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ROVIDITESEK JEGYZEKE

EGF: epidermalis novekedési faktor

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor

FCET: aramlasi citometrias energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer)
FRET: fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

MHC: 6 hisztokompatibilitasi komplex (Major Histocompatibility Complex)

TM: transzmembran domén



1. BEVEZETES

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalatdnak segitségével kozelebb juthatunk a
sejtekben meglévé nagyobb strukturdlis szervezddések funkcidjanak és a jelatviteli
folyamatok szabalyozasanak megértéséhez. A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
asszociaciés mintazatanak vizsgalatdhoz a sejtek felszinén és a sejteken beliil. A FRET
segitségével molekularis tavolsagokat lehet meghatarozni é16, funkciondlisan sértetlen
sejteken, ami a korabbi, klasszikus modszerekkel (példaul elektronmikroszkdpiaval) nem volt
lehetséges. A FRET modszerrel sikeriilt meghatarozni, tobbek kozott, az immunvalaszban
fontos receptorok (Damjanovich és mtsai, 1998; Dornan és mtsai, 2002; Vamosi és mtsai,

2004) ¢és tumor sejteken 1évé novekedési faktor receptorok (Brockhoff és mtsai, 2001; Nagy

.....

crer

(Bagossi és mtsai, 2005; Gaspar és mtsai, 2001).

A FRET moédszer egyik leghatékonyabb alkalmazdsa az &aramlasi citometrias
energiatranszfer (FCET) mérés, amely nagy szamu ¢16 sejten, megbizhato statisztikaval teszi
lehetévé a molekuldk kozelségének nyomon kovetését. Az utdbbi években nagyobb
teljesitményti, olcs6 didoda és szilard test lézerek valtak elérhetévé, €s nagyszamu uj
fluoreszkalo festék molekula keriilt kifejlesztésre, amelyek a teljes lathatd szinképtartomanyt
lefedik, mind gerjesztési, mind kibocsatasi spektrumukkal. A sok lehetséges kombinacid igy
felveti, hogy milyen festékek is tekinthetdk optimalisnak egy adott lézergerjesztéssel
rendelkez6 aramlasi citométernél. Munkank soran hét fluoreszkalo festéket vizsgaltunk meg
harom aramléasi citométeren és meghataroztuk a FCET mérések jellemzésére alkalmas

paramétereket.



Az ErbB2 az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) csalad tagja és a sejtek
novekedéséért és differenciadlodasaért felelds. A receptor koros (tilzott) miikodése figyelhetd
meg szamos tumoros elvaltozasban, mint példaul emlo-, petefészek- és gyomortumorokban,
kifejezodésén alapul. Eddig két ErbB2 tdmadaspontu, humanizalt antitest alapti immunterapat
is kifejlesztettek mar, de ezen antitestek pontos hatdsmechanizmusa - mely feltehetdéen a
kotohely térbeli elhelyezkedésének és molekularis kdlcsonhatdsainak fliggvénye - még nem
ismert.

Munkank sordn orvosi gyakorlatban hasznalt és jelenleg tesztelés alatt allo
immunterapias ErbB2 ellenes antitestek hatisa és az ErbB2 szerkezete kozotti kapcsolatot
vizsgéltuk. Az EGFR csaldd szamos tagjanak ismert mar az extracelluldris részének a
szerkezete, azonban a teljes receptor molekuldnak ez iddig nem sikeriilt meghatirozni a
rontgen kristalyszerkezetét. Kisérleteinkben négy antitest fragmentum segitségével, FCET
modszerrel kivantuk feltérképezni az extracellularis doménen 1évé kotdhelyeket ¢és
eljarasok segitségével kivantuk megalkotni az ErbB2 molekula teljes szerkezetét (beleértve a

transzmembran régiot és az intracellularis tirozinkindz domént).



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer elmélete és aramlasi

citometrias megvalositasa

A sejtfelszini fehérjék kolcsonhatdsai fontos szerepet toltenek be az extracellularis
jelek sejtmag felé¢ torténd kozvetitésében. A transzmembrdn receptorok kisebb-nagyobb
mértékil csoportosuldsa, illetve konformdciojuk valtozasa gyakran elengedhetetlen tényezok a
ligandum-receptor kolcsonhatds végkimenetelét illetden. A leginkabb elterjedt molekularis
bioldgiai ¢€s immunolédgiai vizsgaldé modszerek (,,co-capping”, ko-precipitdcid, kémiai
keresztkotés) értékes informaciot szolgaltatnak a sejtfelszini fehérjék elhelyezkedésérdl,
azonban szamos jelentds hatrannyal rendelkeznek. Az ilyen moédszerek soran alkalmazott
kivonasi ¢és izolalasi eljarasok eleve megakadalyozzak, hogy a fehérjéket sajat
kornyezetiikben vizsgaljuk. Emellett ezek a modszerek megbonthatjdk a fehérjék
kolcsonhatasait, masrészt mesterséges aggregatumok kialakuldsat is okozhatjak (Shiroo és
mtsai, 1992). Ezzel szemben a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) kivalo
megoldast jelent a fenti problémara, mivel ¢l6 sejteken alkalmazhato anélkiil, hogy a sejtek
fiziologias allapotaba jelentdsen beavatkoznank.

A FRET jelenségét Theodore Forster irta le az 1940-es évek végén (Forster, 1948). Ez
egy olyan folyamat, amely soran egy gerjesztett allapotban 1évé fluoreszkaldé molekula
(donor) energidjat, foton megjelenése nélkiil, egy nagy hatotava dipolus-dipolus kdlcsonhatés
eredményeként egy masik molekulanak (akceptor) adja at. A kovetkezd abran egy Jablonski-
diagram szemlélteti a donor €s akceptor molekuldk energiaszintjeit ¢s a koztiik lehetséges

atmeneteket.
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1. abra: A fluoreszcencia rezonancia energiatransifer jelenségét bemutato Jablonski-
diagram. A vastag felfele mutatd nyil jelzi a donor gerjesztési atmenetet, a folytonos lefele
mutatd nyilak a fluoreszcencia atmenetet (krp €és kr4), a pontozott lefele mutatd nyilak az
egy¢b atmeneteket (k,), mig a szaggatott nyilak a rezonancia feltételnek megfeleld

energiatranszfer &tmeneteket (kr) jelzik.

A transzfer atmenet (k7y) makroszkopikus szinten kompeticioként foghatoé fel a
fluoreszcencia (kr) €s egyéb atmenetek (k,) mellett, igy a transzfer a&tmenet hatasfoka felirhato
az atmenetek sebességi allandoinak hanyadosaként:

- n
ky +k.+k,
Vagyis a transzfer hatékonysdg megadja az abszorbealt fotonok azon hanyadat, melyek

sugarzas nélkiill adodtak at az akceptornak. A kolcsonhatads sebességi allandoja Forster

elmélete alapjan a kovetkez6 egyenlettel irhato le:

kT:(kF+kn)(%) | @)

A fenti két egyenlet kombinacidjaval lehet megadni a FRET hatékonysag tavolsag fiiggését:

R,

= 3
R +R° ©)



ahol az Ry az ugynevezett kritikus Forster tavolsag, amelyen a FRET atmenet valoszintisége

50 %. Az Ry [nm] a kovetkezd kifejezéssel adhatd meg:
_ 1/6
R, =978-(Q,xn*J,,) (4)

ahol Op a donor fluoreszcencia kvantumhatékonysaga az akceptor festék tavollétében, n a
kozeg torésmutatoja (sejtfelszini jelolésekben altalaban 1,4-nek feltételezik), «* az orientacios
faktor (érteke 0 ¢és 4 kozott valtozhat, és izotrép 4atmeneti momentumok dinamikus
atlagolasanal 2/3-al egyenld (Dale és mtsai, 1979; van der Meer, 2002)) és Jp, az atfedési
integral (van der Meer és mtsai, 1994). The Jp, atfedési integral [M'cm’] a donor kibocsatasi

¢s az akceptor gerjesztési szinképe alapjan hatdrozhaté meg:
J,, = j £ (Ve (M)Atdn, (5)
0

ahol fp(A) a donor festék egységre normalt fluoreszcencia spektruma:

fo (1) ) (6)

[Fo (1)
0
A Forster-tipusi rezonancia energiatranszfer modszert csak a 70-es évek kozepétdl
kezdték el hasznalni orvos-bioldgiai kutatdsokban Stryer cikke nyoman, aki egyfajta
»spektroszkopiai vonalzoként” fogalmazta meg a modszer Iényegét (Stryer, 1978). Ezaéltal
szamos alkalmazast fejlesztettek ki spektrofluoriméterre, &ramlasi citométerre és fluoreszcens
mikroszkopra. Az alkalmazasok tobbsége azt a jelenséget hasznalja ki, hogy a donor molekula
fluoreszcencia intenzitdsa (és kvantumhatékonysaga) akceptor molekula jelenlétében
energiatranszfer hatdsara lecsokken (donor kioltds). Ugyanigy hasznalhato fluoreszkalo
akceptor esetén az ezzel parhuzamos folyamat, az akceptor szenzitizalt emisszioja, amikor a
donort gerjesztve megndvekedett fluoreszcencia intenzitast észleliink az akceptornak

megfeleld emisszids hullamhosszakon (lasd 2. abra).
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2. abra: Az Alexa546 (D) és Alexa647 (A) fluoreszkdlo festékek gerjesztési (exc) és
kibocsatdsi (em) szinképei. Az dbran feltiintettilk az atfedési integralt (satirozott teriilet), a
donor kioltast (lefele mutat6 nyil) és az altala lecskkent donor jelet (Den, vastag szaggatott
vonal), valamint az ezzel parhuzamos akceptor szenzitizalt emissziot (felfele mutato nyil) és
az ezt kiséré megnott akceptor jelet (A, vastag szaggatott vonal).

A két jelenség soran az energiatranszferre jellemzO hatékonysag a kovetkezd
egyenletekkel szamithato:

] DA

donor kioltas: E=1 _I,;D (7)
D
DA

akceptor szenzitizacio: E =24l ILA -1 (8)
8DcD IA

(az I intenzitdsok az atlag hattér intenzitdsokkal korrigalt értékek; az also indexek, D és A, a
donornak ¢€s akceptornak megfeleld emisszidos hulldamhosszakon torténd detektalast, mig a
fels6 indexek, D, A és DA, a megfeleld fluoreszkalo festékek jelenlétét jeloli).

Ezen kiviil 1éteznek olyan eljarasok is, melyek a két folyamatot egyszerre veszik
figyelembe, valamint a transzfer partner rezondld képességét sziintetik meg (donor és

akceptor fotoelhalvanyitds), vagy a transzfer hatdsara megvaltozott fluoreszcencia



¢lettartamot vagy anizotropiat vizsgaljak. A két folyamat nyomon kovetése kivaléan oldhato
meg aramlasi citométerrel, amely emellett még lehetové teszi nagyszamu sejt vizsgalatat, igy
megbizhatd statisztikéval jellemezhetd paraméterek mérését. Azonban nagy hatranyuk, hogy
az atlagos fluoreszcencia intenzitasokkal szamolnak, igy csak két kiilon mintabol szamithatok,
a két jel kozotti kismértékii eltérés nehezen mutathat6 ki, valamint alacsony receptor szam
esetén a jelek kozel vannak a hattér intenzitdshoz, ami az alacsony jel-zaj viszony
kovetkeztében csokkenti a modszer megbizhatosagat.

Az aramlési citométernek azonban meg van az az eldnye, hogy egyes fluoreszcencia
intenzitasok sejtenként lemérhetdk, ¢és ez altal a transzfer hatékonysag is sejtenként
szamolhatova valik. A sejtenkénti kiértékelésnél a transzfer hatékonysag mellett ismerni kell a
donor és akceptor molekuldk sejtenkénti koncentraciojat is, amihez egyszerre kell detektalni a
donor, a szenzitizalt akceptor €s a kozvetlen akceptor jelet. Sajnalatos moédon a transzfer
atmenethez sziikséges spektralis atfedés miatt az egyes fluoreszcens jelek nem tisztan
tartalmazzadk ezeket a paramétereket, igy azokat egyszeresen jelolt mintakbdl, kiilon-kiilon
kell meghatarozni. A donor és akceptor festékparral egyszerre jelzett sejtek esetén a detektalt

harom fluoreszcencia intenzitas az alabbi 0sszefiiggésekkel oldhat6 fel:

Il(}\’ech’x’emD):ID(I_E)+IAS4+%.IDEQ (9)
2

Iz(kech,}»emA):ID(I—E)S]+IAS2+IDE(1 (10)
S3

13(x€ch,kemA):ID(l—E)S3+IA+§-IDE(1 (11)

1
A fenti egyenletekben az /;-I; paraméterek a megfeleld hullimhosszokon gerjesztett (Aexen €s
Aexca), 1lletve detektalt (Aemp €s Aema) fluoreszeencia intenzitasok, az Ip a tiszta donor, mig /4 a
tiszta akceptor jel, E a transzfer hatékonysag. Az S;-S, spektralis atvilagitasi paraméterek a

kovetkezoképpen szamolhatdk:

10



csak donor jel6lt minta: S, = 70 S, = 70 (12)
1 1
I I’
csak akceptor jelolt minta: S, = I—zA, S, = ]%1 : (13)
3 3

A 9-11. egyenletrendszer megoldasa a kovetkezd:

E _lﬁwigﬂ—&&}JK&—&&}JJ&—&&H

_ _ , (14)
1-E « (S, -5,8,)(1,S, - 1,8S,)
amibdl a transzfer hatékonysag:
A
E=——. 15
1+4 (15)

Az egyenletekben szerepld o faktor egy gerjesztett akceptor molekuldtdl szarmazéd
fluoreszcens jel detektalasi érzékenységét adja meg egy gerjesztett donor molekula

detektalhatosagahoz viszonyitva, és a kovetkez6é formulaval empirikusan szdmolhato:

a_£ LyB,g,
IID L,Bg, ,

(16)
ahol B az antitestek altal elfoglalt kotohelyek szamat, L az antitestekként felkotddo festék
molekulak szamat, valamint ¢ a donor gerjesztési hulldmhosszon (A...p) mért molaris
abszorpcids koefficiens (késobbiekben az ep/ey ardnyra efr egyiitthatoként fogunk
hivatkozni).

