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,,El0bb csindld azt, ami sziikséges, utdna
azt, ami lehetséges, és maris azt fogod
csinalni, ami lehetetlen.”
1. BEVEZETES (Assisi Szent Ferenc)

A c-Fos és c-Jun transzkripcios faktorok, melyek az aktivator protein-1 (AP-1)
csaladba tartoznak [1], kiilonb6z6 sejtfolyamatok szabalyozasaban vesznek részt, mint példaul
a sejtproliferacio, differenciacio, apoptdzis és onkogenezis. A c-Fos és c-Jun csalad fehérjéi
leucin cipzarral Osszekapcsolodd dimerként miikddnek és szamos emlés gén promoter és
enhanszer régioiban az AP-1 szabalyoz6 elemeihez kotddnek [2]. A c-Jun fehérjék
homodimert, illetve c-Fos fehérjékkel heterodimert alkothatnak [3]. Ezzel szemben korabban
szamos kozleményben leirtak, hogy az izolalt c-Fos leucin cipzar in vitro nem alkot stabil
homodimert [2-4]. E1§ sejtben nem alltak rendelkezésre adatok a c-Fos homodimerizacioval
kapcsolatban. Kisérleteink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a thltermelt mennyiségben
jelenlevé c-Fos transzkripcios faktor képes-e homodimert alkotni, ugyanis egyes tumorok a c-
Fos-t 6nmagaban taltermelik [5, 6]. A dimerizacio létrejottét fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (FRET) technikaval konfokalis mikroszkép és aramlasi citométer
segitségével, illetve fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval (FCS) vizsgaltuk ¢é16 HeLa
sejtekben. Vizsgalatainkhoz ECFP-EYFP, illetve EGFP-mRFP1 donor-akceptor parral jelolt
c-Fos, c-Jun fuzids fehérjéket, illetve ezek mutdnsait hasznaltuk. Dimer transzkripcios
faktorok létrejottének feltétele, hogy legyen asszociacid, ami fiigg a koncentraciétol és a
disszociacios allandotol. Kidolgoztunk egy ,,FRET titralasi” modszert, melynek segitségével
meghataroztuk a c-Fos—c-Jun heterodimerek és a c-Fos homodimerek disszocidcids allandojat
¢lo sejtekben. Emellett kidolgoztunk egy eljarast a fluoreszkdld transzfektalt, és nem
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koncentraciokat figyelembe vettiik a disszociacids dllandok meghatarozasanal.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A gének aktivitasat szabalyozo transzkripcios faktorok altaldban tobb szerkezeti
elembdl (doménbdl) allo fehérjék, amelyek igen valtozatos komplex kolcsonhatasokra
képesek. Az egyes domének egy vagy tobb partnerrel valdo kapcsolat megteremtésére
alkalmasak, tehat sok fehérjébdl allo, valtozatos felépitésii és miikodésti szabalyozo
komplexek is kialakulhatnak [7]. A transzkripcios faktorok a DNS-kot6 fehérjék nagyszamu
¢s valtozatos osztalyat alkotjak, amelyek specifikus DNS szekvenciaval rendelkezo
kotohelyei a szabalyozott gének promoter és enhanszer régioban talalhatoak meg. Kritikus
szerepet jatszanak a transzkripcid szabalyozéasaban, ezaltal szamos sejtélettani folyamatban,
pl. a sejtfejlodésben, ndvekedésben ¢€s differenciacioban. Ezért a transzkripcios faktorok
abnormalis kifejez6dése, illetve nem megfeleld érése hozzajarulhat kiilonboz6é betegségek

kialakulasahoz, beleértve a fejlodési rendellenességeket és a rakos megbetegedéseket is [8].

2.1. Fos és Jun csalad tagjai

A Fos transzkripcios faktorok csalddjaba tartozik a c-Fos, Fra-1, Fra-2, FosB és splice
variansai, példaul a FosB2 és AFosB2. Ezek a Jun csalad tagjaival egyiitt (c-Jun, JunB és
JunD) az AP-1 csoport fehérjéit alkotjak, amelyek dimerizacié utan a célgének promoter
illetve enhanszer régidiban levé tetradekanoil-forbol-acetat (TPA) valaszadé elemhez (TRE,
TGAC/GTCA) kotoédnek [9]. A c-Fos egy 62 kDa tomegl fehérje, amely a c-Jun fehérjékkel
heterodimert alkot [2]. A c-Jun fehérjék nemcsak heterodimert [10, 11], hanem homodimert is
képesek alkotni [12], mig korabbi in vitro vizsgalatok szerint az izolalt emlds c-Fos fehérje
nem képes homodimert 1étrehozni és kdtddni a DNS-hez egy masik protein, példaul a c-Jun
fehérje jelenlétében [3, 4, 13]. Szamos munkacsoport szerint a c-Fos fehérjék
homodimerizéacidja valdsziniileg a negativan toltott aminosavak kozott fellépd taszitd erdk
miatt instabil [4, 14]. O’Shea és munkatarsai mikrom6los koncentracioban vizsgaltak az
izolalt c-Fos leucin cipzar dimerizacidjat és meghataroztak a disszociacios allandojat, ami
25°C-on 5,6 uM-nak adodott. Szerintik mas munkacsoportok azért nem tudtak eddig
kimutatni c-Fos homodimerizaciot, mert alacsony fehérje koncentracioban (0,1 uM) mértek
[15]. Nicklin és Casari elektroforetikus mobilitas technikaval (EMSA) kimutatta, hogy a c-
Fos leucin cipzarban egyetlen aminosav cseréje elegendé a megroviditett c-Fos fehérje
homodimerizacidjahoz és DNS-hez vald kotddéséhez c-Jun fehérje hidnya esetén is. Ez a
tipusu c-Fos homodimer specifikusan felismeri a konszenzus TRE-t in vitro [16]. A Fos-Jun
csalad tagjai 18 kiilonb6z6 homo- és heterodimert képesek alkotni szdmos sejttipusban. A
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fibroblaszt féleg Jun homodimert tartalmaz, amelyet a c-Jun-c-Jun és JunD-JunD homodimer
hoz létre, de szérummal valo kezelést kovetden eldszor a c-Fos fehérjével, majd a FosB
fehérjével alkot heterodimert, késobb pedig a Fra-1 a c-Junnal és a JunB-vel hoz létre dimert,
amely meghatarozova valik az AP-1 kotésben [17, 18]. A c-Fos—c-Jun fehérjecsalad funkcidja
fligg a sejttipustol, amelyben kifejezdédnek, igy a specifikus szignalok hatassal vannak a

fehérjecsalad aktivitasara és az altaluk szabalyozott célfehérjékre.

