréseknél a
szamitasok soran bizonyos allandok (o faktor) sziikségesek, amik a gerjesztett donort, illetve
akceptort detektald rendszer érzékenységét jellemzik. Az dllandok meghatdrozasahoz hasznalt
fluoreszcens antitestek fluoreszcencia intenzitdsdt normalizélni kell az antitest jeldlési
aranyaval, amihez az antitest toérzsoldat DOL értékét hasznaljuk. Mivel eredményeink azt
mutattak, hogy a kotott antitestek és az antitest oldatok jeldlési aranya jelentdsen eltér
egymastol, ezért ezek a szamitdsok helytelenek lesznek, és a hasznalt korrekcids faktorok

torzitott becslését fogjak eredményezni. Az antitestek jel6lési ardnya szintén fontos szuper-
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felbontasu lokalizacids képalkotas soran, ahol statisztikai szamitasokat haszndlnak, és az
antitest jelolési ardnyaval korrigalnak. Ha a szdmitasok soran az antitest torzsoldat DOL-jara
korrigadlnak, a lokalizaciok szédmat tévesen fogjak meghatarozni. Levonhatd az a
kovetkeztetés, hogy a kvantitativ fluoreszcencids mérések soran célszerti alacsony jeldlési

aranyu antitesteket valasztani.

7.2. Fluorofor szaturacios vizsgalatok

A Forster-tipusi rezonancia energiatranszfer (FRET) népszerli lehetdséget biztosit fehérje-
fehérje interakciok vizsgalatira fiziologias ¢és patologids korilmények kozott, amit
rugalmassaganak és viszonylagos konnyen hasznalhatdsdganak koszonhet. Annak ellenére,
hogy szamos mérési formaja 1étezik, a legszélesebb korben elterjedt mégis az intenzitas alapt
vagy ratiometrikus megkdozelités, ahol vizsgaljdk a donor kioltdsat, illetve mérik a szenzitizalt
¢és kozvetleniil gerjesztett akceptor fluoreszcencidjat. Méréseink sordn a jobb jel-zaj arany
elérése érdekében gyakran alkalmazunk erés gerjesztd intenzitast, ami fluorofoér szaturaciohoz
vezet. Ilyen koriilmények kozott a kibocsatott fluoreszcencia tobbé mar nem egyenesen
aranyos a megvilagité foton-fluxussal, mely a kiértékelések soran megtévesztd lehet. Ezzel a
probléméval leginkabb a mikroszkopos mérések sordn kell szamolni, fluoriméteres ¢és
aramlasi citometrias méréseknél, a gyenge gerjeszto intenzitdsnak és az alacsony numerikus
aperturaju objektivnek (vagy az objektiv hianyanak) koszonhetden ez a jelenség nem all fent.
Habar a konfokalis mikroszkopozas soran gyakran alkalmazott 1ézerintenzitasok mellett jelen
van a szaturacid jelensége, mégsem veszik figyelmembe az intenzitds alapt FRET

szamitasakor.

Kisérleteink és modellrendszeriink alapjan elmondhat6, hogy a FRET hatékonysag €s annak
meghatarozasdhoz sziikséges o faktor nagymértékben fiigg a megvilagité fény intenzitasatol.
Minél magasabb a gerjesztd foton-fluxus, annal jobban csdkken a hagyomanyos képlettel
szamitott FRET hatékonysag. Megvizsgaltuk a jelenséget csak szingulett allapotot, illetve
szingulett és triplet allapotot egyarant feltételezve. Azzal a modellel, ahol kizarélag S1->S0
atmenetet feltételeztiink, hibat vétlink, mivel a triplet allapotot figyelmen kiviil hagyjuk. Ezért
szamitasba vettlink olyan rendszert is, ahol a fluoroforok triplet allapotban felhalmozddnak,
de ezen modell gyakorlati alkalmazasahoz ismerni kellene az S1->T1 és T1->S0 atmenetek
sebességi allandoit. Mivel ezek a paraméterek altaldban nem elérhetéek és kisérletesen
nehezen hatdrozhatdéak meg, ezért az egyszeriibb, a triplet allapotot elhanyagolé modellel