A FCET modszert egy klasszikus citométerre fejlesztették ki, ami 488 ¢és 514 nm
1ézergerjesztéssel rendelkezett, és az eldszeretettel hasznalt fluoreszcein és rodamin festékpar
detektalasara volt alkalmas (Szollési és mtsai, 1984; Tron és mtsai, 1984). A FRET
mérésekben azonban ezek a lézer hullamhosszak nem optimalisak ezen két festékre, mivel
jelentds a festékek spektralis atfedése az egyes detektaldsi csatorndkban. Az Gjabb citométer

rendszerekben, melyek altalaban 488 és 635 nm 1ézergerjesztést hasznalnak, a fluoreszcein és

rodamin par mar nem alkalmazhat6, mivel a 635 nm-es gerjesztés a rodamin
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szinképtartomanyan kiviil van és a 635 nm-en gerjeszthetd festékeknek a fluoreszceinnel
képzett spektralis atfedése olyan kicsi, hogy a transzfer atmenet gyakorlatilag nem torténik
meg. Ugyanakkor egy nemrég kifejlesztett festékpart (Cy3 és CyS5) sikerrel tudtunk
alkalmazni Ujabb tipusu, asztali citométerre (FACSCalibur), és a kiértékelési modszert is
sikeriilt tovabbfejleszteniink oly modon, hogy egy eddig nem hasznalt detektalasi csatorna
segitségével, amelyben szamottevéen a sejtek autofluoreszcencidja jelenik meg, az
autofluoreszcencia korrekciot sejtenként tudtuk figyelembe venni (Sebestyén €s mtsai, 2002).
A leirt &ramlési citometrids fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer modszereket az
elmult években sikerrel alkalmaztdk immunoldgiaban €s tumoros elvaltozasokban jelentos
jelatvitelében betdltott szerepénél sikeriilt megfigyelni az egyes izoformak eltérd viselkedését.
A csak az egyes izoformakat kifejezd T sejteken kimutattdk, hogy csak a CD45R0 izoforma
képez homodimereket és ez a CD4 és CDS8 preferdlt asszociacids partnere. Emellett a
CD45R0 izoforma magasabb alap foszforilacios aktivitast indukalt a CD4-tarsitott Ick
tirozinkinazon, és szamos mas T sejt receptor jelatvitelében aktiv enzimnek is magasabb volt
az aktivitasa (Dornan és mtsai, 2002). Azt is kimutattdk, hogy szdmos receptor, igy az MHC |
¢s 11, az intercellularis adhézids molekula-1 (ICAM-1), tetraspanin molekuldak (CD81, CD82,
CD53), valamint az IL-2 receptor alegységei nem véletlenszerlien helyezkednek el a
sejtmembranban, és ez a strukturak mar ligandummal t6rténd indukalas eldtt is kimutathatok.
A FCET mérésekben meghatarozott transzfer hatékonysag értékek alapjan sikertiilt felallitani
ezen receptor csoportok kétdimenzids térképét is (Damjanovich és mtsai, 1998). Ezeket a
kisérleteket egésziti az a munka, amelyben kimutattak, hogy az IL-2 és IL-15 receptorok a
kozos a-alegységiiket egymasnak atadhatjadk megfeleld citokinek hatdsara, ily modon
szabalyozva, hogy az IL-2 vagy IL-15 szerinti jelatviteli itvonalak aktivalédnak (Vamosi és

mtsai, 2004). Egyes tumoros elvaltozasokban fontos szerepe van az epidermalis novekedési

12



faktor receptor (EGFR) csaladnak, amely tagjair6l mar kordn sikeriilt kimutatni egymas

.....

rrrrrr

1999). Emellett sikeriilt kimutatni, hogy még azonos EGFR és ErbB2 kifejezddési szinttel
rendelkez6 tumor sejtek esetén is eltérd lehet a novekedési faktorok altal indukalt receptor
asszociaciok mértéke, amely a jelatviteli ttvonalak eltéré aktivitdsidban is megmutatkozott
(Brockhoff és mitsai, 2001). A fenti vizsgalatokat Gsszegezve egy modell adhato meg a
Singer-Nicholson-féle ,,szabad fehérje és lipid mozgéas™ paradigma kiegészitéseként, amely a
receptorok mozgékonysaga mellett nagyobb hangsulyt fektet a membran mozaikszera
mikrodoménekbe vald szervezddésére, és tekintettel van ezen nagyobb szervezddési
struktirdk egylittes mozgasara, a benniik taldlhatd fehérjék nem véletlenszerli eloszlasara,

valamint ezek domének k6zotti dinamikus kicserélédésére (Vereb €s mtsai, 2003).

2.2 Az ErbB2 receptor tirozinkinaz szerepe tumoros elvaltozasokban

A transzmembran receptor tirozinkinadz I. tipusu, epidermalis ndvekedési faktor
receptorcsaladnak négy tagja van: az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR vagy
ErbB1), ErbB2 (HER2 vagy Neu), ErtbB3 (HER3) és ErbB4 (HER4) (Alroy és Yarden, 1997,
Yarden ¢és Sliwkowski, 2001). Ezek a receptorok fontos szerepet jatszanak a sejtek

Aktivalasukban tucatnal is tobb, novekedési faktor jellegii ligandum vehet részt: EGF
¢s TGFa az ErbB1, NRGI (Neuregulin-1) az ErbB3, NRGI1-4 az ErbB4, de HB-EGF,
Epiregulin, Amfiregulin és B-Cellulin mindharomnak ligandumai, mig az ErbB2-nek ezidaig
nem ismert természetes liganduma (Holbro és mtsai, 2003). Egy novekedési faktor fehérje
receptorhoz vald kotddését altalaban a receptor dimerizacidja (vagy magasabb rendii komplex

képzddése) koveti. Ennek alapesete az EGF és EGFR kolcsonhatdsa: az EGF 1:1 aranyban
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kotodik az epidermalis ndvekedési faktor receptorhoz, de egy EGF fehérje két receptorral van
kolesonhatasban, vagyis egy teljesen aktiv receptor dimer két EGF receptort és két EGF
molekulat tartalmaz (Lemmon és mtsai, 1997). Az EGFR csaladon beliil a helyzet sokkal
bonyolultabb, mivel nem csak homo-, de heterodimereket is képezhetnek egymassal, igy az
egyes novekedési faktorok keresztbe aktivalhatjdk a receptorokat. A képzddott dimerek (vagy
nagyobb oligomerek) Osszetételét az egyes receptorok relativ expresszids szintje, egymashoz
valo affinitasuk, és a jelenlévd ligandumok koncentracidja hatarozza meg (Tzahar és mtsai,
1996).

A ligandum aktivalt receptor dimerizaciot az ily mdédon kozel keriilt tirozinkinaz
domének altal torténd transz-foszforilacido koveti a C-termindlis farok részen. A foszforilalt
receptorokhoz adaptor fehérjék és citoplazmatikus tirozinkinazok kapcsolodhatnak, melyek
tobb jelatviteli Utvonalat is aktivalhatnak (Jorissen és mtsai, 2003). Az EGFR esetén az
elsddleges adaptor fehérje a Grb2/Sos komplex, amely a proto-onkogén Ras és azon keresztiil
a Raf-1 fehérjéket aktivalja. A Raf-1 sorozatos kinaz aktivalas révén (a MAP kinaz tvonal)
Emellett a Grb2 a citoszkeleton atrendezddével is tarsithatd. Az EGFR aktivaciot kovetheti a
c-Src tirozinkinazzal torténd kolcsonds foszforildcid, ami proliferdcios és transzformacios
jelatviteli utvonalakat aktivalhat. Egy mdsik fontos utvonal a foszfolipid metabolizmusban
szerepet jatszo enzimek kozvetlen asszocidciot kovetd aktivalasa: a foszfolipdz C-y (PLC-y)
¢s a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3-K). Az aktivalt PLC-y felelés az 1,2-diacil-glicerol
(DAG) és az inozitol-1,3,5-triszfoszfat (IP;) masodlagos hirvivé molekuldk képzddéséért: az
IP; az intracelluldris raktdrakbol szabaditja fel a Ca*'-ot, igy befolydsolva szdmos
Ca®"-dependens enzim miikodését, mig a DAG a PKC szerin/treonin kinaz kofaktora. A

r1r717 _°

proliferacidés tutvonalak aktivalasaért felelds, igy feltehetdleg az EGFR antiapoptotikus
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hatdsanak f6 medidtora. A Herceptin™-rezisztencia kialakulasanak hatterében feltehetdleg
éppen a PI3-K természetes inhibitoranak, a PTEN-nek a csokkent aktivitasa allhat (Pandolfi,
2004). Ezek a jelatviteli utvonalak eltérd er6séggel az EGFR csalad tobbi tagjara is jellemzok,
valamint a heterodimerek révén tobb, parhuzamos utvonal is aktivalodhat, melyek szintén
hathatnak egymasra, igy az egyes receptorok kiilon-kiilon vett kozvetlen hatdsai nehezen
fejthetok meg.

Az ErbB2 molekulat el6szor egy protoonkogén mutansaként azonositottak fiiggetlen
neuroglioblasztémakban, melyek karcinogén-kezelt patkanyokban fejlédtek ki (Schechter és
mtsai, 1984). Bar hasonlé ErbB2 mutaciok az emberi daganatokban nagyon ritkak, a vad-
tipusu ErbB2 igen gyakran amplifikalt genomi szinten és ebbdl fakadoan, de akar anplifikécio
nélkil is, talzott kifejezOdése figyelheté meg fehérje szinten. Eredeti funkcidjat az
embriogenezisben fejti ki (a differencidlodas szabdlyozasaban), és normal felnétt szovetekben
csak ritkdn fejezddnek ki (szivizom). Ezzel szemben emlétumorok 25— 30 %-aban
kimutathatd a fehérje thlzott expresszidja, ami agressziv fenotipussal (fokozott tumor
proliferacié és magasabb metasztatikus potencidl), kemorezisztenciaval és rossz prognozissal
tarsithatd (Menard és mtsai, 2001; Slamon és mtsai, 1987). Bar az ErbB2 nem rendelkezik
ligandummal, mégis az egyik preferdlt heterodimerizaciés partner. Ez leginkabb
ErbB2-ErbB3 heterodimer esetében jelents, ugyanis az ErbB3 nem rendelkezik sajat
tirozinkinaz aktivitassal, s igy csak heterodimerben képes aktivalddni, valamint ez a dimer
szolgéltatja a legpotensebb jelet a sejtek novekedésére (Siegel €s mtsai, 1999).

A fentiek alapjdn az ErbB2 kivalé immunterdpids célpontnak igérkezett, amire
tobbféle stratégiat dolgoztak ki az elmult években, és ezek koziil egy mar a klinikai
gyakorlatban is elterjedt. A lehetséges terapidk: antitest terapia (a Trastuzumab az internalizalt
ErbB2 0jboli sejtfelszinre valo kikeriilését (Sliwkowski és mtsai, 1999), mig a Pertuzumab az

ErbB2 homo- és heterodimerizacidjat gatolja (Agus €s mtsai, 2000)), immuno-liposzomakkal
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torténo specifikus ,,drug-delivery” (F5) (Park €s mtsai, 2004), génamplifikacié megsziintetése
»antisense” oligonukleotidokkal (Vaughn és mtsai, 1995), specifikus tirozinkindz inhibitorok
alkalmazasa (példaul az EGFR ellen klinikumban is hasznalt Gelitimib és Erlotimib (Esteva,
2004)), valamint hdsokkfehérjék specifikus blokkolasa félszintetikus drogokkal (17-AAG)
(Munster és mtsai, 2001).

Az emldsokben talalhatd négy ErbB molekula 40 —45 %-ban azonos, ami a
koszonhetd (Stein és Staros, 2000). Az ErbB receptoroknak azonos a felépitésiik, melyek
részleteirdl szamos kozlemény szadmolt be, igy az EGFR (Garrett és mtsai, 2002; Ogiso €s
mtsai, 2002), ErbB2 (Cho ¢és mtsai, 2003; Garrett és mtsai, 2003) és ErbB3 (Cho és Leahy,
2002) extracellularis domén szerkezetérél, valamint az EGFR tirozinkindz doménjérdl
(Stamos ¢és mtsai, 2002). Szerkezetiik alapvetden a kovetkezd részekbdl allnak: négy
doménbdl (L1, CR1, L2 és CR2) felépiild, ligandum kotd extracellularis szakasz, egy szimpla
transzmembran hélix, a Janus kindzokhoz nagyban hasonlé tirozinkindz domén, és egy tirozin
foszforilacids helyeket tartalmazod C-termindlis farok rész, amely a jelatviteli folyamatokat
indit6 adaptor fehérjék és enzimek csatlakozasi helye.

Az ErbB3 és EGFR monomerek szerkezetét a ligandummal kotott EGFR dimer
szerkezetével 0sszehasonlitva megéllapitottdk, hogy a ligandum az L1 és L2 domének kozé
kot be és dramai konformacids valtozast indukdl a receptor extracellularis doménjében
(Ferguson és mtsai, 2003). Az ErbB2 extracellularis domén szerkezete viszont azt mutatja,
hogy a ligandum kotohely csukott allapotban van és a fenti két domén kozvetleniil érintkezik.

Az ErbB fehérjék dimerizaciojanak lehetséges szerkezeti mechanizmusa a ligandum
indukélt konformaciés valtozassal magyarazhatdo (3. abra) (Burgess és mitsai, 2003).
Ligandum nélkiil az EGFR ¢és ErbB3 tigynevezett ,,zart” konformacioban van, azaz a cisztein

gazdag CR1 domén kolcson hat a CR2 domén egy részével. A ligandum kapcsolt, ,,nyitott”

16



allapotban a CR1 domén kiall a molekulabol, és kristalyszerkezet alapjan ez felelés az EGFR
dimer kialakulasaért, amit eddig csak ligandummal kotott molekuldnal tapasztaltak. Ezzel
szemben az ErbB2 extracellularis doménje a feltételezések szerint mindig ,,nyitott” allapotban
talalhaté, még monomer formaban is, ami megmagyarazhatja, hogy miért ez a molekula a

csaldd masik harom tagjanak a kedvelt dimerizacios partnere.

EGFR ErbB2

3. abra: A7 EGFR csalad dimerizdacios mechanizmusa szerkezeti modellekkel bemutatva. A

--------

vilagoszold és lila részek a ligandum kotd régiok, L1 és L2, a vildgos- ¢és sotétkék részek a
dimerizaciés hurok, CR1, és a sziirke rész a CR2 domén), valamit tirozinkinaz doménjiik
(sarga és sotétzold részek) szerkezete. A jobb fels6 dbran az EGF ligandum bekotodése utan
bekovetkezd konformacids valtozas (zart — nyitott) lathato az EGFR molekulan. Az also6
abrarész pedig az EGFR-ErbB2 heterodimer kialakulasat mutatja; a lehetséges dimerizacios
felszinek jol lathatok. Az 4bra Franklin és mtsai, Cancer Cell, 2004 cikke alapjan késziilt.

