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1. BEVEZETES

Az eukaritta sejtek membranja képezi a hatarvonalat a sejt belseje és
kornyezete kozott, valamint feladata még a sejt és kornyezete kozotti
informacido- €s anyagaramlds biztositasa. E hatarvonal felépitésének ¢és
miikodésének megismerése nélkiilozhetetlen szdmos biologiai folyamat
megértéschez.

Intézetiink  egyik  kutatdsi  irdnyvonala ~a  membranfehérjék
szervezOdésének, a citoplazma membran heterogenitasainak vizsgéalata. A
sejtmembran alkotdelemei vizsgalatinak szdmos biokémiai ¢€s biofizikai
modszere ismert. A biokémiai modszerek elsésorban a membran Osszetételének
mindségi ¢és mennyiségi elemzését célozzdk meg. Napjainkra azonban
beigazolodott, hogy a membranban a legtobb folyamat (anyag ¢&s
informécidaramlas) bizonyos membrankomponensek egylittes jelenlétét igényli.
Szamos receptor (pl.: peptid novekedési faktor receptorok, interleukin-2
receptor, immunszinapszis stb.) tobb alegységbdl épiil fel, melyek csak
egyiittesen képesek az adott ligand megfeleld megkotésére és a jelatvitel
megvalositasara. Ennek megfelelden a membrankomponensek
proximitdsviszonyainak tanulmanyozasa nélkiilozhetetlen a sejtmembranon
keresztiil lejatszodd folyamatok megértéséhez, melynek egyik lehetséges
megkozelitési modja a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET)
hatékonysag mérése, mely igen ¢érzékeny molekularis tavolsagmérd
spektroszkopiai modszer. A modszer szdmos adaptacidja (mikroszkopos
fotohalvanyodason alapuld energiatranszfer, dramlasi citométer, kozeli mezd
optikai mikroszkop (SNOM) stb.) 1étezik. Alapjat egy kvantumfizikai folyamat
képezi, miszerint két kellden kozel (1-10 nm) elhelyezkedd festékmolekula
kozott sugarzas nélkiili energiadtadas johet 1étre, melynek hatékonysaga fligg a

két molekula tavolsagatol. Az energiatranszfer hatékonyséagra, a fluoroforokat



jellemzd fizikai paraméterek (fluoreszcencia intenzitds, fluoreszcencia

¢lettartam, fotohalvanyodasi 1déallandé stb.) megvaltozasabol
kovetkeztethetiink, melyek kapcsolatban vannak a molekulak
tavolsagviszonyaival.

A FRET technika egyik leghatékonyabb alkalmazdsi modszere az
aramlasi citometrids energiatranszfer (FCET). A mérés soran a sejtszuszpenzio
specidlisan kialakitott aramlési fejen halad keresztiil, melynek feladata a
hidrodinamikai fokuszaldas megvalositasa, a sejtek sorba rendezése. A
fokuszalast kovetden a szuszpenzidban a sejtek egyesével haladnak el a
gerjesztd 1ézerfény(ek) és a detektorok elétt. Igy rovid idd alatt nagy szamu sejt
szamos fluoreszcencia €s fényszorasi paramétere mérheto.

Az energiatranszfer hatékonysdg meghatarozasa intenzitdsvaltozas
mérésen alapszik. Bar eldnye, hogy rovid 1d6 alatt nagy szdmu sejt vizsgalhato,
azonban ebben rejlik hatranya is, hiszen a nyerhetd informacio felbontasa
sejtszintll, azaz minden sejtrél egy atlagos informécidt kapunk.

A fotohalvanyodason alapuld rezonancia energiatranszfer (pbFRET) a
FRET technika egyik mikroszképos adaptacidja. Az energiatranszfer
hatékonysdg meghatdrozas ebben az esetben a donor fotohalvanyodasi
1d6allandé megvaltozasanak meérésén alapul. A mintat megvilagitjuk a donor
gerjesztési szinképének megfeleld hulldmhosszasaghi fénnyel, és ekdzben
digitalis felvételeket készitliink, melyeken rdgzitjiik a donor fluoreszcencia
intenzitds fotohalvanyodas miatt bekovetkezd csokkenését. A képszekvencidk
analizisével kapjuk meg a fotohalvinyodasi iddéallandd értékeket, akar
képpontonként is. A csak donorral, illetve donorral és akceptorral egyarant jelolt
mintdkon meghatarozott fotohalvanyodasi idéallandok atlagdbol szamitjuk az
energiatranszfer hatékonysag atlagos értékét.

Mivel ez mikroszkopos technika, igy a modszer felbontoképessegét a
mikroszkop  optikai  felbontoképessége limitdlja, igy a  sejtfelszini

heterogenitasok, mikrokoloniak is tanulmanyozhatdéak ezzel a modszerrel.



Erdemes megjegyezni, hogy a FRET mikroszkopos mérésével az optikai
mikroszkop kb. 200 nm-es felbontasi hataranal sokkal jobb érzékenységgel (1-
10 nm) lehet a vizsgalt fluoroforok, fehérjék molekularis kozelségét vizsgalni. A
mérési modbol adodd alacsony sejtszam miatt azonban relative rossz a modszer
statisztikdja, illetve megvalositasa iddigényes.

Az i1mmuno-gold technika segitségével a sejtfelszini receptorok
kolloidalis aranygombbel torténd jelolésével, az antigének kozvetleniil
detektalhatok transzmisszios elektronmikroszkoppal vagy AFM-mel (atomerd
mikroszkopia). A digitalizalt felvételek megfeleld matematikai modszerekkel
analizalhatok, mely alapjan a vizsgalt receptorok eloszlasardl vonhatunk le
kovetkeztetéseket.

A fent vazolt technikdk mind méréstechnikailag, mind moddszertanilag
eltérnek egymastodl, igy a veliik nyerheté adatok biologiai informaciotartalma is
kiilonb6z0, azonban mindegyik komoly hardver €s szoftverigénnyel rendelkezik,
mind adatgyiijtési mind adatfeldolgozési szempontbdl.