végeztiik a FRET mérések kiértékelését. A triplet allapot elhanyagolasabol eredd hibat
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kompenzalta az, hogy a valds foton-fluxust talbecsl6 latszolagos foton-fluxust hasznaltuk a
kiértékelés soran. Vizsgalataink kiterjedtek arra is, hogy bizonyitottuk, hogy valéban a donor
szaturacid okozta a csokkend FRET hatékonysagot a megvilagitd fény intenzitdsdnak
fliggvényében. Szamitdsaink soran létrehoztunk harom kiilonb6z6, szaturaciot figyelembe
vevé FRET hatékonysag meghatarozasara szolgalo képletet: (i) hagyomanyos médszer donor
szaturaciora korrigalt valtozata (1. 11. egyenlet), (ii) donor szaturacioval szamold, (iii) donor
szaturaciot és FRET frusztaciot egyarant figyelembe vevo képletek. Harom kiilonb6z6 donor-
akceptor par mérési eredményei alapjan lathatd, hogy az altalunk alkalmazott mddszerek
nagymértékben elimindltdk a FRET hatékonysag gerjeszté foton-fluxustol valo fliggését, és
sokkal megbizhatobb eredményeket adtak. A fentebb emlitett modszereket a Matlabon beliil
fut6 rFRET programban lehet hasznalni. Alkalmazasakor jelentdsen csokkenthetd az
energiatranszfer gerjeszt6fény intenzitasatol valo fiiggése. Hangstilyozando, hogy a szaturécio
valos probléma a mikroszkopos mérések soran, amit szamitasba kell venni a kvantitativabb és

eszkozfiiggetlen mérések érdekében.
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8. Osszefoglalas

A fluoreszcens vizsgalatok, mérések soran a minél jobb jel-zaj arany elérése érdekében a két
leggyakrabban alkalmazott modszer az antitestek jelolési aranyanak novelése, illetve a
gerjesztési fény intenzitasanak fokozasa. Azonban ezek nem kivanatos modon befolyasoljak
méréseinket, ezzel téves szamitasokat eredményezve. Kisérleteink soran kideriilt, hogy az
antitestek fluoreszcens festékekkel torténd jelolése negativan befolyasolja az antitestek
affinitasat és a fluoreszcens festékek kvantumhatékonysagat. A magas jelolési arannyal
rendelkezd antitestek alulreprezentaltak lesznek a sejthez kotott frakcidban a csokkent
affinitds miatt. Tovabba a fluoroforok kozott lejatszodd energiatranszfer, illetve kioltdsos
folyamatok csokkent fényességet fognak eredményezni. Mindezek mellett mikroszkopos
mérések sordn a nagy numerikus aperturdju objektiv fokuszpontjaban a megvilagitdé fény
intenzitasa olyan nagy, hogy a fluoroforok szaturalédnak. Modellszamitasokkal és kisérletes
mérésekkel is alatdmasztottuk, hogy a hagyomanyos képlettel szdmolt FRET hatékonysag
nagymértékben csokken a gerjesztd foton-fluxus fliggvényében. Sikeresen létrehoztunk olyan
egyenleteket, melyek figyelembe veszik a donor szaturdciét és a FRET frusztraciot is.
Alkalmazéasuknak koszonhetéen a FRET hatékonysag és annak kiszamolasahoz sziikséges o
faktor szinte teljesen fiiggetlenitheté a megvilagitd 1ézer intenzitasatol. Osszefoglalasként
elmondhat6, hogy mindezen mérések, modellek, szdmitasok nagymértékben hozzajarulnak a

kvantitativabb, pontosabb ¢€s eszkozfliggetlen fluoreszcens mérések kivitelezéséhez.

A PhD munka a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovacids hivatal tdmogatasaval valosult

meg (GINOP-2.3.2-15-2016-00044).
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