2.2. Ac-Fos és c-Jun szerkezete

A c-Fos—c-Jun heterodimerek felépitését a 1/A. abran lathatjuk. A transzkripcios
faktorok 4 f6 doménbdl épiilnek fel: az N-terminalis transzaktivaciés doménbdl, a DNS-k6to
doménbdl, a dimerizacidos doménbdl, amit egy 6t leucinbol allo cipzar alkot (LLLLL) és a C-
terminalis doménbdl [19-21]. Newman ¢és munkatarsai tanulmanyoztak a bazikus leucin
cipzar (bZIP) régiot tartalmazo6 fehérjék kotédési viszonyait és azt talaltak, hogy a c-Jun 13,
mig a c-Fos 9 bZIP domént tartalmazo fehérjéhez képes kotddni [3, 22].
A DbZIP régié koriilbeliil 55 aminosav hosszusagu, ami két szomszédos doménbdl all, a
bazikus régiobol (BR) az N végen ¢és a leucin cipzarbol (LZ) a C végen. Az a helikalis
szerkezetii, amfipatikus LZ domének egymason korbetekeredve képesek a c-Fos és c-Jun
kozott heterodimerizaciot, illetve a c-Jun esetében homodimerizaciot indukalni [2, 10].
Minden egyes heptadban 1évé hét aminosavat betiikkel jelolnek, ABCDEFG, ahol a leucinok
a D, a hidroféb aminosavak A, ¢és a toltéssel rendelkez6 aminosavak az E és G pozicidban
vannak [14]. Ez az elrendezés lehetové teszi az A és D aminosavak kozti hidrofob feliilet
kialakulasat, ami Van der Waals és hidrofob kdlcsonhatasok révén stabilizalja a cipzarat [23,
24]. A hidrofil aminosavak a vizes kozeggel allnak kolcsonhatasban. Az E és G aminosavak
kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatasok nem csak a stabilizaldsért, hanem a specificitasért is
felelnek. c-Fos esetén az E és G poziciokban levé glutamatok kozott elektrosztatikus taszito
erd 1ép fel, ami destabilizalja a homodimert, de lehetdvé teszi erds kdlesonhatas kialakulasat a
szerkezete is o helikalis, amely a bazikus aminosavak (lizin, arginin) segitségével a DNS nagy
arkaba kotodik szekvenciaspecifikusan [26].

A koréabbi krisztallografids vizsgalatok csak a DNS-ko6té és a dimerizacios domént

tartak fel, nem adtak informaciot a C termindlis régiokrdl, melyek szintén transzaktivacios

funkcidoval rendelkezhetnek [27]. Munkacsoportunk korabban a C-terminalis domén
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aminosavval hosszabb a vad tipusu c-Jun fehérjénél. Fluoreszcencia rezonancia energia
transzfer vizsgalatokhoz létrehoztdk a C-végen lerdviditett c-Fos™® fehérjét (1/B. ébra),
melybdl a C-termindlis domén utolsé 164 aminosavat eltavolitottak. FRET kisérletek alapjan,
a C végen elhelyezkedd fluoreszcens festékek kozotti atlagos tavolsag a teljes hosszisagu c-
Fos és c-Jun fehérjék esetében 8 = 1 nm, mig a c-Fos?™® és ¢-Jun fehérjék kozott 6,1 £ 1 nm. A
C végen megroviditett c-Fos*™ fehérje alkalmasabb a dimerizacié FRET technikéaval trténd
vizsgalatara, mert a rovidebb C terminalis domén miatt a két autofluoreszcens fehérje

kozelebb kertilhet egymashoz [21].

A c-Fos-EGFP

165 193 380

..c
LLLL EGFP

Y LLLLL @B
280 308 331 mRFP1

1 c-Jun-mRFP1

B c-Fos?'3-EGFP

193 215
LLLLL_"c

‘ @l c
280 308 331 mRFP1
254

1 c-Jun-mRFP1
1. abra: c-Fos—c-Jun heterodimer sematikus abrazolasa
Dimer szerkezet balrdl jobbra: N-terminalis transzaktivaciés domén, DNS-két6 domén, leucin
cipzarral rendelkezé dimerizaciés domén, C-terminalis domén, 5-7 aminosav hosszisagu Osszekotd
szakasz és a fluoreszcens fehérje. (A) A teljes hosszisagn c-FOS-EGFP fehérje C terminalis régidja
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164 aminosavval hosszabb, mint a c-Jun-mRFP1. (B) c-Fos“-EGFP fehérje leroviditett C terminalisa

ugyanakkora, mint a c-Jun-mRFP1-¢ [21].

2.3. A bazikus leucin cipzar kolcsonhatasa a DNS-sel

A TRE konszenzus szekvencidhoz ko6tédé c-Jun-c-Fos heterodimer szerkezetét 1995-
ben publikaltak [26]. A 2. abran lathat6, hogy mind a két fehérje a hélixet alkot és a bazikus
régio specifikus hidrogénkotéseket és Van der Waals kolcsonhatasokat alakit ki a DNS-sel.

Mivel a transzkripcios faktorok DNS-kot6 €s dimerizacios doménje igen konzervalt, a c-Fos



¢és c-Jun csalad tagjainak is hasonld6 DNS-k6t6 és dimerizacios tulajdonsagaik vannak [3]. A
c-Fos—c-Jun heterodimer nagy affinitdssal kotdédik az aszimmetrikus, hét nukleotidbdl allo
TGA(C/G)TCA és kisebb affinitassal a szimmetrikus, nyolc nukleotidbol allo6 TGACGTCA

szekvenciahoz in vitro [11, 28].

TGAGTCA

2. abra: c-Fos—c-Jun heterodimer kotédése az AP-1 kitéhelyhez
A c-Fos—c-Jun heterodimer kétféle orientacioban tud bekotddni az aszimmetrikus AP-1 kotShelyhez.

A két helyzet a komplex tengelyéhez képest 180°-kal el van forgatva [26].

2.4. A c-Fos és c-Jun fehérjék transzkripcids aktivitisanak szabalyozasa

A c-Fos ¢és c-Jun a korai valaszgének koz¢ tartoznak, atirodasuk a sejt stimulacidja
utan, de novo fehérje szintézistl fiiggetleniil, gyorsan indukalodik. A c-Jun alapszinten
folyamatosan kifejezddik, amig mas jelek hatdsara tovabb nem indukalodik. Aktivacid soran a
indukciojat, amikor egy masik transzkripcids faktorhoz, az aktivald transzkripcids faktor 2-
héz (ATF-2) kapcsolodik [29, 30]. A c-Fos transzkripciojat az Elk-1 és ciklikus AMP
valaszad6é elem-koté fehérje (CREB) /ATF transzkripcios faktorok szabalyozzak [31].
jeltovabbito és transzkripcios aktivator (STAT) kotdhelyei is [32].

A c-Fos ¢és c-Jun aktivaciojaban szamos receptor, citokin és aktivator vesz részt,
tobbek kozt G fehérjéhez kapcsolt receptorok, transzformald novekedési faktor béta (TGFp),
novekedési faktor receptorok (EGFR), illetve ultraibolya sugarzas és onkofehérjék (Ras) is
[30, 31, 33]. A c-Fos és c-Jun fehérjék aktivalodasanak fo utvonalat mutatja a 3. abra. A
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novekedési faktorok hatdsukat a mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK) utvonalon fejtik ki.
Ha a novekedési faktorok tirozin kindz aktivitassal rendelkezd receptorokhoz kotddnek,
eléidézik azok dimerizacidjat és a citoplazmatikus végen levd tirozin oldallancok
transzfoszforilaciojat. A GRB2 adaptor fehérje SH2 doménje a foszforildlt tirozin
oldallancokat, mig SH3 doménje prolinban gazdag régidkat ismer fel, igy hozzakotédik a
kovetkezd adaptor fehérjéhez, az SOS-hez, ami egy guanin kicseréld faktor (GEF). A
membrannal 1évé SOS elésegiti a Ras-hoz kotott GDP kicserélédését GTP-re, amivel a Ras

fehérje aktivalodni fog.

mitogen oo growth factor

&® o receptor
B S e R S e N S S e e e S L i e e e e e e T T

3. abra: A MAP kinaz jelatviteli utvonal fobb l1épései
Mitogén stimulaci6 hatasara a tirozin kinaz aktivitassal rendelkezé ndvekedési faktor receptorok Ras
¢s Rho csaladba tartozo kis GTP-azokat aktivalnak, majd a jel tobb foszforilacios 1épésen keresztiil

eljut a MAP kinazig, ami a sejtmagba jut, és génatirodast szabalyoz [34].