Napjainkban a mérés vezérlését, valamint az adatok tarolasat ¢&s
feldolgozasat megfeleléen kialakitott hardver és szoftver segiti. A
méréberendezéseket gyartd cégek a mérdberendezéseket kompletten a megfeleld
vezérld, adatgylijtd egységekkel és adatfeldolgozd és archivalod szoftverekkel
egyltt forgalmazzak. Egy-egy mddszer kisebb modositasa soran a hardver és a
mérést vezérld szoftver altaldban nem szorul modositasra, mig az adatértékelés
menete nagymértékben megvaltozhat, igy a szoftver atdolgozasa, 0j eljarasokra,
fliggvényekre, grafikus feliiletre, adatmegjelenitésre (vizualizacid) Iehet
sziikség. Sok esetben az adatfeldolgozas hosszusdga szab hatart a mérések
pontos, jo statisztikaval torténd feldolgozasanak.

Intézetiinkben és kollaboracids partnereinknél 1s megjelentek ezek a
problémak, igy célunk a hianyossagok potldsa a meglévd rendszerek
adatértékeld szoftvereinek tovabbfejlesztése az egyszerlibb és hatékonyabb

adatfeldolgozas iranyaba. Ilyen modositdsok végrehajtasakor elengedhetetlen a



fejlesztd szamara az adott bioldgiai vizsgalati forma alapos ismerete ¢és
gyakorldsa. A munka soran késziilt és az alabbiakban részletesen taglalt
fejlesztések részben mar alkalmazasra keriiltek és az egyéb kozlemények

fejezetben szerepld publikdciok ezek segitségével jottek létre.

Aramlasi citometrias energiatranszfer (FCET)

A FCET technika alkalmazdsakor az aramlasi citométerben sejtenként
mért energiatranszfer hatékonysag meghatirozasa a jelold donor és akceptor
molekuldk intenzitasvaltozasan alapszik. Energiatranszfer esetén a donor
kvantumhatasfoka lecsokken, mivel az energiatranszfer sordn a gerjesztett
allapota donor molekula atadja energidjat vagy annak egy részét az akceptor
molekulanak, igy a gerjesztett allapoti akceptor molekuldk szadma és ennek
kovetkeztében az akceptor molekuldk fluoreszcencia intenzitisa megnd, mely
jelenséget szenzitizalt emisszionak nevezziik. A modszer elénye, hogy rovid id6
alatt nagy szamu sejten végezhetiink kvantitativ fényszoras €s fluoreszcencia
intenzitdsméréseket. A mért paraméterekbdl sejtenként szamithatunk mas
jellemzoket, tobbek kozott atlagos energiatranszfer hatékonysagot, a nagy
sejtszam miatt relative jO statisztikdval. Azonban hatranyt jelent, hogy a
meghatéarozott fluoreszcencia intenzitds értékek egy sejtrél nyujtanak atlagolt
informécidt. Ennek kovetkeztében ez a modszer nem alkalmas a sejteken mért

tulajdonsagok esetleges sejtfelszini heterogenitasainak vizsgalatara.

Fotohalvanyodason alapul6 energiatranszfer (pbFRET)

A fotohalvanyodéason alapuld rezonancia energiatranszfer (pbFRET) a
FRET technika egyik mikroszképos adaptacidja. Az energiatranszfer

hatékonysdg meghatdrozas ebben az esetben a donor fotohalvanyodasi



id6allandé megvaltozasanak mérésén alapul. A halvanyodasi folyamat soran
fluoreszcens mikroszkopot alkalmazva tobb digitalis képet vesziink fel az 1d6
fliggvényében a kiilonb6z06 intenzitasok detektalasara.

A mérés soran felvett képek szama a fluorofor fotohalvanyodasi
idéallandojatol, valamint az energiatranszfer hatékonysagtol fligg. A nagyobb
fotohalvanyodasi iddallandé hosszabb ideig tartd gerjesztést igényel adott
fényintenzitas mellett. Amennyiben energiatranszfer szintén létrejohet, ugy a
fotohalvanyodas folyamata tovabb lassul, mivel az energiatranszfer ugyancsak

A mért képszekvenciakbol az egyes képek megfeleld pixeléhez tartozo
intenzitas értekek az 1d6 fliggvényében torténd abrazolasaval jon Iétre a
fluoreszcencia intenzitas lecsengés gorbe. A fotohalvanyodasi iddallandok
pixelenkénti meghatarozasdhoz minden egyes pixelhez tartoz6 lecsengés gorbére
illeszteni kell egy két exponencidlis tagot tartalmaz6 fiiggvényt. Az illesztési
paraméterekbdl szamitjuk az amplitadokkal stlyozott, atlagos fotohalvanyodasi
idéallandot (<7>). A csak donorral, valamint donorral és akceptorral egyarant
jelolt mintakon meghatarozott fotohalvanyodasi iddallandok atlagabol az

energiatranszfer hatékonysag atlagos értékét hatdrozzuk meg.

Immuno-gold jelolés, sejtfelszini receptormintazatok analizise

A FRET technikék tdvolsagtartomdnya néhany nanométer, és bar a FRET
fluorofor koncentraciotol vald fliggését vizsgalva akar ennél nagyobb méretii
asszociatumok is vizsgalhatok, a FRET nem vagy csak nehezen alkalmazhato a
sejtfelszini fehérjék magasabb szervezddeési szintjeinek, az esetleges homo- ¢és
heterokolonidk, valamint azok méreteinek vizsgalatara. A
membrankomponensek  nano- ¢€s  mikrométer  nagysagrendbe  esO
koléniamintazatainak tanulmdnyozasara alkalmas modszer az immuno-gold

jelolés. A megfeleld fehérje immuno-gold jelolése utan elektronmikroszkopos



felvételeket készitiink a mintdkrol, melyeken az aranygdmbok fekete pontkeént
jelennek meg. A pontok mérete alapjan a kiilonb6z6 receptorok elkiilonithetok
¢s tavolsagviszonyaik tanulméanyozhatdéak az eloszlas els6- €s masodrendii
paraméterei alapjan.