A fenti leirasokbol latszik, hogy mara mar viszonylag sok kristalyszerkezeti adat all
rendelkezésre az EGFR csalad tagjairdl, bar ezek csak az extracellularis domén egy részére €s

az intracelluléris kindz doménre vonatkoznak. Ezekbdl jol lehet kovetkeztetni a receptorok
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miikodésére, de pontosabb megértésiikhdoz a receptorok teljes szerkezetének megléte
elengedhetetlen. Emellett ismertek még az ErbB2 receptor immunterapidban hasznalt
antitestekkel képzett komplexeinek kristalyszerkezeti adatai is (Herceptin™: (Cho és mitsai,
2003), Omnitarg™: (Franklin és mtsai, 2004)), igy ezen két antitestnek pontosan tudjuk a
kotddési helyét is. Az egyetlen problémat mar csak az jelenti, hogy a transzmembran régio (és

a kettds lipid réteg) hidnyaban nem lehet megmondani az ErbB2 molekula ektodoménjének

crcr
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3. CELKITUZESEK

Munkénk soran uj fluoreszcens molekulak és aramlasi citométerek alkalmazhatdsagat
szerettiik volna vizsgalni, valamint az ErbB2 receptor modelljét felépiteni. Ehhez az alabbi
kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

o Uj fluoreszcencias festékek és aramlasi citométerek hogyan befolyasoljak az dramlasi
citometrids energiatranszfer (FCET) méréseket és a kapott transzfer hatékonysagot?

e Milyen objektiv fizikai paraméterek alapjan lehet egy adott optikdval rendelkezd
citomérhez a legmegfelelobb FRET festékpart kivalasztani?

e Milyen messze helyezkednek el az egyes ErbB2 epitopok egymastol és a
sejtmembrantol kiilonbozd epitopokhoz kotédd antitest fragmentumokkal végzett

FRET mérések alapjan?

e Lehetséges-e az ErbB2 molekula teljes szerkezeti modelljének predikcidja a jelenlegi

irodalmi adatok és az altalunk végzett FRET mérések alapjan?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Sejtek tenyésztése

Az SK-BR-3 emld- és N87 gyomortumor sejtvonalak az American Type Culture
Collection (Rockville, MD) gylijteményébdl szarmaznak, és a specifikacidjuk szerint
(10 % FCS-t, 2mM L-glutamint és 0,25 % gentamicint tartalmazd6 RPMI médiumban
5%-0s CO, atmoszféraban) néttek korai konfluens 4llapotig. Aramlasi citometris

mérésekhez a sejteket 0,05 % tripszin - 0,02 % EDTA kezeléssel vettiik fel.

4.2 Antitestek

4.2.1 A FCET kisérletekben felhasznalt antitestek

A fluoreszkalo festékek tesztelésénél hasznalt antitesteket, W6/32-t (az MHC 1 nehéz
lanca ellen) és L368-t (a B2-mikroglobulin ellen) Francis Brodskytol kaptuk.

Az ErbB2 epitop térképének elkészitéséhez hasznalt antitesteket, 4D5 (Trastuzumab,
Herceptin™) ¢s 2C4 (Pertuzumab, Omnitarg™) Fab’-kat, 7C2 Fab-t és F5 scFv-t, a
Genentech, Inc.-td0l kaptuk. Ezek a genetikailag modositott antitest fragmentumok az epitdp
felismerd hellyel atellenes végen egy szabad SH-oldallancu ciszteint tartalmaztak (kivéve a
7C2), igy maleimid-reaktiv festékék segitségével biztositani tudtuk az 1:1 festék-antitest

jelolési aranyt, megkonnyitve a pontos FRET tavolsagok szdmolasat.

4.2.2 Fab fragmentumok preparalasa
A 7C2 antitest Fab fragmentumait egy mar koradbban ismertetett modszer szerint
allitottuk eld (Szolldsi és mtsai, 1996). A teljes antitestet pH = 8,0 foszfat pufferelt sdoldatba

(PBS: 100 mM Na;HPO4, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 8,0) dializaltuk, majd L-cisztein

jelenlétében (11 percig 37 °C-on) papainnal emésztettiik. Az emésztést jod-acetamiddal
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allitottuk le, az Fab és Fc fragmentumokat tartalmaz¢ frakcidkat Sephadex G-100 oszlopon
valasztottuk el. Végiil az Fab fragmentumokat protein A oszlop alkalmazasaval szeparaltuk el

az Fc résztol.

4.2.3 Antitestek és Fab fragmentumok konjugaldsa fluoreszkalo festékekkel

A fluoreszkalo festékek tesztelésére végzett kisérleteinkben a W6/32 antitestet donor
festékekkel jeloltik (Cy3, Alexa546, Alexa555 és Alexa568), mig a L368 antitestet akceptor
festékekkel (Cy5, Alexa633 és Alexa647). Az antitestek kb. 1 mg/ml koncentracioju oldatait
fluoreszcein (Alexa546, AlexaS55, Alexa568, Alexa633 és Alexa647; Molecular Probes,
Eugene, OR) és indokarbocianin jellegli (Cy3 ¢és Cy5; Amersham Biosciences, Freiburg,
Germany) festékek szukcinimid észterével konjugaltuk a termékek leirdsanak megfelelden.
Az antitesthez nem kotodott festéket gél-sziiréssel tavolitottuk el Sephadex G-25 oszlop
segitségével. A festék-fehérje jelolési aranyt (L) spektrofotométerrel hatdroztuk meg, értéke
1 és 5 kozott volt, amely tartomanyban a koncentracios fluoreszcencia kioltasnak még nincs
szamottevo hatasa a donor és akceptor festékek fluoreszcencia kvantumhatéasfokara.

Az ErbB2 ellenes antitestek (4D5, 2C4 és F5) kb. 1 mg/ml koncentracioji oldatait
Alexa488, illetve Cy3 és Cy5 fluoreszkald festékek maleimid-szdrmazékaival, a 7C2-t a
festékek szukcinimid észterével jeloltiik a hasznalati utasitadsnak megfeleléen. Az antitesthez
nem kotddott festéket gél-szliréssel tavolitottuk el Sephadex G-25 oszloppal. A festék-fehérje

jeldlési aranyt (L) spektrofotométerrel hataroztuk meg, értéke 1 koriil volt.

4.3 Sejtfelszini jelolések FCET mérésekhez

4.3.1 Sejtfelszini antigének jelolése antitestekkel
A sejteket kétszer mostuk hideg PBS-ben (pH = 7,4), majd kb. 1 millid sejtet

szuszpendaltunk fel 50 pl PBS-ben. A sejteket ezutan 30 percig, jégen, sotétben jeldltik a
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megfeleld festékkel konjugalt monoklonalis antitestek vagy azok Fab fragmentumainak telito
antitest fragmentumokat egyszerre adtuk a sejtekhez. Végiil a sejteket hideg PBS-ben mostuk
kétszer €s 1 %-os hideg formaldehid-PBS-ben fixaltuk. Az €16 illetve a formaldehiddel fixalt

sejteken kapott eredmények kozott a mérési hiban beliil nem volt eltérés.

4.3.2 A sejtmembran jelolése fluoreszkalo lipid szondaval

A FRET alapt membrantdl val6 tavolsag meghatarozasahoz a sejtek felszinét 2-(4,4-
difluoro-5-(4-fenyl-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacén-3-pentanoil)-1-
hexadekanoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolinnal (BODIPY-PC (581/591); Molecular Probes,
Eugene, OR) jeloltik, ami FRET akceptorként szolgalt az ErbB2 receptorokat jelolo,
Alexa488 konjugalt Fab’ fragmentumoknak. A BODIPY-PC (581/591)-¢l valo jeloléshez a
lipid szondat maximum 5 pg/ml végsé koncentracidban adtuk 10° sejtet tartalmazo iivegesSbe
(50 Wl végtérfogat). A jelolést 30 percig jégen végeztiikk, majd a sejteket kétszer jéghideg
PBS-el mostuk, és az Fab’-val jégen torténd, 30 perces jelolés utan a sejteket azonnal aramlasi

citométerrel analizaltuk. A jelolt sejteket jéghideg, formaldehid mentes PBS-ben tartottuk.

4.4 Aramlasi citometrias energiatranszfer mérések
4.4.1 Uj fluoreszkdlé festékek tesztelése
A  FCET méréseket harom kereskedelmi dramlési citométeren végeztiik:
FACSCalibur, FACSVantage SE DiVa opcioval bévitve és FACSArray (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ). A harom citométeren mért fluoreszcencias jelek detektaldsanal hasznalt

1ézer hulldamhosszakat, detektorokat ¢és detektalasi szinképsziirdket az 1. tablazatban tiintettiik

fel.
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I; ) I;

donor szenz. akceptor akceptor

lézer 488 488 635

FACSCalibur detektor FL2 FL3 FL4
szird 585/42 670LP 661/16

1ézer 532 532 633

FACSDiVa detektor FL4 FL5 FL6
szird 585/42 650LP 650LP

lézer 532 532 635

FACSArray detektor Yellow Far Red Red
szird 585/42 685LP 661/16

I. tablazat: A vizsgalatainkban hasznalt harom dramldsi citométer optikai adatai. A
1ézereknél a gerjesztési hullamhosszat, a detektoroknal a detektor gyari elnevezését, valamint
a szliroknél az optikai szlirOk ateresztési hullamhossz-tartomanyat (pl.: 585/42: 563 — 607 nm,
670LP: 670 nm felett) tiintettiik fel.

A vizsgéalatokban Cy3, Alexa546, Alexa555 és Alexa568 (donor) fluoreszkalo
festékekkel konjugalt W6/32 és Cy5, Alexa633 és Alexa647 (akceptor) fluoreszkald
festékekkel konjugalt L.368 antitestekkel jeldltiink meg N87 gyomortumor sejteket MHC [
molekuldkra. A transzfer hatékonysagot, az antitestek kozotti kompeticidt figyelembe véve,
mind donor kioltdsos (7. egyenlet), mind sejtenkénti (14. egyenlet) eljarasban kiértékeltiik

AFlex szoftverrel (Szentesi €s mtsai, 2004).

4.4.2 Az azonos és eltéro ErbB2 epitopok kozotti tavolsagok meghatarozasa
Az ErbB2 ellenes antitestek egymas és onmaguk kozott mért transzfer hatékonysag
értekeit FACSCalibur citométeren hataroztuk meg, az I. tdblazatnak megfeleld beallitasokkal.
A mérésekhez Cy3- és Cy5-konjugalt antitesteket hasznaltunk. A transzfer hatékonysag
értékeket a 14. egyenlet segitségével sejtenként hataroztuk AFlex szoftverrel, majd 20000 sejt
transzfer hatékonysag eloszlasi gorbéinek atlagat hasznédltuk fel tavolsag értékek
kiszamitasara a 3. egyenletnek megfelelden. A VI. tdblazatban feltiintetett atlag transzfer

hatékonysag ¢€s tavolsag értékeket harom fiiggetlen kisérletbdl szamoltuk.
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4.4.3 Az ErbB?2 epitopok membrantol valo tavolsaganak meghatarozasa

A fehérje membrantdl valo tavolsdganak FRET moédszerrel torténd meghatarozasanal
a fluoreszkalo festékkel jelzett molekuldt nagyszamu akceptor festékkel jelzett lipid veszi
kortl, ezért a FRET hatékonysag nemcsak a tavolsag, de a donor-akceptor arany fliggvénye
1s. Szamos analitikus (Dewey ¢s Hammes, 1980; Wolber és Hudson, 1979; Zimet ¢és mtsai,
1995) és numerikus modellt (Snyder és Freire, 1982) dolgoztak ki véletlenszeriien és
szigetekben elhelyezkedd, egy sikban elteriilo akceptorral vald energiatranszfer kiszamitasara.
Ilyen esetekben csak a jelzett epitdp sejtmembran sikjatol valdo merdleges tavolsaga szamit,
ami jol kozelithetd Yguerabide elméleti modelljével (Yguerabide, 1994). A modell szerint
»steady state” allapotban, a donor intenzitas linearisan valtozik az akceptor lipid szonda

feliileti stirtiségével, azaz:

1
7°=1+Kq(5, (17)
ahol
aR> (R
K =—-9%|-0 18
- [Rj (18)

a ,steady state” kioltdsi allando, o az akceptor feliileti siirlisége, Iy az akceptor nélkiili
fluoreszcencia intenzitas (o = 0), Ry a kritikus Forster tavolsag, R pedig a donor festék
merdleges tavolsaga az akceptorok sikjatol.

A membrant6él valod tavolsdg meghatarozasahoz a kisérleteket 488 és 514 nm

1ézergerjesztéssel felszerelt FACSStar >

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) dramlasi
citométerrel végeztiik. A mintdkrdl harom fluoreszcens paramétert detektaltunk: (i) specifikus
donor fluoreszcencia intenzitds (Alexa488) az FL1 (540/40 BP) csatorndban 488 nm

gerjesztésnél, (i1) 488 nm-en gerjesztett és FL2 (590 LP) csatorndban detektalt fluoreszcencia

intenzitas, és (iii) 514 nm-en gerjesztett és FL4 (590 LP) csatornaban detektalt fluoreszcencia
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intenzitds. Az E transzfer hatékonysag értékeket sejtenként szamoltuk ki AFlex szoftver
segitségével. Ezutan a donor intenzitds frakcionalis valtozasat, E/(1—-E) = (l/)—1,
abrazoltuk a BODIPY-PC (581/591) akceptor lipid szonda feliileti stiriségének
fliggvényében, ¢és a kisérleti adatokra egyenest illesztettiink (6. abra). Harom fiiggetlen
kisérlet illesztett egyenesének atlagabol hatdroztuk meg a K, kioltasi 4llandot, amibdl a
membran sikjatol vald merdleges tavolsagot a kdvetkezo egyenlettel szamoltuk:

1/4
R:RS/{%J . (19)
q

Az Ry kritikus Forster tavolsag értéke 5,6-nak addodott az Alexad488 festék kibocsatasi és a
BODIPY-PC (581/591) gerjesztési szinképe alapjan. A BODIPY-PC feliileti striiségét a
hozzaadott festék €s a sejtek koncentracidjabol szamoltuk, teljes festékfelvételt feltételezve,
amit  vizudlisan mikroszkoppal, valamint a sejt szuszpenzid feliiliszojanak
spektrofluorimetrids elemzésével igazoltunk.