A Ras egy kis GTPéaz, ami a Raf (MAP kinaz kindz kindz) konformécid valtozasat idézi eld,
majd az igy aktivalt Raf foszforilalja a MEK fehérjét (MAP kinaz kinaz). Az aktivalt MEK

foszforilalja a Jun N terminalis kinazt (JNK)-t illetve az extracellularis szignal-regulalt kinazt

10



(ERK=MAP kinaz) (4. abra). Az aktivalt MAP kinaz a sejtmagba jut, ahol szamos
transzkripcids faktort foszforilal és aktival, tobbek kozott a c-Jun és c-Fos fehérjéket is [35].

crer

--------

ERK foszforilalja a 232-es treonint [37].

ok ERK

4. abra: Az AP-1 a MAP kinaz jelatviteli atvonalak egyik szabalyozé pontja
A transzkripcios faktorok lehetséges modositasait a kinazoktol a faktorok felé mutato nyilak jelzik. A

JNK a c-Jun, mig az ERK a c-Fos aktivaciojat segiti el6 [38].

2.5. Ac-Fos és c-Jun transzkripcios faktorok aktivacidja

A c-Fos ¢és c-Jun aktivacidja szamos receptor, citokin és aktivator hatdséara
bekovetkezhet. Ide tartoznak a G fehérjéhez kapcsolt receptorok, az interleukin-1 receptor, a
TNFa, a novekedési faktor receptorok (VEGF, EGFR), a szérum, az UV sugarzds és az
onkofehérjék, ugymint a v-Src vagy a Ras [31]. Szamos cisz szabalyoz6 elem (DNS szakasz)
kozvetit c-Fos indukciot neurotranszmitterek és polipeptid hormonok altal aktivalt cAMP- és
Ca®'-fiiggd jelatviteli Gtvonalakon keresztiil [39]. c-Fos regulatorként miikddik a Sis-
indukalhat6 enhanszer (SIE), amelyet a STAT ismer fel [40]. Plateroti ¢s munkacsoportja

kimutatta, hogy a c-Fos expresszio a tiroid hormon magreceptor al-en (TRal) keresztiil is
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szabalyozhato, amely béltumort indukalhat [6]. Gyors és tranziens c-Fos transzkripciod
valthat6 ki novekedési faktorok, citokinek altal stimulalt sejtosztodas esetén [41, 42]. A c-Fos
kifejezodése harom fazisra oszthatd: alapszintii expresszio; indukalt expresszio, amely TPA
kezelés hatasara 15 percen beliil éri el maximumat és a lecsengés, ahol a transzkripcios szint 2

oran beliil visszatér az alapszintre [43].

2.6. A Fos és Jun csaladba tartozé fehérjék patolégiai vonatkozasai

A plazmamembranon keresztiil torténd jelatvitel fehérje-fehérje kolcsonhatasokon
keresztiil valosul meg, ami a transzkripcids faktorok aktivitasdhoz is vezethet. Az AP-1 altal
aktivalt vagy inaktivalt gének szamos folyamatot szabalyoznak, példaul a differenciaciot,
proliferaciot, a sejtek tulélését, a hipoxiara adott valaszt, az angiogenezist és az apoptozist [3,
29, 44].

Invasion:
MMP's, uPA, PAI-],
ulPAR, TIMP-L
ele,

2 Proliferation:
Apoptosis: Cyelus DL, Rb, p16

BCE-2, BCE-XI, Fasl.

Metastasis:
CD44, osteopontin,
KA1 ete.

ER. myogenin,
unvolucrin etc.

Angiogenesis:
VEGE

5. abra: AP-1 altal szabalyozott folyamatok
Az AP-1 altala szabalyozott gének fontos szabalyozéi az invazionak és a metasztazisnak, a

proliferacionak, a differenciacionak és az apoptdzisnak, a hipoxias valasznak és az angiogenezisnek

[9].

Az AP-1 specifikus hatasa fiigg attol, hogy mely fehérjék alkotjak a dimert, a dimer
transzkripcids faktorokkal, aktivatorokkal hat kolcson, és ezaltal aktivalja vagy gatolja a
transzkripciot [45]. Egy adott dimer kotddése fligg a promoéter/enhanszer régio szerkezetétol.

Napjainkban szdmos tanulmanyban vizsgaltdk ezen transzkripcids faktorokat és tumor
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tipusonként valtozd hatast tapasztaltak. Példaul a Fra-1 taltermelddése megndveli az
esetén a tumorigenitast [9]. Emlétumor esetén Kimutattak, hogy a c-Fos, a Fra-1 és a Fra-2
indukalja az oszteopontin, trombospondin ¢és CD44 kifejezodését, amik a human
eml6tumorok metasztazisaban vesznek részt [46]. Emlé karcinomaban a FosB és Fra-1
tumorszupresszorokkal kapcsolddik: a FosB a retinoblasztomaval (Rb), mig a Fra-1 a p21
ciklin-dependens kinaz inhibitor fehérjével [47]. Méhnyakrakban a Fra-1 transzkripcios
faktornak tumorszuppresszor hatasa van. Tumorképzd sejtekben a c-Jun dimer partnere a c-
Fos volt, mig nem tumorigén sejtek esetén a Fra-1 [48]. Szajiiregi rak esetén a c-Fos az esetek
tulnyomo tobbségében JunD-vel alkot heterodimert [49]. Alt és munkatarsai kimutattak, hogy
a tiltermelt c-Fos a ciklin D1-et a sejtmagban tartja, megakadalyozva ezzel, hogy a glikogén
szintetaz kindz 3 foszforildlja, ezéltal degradalja azt. A sejtmagban folyamatosan jelenlevd
ciklin D1 tumor ndvekedést indukal, és transzformald hatassal bir [50]. Kovary és Bravo
kimutattak, hogy a c-Fos jelenléte elengedhetetlen a Go-G; atmenethez, illetve a c-Fos fehérje
indukalhatosaganak elvesztése a transzkripcié gatlasahoz vezet [17]. A c-Fos/INFATcl
utvonal a csontreszorpcié kulcsfontossdgu szabalyozodja, és a tllzott oszteoklaszt irdanya
differencialodassal jaré csontbetegségek potencialis célpontja lehet [51]. Johnston és
munkatarsai  néhany  tamoxifen-rezisztens = emlStumorban  megnovekedett  c-Fos
overexpressziot mutattak ki [5].

c-Jun-nak a normalis sejtndvekedésben van szerepe: csokkenti a p5S3 tumorszupresszor
¢és szubsztratja, a p21 kifejez6dését azaltal, hogy képes bekdtddni a p53 fehérje promoter
ciklin D1 transzkripcidjat, G; fazis kezdetén a c-Jun foszforilacidja és a JunB szintjének
csokkenése és megnoveli a ciklin D1 transzkripciojat [53]. Azokban a fibroblasztokban, ahol
a c-Jun-t kititotték, a ciklin D1 alig aktivaloédik, ami a Gi-S fazis dtmenet nem megfeleld
progresszioja kovetkeztében a sejtciklus terminalddasahoz vezet [54]. A JunB dimerizacios
hajlanddsaga alacsonyabb és DNS-kot6 aktivitasa i1s gyengébb, mint a c-Jun-¢, ezért a JunB
kevésbé hatasos transzkripcios aktivator [55]. A JunD taltermel6dése lelassitja a fibroblasztok

crer

szamon.
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2.7. Fluoreszcens fehérjék