Az elsérendii paraméter a pontok feliileti stiriségének (A) helyfiiggését
irja le a vizsgalt teriileten. Homogén ponteloszlas esetén A(x, y) = allando, azaz
helyfiiggetlen ¢s egységnyi teriileten adott szamu pont megtalalhatosagi
valoszinlisége A paraméteri Poisson eloszlast kovet. Az analizis soran minden
egyes aranygdmbnek meghatarozzuk a helyét, majd a kép egységnyi teriiletekre
(cellak) torténd felosztasa utan az egyes cellak aranygdmb szamat. Végezetiil a
cellak aranygomb szama alapjan egy hisztogramot hozunk létre, azaz dbrazoljuk
a celldk szdmat az aranygombok szaménak fiiggvényében. Amennyiben a
ponteloszlas véletlenszeri, a hisztogram burkolo gorbéje Poisson eloszlast
kovet. Szignifikdns eltérés esetén az aranygdombok illetve az antigének
sejtfelszini eloszlasa nem véletlenszerli, azaz az antigének kozott valamilyen
rendezd eré miitkodik.

A masodrendii paraméterekbdl a vizsgalt teriilet egyes részeinek lokalis
vagy szomszédsagi ponteloszlas mintdzatara lehet kdvetkeztetéseket levonni, az
egész eloszlasra nézve. A mésodrendii analizis magaban foglalja tobbek kozott a
Ripley féle K fliggvény, valamint a parkorreldcids fiiggvény (PCF)

meghatarozasat és analizisét.



2. CELKITUZESEK

Munkédnk  sordn  célunk  volt  harom  sejtfelszini  fehérje
proximitasviszonyainak tanulmanyozasara alkalmas modszer adatfeldolgozasa-
nak szoftveres hatterének megteremtése, illetve a meglévd programok
kiegészitése az adatok feldolgozasat segitd rutinok létrehozéasaval.

Az analizis programokban a kovetkezd funkciok megvaldsitasat tiiztiik ki célul:

e Az daramlédsi citométereket elsdsorban rutindiagnosztikai eljarasokra
tervezik, igy bar rendelkeznek a méréshez, illetve az adatok
feldolgozasahoz nélkiilozhetetlen szoftvercsomagokkal, de azok nem
alkalmasak energiatranszfer szamitasra. Célunk volt a hiany potlasa, egy
olyan adatfeldolgoz6 szoftver kifejlesztése, melynek segitségével
egyszerre toObb mérési f4jl is feldolgozhatd parhuzamosan, tovabba egy
olyan felhasznaldi feliilet biztositdsa, melyen keresztiil a felhasznalo
definidlhat sejtenként mért paramétereken aritmetikai miiveleteket.

e Mivel a kereskedelemben nem kaphatd fotohalvanyodasi képsorozatok
pixelenkénti kiértékelésére alkalmas szoftver, célunk volt egy olyan
szoftvercsomag létrehozdsa, mely teljes korli tamogatist nyuajt az

e Aranygombbel jelzett antigének elektronmikroszkopos felvételeinek
analiziséhez célunk volt egy olyan program fejlesztése, mely alkalmas a
kiilonb6z6 méreti aranygdmbokkel jelolt antigének helyzetének
meghatarozasara, valamint a poziciok koordinatdinak megfeleld
fajlformatumban torténd taroldsira, az aranygdmb meérettdl fiiggben,

tovabbi statisztikai analizishez.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A FCET és AFCET Kkisérlet soran hasznalt sejtek, antitestek és festékek

A FCET kisérlethez N87 gyomor tumor sejtvonalat (American Type
Culture Collection (Rockville, MD)) hasznaltunk, ¢és a specifikacio szerint (10%
FCS-t, 2mM L-glutamint és 0,25 % gentamycint tartalmazé RPMI médiumban
5%-0s CO, koncentracio és 37 °C-os homérséklet mellett) novesztettiik korai
konfluens allapotig. Az ErbB2 receptorok jeloléséhez Cy3 és Cy5 fluoreszkalo
festékek maleimid-szarmazékaival konjugalt humanizalt 4D5 (Trastuzumab,
Herceptin™) és 2C4 (Pertuzumab, Omnitarg™) Fab-t hasznaltunk, melyeket a
Genentech Inc.-tol kaptunk. A sejteket kétszer mostuk hideg PBS-ben (pH=7,4),
majd kb. 1 millio sejtet szuszpendaltunk fel 50 pl foszfat pufferben (PBS,
phosphate buffered saline). A sejteket ezutan 30 percig, jégen, sotétben jeloltiik
a megfeleld festékkel konjugalt monoklondlis antitestek Fab fragmentumainak
fluoreszcensen jelolt antitest fragmentumokat egyszerre adtuk a sejtekhez.
Végiil a sejteket hideg PBS-ben mostuk kétszer és 1%-os hideg formaldehid
PBS-ben fixaltuk.

A pbFRET Kkisérlet soran hasznalt sejtek, antitestek és festékek

Az EBV-modositott human B limfoblasztoid JY sejtvonal, RPMI 1640
médiumban novesztettiik (10% hdkezeléssel inaktivalt FCS-t, 2 mM L-glutamint
¢s 50 pg/ml koncentraciéban gentamycint tartalmaz) 5%-os CO2 koncentracio
mellett, 37 °C-on. Az MHC [ (HLA-A,B,C) nehézlanc jelolésére W6/32
(IgG2ax) antitestet, a f2-microglobulin (MHC I konnyt lanca) jelolésére L.368
(IgG1k) antitestet, mig MHC II (HLA-DR) jelolesére L243 (IgG2a) antitestet
hasznaltunk. A megtisztitott antitestekhez, 6-(fluoreszcein-5-karboxamido)-
hexansav-szukcinimidil-észtert (SFX) vagy 6-(tetrametil-rodamine-5-(és-6)-
karboxamido) hexéansav-szukcinimidil-észtert (TAMRAX, Molecular Probes,
USA) kotottiink. A festék antitest jelolési aranyt spektrofotométerrel hataroztuk

crer

ul-re allitottuk be, majd szuszpendaltuk PBS-ben (pH=7,4). Majd a sejteket



telitési koncentracioju SFX- ¢és/vagy TAMRAX- konjugalt monoklonalis
antitestekkel inkubaltuk 45 percig jégen. Az inkubalas utan a sejteket kétszer
mostuk PBS-sel ¢és fixaltuk 1% formaldehid PBS-ben jégen 30 percig. A jelolés
alatt kiilon figyelmet forditottunk arra, hogy a sejteket 4 CO alatt tartsuk, az

esetleges sejtfelszini aggregaciok elkeriilése érdekében.