Az energiatranszfer kiszamoldsara hasznalt modszeriinkben egy specialis paramétert
kell meghatarozni, az o faktort (Iasd 14. és 16. egyenlet), amit két, kiilon donor €s akceptor
jelzett, azonos szamu festéket tartalmazo mintabol lehet empirikusan kiszdmolni, és ezen
paraméter segitségével lehet az FE transzfer hatékonysag értéket abszolit mddon
meghatarozni. A mi esetiinkben sajnos az egy-egy donor-akceptor aranyt nem tudtuk elérni,
mivel egy fehérjérdl és egy lipid szondardl volt sz6, és nem taldltunk a lipid szonda spektralis
tulajdonsagaihoz hasonlo egyszerli akceptor festéket. Ezért egy olyan standardot hasznaltunk
(az MHC I molekula nehéz lancahoz kotédé W6/32 Fab antitestet) a rendszer kalibralasara,
amelynek mar ismert volt a membrantol valo vertikalis tavolsaga (6,2 nm, (Gaspar és mtsai,
2001)). A W6/32 Fab antitesttel kapott E transzfer hatékonysdg értéket hasonlé mddon

meghataroztuk, majd az illesztett egyenes meredekségébdl és az ismert vertikalis tdvolsagbol
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meghataroztuk az o faktort, amit azutdn ugyanabban a kisérletben felhasznaltunk a tobbi
antitest transzfer hatékonysaganak sejtenkénti kiértékelésénél.

Ezt a megkozelitést késobb egy érzékenyebb citométeren (FACSDiVa) végzett
fiiggetlen kisérletben igazoltuk, amiben az o faktort kozvetleniil hataroztuk meg és azt
hasznaltuk a transzfer hatékonysag kiszamitasara. A sejtfelszini antigének (ErbB2 receptor)
szamat 8 fluoreszcens csucsot ado, tobb szinben gerjeszthetd gyonggyel hataroztuk meg
(P-RPC8-3.0, G.Kisker GbR, Steinfurt, Germany). A lipid festék szamat a feliileti stiriség
kiszamitasanal hasznalt modszer alapjan becsiiltik. Ezzel az uj, fliggetlen kalibracios
eljarassal ugyanakkora membrantol valo tavolsagot kaptunk a 4D5 Fab’ esetén, mint a W6/32

antitestet referenciaként hasznald eljarasban.

4.5 Az ErbB2 domének szerkezetének megallapitasa

Az ErbB2 és EGFR extracellularis doménjének kristalyszerkezetét (PDB hozzaférési
koédok: 1IN8Z (Cho és mtsai, 2003) és 1IVO (Ogiso és mtsai, 2002)) a Protein Data Bank-bol
toltottiik le (Berman és mtsai, 2000). A nem lathaté részeket Modeller (Sali és Blundell, 1993)
¢s Sybyl (Tripos, Inc., St. Louis, MO) szoftverekkel épitettiik.

Az ErbB2 transzmembran (TM) hélix NMR szerkezetét (PDB hozzaférési kod: 111J
(Goetz ¢és mtsai, 2001)) hasznaltuk fel a TM hélix dimerek szerkesztéséhez, valamint
mintaként felhasznaltuk a dlikoforin A (PDB hozzaférési kod: 1AFO (MacKenzie ¢s mtsai,
1997)), a fotoszintetikus reakcié kozpont (PDB hozzaférési kod: 1PRC (Deisenhofer és mtsai,
1995)) ¢és a bakteriorodopszin (PDB hozzaférési kod: 1AP9 (Pebay-Peyroula és mtsai, 1997))
TM régioit.

A transzmembran és a tirozinkindz domének kozott talalhatd, belsé membrankozeli
régional az alabbi masodlagos szerkezeti predikcios modszereket hasznaltuk: a GOR (Garnier

¢s mtsai, 1978), a Maxfield-Scheraga (Maxfield és Scheraga, 1976) ¢és a Qian-Sejnowski
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(Qian ¢és Sejnowski, 1988) mddszerek Sybyl-ben alkalmazott valtozatait, valamint a GOR4
(Garnier és mtsai, 1996), a SOPMA (Geourjon és Deleage, 1995), a Jnet (Cuff és Barton,
1999) és a HNN (Guermeur ¢s mtsai, 1999) eljarasokat, melyek elérheték az ExPASy
molekularis biologiai szerveren (http://www.expasy.org). Az ExPASy szervert BLAST
szekvencia hasonlosagi keresésekhez is hasznaltuk.

Az ErbB2 tirozinkindz doménjének homolog modelljét a Modeller programmal
épitettiik fel az ErbB1 tirozinkinaz doménjének kristalyszerkezete (Stamos €s mtsai, 2002) és
ClustalW-el késziilt szekvencia illesztés (Thompson és mtsai, 1994) alapjan.

A modellezés soran esetleg keletkezett, kedvezotlen van der Waals kolcsonhatasok
kiiktatasdra rovid minimalizdciokat alkalmaztunk a modellezési folyamat tobb 1épésénél a
kovetkezd paraméterekkel: Tripos toltés nélkiili erdtér, 5 angstromds vagési hatar a nem
kotott atomok kozotti kolesonhatasokra, 100 Simplex és 100 Powell iteracid. A szerkezeti
szamitasokat és megjelenitéseket Silicon Graphics O2 ¢és Fuel grafikus munkadllomasokon

végeztik.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

5.1 Az energiatranszfer hatékonysagat befolyasolo tényezok FCET

mérésekben

A FRET mérésekben hasznalhato festékparok haszndlhatésagdnak meghatarozasara
négy paramétert taldltunk relevansnak, ezek a normalizalt fluoreszcencia intenzitds (Zuomm),
spektralis atfedési integral (Jp,), normalizalt energiatranszfer hatékonysag (E,.m) €s az efr
egylitthato.

Az aramlédsi citometrids FRET mérések egyik legfontosabb paramétere a
fluoreszcencia intenzitas, mivel a transzfer hatékonysag egyik mértéke a donor fluoreszcens
jelének csokkenése rezonald akceptor jelenlétében. A donor kioltas észlelése végett ajanlatos,
ha a donor jel legaldbb kétszerese legyen a hattér intenzitdsnak. Méréseinkben a
fluoreszcencia intenzitdsok legalabb haromszor, de akar 6tvenszer is nagyobbak voltak, mint a
hattér intenzitds. Az azonos szamu festékre vonatkozo6 fluoreszcencia intenzitast ugy kaptuk
meg, hogy az atlag fluoreszcens jelekbdl eldszor levontuk az atlag hattér intenzitas értékeket,
majd elosztottuk a festék-fehérje jelolési ardnnyal (L). Az igy normalizalt fluoreszcencia
intenzitas értékeket (1,,») a II. tablazatban tiintettiik fel, és 5 — 200, illetve 60 — 1100 kozott
valtoztak FACSCalibur, illetve FACSDiVa citométereken mérve.

Az energiatranszfer sebességi allandoja fiigg az adott festékpar Forster tavolsagatol,
ami a festékekre jellemzd fizikai allandokat tartalmaz (lasd 4. egyenlet), ezért ezzel a
paraméterrel kivaloan lehetne jellemezni a FRET festékparokat. Sajnalatos médon a kritikus
tavolsag kiszamitasanal hasznalt donor kvantumhatékonysag nagyban fiigg a kornyezeti
hatasoktol, ezért egy adott donorra jellemzd Qp érték nem igazdn hatdrozhaté meg mérési
koriilmények kozott. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy R, leginkabb a 0,0 -0,3

tartomanyban érzékeny a Op-re (van der Meer és mtsai, 1994), ami foként a cianin (Cy3 és
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Cy)) festékekre jellemz0, mig az Alexa festékek kvantumhatékonyséaga tapasztalataink szerint
legalabb 0,3 (tovabbi informacioért lasd (Shapiro, 2003), 336-338.oldal). A jelen
tanulmanyban az aktualis tavolsdgok nem voltak fontosak, ezért a kritikus Forster tavolsag
helyett a spektralis atfedési integralt hasznaltuk. A Jp, atfedési integralt az 5. és 6. egyenlet
alapjan szamoltuk a festékek gyartdi altal ismertetett szinképek alapjan és a III. tablazatban
tiintettiik fel. A Jpy értékek 5—15-10"° Mlem® kozott valtoztak, és a legnagyobbak az
Alexa568 donort, mig a legkisebbek a Cy3 donort tartalmazd parok esetén voltak.

A mért FRET hatékonysagot (E) szintén meg kell vizsgalni, hogy megallapithassuk az
E értékek dinamikus tartomanyat. Az alacsony E tartomanyok rontjak a mérések statisztikai
megbizhatdsagat, és nem teszik lehetdvé, hogy az asszocidcidés mintazatokban bekdvetkezett
valtozasokat nyomon kdvessiik. A magas E tartomanyok (féleg 85 % felett) szintén hibaval
terheltek, mivel azt a kisérletesen meghatarozott 4 paraméterbdl szamoljuk (E = A/[1 + 4]).
Az E értékeket, a 9-11. egyenletekben taldlhatd harom intenzitas érték detektalasa utan, a 14.
¢és 15. egyenletek alapjan szamitottuk sejtenként, majd az egy moduszu FRET hatékonysag
eloszlasi hisztogramok atlagat vettilk. Ahhoz, hogy az egyes festékparokra kapott
hatékonysag értékeket Osszehasonlithassuk, normalizalni kell az értékeket a gerjesztési
szinképekre, a kvantumhatékonysagra és a jelolési donor-akceptor ardnyra. A gerjesztési
szinképeket mar az o szdmitasaban vettiik figyelembe, mig a kvantumhatékonysagokat nem
ismerjilk, de a donor-akceptor aranyokra vald korrekcidot konnyli megvaldsitani. A
kisérleteinkben egy olyan biologiai rendszert hasznaltunk, amelyekben az MHC I molekulak
nehéz és konnyl lanca egyszerre fejezddnek ki a sejt felszinén, és a nehéz lancoknak csak
csekély része (kevesebb, mint 10 %-a) all onmagéaban. Ezért azt feltételeztiik, hogy az dsszes
donor jelzett antitest egy, és csakis egy akceptor jelzett antitesttel van kdlcsonhatasban. Ebben
az esetben csak a festék-fehérje jelolési aranyok aranyaival (Lp/L4 = Lg) kell szamolni, mivel

az antitestek szdmanak ardnya kozelitéleg egy. Ugyanakkor mivel a FRET hatékonysag nem
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linedrisan aranylik a jelolési ardnyokhoz (vagy az o faktorhoz), ezért az 4 =E/(1 —E)
értékeket kell hasznalni az Lp:L,=1:1 értékre vald normalizalashoz. A normalizalt FRET
hatékonysag értékeket (E,,.») a 14-16. egyenletek alapjan a kovetkezoképpen szadmolhatjuk:

Anorm = LR ' E 9 (20)
Ly 1-E

Rnorm
ahol Lguorm = 1; majd a kapott A4,,,, €rtékeket normalizalt transzfer hatékonysag értékekre

konvertaljuk:

A
E — norm _ 21
1+ 4 @

Az igy kapott értékeket, valamint Osszehasonlitds végett az eredeti szamolt transzfer
hatékonysagokat, a I'V. tablazatban tiintettiik fel.

A FRET hatékonysag értékek a Alexa568 donort tartalmazé parok esetében voltak a
legnagyobbak, példaul az Alexa568 és Alexa633 parra 0,80 volt a normalizalt transzfer
hatékonysdg FACSDiVa citométeren, mig a legalacsonyabb értéket (kb. 0,22) az Alexa546
donort tartalmazo parokra kaptuk FACSCaliburon. Néhany, Alexa647 akceptort tartalmazo
festékparra feltiintettik a FRET hatékonysdg eloszlasi hisztogramokat a 4. abran. A
legmagasabb atlag hatékonysag értéket az Alexa568-Alexa647 parra kaptuk, de szintén ennek
a parnak az eloszlasgorbéje volt a legszélesebb.

Egy masik fontos paraméter az o faktor vagy az efr egyiitthato, amivel a FRET
hatékonysag skdla abszolut helyzetét allitjuk be. Mivel az o faktor olyan paramétereket
tartalmaz, amelyek kisérletenként valtozhatnak, ezért ugy gondoltuk, hogy az efr
egyltthatoval megbizhatdbban lehet leirni a FRET festékparokat. Az efr egyiitthaté a festékek
donor gerjesztési hullamhosszon vett molaris abszorpcids egyiitthatdinak aranyaként
szamolhat6 (ep/e4). Ezt a fizikai paramétert nem lehet megbizhatéan meghatarozni a festékek
elnyelési szinképe alapjan, viszont arra lehetdség van, hogy a FRET hatékonysagot

meghatarozzuk a 14. egyenlet alapjan, majd az efr (vagy a) faktort tigy valtoztassuk, hogy a
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hatékonysag érték megegyezzen a donor kioltassal szamolt (antitest kompeticiora korrigalt)
értékkel és/vagy a transzfer hatékonysagbdl visszaszamolt, ,kioltds nélkiili” donor
fluoreszcencia intenzitds (/p) megegyezzen a csak donor jelzett minta fluoreszcencia
intenzitasaval. Az ily médon meghatéarozott efi egyiitthatokat az V. tablazatban tiintettiik fel.
Az efr egyiitthatok 0,2 és 17,0 kozotti értékeket vettek fel, és a Cy3 donort tartalmazo

festékparok esetén volt a legnagyobb, mig az Alexa568 donort tartalmazokra a legkisebb.

500
Cy3-Alexa647

Alexa546-Alexa647
400 Alexa555-Alexa647
350 Alexa568-Alexa647

450 ~

300 A
250 ~
200 ~

Sejtek szama

150
100

N \\‘L
o hocirmtitene e \k

0 1 T T T T
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Energia Transzfer Hatékonysag

4. abra: Az Alexa647 festék transzfer hatékonysag eloszlasi hisztogramjai az ésszes donor
festékkel FACSDiVa daramlasi citométeren. A hatékonysag értékeket sejtenként hataroztuk
meg a 14. és 15. egyenlet alapjan.