A fluoreszcens fehérjék fejlesztése koriil-beliil husz évvel ezeldtt kezdddott el, amikor
elészor hasznaltak az Aequorea victoria medazabdl izolalt zold fluoreszcens fehérjét (GFP)
[57]. Késébb az eredeti fehérje néhany aminosavat megvaltoztattak, amivel szamos 1j
valtozatot allitottak eld, amelyeknek megvaltozott a szine, gyorsabb lett az érésiik, nagyobb
fotostabilitast mutattak és a pH-t6l valdo érzékenységiik is csokkent, de a fejlesztés
napjainkban is folytatddik. Mediza mellett més organizmusokbol is izolaltak fluoreszcens
fehérjéket, ilyen példaul a DsRed, amit egy korallban (Discosoma sp.) talaltak [58]. Ez a
fehérje tetramer szerkezetii és lassu az érése is, igy mutaciokat indukaltak, hogy kedvezébb
tulajdonsagu fehérjéket hozzanak 1étre. Az elsdgeneracids monomer vords fehérje az mRFP1
volt [59], melynek érése tizszer gyorsabban megy végbe, mint a DsRed-é, azonban a
fotostabilitasa és a kvantumhatasfoka alacsonyabb. Az egyik legjobb vo6rés fluoreszcens
fehérjeként tartjak szamon az mCherry-t, aminek az mRFP-hez képest nagyobb a fényessége
¢s a fotostabilitasa is jobb [60].

. EGFP-hez
Fehérje Gerjesztési maximum Emissziés maximum viszonyitott relativ
(nm) (nm) fényesség (%)
kék fluoreszcens
fehérje (EBFP) 402 457 99
cidn fluoreszcens
fehérje (ECFP) 433 475 39
z6ld fluoreszcens
fehérje (EGFP) 488 507 100
sarga fluoreszcens
fehérje (EYFP) 514 527 151
monomer voros
fluoreszcens fehérje
(mRFP1) 584 607 37
monomer Cherry
fehérje (mCherry) 587 610 47
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1. tablazat: Fluoreszcens fehérjék néhany spektroszképiai tulajdonsaga
A leggyakoribb fluoreszcens fehérjék gerjesztési €s emisszios maximuma és EGFP-hez viszonyitott
relativ fényessége [61-63]. A relativ fényességet a kvantumhatasfokbol és az extinkcids

egyiitthatokbol hataroztak meg.

A valtozatok, mint a kék (BFP), a cian (CFP), a sarga (YFP) és a voros fluoreszcens
fehérjék (DsRed, mRFP1, mCherry) a lathatoé spektrum széles tartomanyat lefedik (6A abra)
[62, 63]. A GFP szerkezetét a 6B abra szemlélteti, ahol a kozépen elhelyezkedd kromofort
egy 11 db béta redds lemezbdl allé hordo veszi koriil, amely 3 nm széles és 4 nm magas. Ez a

hord6 védi meg a fluoreszcencidért felelds kromofort a kornyezeti hatasoktol.

EBFP  ECFP EGFP EYFP DsRed

kromofor

Normalizalt fluoreszcencia

a5 415 S5 S5 6% 8IS 7%

s

~2 nm

Hullamhossz A (nm)

6. abra: Néhany fluoreszcens fehérje emisszios spektruma és a GFP szerkezete
A.) BFP, CFP, GFP, YFP és DsRed emisszios spektruma [64]. B.) Az Aequorea victoria medazabol

izolalt z61d fluoreszcens fehérje szerkezete [65].

A fluoreszcens fehérjékre jellemzé egyik fotofizikai tulajdonsag, hogy
fluoreszcenciajuk Ki-be tud kapcsolni a vizsgalat soran, amit az irodalomban ,,pislogas”-nak
(blinking, flickering) hivnak. A fluoreszcens allapotbol nem-fluoreszcens allapotba tarto
atmenet id6tartama mikroszekundum-perc skalan valtozik [66]. Ez a folyamat leginkabb
egyedi molekula érzékenységii modszerekkel vizsgalhato. A fluoreszcens fehérjék képesek
reverzibilis protonéacidra, mely sordn az abszorpcios spektrumuk megvaltozik, a GFP és az
YFP sotét allapotba kertil [67, 68]. A sotét allapot mennyisége fligg az oldat pH-jatol [67]. Az
EGFP-vel ellentétben az mRFP1 gyakrabban és hosszabb ideig van sotét allapotban, ha a pH

15



értéke a lugos tartomanyba tolodik [69 ], mig a DsRed esetén ilyen hatast nem igazoltak [70].
A voros fehérjék spektruma jol elkiiloniil a GFP-étdl és a sejtek autofluoreszcenciaja kisebb
ebben az emisszids tartomanyban, viszont a GFP-hez képest jelentds résziik keriil sotét
allapotba [69].

Az irodalomban leggyakrabban hasznalt FRET parok az ECFP-EYFP (Ro=4,9 nm [71])
illetve az EGFP-mRFP1/mCherry (Ro=4,7 nm [59, 72]), mert a legtobb miiszeren elérhetd
1ézerekkel jol gerjeszthetéek. Az autofluoreszcens fehérjék nagy elénye, hogy az 6ket kodolod
DNS plazmid formajaban transzfekcidval az €16 sejtekbe juttathatd €s a kromofor eloszlasa a

sejtet karositd hatasok nélkiil vizsgalhato.

2.8. Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)

FRET egy sugarzasmentes dipol-dipol kolesonhatas, mely soran az energia a gerjesztett
molekulara tevédik at. A folyamat egyik alapfeltétele, hogy a két molekula 2-10 nm
tavolsagban legyen egymastol [73]. A folyamat feltételei még, hogy a donor emisszios és az
akceptor gerjesztési spektruma egymassal kelléen atfedjen, illetve a molekulak relativ
orientacioja megfeleld legyen [74, 75].

A FRET sebességi allanddjat az alabbi egyenlet irja le:

Keeer =konst-J-n* -k, -R™®.«? (1)

ahol J a donor emisszios és az akceptor gerjesztési spektrumainak atfedési integralja, n a
kozeg torésmutatoja, ki a donor fluoreszcencia atmenet sebességi allandoja, R a két molekula
tavolsaga ¢€s % a donor és akceptor molekuldk relativ orientaciojat leir6 faktor. A K% értékét
2/3-nak tekintjiik, ha a molekulak gyorsan forognak és orientaltsaguk kiatlagolodik, vagyis
véletlenszerti lesz [76, 77]. llyenkor a FRET sebességi allanddja a spektroszkopiai
paramétereken kiviil csak a két molekula tavolsaganak a fliggvénye.

A FRET hatasfok (E) megadja azon gerjesztett donor molekulak hanyadat, amelyek
FRET révén relaxalodnak. E a donor és akceptor molekulak tavolsaganak hatodik hatvanyéval
csokken:

1

"Ry ?
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ahol Ry (Forster tavolsag) az a tavolsag, amelynél a FRET hatasfok 50%. Mivel a FRET
érzékenyen fligg a tavolsagi viszonyoktol, ezért molekularis vonalzoként hasznalhato az intra-
és intermolekularis tavolsagok meghatarozasara [78].