Az Immuno-gold kisérlet soran hasznalt sejtek, és antitestek

A kisérlet soran transzfektalt Jurkat TagC15 sejtvonalakat hasznaltunk,
melyeket 5%-0s CO2 koncentracido mellett 37 oC-on RPMI 1640 médiumban
novesztettiink, mely 10% hdkezeléssel inaktivalt FCS-t, 2 mM L-glutamint és 50
ug/ml koncentracidoban gentamycint tartalmaz. Az immuno-gold jel6lés soran a
transzfektalt sejteket kétszer mostuk Hanks™ oldatban, majd anti-FLAG M”
elsddleges antitesttel jeloltikk (Sigma, Budapest) jégen 40 percig. Majd a
sejtszuszpenziot mostuk kétszer €s egy masodlagos poliklonalis antitesthez
konjugédlt 10 nm-es kolloidalis aranygombokkel (AuroProbe EM 10 nm,
Amersham Pharmacia) jeloltik. Végiil a sejteket jégen fixaltuk 1%-os
paraformaldehiddel 1 6rdn at, majd 2%-os glutaraldehiddel 0,1 M Sorensen’s
pufferben (pH=7,2) egy ¢jszakan at.

A mérések soran hasznalt méroberendezések

A FCET ¢és AFCET méréseket Becton Dickinson FACSCalibur aramlasi
citométeren (Becton Dickinson, San Jose, CA) végeztiik el. A donor molekulak
gerjesztésére 488 nm-es, az akceptor molekuldk gerjesztésére 635 nm-es
hulldmhosszasaga 1ézerfényt, mig a donor és akceptor fluoreszcencia
detektalasanal rendre 585/42 nm-es savszirdt és 570 nm-es feliilateresztd sziirdt
hasznaltunk. Az AFCET méréseknél a sejtek autofluoreszcencidjanak
detektalasara 530/30 nm-es savsziir6t hasznaltunk.

A pbFRET méréseket Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkopon végeztiik
el. A donor molekulak gerjesztésére Ar ion lézer 488 nm-es hullamhosszat, mig

az akceptor molekulak gerjesztéséhez He-Ne 1ézer 543 nm-es hulldmhosszusagt



fényét hasznaltuk. A donor és akceptor fluoreszcencia detektaldshoz rendre
525/20 nm-es savsziirdt valamint 570 nm-es feliilateresztd sziir6t hasznaltunk.

Az aranygombokkel jelolt sejteket JEOL elektronmikroszkoppal
vizsgaltuk (JEM 100 B mikroszkop, 80 kV-os fesziiltség).

Fejlesztokornyezetek

A FCET analizis (ReFlex) és elektronmikroszkopos képfeldolgozéd
(ClickOnGold) programokat Borland Delphi Stidiéban (Borland Software
Corporation, Scotts Walley CA, USA) fejlesztettiik. Azért esett a valasztas erre a
fejlesztd kornyezetre, mivel tdmogatja az objektum orientdlt programozast,
valamint szdmos beépitett grafikus eszkozt és komponenst tartalmaz (pl.:
tablazatok (TStringGrid), és fanézetek (TTreeView)). Mindemellett a beépitett
programtervezd feliilete olyan eszkozoket biztosit (object inspector, tulajdonsag
szerkesztd stb.), melyek megkonnyitik és felgyorsitjak a felhasznéaloi feliilet
tervezéset.

A fotohalvanyodéas képszekvencia analizis programot a National
Instruments LabVIEW- 6.1 (National Instruments Corporation, Austin TX)
kornyezetben fejlesztettiik ki az NI Europe céggel torténd egyiittmitkodés soran,
mivel igen egyszertien hasznalhatd grafikus fejlesztofeliilettel rendelkezik. A
LabVIEW egy un. adatatvezérelt grafikus fejlesztokornyezet, melyet eredetileg
mérnokoknek fejlesztettek ki intelligens vezérlé ¢és folyamatiranyito
berendezések szoftveres vezérlésének egyszeri megvalositasdhoz. Azonban az
utobbi 1doben az eszkoztara olyan dinamikusan bdviilt, hogy mara egy
gyakorlatilag teljes ertekli programozasi nyelvnek tekinthetd, mely szamos
grafikus eszkézt €s matematikai rutint, un. VI-t (virtual instrument) foglal
magaba.

Mindhérom szoftvert Windows platformra fejlesztettiik ¢és teszteltiik
Windows9X, WindowsNT, Windows2000 ¢s WindowsXP operacios

rendszereken.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az aramlasi citometrias energiatranszfer program, az ErbB2 receptor
epitopok tavolsagviszonyainak meghatarozasa

A FCET ¢s AFCET (autofluoreszcenciara korrigalt dramlasi citometrias
energiatranszfer) szdmitasok elvégzése specialis szoftvert igényel, mivel ekkor a
sejtenként mért paraméterekbdl sejtenként hatarozzuk meg az energiatranszfer
hatékonysag értékeket. A programnak képesnek kell lennie az &aramlési
citométerek altal szolgaltatott fajltipusok (flow cytometry standard, FCS)
megnyitasara, a megfeleld szamitasok elvégzésére, valamint megfelelo feliiletet
kell biztositania a kapuzasok (a vizsgéalni kivant sejtpopulacid kivalasztisa)
elvégzéséhez.