Az itt kozolt Jp, és efr egylitthatd értékek mas kisérletekben is felhasznalhatok. Mivel
az atfedési integralokat a festékek ismert gerjesztési és kibocsatasi szinképei alapjan
szamoltuk, ezek az értékek felhasznalhatok a kritikus Forster tavolsag kiszamitasara a donor
kvantumhatékonysaganak ismeretében. Egyediili problémat a k* megadésa jelenthet, amely
azonban specialis esetekben megbecsiilhetd, ha elegendd bizonyiték all rendelkezésre. Az efr
egyltthato legfontosabb tulajdonsaga, hogy az egyes festékparokra kapott értékek azonos

tipust citométerek kozott atvihetok, €s azonos optikai rendszerrel ellatott citométereken
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felhasznalhato FCET mérésekhez (ez foleg a gyari konfiguracioval rendelkez6 citométerekre
igaz, mint a FACSCalibur ¢s a FACSArray). Ezek az egyiitthatok elméletileg kiszamithatok a
festékek gerjesztési szinképébdl, de az igy kapott értékek nem megbizhatok, mert egyrészt a
gyartok altal megadott spektrumok szabad, vagy egy fehérjéhez konjugalt festékre
vonatkoznak ¢€s nem az altalunk hasznalt festék-fehérje konjugatumra, masrészt még ha a
hasznalt konjugatumra is hatarozzuk meg a molaris abszorpcios egyiitthatokat, akkor is az
akceptor festékek gerjeszthetOsége nagyon alacsony az altaldban hasznalt donorgerjesztési
hullamhosszakon. Igy az itt meghatarozott efi egyiitthatok eltérnek a szinképek alapjan
szamitottaktol, és a kozolt értékek pontosabbak biologiai rendszereken végzett mérésekben,

mivel €16 sejtek felszinéhez kotddo fluoreszkalo antitestekre vonatkoznak.

5.2 A FCET mérésekhez optimalis fluoreszkalo festékpar kivalasztasa

A négy donor és harom akceptor festék nagyszadmu kombinacidéban képezhetnek part,
ezért le kivantuk sziikiteni a tartomanyt, amelyben a legoptimalisabb festékpart kerestiik. A
kevésbé kedvezd festékek kiszlirésére az atfedési integral és a FRET hatékonysag tlint a
megfeleld tAmpontnak.

Ahogy az a III. és IV. tablazatban lathato, a Cy3 festéknek a legkisebb az atfedési
integralja és a FRET hatékonysag értékei, valamint ennek a legkisebb a fluoreszcencia
kvantumhatasfoka, bar az E,,., és efr értékek elég magasak és az intenzitasok is atlagosak.
Egy masik kiugro adat az Alexa568 festék igen magas Jpy €s E,om €rtékei, amik azonban
ellentétben allnak a rendkiviil alacsony intenzitas és efi értékekkel, ami kevésbé megbizhatd
FRET hatékonysag hisztogramokhoz vezet (lasd 4. dbra) és gyakorlatilag célszerlitlenné teszi
ezen festék FCET mérésekben vald hasznalatat a vizsgalt citométereken. igy ezt a két donor
festéket (Cy3 és Alexa568) nem vettilk figyelembe a tovabbi vizsgalatokban, ugyanakkor

hasznalhatosagukat meg kell vizsgalni mas citométereken és alkalmazasokban. Bar a Cy3
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festék nagy népszeriiségnek orvend genomikai kutatasokban, fehérje vizsgéalatokra nem
igazan elényos FRET donorként, csak ha a vizsgalt fehérje expresszioja kellden magas.
Ugyanakkor a Cy3-CyS5 festékpar idealis mikroszkopos, akceptor fotoelhalvanyitasos FRET
kisérletekhez (Bastiaens és Jovin, 1996; Vereb és mtsai, 1996), mivel a Cy5 eléggé fotolabilis,
valamint a hozzaférhetd detektalasi sztirokkel és higanygdézlampakkal vagy 543 nm-es
1ézergerjesztéssel a Cy3 megfeleléen mérhetd. Az Alexa568 festéket a 488 és 532 nm
1ézervonalakon val6 rossz gerjeszthetdsége miatt zartuk ki, ugyanakkor ha a citométer olyan
gerjesztd forrassal van ellatva, amely kozelebb esik a festék gerjesztési szinképének
maximumahoz (azaz példaul egy He-Ne lézer 543 nm vagy egy Ar/Kr lézer 568 nm
lézervonala), akkor valdsziniileg az Alexa568 lenne a legjobb FRET donor az itt vizsgalt
festékek koziil. Hasonlo 1ézereket mar alkalmaznak konfokalis 1ézer mikroszkopokban, igy az
Alexa568-Alexa647 festékpar (lasd Jp, értékek a I11. tdblazatban) tiinik a legidealisabbnak az
intenzitas alapti FRET mikroszkopiaban (Nagy €s mtsai, 1998).

Az akceptor festékekre jellemzd paramétereknél nem taldltunk hasonlod kiugro
értékeket. Bar az Alexa647 kicsit alacsonyabb E,,., értékeket mutat, ennek a legnagyobb az
intenzitadsa, mig az Alexa633 alacsony Jp, ¢és efr értékekkel rendelkezik, de az E,,., értékei
kimagaslok. gy egyik akceptor festéket sem hagytuk el.

Ezért a tovabbi vizsgalatokban az Alexa546 és Alexa555 donor, illetve a CysS,
Alexa633 és Alexa647 akceptor festékeket (hat festékpart) hasznaltuk.

Elészor az intenzitasokat elemeztiik (II. tablazat) és azt talaltuk, hogy az Alexa546
koriilbeliil kétszer akkora fluoreszcencia intenzitdst mutat, mint az Alexa555. Az akceptor
festékeknél nem talaltunk ilyen nagy kiilonbségeket, bar az intenzitas aranyok eltértek a két
citométeren, feltehet6leg a detektorsziirbknek koszonhetden. A két citométeren mért
fluoreszcencia intenzitasok kozott lathatd nagy kiilonbségek az eltérd digitalizalasi

tartomanyok miatt vannak: a FACSCalibur 10-bites, a FACSDiVa jel alatti teriiletre 18-bites
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A/D konverzidt hasznal. Mindenesetre az Alexa647-nek volt a legmagasabb, mig az

Alexa633-nak a legalacsonyabb intenzitdsa. igy a fluoreszcencia intenzitasok alapjan az

Alexa546-Alexa647 par tinik a legjobb valasztasnak.

FACSCalibur
festék Lot L Liorm Emax (M'lcm'l) Eoxe (M'lcm'l)

— 8
e Cy3 124 3,56 33 150000 28000
é g Alexa546 100 1,85 50 112000 8000
I Alexa555 147 3,46 40 158000 23000
Alexa568 29 4,19 5 88000 5000

. - 1
g é Cy5 411 2,91 158 250000 187000
g @ Alexa633 80 1,06 75 159000 154000
Alexa647 1054 52 202 250000 141000

FACSDiVa
festék Lyere L Luorm Emae Mem™)  gore M em™)

- 27
e Cy3 1737 3,56 481 150000 86000
é § Alexa546 2094 1,85 1118 112000 37000
L  Alexa555 2215 3,46 632 158000 78000
Alexa568 280 4,19 61 88000 30000

Lo~ — 8
% § Cy5 1130 2,91 386 250000 174000
g i@/ Alexa633 392 1,06 362 159000 159000
Alexa647 2954 52 567 250000 129000

II. tablazat: Normalizalt fluoreszcencia intenzitisok és a donor és akceptor festékek

molaris abszorpcios egyiitthatoi. Az I, az adott citométeren mért fluoreszcencia intenzitas

(tetszOleges egységben), L a festék-fehérje jelolési arany (W6/32 antitest a donorok és L368

antitest az akceptorok esetén), /., a normalizalt fluoreszcencia intenzitas, €,,, a intenzitas

maximumnal mért molaris abszorpcids egyiitthatd, €. a gerjesztési hullimhosszon mért

molaris abszorpcids egyiitthato.
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Ezutan a spektralis atfedési integralokat (Jp4) vizsgaltuk meg (III. tablazat), mivel a
kritikus Forster tavolsagon keresztiil ezek hatarozzdk meg az energiatranszfer érzékenységi
tartomanyat. Az 0sszes esetben az Alexa633 akceptor adta a legkisebb és Alexa555 donor a
legnagyobb atfedési integralokat. A masik két akceptorral, Cy5 és Alexa647, hasonld értékek
adodtak, bar a Cy5 festéké egy kicsit magasabb volt. Igy az atfedési integral alapjan az
Alexa555-Cy5 par tlinik a legjobb festékparnak, bar a tobbi festéket sem lehet figyelmen
kiviil hagyni, mivel az egyes festékparok kozotti kiilonbségek kicsik voltak (a Jpy értékek a

7,2 —8,7-10"° M'em’ tartomanyba estek).

Donor Akceptor
Cy5 Alexa633 Alexa647
Cy3 5,5 5,5 5,2
Alexa546 8,1 7,2 7,8
Alexa555 8,7 7,4 8,6
Alexa568 14,6 10,5 14,9

II1. tablazat: A donor és akceptor festékpdarok Jp. dtfedési integraljai. Az atfedési
integralokat (Jp: 10" M'em?) a festékek gerjesztési és kibocsatasi szinképeibél az 5. és 6.
egyenlet alapjan szdmoltuk.

Ezek utan a normalizalt FRET hatékonysag értékeket vizsgaltuk meg (IV. tablazat). A
két donorral kozel hasonld értékeket kaptunk mindkét citométeren, ezért ugy véljiik, hogy
esetiikben nem a FRET hatékonysag érték a meghatarozd. Ugyanakkor nagy kiilonbségek
lathatok az akceptoroknal: az Alexa633 a legnagyobb, mig az Alexa647 a legkisebb
normalizalt FRET hatékonysag értékekkel rendelkeznek. Ezek alapjan az Alexa555-Alexa633
par a leghatékonyabb FRET par. A tdblazatban lathat6, hogy a FACSDiVan (532 és 633 nm
lézergerjesztés) mért FE,,., értékek minden esetben magasabbak voltak, mint a
FACSCaliburon (488 és 635 nm lézergerjesztés) mért értékek, noha elméletileg a transzfer

hatékonysag fiiggetlen a muszertdl. Az eltérés azzal magyarazhat6, hogy a donor csatornaban
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jobb a jel/zaj viszony, mivel az 532 nm-es gerjesztés optimalisabb erre a festékekre, mint a

488 nm-es.
a)
Donor Akceptor
FACSCalibur FACSDiVa
Cy5s Alexa633 Alexa647 Cy5s Alexa633 Alexa647
Cy3 0,273 0,126 0,382 0,277 0,126 0,320
Alexa546 0,302 0,135 0,415 0,387 0,286 0,495
Alexa555 0,301 0,159 0,494 0,321 0,262 0,553
Alexa568 0,455 0,311 0,637 0,539 0,497 0,704
b)
Donor Akceptor
FACSCalibur FACSDiVa
Cy5s Alexa633 Alexa647 Cy5s Alexa633 Alexa647
Cy3 0,341 0,327 0,298 0,345 0,326 0,244
Alexa546 0,236 0,213 0,202 0,311 0,412 0,258
Alexa555 0,366 0,382 0,393 0,388 0,537 0,451
Alexa568 0,574 0,641 0,585 0,655 0,796 0,657

IV. tablazat: Transzfer hatékonysdag értékek két aramldsi citométeren. Az a) részben a
kozvetlen mért, mig a b) részben a festék-fehérje jeldlési aranyokra normalizalt transzfer
hatékonysag értékeket tiintettiik fel W6/32 (donor) és L368 (akceptor) antitestek kozott
FACSCalibur és FACSDiVa aramlasi citométereken.

Utolsonak az efr egyiitthatdt vizsgaltuk (V. tablazat), és itt talaltuk a legnagyobb
eltéréseket. Az AlexaS55 festékparokra magasabb efr egyiitthaté adddott, mint az Alexa546-
ot tartalmazd parokra, ami csak a gerjesztési spektrumok alapjan épp az ellenkezo lett volna
(ABRA ?!). Ugyanakkor az Alexa633-al kapott értékek nagyjabél ugyanakkorak voltak
mindkét citométeren, és a FACSDiVan az Alexa546-Alexa647 parra magasabb efi értéket
kaptunk, mint az Alexa555-Alexa647 parra. Az akceptorokkal kapott efr egyiitthatd értékek a
donoroktol fiiggetleniil az Alexa633, Alexa647 és Cy5 sorrendben novekedtek mindkét
citométeren. Tehat az efr értékek alapjan az Alexa555-CyS5 par latszik a legjobb vélasztdsnak

FCET mérésekhez.
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Donor Akceptor

FACSCalibur FACSDiVa
Cy5 Alexa633 Alexa647 Cy5 Alexa633 Alexa647
Cy3 17,0 10,4 14,8 8,5 3,7 7,1
Alexa546 9,0 7,1 8,1 4,2 1,3 3,3
Alexa555 12,7 6,8 9,2 6,0 1,3 3,1
Alexa568 1,1 0,7 0,9 0,7 0,2 0,4

V. tablazat: Az efr egyiitthato két aramlasi citométeren. Az efr egyiitthatd a fluoreszkald
festékparok donor gerjesztési hullimhosszon (488 nm a FACSCaliburon és 532 nm a
FACSDiVian) mért moldris abszorpcids egyiitthatdinak aranya. Az egyiitthatokat a sejtenkénti
¢s a donor kioltdsos moddszerrel kapott transzfer hatékonysagok Osszevetésével hataroztuk
meg.

Héarom miiszer-fliggd paramétert az Alexa546-Alexa647 parra FACSArray aramlasi
citométeren is meghataroztunk. A normalizalt fluoreszcencia intenzitasok (Z,,,) kiillon-kiilon
5356 és 20852 értékeknek (83 és 11 hattér értékek mellett) adodtak az Alexa546 (Lp = 4,05)
¢s Alexa647 (L, =4,54) festékekre. Ezek az értékek a FACSDiVan kapott értékeknél is
magasabbak, feltehetdleg a kiivettds megvilagitasi rendszernek koszonhetéen. A normalizalt
FRET hatékonysag értékre (E,om) 0,352-t kaptunk, ami magasabb, mint amit a
FACSCaliburon és FACSDiVan kaptunk. Az efr egyiitthatét a fentiekhez hasonlé modon
hataroztuk meg, és értéke (3,3) ugyanannyi volt, mint a FACSDiVéan a hasonlo 1ézergerjesztés

¢és detektalasi rendszer miatt.