A FRET hatassal van a donor és az akceptor fluoreszcencia szamos paraméterére,
amelyek segitségével az E meghatarozhato [79, 80]. A donor fluoreszcencia élettartama és
kvantumhatasfoka csokken, ami a donor fluoreszcencidjanak csokkenését okozza (donor
quenching), mig az akceptor emisszidja megné (szenzitizalt emisszid). E meghatarozhato a

donor vagy az akceptor festék fotoelhalvanyitasaval is (photobleaching) [81-84].

2.9. Az akceptor fotoelhalvanyitason alapulé FRET mérés elméleti hattere

Az akceptor fotoelhalvanyitas egy Onkontrollos FRET modszer [85]. Mérés soran
meghatarozzak a donor molekula intenzitasat akceptor jelenlétében (Fpa), majd az akceptort
nagy intenzitdsu lézerrel kiégetik. Ezaltal megsziinik az akceptor abszorpcids képessége €s az
akceptor kiégetése utan mért donor intenzitas megfelel az akceptorral nem jel6lt minta (Fp)
intenzitasanak [85-87]. A donor fluoreszcencia novekedése aranyos a FRET hatasfokkal:

E=1- Fou 3)
D

A technika eldnye, hogy a mérés ¢és az adatok kiértékelése gyors és egyszerii. Hatranyai kozé
tartozik, hogy az akceptor elhalvanyitasa idéigényes és visszafordithatatlan folyamat, illetve
nem alkalmas nagy mobilitasu fehérjekomplexek vizsgalatara [88], mivel a kiégetés soran a
vizsgalt objektum elmozdul. A donor nem kivant, illetve az akceptor nem tokéletes kiégetése
a folyamat alatt a FRET hatasfok alulbecslésével jar [89]. Az akceptor kiégetése a donor
hullamhosszan is emittalo fototerméket eredményezhet, ami fals pozitiv eredményt adhat. A
fenti problémak a kiértékelés soran megfelelé kontrollok hasznalataval korrigalhatok, ehhez
sziikség van egyszeresen jelolt donoros, illetve akceptoros mintara is [82]. Az egyszeresen
jelolt donoros minta hasznalataval a donor nem kivant kiégetésének mértékét tudjuk
megallapitani, mig az akceptoros minta segitségével meghatarozhatd az akceptor illetve az

akceptor fototermék atvilagitasa a donor csatornaba.

2.10. Intenzitas alapi FRET elméleti hattere
Az intenzitas alapi FRET modszerrel molekuléris kdlcsonhatasok kdvethetéek nyomon.
A FRET mérés gyorsabban Kivitelezhetd, mint az akceptor fotoelhalvanyitas technikaval, és a

mérés soran a fluoroforok nem veszitik el fluoreszcens tulajdonsagukat [90, 91]. Mivel ez a
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modszer minimalisan destruktiv, ¢16, nem fixalt sejtek is vizsgalhatok, illetve fizioldgiai
folyamatok id6beni kovetésére is van lehetéség. Az intenzitas alapu technikaval harom
csatorna (donor, transzfer és akceptor) jelét detektaljak. A csatornak kozotti atvilagitasi
korrekcids faktorok meghatarozasa utan lehetové valik a tiszta donor és akceptor intenzitasok,
illetve a FRET hatasfok pixelenkénti, illetve sejtenkénti meghatarozasa mikroszkoppal [92]
vagy aramlasi citométerrel [93]. Az aramlasi citometrias technikat nagy statisztikai pontossag
jellemzi [91, 94, 95], mig a képalkotd mikroszkopia segitségével a fluoreszcensen jelolt
molekulak expressziojanak és kolcsonhatasanak sejten beliili eloszlasat lehet detektalni in situ
[92].

A modszer hasznalatahoz sziikséges tudni @ megegyez6é szamu donor, illetve akceptor
festékbdl eredd fluoreszcencia intenzitast, amit elég nehéz meghatarozni, ha a két fehérje
egymastol fiiggetleniil fejezddik ki. A megoldas a fluoreszcens fehérjékbdl allo fuzids fehérje
hasznalata, melyben a donor (ECFP/EGFP) és akceptor (EYFP/mRFP1) kozott egy néhany
aminosavas linker talalhato, és igy a két festék egyetlen polipeptid lancként egyenld szamban

fejezddik ki ugyanazon promoterrol.

2.11. Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

Az FCS hasznélataval lehetévé valik fluoreszcensen jelzett intracelluldris molekulak
dinamikajanak detektalasa oldatban vagy ¢él6 sejtekben nM-os, illetve annal kisebb
koncentraciotol [96]. A mérés soran egy konfokalis mikroszkop szubfemtoliteres detektaldsi
térfogatdban a keresztiildiffundalt fluoreszcensen jelzett molekuldk fluoreszcencia
fluktuaciojat mérjiik. Az F(t) intenzitas id6fiiggd fluktuaciojabol meghatarozhatd az
autokorrelacios fiiggvény (G(1)).

Ha a diffazion kiviil mas folyamat nem jarul hozza a fluoreszcencia intenzitas

crer

a kovetkez6 egyenlet irja le:

B I

ahol t a mérési idst, a{ )zarojel iddbeli atlagolast, SF (t)=F (t)—(F)a fluoreszcencia

pillanatnyi értékének atlagtol valo eltérését jeloli. A t a késleltetési id6 (lag time), az
atlagolast pedig minden t, t+t értékre elvégezziik. 1p a diffuziés id6, ami a diffundald

részecskék altal atlagosan az érzékeny térfogatban eltoltott idot jelenti. A G(t) fiiggvény

18



amplitidoja az érzékeny térfogatban atlagosan jelenlévd részecskék szamanak (N) reciproka
[97-99]. S az ellipszoid alaku érzékeny térfogat axialis (@, ) és laterdlis (@,,) sugaranak

hanyadosa. Az atlagos intenzitds és a részecskeszam hanyadosa- (F/N) megadja az
egylittdiffundalé egységek specifikus fluoreszcenciajat, tehat aranyos az aggregatumokat
alkotd molekuldk szamaval, az aggregicio fokaval. Az autokorrelacios gorbe kiilonféle
diffaziés modellekkel illeszthetd meg, amibdl megkaphatjuk a komponensek diffuziés idejét

¢s az érzékeny térfogatban levo részecskeszamot is (lasd Anyagok és Mddszerek).

0.003

0.002-
G
o
0.001-
0.000 .i = 1
106 104 102 100
t [masodperc]

7. abra: Az EGFP fehérje autokorrelacios gorbéje

crer

difftizios 1dordl, igy a diffazios allandorol, és az érzékeny térfogatban levd részecskeszamrol
is tartalmaz informéciot.

Az FCS technika alkalmas molekularis kélcsonhatasok vizsgalatara is, igy kimutathatd, ha
egy fehérje mas fehérjékhez vagy a DNS-hez kotddik. Ha a fluoreszcensen jelolt molekula a
sejtben hozzakotédik egy nagyobb makromolekulahoz, akkor a diffundalo részecske tomege
megnd, ezaltal a mobilitasat jellemzd diffizios allandd szignifikansan csokken, a diffizids

ideje megemelkedik.
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8. abra: Harom kiilonboz6 diffuzios allanddoju részecske Szimulalt autokorrelicios
fiiggvénye [100], ahol a diffizios allandd 10°-107 cm?/s kozott valtozik. Az érzékeny
térfogat ellipszoid alaki, 0,25 és 1 yum-es e” sugarakkal.