A program fejlesztése soran, mivel ezt a technikdt intézetiink ¢&s
kollaboracios partnereink szdmos bioldgiai probléma megolddsanal hasznaljak,
célunk volt a korabban felmeriilt igények kielégitése. Ennek megfeleloen
kifejlesztettlink egy olyan szoftvert, mely alkalmas az FCS f3jlok
feldolgozésara, valamint a mért paraméterekbdl a FCET és az AFCET értékek
meghatdrozasara. A hatékonyabb adatfeldolgozds érdekében a programot
tobbdokumentumos feliilettel lattuk el, mely lehetévé teszi tetszdleges szamu
adatsor egyidejii / parhuzamos feldolgozasat. A program tartalmazza a jelenleg
hasznalt grafikon tipusokat, valamint a kapuzdsok elvégzéséhez sziikséges
grafikus eszkozoket. Mivel a szamitasok eltéréek lehetnek a kiillonbozo
szamitasi mddszereknél, a programot ellattuk egyenletszerkesztdé modullal is,
melyen keresztiil a felhasznadlo adhatja meg az elvégzendd szdmitasok
matematikai formulait.

A program tesztelésére, valamint hogy bemutassuk a kiilonb6z6 szamitasi
modszerekkel nyerhetd energiatranszfer hatékonysagok kozotti kiilonbségeket,
meghataroztuk az aramlasi citometrias energiatranszfer modszer segitségével az
N87 gyomor tumor sejtek felszinén az ErbB2 receptor két epitopjanak atlagos
tavolsagat. A receptor két humanizalt epitopjat 4D5S €s 2C4 antitestek Fab
fragmentumaval jeloltiik. Az antitestek Fab fragmentumait Cy3 (donor) és Cy5
(akceptor) festékekhez konjugaltuk, majd megmértik a kiilonbozéd mintak

fluoreszcencia intenzitdsait a megfeleld csatorndkban Becton Dickinson
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FACSCalibur aramlési citométeren (Becton Dickinson, San Jose, CA). A
szamitasok elvégzéséhez csak donorral, csak akceptorral, donorral €s akceptorral
egyszerre jelolt, valamint a hattér meghatarozasdhoz jeldletlen mintara is
sziikségiink volt.

Az energiatranszfer szamitasanak legegyszerlibb €s egyben legnagyobb
hibaval terhelt modja a donor kioltas (quenching) mérése, amely egy atlagos
energiatranszfer hatékonysagot hataroz meg a teljes sejtpopuldcidra. Szamitasa
soran meghatarozzuk a donorral és akceptorral egyarant jelolt Un. transzferes
minta atlagos fluoreszcencia intenzitasat a donor csatorndban, valamint a csak
donorral jelolt minta fluoreszcencia intenzitasat ugyanebben a csatorndban,
veégiil a két atlagintenzitas hanyadosat kivonjuk egybdl. Ez a szamitas barmelyik
kereskedelmi forgalomban 1évd szoftver segitségével elvégezhetd, mely képes
az FCS fajlok kezelésére. Ezzel szemben a FCET ¢és az AFCET szamitasok
elvégzése komolyabb matematikai szamitdsokat igényelnek az energiatranszfer
hatékonysag értékek sejtenkénti meghatarozasahoz.

A mért adatok feldolgozasdhoz ¢és a FCET és az AFCET szdmitasok
elvégzéséhez az altalunk fejlesztett szoftvert hasznaltuk. Eredményeink szerint
az E(quenching) (0,145) moddszerrel szamitott energiatranszfer hatékonysag
szignifikdnsan eltér a sejtenként és a sejtenkénti autofluoreszcenciara korrigalt
atlagos energiatranszfer értékektol (EFRET = 0,282; EAFRET = 0,253).

Az eltérés magyardzata a szadmitas modjaban keresendd, hiszen az
E(quenching) értéket a fluoreszcencia intenzitasok datlagabol szamitottuk ki.
Ezzel szemben a sejtenkénti energiatranszfer szamitds esetén sejtenként
szamitott energiatranszfer eloszlast kaptunk, majd ezen az eloszldson
szamitottuk ki a megfeleld statisztikat.

A FCET ¢s az AFCET moddszerekkel nyert eredmények kozotti eltérés bar
nem szignifikans, de az eloszlas szérdsa a masodik esetben kisebb (4 - 1. 4bra),
mivel sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcidt alkalmaztunk. Amennyiben a
vizsgalt membrankomponens expresszios szintje alacsony, a fluoreszcencia
intenzitasok 0Osszemérhetdveé valhatnak a minta (sejtek) autofluoreszcencia
intenzitasdval. Ilyenkor az autofluoreszcencia korrekcioval a szamitasok

eredménye megbizhatobb, mivel a nyert eloszlasok szorasa kisebb.
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Energiatranszfer hatékonysag

4 - 1 4bra: Energiatranszfer hisztogramok. Az 4bran a fekete gorbe jeloli az AFCET, mig a
sziirke gorbe a FCET mddszerrel szamitott energiatranszfer eloszlasokat. A két szamitasi
modszerrel a kapott energiatranszfer eloszlasok atlaga szignifikansan nem tér el, azonban
szorasbeli kiilonbség lathatd (az AFCET mddszerrel nyert eloszlas szorasa kisebb), melynek
oka az, hogy az AFCET mddszernél sejtenkénti autofluoreszcencia korrekciot alkalmaztunk.

A fotohalvanyodas képszekvencia analizis program, az MHC I és 11
molekulak alegységeinek proximitas viszonyainak vizsgalata

A FCET mérések elonye, hogy rovid i1d6 alatt nagy szamu sejt
vizsgalhato, jo statisztikdval, azonban ebben rejlik hatranya is, hiszen a nyerheto
informacio felbontdsa sejtszintli, azaz minden sejtrol egy atlagos paraméterrel
jellemezhetd informéacidé nyerhetd. Amennyiben szubcellularis felbontést
kivanunk elérni, az egyik lehetséges megoldas a fotohalvanyodéason alapulo
rezonancia energiatranszfer modszer (pbFRET).