Az Osszes adatot Osszevetve a legkiemelkedobb tulajdonsdg a donor festékek
megnovekedett fluoreszcencia intenzitdsa (és jel/zaj viszonya) 532 nm hullamhossza
gerjesztésnél, ami nem meglepd a gerjesztési szinképek fényében. Masrészrdl a kiilonbdzo
aramlasi citométereken kapott normalizalt fluoreszcencia intenzitdsokat igazabol nem lehet
Osszevetni egymassal, még a lézerteljesitmény €s detektalasi profilok ismeretében sem, mert a

gerjesztési és fénygyljtési koriilmények nagyban eltérhetnek egymastol. fgy azt a
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kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a FCET mérések érzékenységének novelése érdekében nem
elegendd, hogy, mint az kordbban leirtuk (Sebestyén és mtsai, 2002), olyan fluoreszkalo
festékeket alkalmazunk, melyek a lathaté spektrum vords tartomanyaban emittalnak, hanem
az is sziikséges, hogy az aramlasi citométerek ezen festékek gerjesztéséhez optimalis
lézervonalakkal legyenek felszerelve.

A jel/zaj viszonyok nagyban befolyasoltdk a FRET hatékonysag értékeket is. Mind a
jel/zaj viszony, mind a FRET hatékonysag nagyobb volt az 6sszes vizsgalt festékparra nézve a
FACSDiVan, mint a FACSCaliburon mérve, noha a FRET hatékonysag elméletileg miiszertol
fiiggetlen. Ez az ellentmondés sziikségessé¢ teszi a kiilonb6zd kutatokdzpontokban eltérd
miiszerekkel kapott FRET eredmények oOsszehasonlithatosaganak vizsgalatat. Altalaban
elmondhat6, hogy az azonos, vagy azonos tipusu miiszeren mért FRET hatékonysagoknak (és
még azok eloszlasi hisztogramjanak is) igen hasonlonak kell lennitik, és az esetleges eltérések
a mintak biologiai valtozékonysaganak tudhatok be. Ez feltehetdleg igaz azokra a miiszerekre
is, melyek hasonlo 1ézervonalakkal, optikai szlirdkkel és detektorokkal vannak felszerelve.
Ugyanakkor a donor gerjesztésére haszndlt lézer hullamhossz megvaltoztatisa nagyban
befolyasolhatja a festék kvantumhatékonysagéat (ez a fizikai paraméter nem fliggetlen a
hullamhosszt6l, csak kiilonleges esetekben), ami a Forster tavolsagon keresztiil hatassal van a
FRET hatékonysag értékére is. Egy idedlisabb gerjesztési hullamhossz a donor jelet is
megnoveli, valamint lecsokkenti a FRET hatékonysag eloszlasi hisztogramok miszerfiiggd
variancidjat, ami megvaltoztathatja az atlagos FRET hatékonysagot. Vagyis kiilonbozé
laboratériumokbol szarmazé FRET adatok Osszehasonlitdsanal legalabb a fluoreszcencia
intenzitasokat és normalizalt FRET hatékonysagokat figyelembe kell venni, és ha lehetséges,
akkor a hasznalt festékek kvantumhatékonysagat is.

A festékek tulajdonsagait Osszegezve elmondhatjuk, hogy a két donor festék,

Alexa546 ¢és Alexa555 minden szempontbdl igen hasonlok voltak, de a legtobb esetben az
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Alexa555 bizonyult jobbnak. A nagyszamu antigént expresszaldé modell rendszeriinkben nem
volt jelentds a két festék kozotti donor fluoreszcencia jel/zaj viszony kiillonbsége, ugyanakkor
egy alacsony antigén-szam mellett kapott alacsony donor fluoreszcencia kedvezétleniil
befolyasolhatja a FRET eloszlasok szorasat, és jelentdsen behatarolhatja a FRET mérések
érzékenységét. Ezért egy donor festék esetén a legfontosabb paraméter a mért fluoreszcencia
intenzitds és a donor csatornaban detektalhatd jel/zaj viszony, ami alapjan viszont az
Alexa546 a jobb FRET donor partner (a magasabb normalizalt fluoreszcencia intenzitas
egyediill az Alexa546 jobb kvantumhatékonysaganak tulajdonithatd). Egy akceptor festék
esetén a donor fluoreszcencia csatorndba vald atvilagitas és az atfedési integral a fontosabb.
Ez alapjan a Cy5 a legjobb, mig az Alexa633 a legrosszabb FRET akceptor, és az Alexa647
igen hasonl6 a Cy5-hoz. Az egyediili oka, hogy a Cy5-6t kevésbé jo festéknek tartjuk az az
alacsony kvantumhatékonysagaval és a gyenge fotostabilitdsdval van Osszefliggésben, amit
figyelembe kell venni, ha ezeket az eredményeket mikroszkopos ¢€s fluoriméteres
vizsgalatokban is fel szeretnénk hasznalni.

A négy relevans paraméter (normalizalt fluoreszcencia intenzitds (l,.m), atfedési
integral (Jp4), normalizalt energiatranszfer hatékonysag (E,..m) €s efr egyiitthatd) vizsgalata
alapjan azt taldltuk, hogy az Alexa555-Cy5 ¢és az Alexa546-Alexa647 festékparok
rendelkeznek a legkedvezdbb jellemzdkkel. Az elsé par rendelkezik a legnagyobb atfedési
integrallal, és ezzel kaptuk a legnagyobb FRET hatékonysag értéket, mig az utdbbi
festékparral mértiikk a legmagasabb fluoreszcencias jeleket. Mivel a fluoreszcencids
mérésekben a fluoreszkald festék gerjeszthetdsége és detektalhatosaga a legfontosabb, ezért
aramlasi citometrids energiatranszfer kisérletekhez az Alexa546-Alexa647 festékpar a
legmegfelelobb. Ugyanakkor egyes mikroszképos technikdkban a fluoreszkald festékek
fotodestrukcidja is fontos, igy akceptor fotoelhalvanyitdsos FRET méréseknél az

Alexa555-Cy5 a legjobb valasztas (Vereb és mtsai, 2004).
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Sajnos kisérleteinkben nem volt alkalmunk és lehetdségiink az Osszes aramlasi
citométeren kiprobalni a festékparokat csak néhany Becton-Dickonson altal gyartott
miszeren, de leirdsok alapjan megvizsgaltunk mas gyartoktol szarmazod és beszerezhetd
citométereket is (ezekrél bévebben: (Shapiro, 2003), 8. fejezet). Ugy talaltuk, hogy az FC500
(Beckman Coulter, Inc.) és a CyAn (Dako Cytomation) citométerek a FACSCaliburhoz
hasonlo fényforrasokat, detektalasi szliroket és kiivetta rendszert tartalmaznak, ezért az itt
kozolt eredmények feltehetdleg ezekre a rendszerekre is érvényesek, valamint az igen hasonld
két Becton-Dickinson miszerre is: az LSR Il-re és a FACSAria-ra. Ezeken kiviil még a
CyFlow (Partec GmbH.) citométert talaltuk, amelyet kivansag szerint tobbféle didda 1ézerrel
lehet felszerelni, igy elméletileg lehetséges egy olyan rendszert épiteni, amelyik optikai
tulajdonsdgaiban az altalunk vizsgalt kereskedelmi rendszereknél optimalisabban hasznalhato
FCET kisérletekben. A FACSArray egy viszonylag olcsé és rendkiviil gyors miiszer, ezért
kivaléan alkalmas nagymennyiségii €p sejten molekularis asszociacidok vizsgalatra aramlasi

citométeres fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer kisérletekben.

A gyakran hasznalt fluoreszkald festékek szamos tipusat nem vizsgaltuk
kisérleteinkben, igy a fikobilin fehérjéket, a zold fluoreszkald fehérje variansait és a kvantum
gyongyoket, melyeknek azonban érdemes tanulmanyozni a FCET mérésekben vald
hasznalhatosagukat.

A fikobilin fehérjék, R-fikoeritrin (R-PE) és allofikocianin (APC), valamint tandem
konjugélt szarmazékaik igen népszerlieck immun-fluoreszcens kisérletekben, mivel kivalo
gerjeszthetdségiik révén (az R-PE molaris abszorpcids egyiitthatoja: € ~ 2 millié M'em™)
akdr néhany szaz antigén detektalasara is alkalmasak (Maecker és mtsai, 2004). Azonban ezen

fehérjék mérete Osszevethetd az antitestek méretével, igy kis molekuldris tavolsagok
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meghatdrozasara nem igazan alkalmasak. A méretiikb6l kdvetkezden ezek meglehetdsen lassu
mozgasokat végeznek, és nem foroghatnak olyan szabadon, mint a kisebb fluoreszkald
molekuldk, ami olyannyira behatérolja orientacios szabadsagi fokukat (%), hogy az igy el8allt
FRET haté¢konysag tartomany gyakorlatilag hasznalhatatlan (Batard és mtsai, 2002).

Amikor ¢16 sejteken végzett FRET tanulmanyokban antitestekhez konjugalt
fluoreszkalo festékeket alkalmazunk donor-akceptor parként, akkor ezekkel gyakran csak a
molekulak extracellularis részét tudjuk vizsgalni, és a vizsgalatok kivitelezhetdésége nagyban
fligg attol, hogy van-e megfeleld antitest. A fluoreszcencia rezonancidra alkalmas zold
fluoreszkald fehérje (GFP) valtozatok kifejlesztése révén a modszer alkalmazhatosagat
sikertilt kiterjeszteni az intracellularis folyamatok tanulményozéséra is (Chan és mtsai, 2001;
Dumas ¢és mtsai, 2004; Hawley és mtsai, 2004). Azonban az ismert eldnyeik és fontossaguk
mellett szamos hatrannyal rendelkeznek, melyek megnehezitik FRET kisérletekben valo
hasznalatukat. Egy jo FRET part alkoté GFP valtozatok kivalasztasa megfeleld koriiltekintést
igényel, mivel a gerjesztési ¢és detektdlasi tartomanyok altaldban igen kozel vannak
egymashoz, és a spektralis atvilagitdsok nagyban leronthatjdk a FRET hatékonysag
meghatarozasanak pontossagat. Ezen a probléman segithet a teljes szinkép egyszeri
detektaldsa, majd annak komponensekre bontdsa matematikai algoritmusokkal (Gadella és
mtsai, 1997; Vermeer és mtsai, 2004). Egy masik akadalyoz6 tényezd, hogy a legtdbb
hozzaférhet6 1ézervonal nem optimalis a fehérjék gerjesztésére, és a GFP valtozatok fdleg a
lathatd szinkép alacsony hullamhosszu tartoméanyat fedik le, ahol az autofluoreszcencia
nagyban csokkentheti az érzékenységet. Mindenesetre néhany tjonnan kifejlesztett voros
emittald fluoreszkald fehérje valtozat (DsRed, RFP) sikerrel alkalmazhato lehet FRET
kisérletekben is (Erickson és mtsai, 2003). A legnagyobb hatrany, hogy egyszerre két
fehérjével kell transzfektalni a sejteket, hogy FRET festékpart kapjunk. Ez a nehézség

athidalhat6, ha a GFP valtozatok kolcsonhatasait homotranszferrel vizsgaljuk, amely jelenség
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két azonos tipusu fluoreszkaldo molekula kozott jatszodhat le és a fluoreszcencia anizotropia
csokkenésében jelentkezik. Ezt a modszert nemrég sikerrel alkalmaztdk mikroszkopon (Lidke
¢s mtsai, 2003), amit kis befektetéssel és egyszert valtoztatasokkal dramlasi citométerre is at
lehet tltetni.

A kvantum gyongyoket egyre gyakrabban hasznaljak orvosbioldgiai tanulmanyokban,
ezért meg kell vizsgalnunk ezek hasznalhatosagat a FRET mérésekkel kapcsolatban is. A
kvantum gyongyok o eldnye, hogy széles gerjesztési és keskeny €s szimmetrikus kibocsatési
spektrummal, j6 kvantumhatékonysaggal és fotostabilitassal rendelkeznek (Bruchez és mtsai,
1998; Jovin, 2003). Ugyanakkor ezek a tulajdonsagok FRET tanulmanyokban hatranyosak is
lehetnek. Igy a nagyon széles gerjesztési spektrum miatt a kvantum gyongyoket nem lehet
FRET akceptorként hasznalni, mivel az akceptor szenzitizacid til alacsony lenne, ami rontana
a FRET mérés pontossagat. Donorként alkalmazva viszont a keskeny kibocsatasi spektrum
miatt az atfedési integral lenne til alacsony, igy az adott donor-akceptor par R, kritikus
Forster tavolsaga is. Valamint itt is jelentds hatranyt jelenthet a méret: bar a belsé mag igen
kicsi (2-5nm), a bioldgiai védelem és antitest kotés miatt alkalmazott kdpeny annyira
megnoveli a kvantum gyongy méretét (15-20 nm), hogy az méar FRET mérésekre

alkalmatlanna valik.

5.3 Az azonos és eltéré ErbB2 epitopok kozott mért tavolsagok
Az ErbB2 receptor molekuldris asszocidtumait négy antitest segitségével kivantuk
feltérképezni: a 4D5, 2C4, 7C2 és F5 antitestekkel. A 4D5 monoklonalis antitest humanizalt
valtozatat (Trastuzumab; kereskedelmi nevén Herceptin™) mar klinikai gyakorlatban is
hasznaljak magas ErbB2 expresszidju emlétumorok esetében, mig a 2C4 humanizalt valtozata
(Pertizumab; Omnitarg™) 2. fazist klinikai kiprobalas alatt all, és a remények szerint olyan

tiido- és prosztatatumor fenotipusoknal is alkalmazhatd, melyekben az ErbB receptorok
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expresszios szintje alacsonyabb (Esteva, 2004). Az F5 scFv antitestet liposzémahoz
kapcsoltan kivanjak hasznalni célzott gyogyszeres terapiaban (Park és mtsai, 2004).

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a négy jeldlt antitest egymastol valod (intramolekularis)
tavolsagait, valamint két ErbB2 molekuldhoz kapcsolt ugyanazon antitest intermolekularis
(homodimerizacids) tavolsagait is. A FRET mérésekhez Cy3- és Cy5-jelzett antitestekkel
jeloltiink magas ErbB2 expresszids szintli emlo- (SK-BR-3) és gyomortumor (N87) sejteket.
A FRET hatékonysag hisztogramokat sejtenként hatdroztuk meg FACSCalibur aramlési
citométerrel, mintanként 20000 sejtrél gyljtve adatot. A FRET hatékonysag értékek minden
esetben a megbizhatosagi hatar (5 %) koriil vagy felett voltak, és szamottevoen eltértek a csak
donorral jelzett mintara (negativ kontroll) kapott értéktdl. Hasonl6 adatokat kaptunk mindkét
sejtvonalon, de mivel az ErbB2 expresszios szintje kb. 30 %-kal magasabbnak mutatkozott az
N87 sejteken, tovabbiakban csak az N87 sejtvonalrol nyert adatokat ismertet;jiik.