Az FCS kétcsatornas valtozata, a fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopia (FCCS)
esetén két, az érzékeny térfogatokban diffundalé molekula egylittes mozgasat detektaljuk,
ahol a két érzékeny térfogat egymassal atfed. Mérés soran a két molekulét spektralisan eltérd
fluoroforokkal jeloljik meg, fluoreszcencia fluktuacidjukat két kiilonbozd csatornaban

detektaljuk. A keresztkorrelacios fiiggvény definicidja [101]:

N (F,(1)-0F; (t+7))
N CIORGID) R

ahol F; ¢és Fj a két molekula kiilon csatornaban mért fluoreszcencia intenzitdsa. Ha a két
részecske Osszekapcsolodik, és egyiitt mozog, a két fluoreszcencia fluktuacié korrelal
egymdassal ¢és a generalt keresztkorreldcios gorbe amplitidoja nullatdl kiilonbozd. A
keresztkorrelacios és autokorrelacios fiiggvények amplitiddinak hanyadosabol megbecsiilhetd

az asszocialt molekuldk hanyada.

2.12. Képalkoto fluoreszcencia keresztkorrelaciés mikroszkopia (SPIM-FCCS)

A szelektiv sik megvilagitasi mikroszkopban (SPIM) egy hengerlencsével vékony
diffrakcio-limitalt fénysikot hoznak Iétre a mintaban a detektalo objektiv fokuszsikjaban. Ez a
széles latdomezejli megvilagitashoz képest vékonyabb detektalasi térfogatot hoz létre. A

mintara es6 gerjesztd fény mennyisége is jelentésen lecsokken, ami csokkenti a fototoxicitas
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mértékét. A SPIM a gerjesztett molekulak emisszidjat a teljes fokuszsikban egyszerre rogziti
egy kamera segitségével, mig a konfokalis rendszerek egyszerre csak adott pontban (vagy
esetleg pontokban, illetve vonal mentén) detektalnak [102].

A SPIM-FCCS a klasszikus FCCS tovabbfejlesztett valtozata, melyben a SPIM
mikroszkop altal megvilagitott ~2 um vastagsaga optikai szeletben gerjesztett fluoroforok
objektivvel Osszegyijtott fluoreszcens fotonjait egy gyors CCD kamera ~500

mikroszekundumos gyakorisaggal rogziti.

to detection optics
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on xyz translation stage
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9. abra: SPIM sematikus abraja
Néhany mikrométer vastagsagu szeletben gerjesztjiik a mintat. A detektalas a gerjesztésre merdlegesen

torténik [103].

Eltéréen a konfokalis FCS-tdl, SPIM-FCCS esetén képi informaciét is kapunk a
fluoroforok eloszlasarol és (ko)mobilitasarol. Minden egyes pixelre ki tudjuk szdmolni az
auto- ¢és keresztkorrelacios gorbéket és kiilonbozo diffuziés modellek szerint elemezhetjiik
Oket. SPIM-FCCS technikaval sejtenként nagyon j6 statisztikat kaphatunk. Emellett csokken a
fotoelhalvanyitds és a fototoxicitds mértéke is, mivel csak a megvilagitott sikban levd
fluoroforok gerjesztédnek. A technika hatranya az, hogy a detektalasi térfogatelem mérete
nagyobb, mint a konfokalis FCS/FCCS esetében, de tobbnyire a vizsgalt fehérjék mobilitasa
sejtekben elég alacsony ahhoz, hogy megbizhat6 informaciot adjon.

A technika elsé alkalmazasi teriiletei kozé tartozik az embriologia teriilete [102] és a

sejtmagfehérjék kolcsonhatasainak vizsgalata [103].
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3. CELKITUZESEK

Korabban kimutattak, hogy a c-Jun képes onmagaval homo-, illetve a c-Fos-szal
heterodimert alkotni, azonban a c-Fos-rdl azt tartottak, hogy a kialakulé homodimer nem
stabil. Izolalt c-Fos leucin cipzart magas koncentracidban vizsgalva leirtak, hogy a csonkolt
fehérje képes stabil homodimert alkotni in vitro, azonban egy kézlemény sem vizsgalta a
funkcionalis fehérje viselkedését in vivo. Az irodalomban fellelheté informaciok alapjan
elmondhat6, hogy Szamos tumorban mértek megemelkedett c-Fos szintet, azonban ezek a
kozlemények nem adtdk meg a fehérje pontos mennyiségét. A c-Fos homodimer
kialakulasarol szolo eltéré vélemények, illetve a szdmos tumorban magas expresszioval
megjelend c-Fos transzkripcids faktor jelentésége 0sztonzott minket a c-Fos homodimerizacio
jelenségének alaposabb vizsgalatara.

Munkank alapvetd célkitiizései, illetve vizsgalni kivant kérdései ezek alapjan a

kovetkez6ek voltak:

e Alkot-e a c-Fos transzkripcios faktor stabil homodimert é16 sejtben?

e Hogyan lehet a disszociacios allandot meghatarozni FRET adatokbdl €16 sejtekben?

e Mekkora a c-Fos homodimer és a c-Fos—c-Jun heterodimer disszociacios allanddja?

e Kotédnek-e a c-Fos homo- és heterodimerek a kromatinhoz?

e Hogyan lehet szuboptimalis gerjesztési hullamhosszakkal mért FRET adatokat

kiértékelni?
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Pufferek, oldatok molekularis biologiai médszerekhez

Puffer/oldat neve Osszetevok pH
BSA/Tween 2% BSA, 0.1% Tween TBS-ben 7.4
Formaldehid 3.7% PBS-ben 7,4

1mM CacCl,, 5.36mM KClI, 0.44mM KH,PO,, 136.9mM
HBSS NaCl, 0.75mM MgSO, x 7 H,0, 0.33mM Na,HPO, x 2 H,0, 7,4
5.55333mM D-gliik6z, 10nM Hepes
LB médium 20 g/l LB 7,0
LB agar 20/1 g LB, 16 g/l agar 7,0
10x PBS 1.5 M NaCl, 32.18 M KClI, 85.96mM Na,HPO, x 2 H,O, 68
16.9mM KH,PO,
soc 10 mM NaCl, 2.5mM KCI, 10mM MgCl, x 6 H,0, 20mM -
MgSO, x 7 H,0, 20 g/l LB, 20 mM gliikéz '
50x TAE 242 g/l TRIS, 57.1 ml/l ecetsav, 14.61 g/l EDTA 8,5
TBS 20 mM TRIS, 150 mM NaCl 7.4
IXTE 10 mM TRIS, 1 mM EDTA 8,0
Triton X/Tween 0.25% Triton X, 0.1% Tween TBS-ben 7.4
1x TE (FCS méréshez) | 10 mM TRIS, 0.1 mM EDTA 7.4

4.2. Sejtvonalak, sejttenyésztés

Méréseinket minden kisérletiinkben HeLa méhnyakrak sejtvonalon végeztiik, amit a
heidelbergi Német Rakkutatdé Kozponttol (DKFZ) kaptunk. A HelLa sejteket RPMI 1640
médiumban tenyésztettiik, 10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/l Penicillin és 100mg/1
Sztreptomicin mellett. A sejteket 37°C-on, 5% CO, mellett tartottuk fenn, minden 2-3. nap

passzaltuk.
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4.3. Plazmidok
A teljes hosszusagu c-Fos fehérjék mellett haszndltunk egy mutdnst, amelynek C