Az energiatranszfer hatékonysag meghatarozas ebben az esetben a donor
fotohalvanyodasi id6éallando megvaltozasdnak mérésén alapul. A fluorofor
halvanyodasat a fluoreszcencia intenzitds csokkenésével, fluoreszcens
mikroszkopot alkalmazva, digitalis képek felvételével detektalhatjuk. A mérés
soran felvett képek szdma a fluorofor fotohalvanyodasi idéallandojatol, a
megvilagitds intenzitasatdl (ami a fotohalvanyodas sebesseégét befolyasolja),
valamint az energiatranszfer hatékonysagtol fligg. A mért képszekvencidkbodl az
egyes képek megfeleld pixeléhez tartozd intenzitidsértékek i1d6 fiiggvényeben
torténd abrazoldsaval jon létre a fluoreszcencia intenzitds lecsengés gorbe,
melyre két exponencialis tagot tartalmazo fiiggvény illesztése utdn a

fotohalvanyodasi id6allando az illesztési paraméterekbdl szamithato.
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Mivel célunk volt az esetleges sejtfelszini heterogenitasok, mikrokoloniak
tanulmanyozasa, a lehetd legjobb felbontassal kellett a fotohalvanyodasi
iddallanddékat meghatarozni. Ez azt jelenti, hogy képpontonként (pixel)
hataroztuk meg a fotohalvanyodasi iddallandokat. Egy kép altalaban 512x512
pixelbdl all, azaz 262144 fotohalvanyodasi gorbét kell kétszeresen exponencialis
gorbével illeszteni. Ennek a feladatnak az elvégzése kereskedelmi forgalomban
kaphaté programmal lehetetlen. Ezért 1étrehoztunk egy olyan szoftvert, mely
alkalmas a pbFRET mérés soran felvett képszekvencidk analizisére. Annak
érdekében, hogy a szoftver fliggetlen legyen a mérémiiszer €s a vele generalt
képfajlok tipusatol, a program csak a ,raw” képformatumot tdmogatja, melyet
minden kereskedelmi szoftver ismer. A programot olyan feliilettel lattuk el,
hogy alkalmas legyen tobb mérés képszekvencidinak egymast kovetd
automatikus analizisére, valamint az eredmények statisztikai feldolgozasara.

A pbFRET technikédval vizsgaltuk JY humén B limfoblasztoid sejtek
membranjdban, a MHC 1 két lanca (B2m, nehézlanc), valamint a MHC I
molekulak (B2m) és az MHC II molekulak proximitas viszonyait. A mérésekhez
a fehérjeket SFX (donor) és TAMRAX (akceptor) festékekkel jelzett
monoklonalis antitestekkel jeloltiik meg, az alabbi mddon:

1, JY sejtek donorral konjugalt L368-cal jelolve

2, JY sejtek donorral konjugalt 1L368-cal és akceptorral konjugalt
W6/32-vel jeldlve

3, JY sejtek donorral konjugalt L368-cal és akceptorral konjugélt
L243-mal jeldlve

4, JY sejtek akceptorral konjugélt L243-mal jeldlve

5,  jeloletlen JY sejtek

crer

a mérés soran a csak donorral €s a donorral és akceptorral egyarant jelolt mintak
kevereket hasznaltuk, hogy a fotohalvanyodas soran biztositsuk mindkét minta
azonos oxigéntartalmat. Annak érdekében, hogy az egyszeresen, csak donorral
jelolt sejteket meg tudjuk kiilonboztetni a kétszeresen jeldlt (transzferes minta)
sejtjeitdl, a mérés végén a vizsgalt teriiletrél az akceptor emisszids csatornaban
felvettiink egy-egy képet. A csak akceptorral jeldlt mintat arra hasznaltuk, hogy
ellendrizziik, hogy az akceptor intenzitas valtozott-e a fotohalvanyitasi folyamat

soran. Amennyiben az akceptor intenzitds szdmottevéen csokken, az azt jelenti,
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hogy az akceptor molekuldk is fotohalvanyithatok, mely nemkivéanatos folyamat,
hiszen az akceptor fotohalvdnyodds kovetkeztében elveszti energia elnyeld
képességét, ennek kovetkeztében az energiatranszfer hatékonysag lecsokken, és
a mért fotohalvanyodasi iddéallandokbol nem Ilehet a molekuldk atlagos
tavolsagara kovetkeztetni. Az o0todik mintat a hattér meghatarozasara
hasznaltuk.

A méréseket Zeiss LSM 510 mikroszkopon végeztiik el (1ézerek: Ar ion
1ézer, 488 nm, donorgerjesztés; He-Ne 1ézer, 543 nm, akceptor gerjesztés).
Minden mintarél négy képszekvenciat (mindegyiken 2-3 sejt, mintanként kb. 10
sejt) vettlink fel. A sejt méretétdl fliggden sejtenkeént 600-1500 fotohalvanyodasi
idéallandét hataroztunk meg, amely azt jelenti, hogy mintanként atlagosan 6000
fotohalvanyodasi id6allandé értéket kaptunk. Az eredmények hisztogramjai a 4 -
2. &bran lathatok.
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4 - 2. ébra: A ppbFRET mérés eredménye: az MHC 1 két alegysége (B2m ¢és nehéz lanc),
valamint az MHC I 2m ¢és az MHC II lancok ko6zétt JY human B limfoma sejtvonalon. Az
MHC 1 két lanca rendre donorral jelzett L368 ¢és akceptorral jelzett W6/32 monoklonalis
antitestekkel, mig az MHC II akceptorral jelzett L243-mal lett jelolve. A fotohalvanyitas
mérést a csak donorral (szaggatott vonal), valamint donorral és akceptorral (folytonos vonal)
egyarant jelolt mintak keverékén végeztiik el.
Az energiatranszfer miatt a donorral és akceptorral egyarant jelolt minta hisztogramja a
nagyobb értékek felé tolodott el a csak donorral jelolt mintd¢hoz képest mindkét esetben. Az
A esetében az eltolodés joval nagyobb mértékii, mint a B esetében, mivel az MHC I molekula
két lanca kozelebb talalhaté egymashoz, mint a f2m és MHC II.