Az intra- ¢és intermolekuldris jelolésnek megfelel6 FRET hatékonysag eloszlasi
hisztogramokat az 5. abréan tiintettiik fel. Jol lathato a 4D5 és 2C4 kozott mért magasabb
transzfer hatékonysag, bar az eloszlasi hisztogram elég széles, ami pusztdn bioldgiai
valtozékonysaggal nem magyardzhatd, foleg ha Osszevetjiik a kicsit alacsonyabb atlag
transzfer hatékonysagi 4D5-7C2 eloszlasi hisztogrammal. A legval6sziniibb magyarazat,
hogy nem csak intra-, de intermolekularis kdlcsonhatasok is megjelennek, amik aramlasi
citométeres modszerekkel nem oldhatok fel. Ugyanez mondhaté el a 4D5-F5 parra is, bar ott a

transzfer hatékonysag mar a kimutathatosagi hatar kozelében talalhato.
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5. abra: Eltéré és azonos ErbB2 ellenes antitestek kozott mért energiatransifer
hatékonysag eloszldas hisztogramok. A hatékonysag értékeket sejtenként hataroztuk meg a 14.
¢és 15. egyenletek alapjan FACSCalibur aramlasi citométeren.

A harom fliggetlen mérés atlagdbol szamolt (3. egyenlet) molekuléris tavolsagok (€s
azok hibgja) a VI. tablazatban lathatok. A Cy3-Cy5 parra jellemz0 kritikus Forster tavolsag

Ry = 5,0 volt a szamitasainkban (Bastiaens és Jovin, 1996).
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Eltéro epitopok kozotti tavolsagok

Donor Akceptor komsgg\t/ﬁ};)% £+ atlag R + SEM (nm)
4D5 2C4 21,1 +£2,3 6,2+0,2
4D5 F5 5,0+0,8 82+0,2
2C4 7C2 6,2+0,8 79+0,2
2C4 F5 3,9+0,9 85+04
7C2 4D5 5,3+0,3 8,1+0,1
7C2 F5 34+0,5 8,7+0,2

Azonos epitopok kozotti tavolsagok

Donor Akceptor korriégég/[ég;:;g Ex atlag R £ SEM (nm)
4D5 4D5 11,2+0,9 7,1+£0,2
2C4 2C4 9,9+0,7 72+0,2
7C2 7C2 13,4 +0,1 6,8 +£0,2
F5 F5 6,8+0,6 7,7+0,2

VI. tablazat: Az ErbB2 ellenes antitestek kozott mért FRET hatékonysdagok (E) és az
ezekbol szamolt molekularis tavolsdagok (R). A hatékonysag értékek harom fliggetlen mérés
atlagai, a SEM pedig a minta kdzépértékének kdzepes hibaja.

A fenti vizsgalatokat mar egyszer elvégezték (Nagy és mtsai, 1998) hdrom emlétumor
sejtvonalon (SK-BR-3, BT474 ¢és BT474-M), de kisérleteikben teljes, monoklonalis
antitesteket hasznaltak ¢és nem ismerték a fluoreszkald festékek kotdhelyét. Az
intramolekularis transzfer hatékonysag értékek valamelyest nagyobbnak adédtak ezekben a
kisérletekben, ami a teljes antitestek nagyobb méretébdl adodo flexibilitassal magyarazhato,
viszont az intermolekuldris transzfer hatékonysagok jo egyezést mutattak az altalunk kapott
eredményekkel.

Az eltérd epitopok kozotti molekularis tavolsag adatok alapjan megallapithatjuk, hogy
a 4D5 és 2C4 antitestek végpontjai taldlhatok legkdzelebb egymashoz, mig a tobbi a
kimutathatdsagi hatar kozelében, igen messze helyezkedik el egymastél. A késobb

meghatarozott ErbB2-2C4 kristalyszerkezet lehetdséget adott arra is, hogy a két Fab
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molekulat egy ErbB2 molekuldhoz dokkoljuk. Az igy meghatarozott 4D5-2C4 tavolsag 9,57
nm volt, joval nagyobb, mint a mérési eredményekbdl szamolt 6,2 nm. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a 4D5 és 2C4 kozotti transzfer foleg intermolekularis lehet,
Osszhangban a FRET eloszlas vizsgalatokon levont kdvetkeztetésiinkkel.

Az azonos epitopok kozotti transzfer hatékonysag (7 — 14 %) és tavolsag (6,8 —
7,7 nm) értékek igen hasonlok voltak. Elméleti megfontolasok alapjan ez kétféleképpen
magyarazhat6: egyrészt elképzelhetd, hogy az antitestek végén elhelyezkedd festék molekulak
a receptor egyik ,,oldalara” esnek, igy a receptor felszinét kovetik egy bizonyos tavolsagra,
masrészt az is lehetséges, hogy az antitestek a receptor tobb oldalarol allnak ki, s igy bar
antitestenként ketté, de valdjaban harom vagy tobb receptor kozotti kolcsonhatasokat
reprezentalnak. Ezt a képet tovabb arnyalja a festék molekuldk membrantol vald tavolsaga,
amibOél meghatarozhaté az antitestek kotohelyiiknél mérhetd, membranra merdleges

dolésszoge.

5.4 Az ErbB2 epitopok membrantol valo tavolsaga

Az antitestek sejtmembrantol vald tavolsaganak meghatdrozasadhoz Yguerabide
modszerét (Yguerabide, 1994) alkalmaztuk, amellyel korabban mar sikertilt feltérképezni az
MHC 1 molekula szerkezetét (Gaspar és mtsai, 2001). A moédszer 1ényege, hogy egy
pontszerli fluorofér sikban elhelyezkedd, fluoreszcencia rezonancidara képes masik
fluorofortol vald vertikalis tavolsdga meghatarozhaté, ha a sikban 1évo festék feliileti
striiségének fiiggvényében vizsgaljuk a fluoreszcencia intenzitas arany, azaz a transzfer
hatékonysag valtozasat.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a négy jeldlt antitest membran sikjatol vett vertikalis
tavolsadgait. A FRET mérésekhez BODIPY-PC (581/591) lipid festékkel jeloltik a

sejtmembrant, majd Alexa488-jelzett antitestekkel jeloltiik az ErbB2 receptort magas ErbB2
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expresszios szintli gyomortumor (N87) sejteken. A FRET hatékonysag hisztogramokat

sejtenként hatéroztuk meg FACSStar ">

aramlasi citométerrel, mintanként 10000 sejtrol
gyljtve adatot. Az egyes antitestekkel kapott transzfer hatékonysag értékeket, pontosabban az
E/(1 — E) értékeket abrazoltuk a lipid festék feliileti stirliségének fiiggvényében, majd a kapott
pontokra egyenest illesztettiink, ami a 6. dbran lathat6. A jobb dbrazolas miatt az F5 antitestre

csak az els6 pontot és az illesztett egyenes elejét tiintettiik fel, de ez a pontsorozat is hasonlo

illeszkedést mutatott.

10
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6. abra: Az ErbB2 ellenes antitestek membrantol valo tavolsaganak meghatdrozdsdra

hasznalt Stern-Volmer dbra. A transzfer hatékonysag értékeket sejtenként hataroztuk meg a

PLUS

14. egyenlet alapjan FACSStar aramlasi citométeren, a feliileti slirliséget pedig a sejt

méretébdl és a hozzaadott lipid festék mennyiségébdl becsiiltiik.

Harom fiiggetlen kisérletben a fenti abran lathatéhoz hasonlé illesztett egyenesek
meredekségének atlagait (K,), valamint az azokbol a 19. egyenlettel szamitott tavolsag (R)

értékeket (és azok hibajat) a VII. tablazat tartalmazza. A BODIPY-PC (581/591)-Alexa488
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parra jellemz6 kritikus Forster tavolsagot a festékek szinképe alapjan szamoltuk ki, és az

Ry = 5,6-nak adodott.

Antitest atlag K, atlag R £ SEM (nm)
4D5 2,96 74+0,4
2C4 5,00 6,0 £0,1
7C2 4,12 6,2+0,2
F5 24,00 4,7+0,2

VII. tablazat: Az ErbB2 ellenes antitestekkel kapott , kioltdsi dllandok” (K,) és az abbol
szamolt membrantol valo tavolsagok (R). A kioltasi allandok harom fiiggetlen mérés atlagai,
a SEM pedig a minta kozépértékének kdzepes hibaja.

A fenti adatok alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az F5 scFv taldlhato
legk6zelebb a membranhoz, mig a 2C4 ¢és 7C2 kdzepesen, a 4D5 pedig meglehetdsen messze
helyezkedik le a membrantol. Ennek ellentmondani latszott, hogy a 4D5 kdotohelye, ,,phage
display” kisérletek alapjan (Genentech, Inc. személyes kommunikacid), a membranhoz kozel
talalhat6, ami viszont feloldhatd, ha azt feltételezziik, hogy a 4D5 Fab’ a membrantol elfele
all. Ezeket a tdvolsadg adatokat késdbb részben aldtdmasztottak az ErbB2 ektodomén 4D5 és
2C4 Fab-kkal képzett komplexeinek rontgen kristalyszerkezete, és a tovabbi szamitasoknal

ezeket a koordinatakat hasznaltuk fel.

5.5 A majdnem teljes hosszusagu ErbB2 dimer modellje

Noha kisérleteinkben mind a négy antitest egymastol és a membrantdl valo tavolsagait
meghatdroztuk, az itt kozolt molekulamodellezési szamitasokndl csak a 4D5 Fab’ antitest
tavolsag adatait hasznaltuk fel. Ennek oka, hogy a 2C4, szerkezeti adatok alapjan (Burgess ¢€s
mtsai, 2003), gatolja a homo- és heterodimerek képzddését, az F5 scFv antitestnek kicsi az
affinitdsa és erdsen kompetal a tobbi antitesttel, mig a 7C2 kotéhelyét még nem sikeriilt teljes

bizonyossaggal meghataroznunk.
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Az ErbB2 ektodomeén dimer modelljének szerkesztése

Az ErbB2 dimer modellépitési eljarast az ErbB2 extracellularis doménjével kezdtiik.
Feltételeztiik, hogy az ErbB2 dimer felvehet az EGFR kristalyszerkezeti dimerhez hasonld
konformaciot (Ogiso és mtsai, 2002). A feltételezésiinket arra alapoztuk, hogy az EGFR
csalad tagjai kozott az Osszes lehetséges homo- €s heterodimerizéciot leirtak (Yarden, 2001)
¢s az ErbBl-4 molekuldk dimerizaciés karjdnak aminosavsorrendje ¢és szerkezete
nagymértékben hasonld. Ugyanakkor az ErbB2 ektodomén kristalyszerkezetében nem talaltak
ilyen dimert (Cho és mtsai, 2003; Garrett és mtsai, 2003), ami arra utal, hogy ez a
kolesonhatds meglehetdsen gyenge lehet (Burgess €s mtsai, 2003). Garrett és tarsai azt
feltételezték, hogy az ErbB2 ektodomén nem képes az EGFR-hez hasonléan 6nmagaban

dimert képezni, viszont tobb, parhuzamos kolcsonhatds mar hozzajarulhat a receptorok

......

......

c ey

epitdépjahoz kapcsolddhatnak.

Négy darab nem-lathaté hurok taldlhato a Herceptin Fab’ és ErbB2 ektodomén
komplex kristalyszerkezetében (Cho és mtsai, 2003). Ezek koziil kettét (Ala302-Thr306 és
Asp360-Ser365) az EGFR ektodomén (Ogiso ¢és mtsai, 2002) homolog régidi alapjan
modelleztiink. A masik kettét (LeulO1-Ser111 and Ser580-11e591) a Sybyl szoftver ,,Protein
Loop Search” algoritmuséaval épitettiik ki. Ezen ErbB2 Herceptin Fab’-al képzett komplex
modelljének két masolatait az EGFR dimer kristalyszerkezetének A és B lancéval hoztuk
fedésbe, és a dimerizaciés hurkok (Cys246-Arg266) konformacidjat az EGFR dimerhez

hasonlora valtoztattuk Modeller szoftverrel (Sali és Blundell, 1993). A fedésbe hozott régiok
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csak a CR1 domének elemeit tartalmaztdk (a dimerizaciés hurkot nem), mivel az EGFR és
ErbB2 L és CR doménjeinek eltérd relativ pozicidja a két monomer rossz atfedését
eredményezheti (7. dbra). Ezutan a dimert a koordinata rendszer kozéppontjaba allitottuk ugy,
hogy a dimer C, szimmetria tengelye a Z-tengellyel, mig az XY sik a sejtmembran kiilso

sikjaval essen egybe.

7. abra: Az egymdsra helyezett EGFR (zoldeskék szalag) és ErbB2 (barna szalag)
ektodomének szalagmodellje. Az egymasra helyezésnél hasznalt o-szénatomokat lila
szalaggal jeloltik mindkét szerkezeten. A domén neveket (L1, CR1, L2 és CR2) és
koriilbeliili helyzetiiket (szaggatott vonal) csak az egyik monomerre tiintettiik fel.

Noha ez a dimer konfiguracié az EGFR dimerrel val6 analogia alapjan megfelelének
tlnik, nem elégiti ki a kisérletesen meghatarozott, Herceptin Fab’-k kozotti 7,1 nm-es
intermolekularis tavolsagot. Ezért fel kell tételezniink méas ErbB2 homodimer konfiguracidkat
is, és a fenti modell csak egy a tobb lehetséges koziil. Ez a 7,1 nm-es tavolsag a modell
alapjan varhat6 és mas, feltehetden kisebb tavolsagli dimer, vagy magasabb rendli oligomerek
sulyozott atlaganak tekinthetd. Vagyis ugy gondoljuk, hogy az EGFR-hez hasonlé dimer

konfiguracid csak egy alcsoportja a lehetséges konfiguracioknak és/vagy mds dimer
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szerkezetek egymasba alakuldsabol adodd dinamikus atlag szerkezet. Az ErbB molekuldk
aminosav sorrendbeli és szerkezeti eltérései miatt keletkez6 eltéro szintil stabilizacios hatasok

meghatarozhatjak az egyazon idében fellelheté dimer konfiguracidkat.