21%) gy a c-Fos esetén a C terminalis hossza a

végérol eltavolitottak 164 aminosavat (C-FoS
leucin cipzartdl szdmitva ugyanakkora lett, mint a c-Jun-nal, ami FRET mérésekben nagyobb
transzfer hatasfokot eredményezett [104]. Bioldgiai negativ kontrollként egy olyan delécios
mutans fehérjét hasznaltuk, ahol a c-Fos fehérjérdl eltavolitottak a DNS ko6t6 és dimerizacios

domént (c-Fos™),

igy az nem képes sem dimerizacids partnereivel, sem a DNS-sel
kolcsonhatni. A pozitiv kontroll egy olyan fehérje volt, ahol a donor és akceptor festéket
(ECFP-EYFP, illetve EGFP-mRFP1) egy 7 aminosavbdl allo linker koti Gssze, ami magas
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer hatasfokot eredményez. Konfokalis mikroszkopos
FRET vizsgalatokhoz az ECFP-EYFP donor-akceptor part hasznaltuk, ami a magas Ry érték
miatt (4,9 nm [71]) magas FRET hatasfokokat eredményezett. Az aramlasi citométerrrel és
SPIM-FCCS-sel torténd mérésekhez az EGFP-mRFP1 part hasznaltuk a rendelkezésre allo
lézer gerjesztési hullamhosszak miatt.
A képalkotd fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopiai (SPIM-FCCS) mérésekhez a
pozitiv kontroll esetén harminc prolinbol allo 6sszekotdt illesztettiink a két fluoreszcens
fehérje kozé, amivel csokkentettiik a FRET-et és megndveltiik a fehérje méretét, igy novelve a
molekula diffuzios idejét. Erre a SPIM-FCS idodbeli felbontasa (0,5 ms) miatt volt sziikség.
A konstruktok a kdvetkezdk voltak:

e pSV-c-Fos-FP

e pSV-c-Fos?**-FP

e pSV-c-Jun-FP

e pSV-ECFP-EYFP illetve pSV-EGFP-mRFP1 (RNPPVAT linker)

e pSV-EGFP-GPVAT-P30-GPVAT-mRFP1

e pSV-c-Fos**-FP
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4.4. Klénozas

A konfokalis mikroszképos FRET mérések esetén a heidelbergi kollaboracios
partneriinktdl kapott plazmidoknal a c-Fos-hoz kapcsolt fluoreszcens fehérjéket ECFP és
EYFP festékparra cseréltiik, illetve elkészitettiik az EGFP-mRFP1 parhoz a c-Fos-mRFP1/ c-
Fos?®>-mRFP1 konstruktokat. A fluoreszcens fehérjéket Agel és Notl enzimekkel hasitottuk ki
a vektorbol és osszekapcsoltuk az ugyanezekkel az enzimekkel meghasitott c-Fos/c-Fos*™
fehérjét kodolod vektorokkal.

Agaroz gélelektroforézis

A DNS fragmenseket 1% agardz gélen valasztottuk el. Az agarozt 1x TAE pufferben
forralassal oldottuk fel, majd ethidium-bromidot kevertiink hozza, hogy a DNS-t lathatova
tegyiik. A mintakhoz 6x loading puffert kevertiink (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham),
felvittiik a gélre és a DNS fragmenseket 100 V fesziiltségen 1x TAE pufferben futtattuk meg.

A gél darabok kivagasa UV transzilluminator felett tortént.

DNS Kkinyerése agaroz gélbol

A DNS gélbol vald kitisztitasdhoz fenolos kinyerést hasznaltunk. A kivagott gélt
eppendorf csdbe tettiik, aminek az aljat eldzdleg eltavolitottuk. Ezt a csovet egy 1) eppendorf
csObe tettiik és 7500 rpm-en centrifugaltuk 5 percig. A feldarabolt gélre annyi pl fenolt
mértiink, amennyi a gél tdmege (mg) volt, majd fél érara -80°C-ra tettiik. Amint a gél teljesen
kiolvadt 13.000 g-n centrifugaltuk a csovet 5 percig. A feliiliszot j eppendorf csébe
pipettaztuk és 1:1 aranyban fenolt és kloroformot mértiink hozzéa. 5 perc 13.000 g-n torténd
centrifugdlas utan a feliiluszot 0j csObe mértiik majd hozzaadtunk 1/10 térfogatnyi 3 M-0s Na-
acetatot és 2,5 térfogatnyi 99%-0s etanolt. 30 perces -20°C-on torténd inkubacio utan 15
percig centrifugdltuk a mintat 13.000 g-n. A feliiltiszot eltavolitottuk, majd 500 pl 70%-0s
etanollal mostuk a DNS-t. Ujabb 13.000 g-n 15 percig tarto centrifugalas utén eltavolitottuk a
feliiluszot és beszaritottuk a mintat. A DNS-t nukleaz-mentes vizben vettiik fel, a mindségét
¢s mennyiségét NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham) hataroztuk meg.

Restrickios emésztés
Az restrikcios endonukleazokat a Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham cégtdl

rendeltiik, 20 pl végtérfogathoz 1-1 pl (10U/ul) enzimet hasznaltunk.
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Ligalas
Ligacid soran a vektor: inzert arany 1:5 volt. 20 pl reakcidelegybe 5 egység T4 DNS
ligazt (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham) mértiink. A ligacié 16°C-on egész ¢éjszaka

tartott. A kész konstruktokat megfuttattuk gélen illetve szekvenalassal is ellendriztiik.

Kompetens sejtek készitése

DH5a kompetens sejt készitéséhez eldszor éjszakai kultarat készitettiink. Masnap az
¢jszakai kultirat 200 ml LB-be oltottuk at és addig razattuk, mig az ODgqp elérte a 0,4 értéket;
ekkor a kultarat 4°C-on 1800 g-n 7 percig centrifugaltuk. A sejteket felszuszpendaltuk 60 mM
CaCl,, 10 mM Pipes és 15% glicerol Osszetételii oldatban. A szuszpenziot 5 percig 4°C-on
1200 g-n centrifugaltuk majd ujra felszuszpendaltuk a fent emlitett CaCly-os oldatban és 30
percig jégen allni hagytuk. A sejteket 1200 g-n 4°C-on 5 percig centrifugaltuk és a pelleteket
2-2 ml CaCl,-os oldatban szuszpendalva jégen allni hagytuk masnapig. A szuszpenziot 200

pl-enként szétmértiik és -80°C-on taroltuk.

Transzformacio

200 pl kompetens DHS5a-t jégen kiolvasztottunk, majd hozzaadtuk az Osszeligalt
plazmidot. 30 perc jégen torténd inkubacio utan 1,5 percre 42°C-ra tettiik, majd a hésokk utan
5 percre visszatettiik jégre. Az inkubacio utan 1 ml SOC-ban razattuk a sejteket 37°C-on fél
orén at. 3 perces 500 g-n torténd centrifugalds utdn a SOC-ot eltavolitottuk ugy, hogy koriil-
beliil 30 ul folyadék maradjon az eppendorf csében és 25 ug/ml-es kanamicines agaros LB-re

sz¢lesztettiik a sejteket. A Petri csészéket 37°C-on egész éjszaka inkubaltuk.