A fotohalvanyodasi id6allando értékek az 1-es minta, csak donorral jelolt
sejtjel esetében fliggetlenek voltak attol, hogy melyik keverékben mértik

azokat: az 1-es és 2-es minta keverékében 1,65 + 0,48 adodott, mig a 1-es és 3-
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as minta keverékében 1,69 = 0,35. A transzferes mintak esetén azonban az
eltérés jelentdsebb. Az iddallandok mértékegysége a ,.kép” (frame), tehat a t =
1,65 azt jelenti, hogy a fluoreszcencia intenzitds az 1,65-ik kép felvételekor
csokkent az 1/e-ad részére. Az atlagos fotohalvanyodasi idéallandé értékek 2,62
+ 0,56, illetve 1,78 + 0,56 a 2-es és 3-as mintakra, valamint a szamitott
energiatranszfer hatékonysag értékek rendre 35,5% ¢€s 6,9% voltak, mely azt
jelenti, hogy az MHC I molekula két lanca kozelebb taldlhato egymashoz, igy az
energiatranszfer 1étrejéttének valdszinlisége nagyobb, mint a f2m és MHC II

molekulak kozott.

Az elektronmikroszkopos képfeldolgozo program, a Kv1.3 ioncsatornak
sejtfelszini eloszlasanak vizsgalata

A sejtfelszini fehérjék proximitasviszonyainak nagyobb skaladn
(n¢hany szaz nm) torténd vizsgalatanak egyik lehetséges modja az
elektronmikroszkdépos immuno-gold technika. A sejtfelszini fehérjék immuno-
gold jelolése €s mintakészités utan transzmisszids elektronmikroszkopiaval az
antigénekhez monoklondlis antitesttel hozzakapcsolt nagy elektrondenzitast
aranygdmbok detektalhatok. Az elektronmikroszképos képeken rogzitett
aranygomboket egy-egy pont fogja reprezentalni, melyek sejtfelszini
eloszlasabol a fehérjék eloszlasara kovetkeztetéseket vonhatunk le a megfeleld
statisztikak elvégzésével.

Az elektronmikroszkopias képek masodrendli paraméterek becslésén
alapulo statisztikai analizisére alkalmas program a rendelkezésiinkre allt (Pavel
Hozédk ¢és munkatarsai), azonban az elsOrendli paraméter alapjan torténo
analizishez valamint az aranygdmbok helyzetének meghatirozasara alkalmas
szoftver nem. Ezért kifejlesztettiink egy olyan programot, mely alkalmas a
digitalizalt elektronmikroszkopos felvételeken az aranygombok helyzetének
meghatdrozasara, valamint azok eloszlasanak elsérendii paraméterek alapjan
torténo analizisére.

Immuno-gold technikaval vizsgaltuk a Kvl1.3 ioncsatorndk sejtfelszini
eloszlasat Jurkat sejtek felszinén, els6 €s masodrendli paraméterek alapjan. Az

altalunk fejlesztett program segitségével meghataroztuk az aranygémbok

16



helyzetét, valamint a megfeleld méretli racsozat (120x120 képpont) kivalasztasa
utdn (kb. 5 aranygdmb / cella) a celldk aranygdmb szam eloszlasat (4 — 3. dbra).
Az elsérendli paramétervizsgalat egyértelmiien bizonyitja, hogy a Kv1.3
ioncsatornak sejtfelszini eloszlasa nem egyenletes, hiszen a cellak aranygémb
szam hisztogramja, valamint az atlagos cella aranygdmb szdm (A = 4,25) alapjan
generalt Poisson eloszlas, szignifikdnsan eltér egymastol, 5%-os szignifikancia

szint mellett.
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4 - 3. abra: Immuno-golddal jelolt Kv1.3 ioncsatornak eloszlasanak vizsgalata. A

crer

120x120 pixel cellanagysagu racsozaton kiszamitottuk az egyes celldk aranygdmb tartalmat.
A grafikon oszlopdiagramja a cellak aranygdmb szam eloszldsa, a —8— vonal pedig a celldk
atlagos aranygdmb szdma (A = 4,25) alapjan illesztett Poisson eloszlas hisztogramja. Az 5%-
os szignifikancia szinten elvégzett y” teszt igazolja, hogy a megfigyelt eloszlas eltér a teljesen
véletlenszer(i ponteloszlastol.

A ponteloszlds masodrendli paraméterek (Ripley féle K fliggvény, K-1,
PCF (parkorrelaciods fliggvény)) becslése alapjan is vizsgalhato. A K fiiggvény
becsléséhez meghatarozzuk egy adott r tavolsagon beliil minden egyes
aranygOmb koriil taldlhato aranygdombok atlagos szamat, majd elosztjuk az
aranygOmbok feliileti stirliségével. Véletlenszerli ponteloszlas esetén, a K

fiiggvény K (1) = wrt

értéket vesz fel adott r-nél. Amennyiben a becsiilt K érték
nagyobb az elméleti értéknél, akkor a pontok aggregalodtak (feldasulas),
amennyiben kisebb, a pontok eltdvolodtak (ritkulas) egymastol.

A parkorrelacios fliggvény becsléseéhez elsoként a K-1 fliggvényt
becsiiljiik, mely a PCF integraltja az rl, r2 intervallumon. A K-1 fiiggvény a K

fliggvényhez hasonléan becsiilhetd, de ebben az esetben a pontok szadmat
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sulyozzuk a pontok kozott mért tavolsaggal. A K ' fiiggvény ismeretében a PCF
atlagos értéke egy adott (™" +A") intervallumra meghatarozhaté a K™ fliggvény
r szerinti derivaltjanak szamitasaval.