Az ErbB2 transzmembran hélix dimer modelljének szerkesztése

Az ErbB2 ektodomének lehetséges dimerizacidja mellett a transzmembran domén
(TM) is dimerizaldédhat, ahogy arra kisérletes adatok utalnak (Mendrola és mtsai, 2002;
Sharpe és mtsai, 2002). Az ErbB2 TM domén dimer megszerkesztéséhez ismert szerkezetii
membran fehérjék transzmembran alfa-hélix parjait hasznaltuk kiindulasi alapul. Két ErbB2
TM hélix NMR-el meghatarozott szerkezetét (Goetz és mtsai, 2001) a mintaként szolgald
alfa-hélix par elemeivel fedésbe hoztuk, majd rovid minimalizalast alkalmaztunk. A kordbban
leirt modelleknek (Fleishman és mtsai, 2002; Gerber és mtsai, 2004; Kim és mtsai, 2003;
Mendrola és mtsai, 2002; Moriki és mtsai, 2001) leginkabb a fotoszintetikus reakcidé kdzpont
molekula alapjan épitett modell felelt meg, igy ezt hasznaltuk a tovabbiakban.

A hélix dimert az ektodomén dimer ald helyeztik egyazon forgastengelyre, igy
barmelyik dimerizacios felszin erdsitheti a masik régio hatasat. Az erdsen kotott ErbB2
dimerek vagy heterodimerek kialakuldsat nagyban eldsegitheti tobb, szinergikusan haté

dimerizacios felszin.

Az ErbB2 extracellularis dimer modelljének szerkesztése

Az ektodomén membrantdl valo tdvolsdgat FRET mérések alapjan allitottuk be: az
ektodomén dimer Herceptin Fab’-val képzett komplexét a Z-tengely mentén addig mozgattuk,
mig a Herceptin Fab’ szabad végének a sejtmembrantdl (XY siktol) mért vertikalis tavolsaga
megegyezett a FRET mérésekben kapott kisérletes értékkel. A transzmembran hélixet a

Z-tengely mentén addig mozgattuk lefele, mig az N-termindlis hidrofob szegmens elérte az
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XY sikot. Az ektodomén C-terminalis és a transzmembran domén N-termindlis vége kozotti
rést a Sybyl szoftver ,,Protein Loop Search” algoritmusaval modelleztiik. A szimmetria
feltételek kielégitése végett egy, teljes extracellularis és transzmembran domént tartalmazo
monomert megkettdztiink, majd a masik monomerhez illesztettiik, amit a transzformaci6 utan
tordltiink (8. abra). Egy rovid minimalizaciot itt is végeztiink a korabbiaknak megfelelden.

Az CR2 domén C-terminalis része nem rendezett, vagy nincs jelen az ErbB molekuldk
kristalyszerkezeteiben (Cho és Leahy, 2002; Cho és mtsai, 2003; Ferguson és mtsai, 2003;
Garrett ¢s mtsai, 2003; Garrett ¢s mtsai, 2002; Ogiso ¢és mtsai, 2002), és flexibilis kart
megmutattak (Moriki és mtsai, 2001). A régid flexibilitdsa nélkiilozhetetlen lehet az elsd
monomer (ErbB2) egy valtozd6 masodik monomerhez (ErbB1-4) valé megfeleld
pozicionalasahoz. Az altalunk készitett flexibilis modell nem zéarja ki az ErbB molekuldk
homo- ¢s heterodimerjeinek CR2 doménjei kozotti kolcsonhatas lehetéségét sem, amit
immunoprecipitdcios (Kumagai és mtsai, 2003) és mutacios vizsgalatok (Siegel és Muller,
1996) sugallnak, és ez a lehetdség fenndllhat az extracellularis és a transzmembran

szakaszokat 6sszekoto régiora is.
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FRET | tavolsag tavolsag

8. abra: Az ErbB2 dimer extracellularis (barna szalag) és transzmembrdn doménjeinek
(kék szalag), valamint a Herceptin Fab’ (lila szalag) szalagmodellje. A nyilak a Herceptin
Fab’ végétdl a membran kiilsd felsziné¢ig mért FRET tavolsagot jelzik.

Az ErbB2 intracellularis dimer modelljének szerkesztése

A transzmembran és a protein kindz kozotti membrankdzeli régié masodlagos
szerkezetét a Sybyl szoftver vagy az ExPASy molekularis biologia szerver
(http://www.expasy.org) kiilonbdzd modszereivel becsiiltiik. Mindegyik becslési modszer

alfa-hélix szerkezetet valoszintsitett a szekvencia N-terminalis felére (9. abra).
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™ | Juxtamembrane | kinase

ErbB2 (648-691) VFGILIKRRQOKIRKYTMRRLLOETELVEPLTPSGAMPNQAQMR
GOR ABBAAAARARL---B-BEEBBAAAAARAABA-——-——-——-——-- AMAAB
Maxfield Scheraga @ =  ------ AAARAAAARAAAAAAAA-AARR ——— - — - m——
Qian_Sejnowski ——-BBAAAA-AAARARAAAPMA AR — — — - ——m e m e m——mmm e
GOR4 - --BBB-AAAAAAAAAAAAAAAAAAA - ————————————— BEB-
;. AAAAAAAAAARAARARARARR -~~~ ——m—mmmmmmm—m =
SOPMA BBEBBBA---AAAAAAAAAAAAAAAAAN - —————-—--———— ABAA
HNN --BBBAAAAARAAAARAAAAAARAARAR - —————=——====—=m
X-ray ARAAAAAAAR-~~-——-=— === mm—m——mmmm BBEBEBBBEB

9. abra: Az ErbB2 belsé membrankizeli régio masodlagos szerkezetének becslése. Csak az
a-hélix (A) és a B-lemez (B) allapotokat tiintettiik fel.

Az ExPASy szerver BLAST programjaval aminosavsorrend hasonldsagi keresést
végeztiink a Protein Data Bank-ban. A két leginkabb hasonl6 szekvenciat az 1ETE és a 3HLA
kodu fehérjék adtak. Mindketté konyokszerli szerkezetet mutatott alfa-helikalis régioval az
egyik oldalon, mig nyujtott béta-redé konformaciét a masik oldalon. Azonban mig az 1ETE
fragmentum alfa-helikalis régidja a C-terminalis részen volt, addig a 3HLA fragmentumnak
az N-terminalis végén volt az alfa-helikalis régio. Az alfa-helikalis transzmembran szegmens
kozelsége, valamint a masodlagos szerkezet becslések egybehangzo eredménye és 3HLA
fragmentum haromdimenzios szerkezete alapjan a 3HLA fragmentum mintaként szolgalhat az
abra) Modeller szoftverrel készitettiikk. A belsd membrankdzeli régié merevebbnek tiint, mint
a kiils6 membrankozeli régio, ami a transzmembran domén molekularis mozgasainak a kindz
domén fel¢ tovabbitasaban jelenthet segitséget. A transzmembran €s a kinaz domén rotacios
kapcsolatait az EGFR (Moriki és mtsai, 2001) és ErbB2 (Bell és mtsai, 2000) esetén

kisérletileg is igazoltak.
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10. abra: Az ErbB2 belsé membrankdzeli régio homolog modellje.

A membrankozeli szakasz két példanyat fedésbe hoztuk a modellezett transzmembran
hélix dimerrel négy olyan aminosav segitségével, melyek mindkét modellben szerepeltek. A
modell épitési eljarasban ezutdn a protein kindz domén két példanyat hoztuk fedésbe a kdzos
négy terminalis aminosav segitségével. Erdekes modon az igy eléallt modellben a két kinaz
domén szabalyos és szimmetrikus, egymasnak hattal allo6 dimert alkotott mindenféle
kedvezdtlen kolcsonhatds nélkiil (11. dbra). Az extracellularis dimerhez hasonldan itt is
alkalmaztunk egy rovid minimalizalasi eljarast a teljes intracelluldris dimerre.

Modelliinkben a kindz domén elhelyezkedését egyediil a transzmembran domén dimer
pozicidja és a belsd membrankozeli régid modelljének alakja alapjan kaptuk meg. Ezen
modell szerint a kindz domének kolcsonhatdsban lehetnek egymassal és egy harmadik
dimerizacids felszinként is szolgalhatnak. A kindz domének kolcsOnhatéasat kisérleti adatok is
alatdmasztjak (Penuel és mtsai, 2002).

A Protein Data Bank-ot dtnézve nem talaltunk olyan fehérje kindz dimert, amelyben a
két monomer a modelliinkhdz hasonld helyzetben lettek volna. Atvizsgaltuk a tobbi négy
transzmembran hélix dimert is, melyeket korabban elhanyagoltuk. Ha a transzmembran régiot
¢s a kinaz domént az altalunk hasznalt konyokszert szerkezettel kapcsoltuk egymashoz, akkor
a kindz domének vagy tal kozel, vagy tul tavol voltak, és nem lehetett kozottiik kolcsonhatas a

dimer konfiguracidban.
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11. abra: A feltételezett ErbB2 dimer transzmembrdan és intracellularis domének
szalagmodellje. Szembdl nézeti (A) és oldalnézeti (B) kép. Az egyes részeket a kdvetkezd
szinekkel jeloltiik: transzmembran hélix (kék), bels6 membrankodzeli szakasz (z61d),
tirozinkindz domén (piros) és C-termindlis szakasz (sarga).

Az ErbB2 dimer majdnem teljes hosszusagu modelljének szerkesztése

Az extracellularis és az intracelluldris dimer modelljeit a k6z6s transzmembran région
keresztiil hoztuk egymassal fedésbe. Ez a majdnem teljes hosszusagi ErbB2 dimer
tartalmazta a teljes ektodomént, a kiils6 membrankozeli régiodt, a transzmembran domént, a
bels6 membrankozeli régidt, a protein kindz domént és a szabalyozd szerepet betdltd C-

terminalis farok egy részét (12. ébra).
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12. abra: Az ErbB2 homodimer Herceptin Fab’-val képzett komplexének majdnem teljes
hosszusdagu modellje. Az egyes szakaszok szinezése megegyezik a 8. és 11. dbran lathatokkal.

Felépitettiik az ErbB2 homodimer szerkezetét, amely harom potencialis kolcsonhatasi
felszinnel rendelkezett. Ez az ErbB2 homodimer, a tobbi ErbB molekula ligandummal
kapcsolt formdjanak szerkezetét is figyelembe véve, kiindulasi modellként szolgéalhat az
ErbB2 molekula ErbB csaldd tobbi tagjaval alkotott heterodimerjeinek megszerkesztéséhez.
Meg kell jegyezniink, hogy az ErbB receptorokon keresztiil vald jelatvitelhez elképzelhetd,
hogy a receptorok magasabb szintli asszocidcioja sziikséges. Az egymasnak hattal all6 kinaz
dimer elrendezés felelos lehet a citoplazmatikus szabéalyozé farokrész transz-

foszforilacigjaért, de a kindz domén foszforilaciojaért mar nem, amihez masik kindz

molekulék sziikségeltetnek.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank egyik célja az volt, hogy megallapitsuk Gjonnan kifejlesztett fluoreszkalo
festék és aramléasi citométerek hasznalhatdosagat 4aramlasi citometridas fluoreszcencia
rezonancia energiatranszfer (FCET) mérésekben. Ezen kiviil az ErbB2 receptor és dimerjének
modelljét kivantuk megszerkeszteni epitdp térképezési és molekularis modellezési
eljarasokkal, melyekhez FCET mérésekben megallapitott molekularis tavolsagokat
hasznaltunk fel. Vizsgalataink eredményei a kovetkezok:

e Az altalunk vizsgélt hét fluoreszkald festék segitségével megallapitottuk a sejtek
felszinén  1évé  membranfehérjék  asszocidcidjanak  dramlasi  citometrids
tanulmanyozasdhoz nélkiilozhetetlen paramétereket, melyek a normalizalt
fluoreszcencia intenzitas, a transzfer atmenet nagysagara jellemz6 atfedési integral
(vagy kritikus Forster tdvolsag), a normalizalt FRET hatékonysag, valamint a festékek
gerjeszthetdségét figyelembe vevo efr egyiitthato. A leirt kiértékelési eljaras konnyen
alkalmazhaté barmely jovoben kifejlesztett fluoreszkald festékre és éaramlasi
citométerre.

e Az altalunk vizsgalt harom aramléasi citométeren azt taldltuk, hogy a FCET
mérésekhez az Alexa546-Alexa647 ¢és az Alexa555-Cy5 donor-akceptor festékpar
optimalis.

o FCET mérésekben meghatiroztuk az ErbB2 receptor kiilonb6zd epitdpjaihoz kotddo,
fluoreszkald festékekkel jelzett antitestek egymastél és a sejtmembrantol valo
tavolsagaikat.

e A fenti tavolsadg ¢és irodalmi kristalyszerkezeti adatok alapjan, molekulamodellezési
eljarasok segitségével megszerkesztettiik az ErbB2 transzmembran receptor majdnem

teljes modelljét, amely tartalmazta az extracellularis domént, a transzmembran régiot
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¢és a tirozinkinaz domént, valamint az ezeket 0sszekotd szakaszokat. Az antitesttel
jelolt ErbB2 molekuldk kozott mért FRET hatékonysag értékek alapjan felallitottunk
egy lehetséges modellt az ErbB2 receptor dimerre, amely az EGFR dimerhez hasonl6
moédon  kapesolodott 0ssze, valamint ramutattunk tobb lehetséges dimerizacios
felszinre a kiils6 membrankozeli 6sszekotd szakasznal, a transzmembran ¢€s a fehérje

kinadz régioknal.
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7. GYAKORLATI JELENTOSEG

Az 1j fluoreszkald festékek és aramlasi citométerek 0sszehasonlitasaval kidolgoztunk
egy olyan eljarast, amellyel megallapitottuk ezek FRET mérésekben val6 hasznalhatdsagat, és
amely barmely jovében kifejlesztett festék €s citométer esetén is alkalmazhatd. A tesztelt 1j
aramlasi citométerek kozott olyan is van, amely lehetdvé teszi nagyszdmu minta akar
automatikus mérését és kiértékelését is.

Eredményeink hozzéjarulnak az epidermalis ndvekedési faktor receptorcsalad tumoros
elvaltozasokban betoltott szerepének ¢és hatdsmechanizmusdnak megértéséhez, mivel
ravilagitanak a receptorok kozotti kolcsonhatasok sokszinliségére. A receptorcsaladon beliil
az altalunk megallapitott modell az els6, amely magéaba foglalja az ErbB2 receptor majdnem

teljes primer szekvenciajat.
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