A csatorndk aggregacido mértékének meghatarozasahoz, megvizsgaltuk az
aranygdmb eloszlas masodrendii paramétereit, megbecsiiltik a K~ és a PCF

fliggvényeket (4 — 4. 4bra).
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4 - 4. dbra: Immuno-golddal jelolt Kv1.3 ioncsatorniak eloszlasanak vizsgalata, PCF és
K" fiiggvények becslése. A Kv1.3 ioncsatornak a Jurkat sejtek felszinén koloniakat hoznak

létre, mely mind a PCF és a K~ fliggvények grafikonjan lathatd. Mindkét fiiggvény esetében
0-10 valamint 20 nm-es tavolsagtartomanyokra kiugro értékeket kaptunk. 0-10 nm-es tavolsag
esetén a fiiggvények alacsony értéke az aranygdmbok méretével magyarazhato, hiszen a 10
nm-es aranygdémbok estén, ezen tdvolsdgon beliil a szomszédos aranygdmbok lehetséges

szdma nulla. A 20-30 nm-es tartoméanyban lathat6 magas PCF és K~ érték az aranygdmbdok,
valamint a jelolés sordn hasznalt antitestek kozott fellépd, masodrendii kdlcsonhatasokkal
magyarazhato.

A K" fiiggvény random ponteloszlasra vonatkozé 95%-o0s konfidencia intervallumot Monte-
Carlo szimuladcidéval hataroztuk meg, melyek also és felsé értékeit a jobboldali &bran
szaggatott vonal jeloli.

A parkorrelacios és K~ fiiggvények szignifikinsan eltérnek a random
ponteloszlasra meghatarozott értékektdl, 40-60, valamint 80-100 nm-es
tartomanyban, mely alapjan megallapithatjuk, hogy a Kv1.3 ioncsatornak
sejtfelszini eloszlasa nem véletlenszerii, kozottik olyan kdlcsonhatasok 1épnek
fel, melynek kovetkeztében kolonidkat, aggregatumokat hoznak Iétre a

sejtfelszinen.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkédnk sordn célunk volt harom sejtfelszini fehérje proximitas
viszonyainak tanulméanyozasira alkalmas modszer szoftveres hatterének
megteremtése, illetve a meglévo programok kiegészitése az adatok feldolgozasat
segité programok létrehozasdval. Mindharom modszert alkalmaztuk egy-egy
biologiai kérdés megvalaszolasara.

Eredményeink a kdvetkezdk:

o Kifejlesztettiink egy programot, melynek segitségével egyszerre tobb
aramlasi citometrids adatsor is analizdlhaté parhuzamosan, valamint
alkalmas a felhasznalo 4ltal definidlt aritmetikai kifejezések értékének
sejtenkénti meghatdrozasara és sorozatos alkalmazasara. A programhoz
olyan felhasznaloi feliiletet terveztink, ¢és olyan funkciokat
implementaltunk, melyek segitik az analizis folyamatat, valamint az
adatok attekinthetd elrendezését, az eredmények vizualizaciojat és
értelmezését. Bemutattuk a program hasznélatat az N87 gyomor tumor
sejteken az ErbB2 sejtfelszini receptorok két epitopja kozott mért
energiatranszfer szamitasan keresztiil, valamint Osszehasonlitottuk a
korabban kidolgozott transzferszamitasi modszereket.

o Kifejlesztettiink egy szoftvercsomagot a fotohalvanyoddsi képsorozatok
ertekelésehez, melynek segitségével leegyszerlisodik a nyert adatok
feldolgozésa és az eredmények interpretalasa. Megvizsgaltuk az MHC 1 és
IT molekuldk alegységeinek proximitasviszonyait JY sejteken a mért
fotohalvanyodasi képszekvencidk analizisével.

o Kifejlesztettiink egy szoftvert az immuno-gold jeldlt sejtfelszini antigének
helyzetének  meghatdrozasara elektronmikroszkdépos  képeken €s
elvégeztiik Jurkat sejtek felszinén a Kv1.3 ioncsatorndk eloszlasanalizisét

elsd- és masodrendii paraméterek alapjan.

19



6. KOZLEMENYEK

Az értekezésben felhasznalt kozlemények
1. Szentesi G, Horvath G, Bori I, Vamosi G, Sz6ll6si J, Gaspar R, Damjanovich
S, Jenei A, Matyus L. Computer program for determining fluorescence

resonance energy transfer efficiency from flow cytometric data on a cell-by-cell
basis. Comput. Meth. Prog. Bio. 2004;75:201-211. IF: 0,686 (JCR 2004)

2. Szentesi G, Vereb G, Horvath G, Bodnar A, Fabian A, Matké J, Gaspar R,
Damjanovich S, Matyus L, Jenei A. Computer program for analyzing donor
photobleaching FRET image series. Cytometry Part A 2005;67A:119-128.

IF: 2,698 (JCR 2004)

Egyéb kozlemények
1. Matko J, Bodnar A, Vereb G, Bene L, Vamosi G, Szentesi G, Szollos1 J,
Gaspar R, Horejsi V, Waldmann TA, Damjanovich S. GPI-microdomains
(membrane rafts) and signaling of the multi-chain interleukin-2 receptor in
human lymphoma/leukemia T cell lines. Eur. J. Biochem. 2002;269:1199-1208.
IF: 3,260 (JCR 2004)

2. Pany1 G, Bagdany M, Bodnar A, Vamosi G, Szentesi G, Jenei A, Matyus L,
Varga S, Waldmann TA, Géspar R, Damjanovich S. Colocalization and
nonrandom distribution of Kv1.3 potassium channels and CD3 molecules in the

plasma membrane of human T Ilymphocytes. P. Natl. Acad. Sci. USA
2003;100:2592-2597. IF: 10,452 (JCR 2004)

3. Bene L, Szentesi G, Matyus L, Gaspar R, Damjanovich S. Nanoparticle
energy transfer on the cell surface. J. Mol. Recognit. 2004;18(3):236-253.
IF: 1,859 (JCR 2004)

4. Bene L, Szollosi J, Szentesi G, Damjanovich L, Gaspar R, Waldmann TA,
Damjanovich S. Detection of receptor trimers on the cell surface by flow

cytometric fluorescence energy homotransfer measurements. BBA-Mol. Cell.
Res. 2005;1744:176-198. IF: 3,482 (JCR 2004)

5. Horvath G, Petras M, Szentesi G, Fabian A, Park JW, Vereb G, Szollosi J.
Selecting the right fluorophores and flow cytometer for fluorescence resonance

energy transfer measurements. Cytometry Part A 2005;65A:148-157.
IF: 2,698 (JCR 2004)

20