DNS plazmid kinyerése

Transzformaci6 utan feln6tt telepekbdl egyet 5 ml LB-be leoltottunk, ami tartalmazta az
antibiotikumot is és egész éjszaka razattuk 37°C-on. Plazmid DNS kitisztitasahoz GenElute™
Plasmid Miniprep Kit-et (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) hasznaltunk. Nagyobb mennyiségii
DNS kinyeréséhez 250 ml LB-be oltottuk az ¢éjszakai kultirat, egész ¢jszakan at rdzattuk,
majd PureYield™ Plasmid Maxiprep System-et (Promega, Madison, Wisconsin, USA)

alkalmaztunk.
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Plazmidok transzfekcidja
A konfokalis mikroszkoppal torténé méréseket 8 lyuka IBIDI kamraban (Ibidi GmbH,

Planegg/Martinsried, Németorszag) végeztiik, ahol 15.000 sejtet tettiink ki 300 ul 10% RPMI-
be. A vizsgalni kivant fehérjéket plazmidként tranziens transzfekcioval juttattuk be a sejtekbe
transzfekcidés reagenst hasznalva. A sejtek kitapasztasa utan 1 nappal elkészitettiik a
transzfekcids mixet, ami az alabbi komponensekbdl all:

e 25 ul FBS-mentes RPMI

e 0,8 ug DNS

e 2 ul FuGeneHD reagens (Promega, Madison, Wisconsin, USA)
Husz perc szobahOmeérsékleten torténd inkubdcido utan 5 ul transzfekcids mixet mértiink
lyukanként a sejtekhez.
Aramlasi citométeren torténé mérésekhez 24 lyuka sejttenyésztd edénybe 50.000 sejtet
tettiink ki, a transzfektdlas menete és a kimért mennyiségek megegyeztek a konfokalis
mikroszkopnal leirtakkal.
SPIM-FCCS mérésekhez 3-as szamu fedélemezekbdl letorott darabokat (5x8 mm?) tettiink 35
mm atmérdji Petri csészébe, majd ramértiink 100.000 sejtet 2 ml médiumban. Masnap 90 pl
FBS-mentes médiumhoz hozzamértiink 0,1-6 pg DNS-t és 4 ul FuGeneHD reagenst, majd a
teljes mennyiséget a sejtekhez pipettaztuk. A méréskor a fedélemezt erre szolgald rogzitett

csipesz tartotta a HBSS pufferrel t61tott mintatarto kamraban.

4.5. FRET hatasfok meghatarozasa konfokalis mikroszkoppal

FRET méréseket Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer pasztdz6 mikroszkopon (Carl Zeiss,
Jena, Germany) végeztiikk. A donor és transzfer jelet Argon ion lézer 458 nm-es vonalaval
gerjesztettiik, a detektalashoz 475-525 nm-es és 530-600 nm-es savsziiroket hasznaltunk, mig
az akceptor festék gerjesztéséhez az Argon ion lézer 514 nm-es vonalat és a detektalashoz
530-600 nm-es savsziirét alkalmaztunk. A mikroszkop 458 és 514 nm-es hulldmhossza
optimalis az ECFP és EYFP gerjesztésére, ami nagyon jo jel/zaj aranyt ad. A sejtenkénti atlag
fluoreszcencia intenzitdsok egyes csatorndkban torténd meghatdrozasahoz a mikroszkop
szoftverét hasznaltunk. A kifejezett fluoreszcens fehérjét tartalmazo teriiletet kivalasztottuk és
a program megadott pixelenkénti atlagos fluoreszcencia intenzitdsokat Microsoft Excel
programba masoltuk A tovabbi szdmoléasokat itt végeztiik el. A konfokalis mikroszopias

méréseinkhez ECFP (donor) és EYFP (akceptor) fluoreszcens fehérjéket hasznaltunk.
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4.5.1. Akceptor fotoelhalvanyitis modszer

Az egyik legegyszeriibb intenzitds alapi FRET meghatarozasi modszer az, amikor a
kétszeresen jelolt minta (donor-akceptor) donor intenzitasat hasonlitjuk Ossze az akceptor
jelenlétében, illetve az akceptor kiégetése utan. Elsé 1épésként a donor és az akceptor festék
eloszlasardl egy kétcsatornas képet vettiink fel, majd az akceptor festéket kiégettiik az 514
nm-es lézerrel maximalis intenzitason torténd tobbszori pasztazassal. A fotoelhalvanyitas utan
ujra kétcsatornds képet vettiink fel. A FRET hatasfok meghatarozésa soran figyelembe vettiik
az akceptor nem tokéletes kiégését, a donor fotoelhalvanyitasat az akceptort gerjesztd 1ézerrel
¢s az akceptor, illetve az akceptor fototermék emisszidjanak megjelenését a donor
csatornaban [87]. A hattér intenzitds meghatarozasa csatornanként a felvett képek egy
sejtmentes terliletén tortént, aminek az atlagos intenzitasa levondsra keriilt a tobbi pixel
intenzitasabol. A zaj csokkentésére 2 pixel sugaru Gauss szirést alkalmaztunk. A FRET

hatasfok Ejj pixelenkénti meghatdrozéasa az alabbi képlettel tortént:

E 1 (1—0()(File—5FijAl) (6)
" Y (FP (ad+(1-a)e) ) —a(FP - oF/)

ij

ahol F;>* ¢s Fij®% a hattérrel korrigalt donor fluoreszcencia intenzitdsok a fotoelhalvanyitas
elétt és utdn, mig FijAl ugyanazon pixel hattérrel korrigalt akceptor fluoreszcencidja a
fotoelhalvanyitas elétt. Az a-val jelolt tényezd az akceptor nem tokéletes kiégését korrigalja
(ez az a faktor kiilonbozik az aranyalapt FRET egyenletekben 1év6tol). y jellemzi a donor
fotoelhalvanyitasat, amit csak donorral jel6lt mintdn mértiink meg, 6 €s € pedig az akceptor,
illetve az akceptor fototermék bevilagitasat a donor csatornaba, amely faktorokat egyszeresen
akceptor festékkel jel6lt minta hasznalataval hatdroztunk meg. A pozitiv kontrollal (ECFP-
EYFP faziés fehérje RNPPVAT linker-rel a két fehérje kozott) kapott FRET hatasfok

eredményét aranyalapu FRET méréseknél referenciaként hasznaljuk.

4.5.2. Aranyalapu modszer
Sejtenkénti FRET meghatarozas esetén a képek felvételéhez a konfokalis mikroszkdp
szoftverének “Multi Track™ opcidjat hasznaltuk, ahol a hasznalt 1ézereket a pasztazés soran
soronként ki-be kapcsolva egymas utan alkalmaztuk, igy minimalizalva a csatornak kozti
atvilagitast. A FRET pixelenkénti meghatdrozasdhoz az ImageJ szoftver RiFRET moduljat
hasznaltuk [105], mig a sejtenkénti kiértékelést Excel program segitségével végeztik. A

FRET hatasfok térkép, illetve hisztogram létrehozasa Matlab program keretén beliil tortént. A
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modszer hasznalataval egyszerre harom csatornaban régzitjiik a fluoreszcencia intenzitasokat:
I, (donor), I, (transzfer) és Is (akceptor). Ezek az intenzitasok kifejezhetdek a gyengitetlen
donor intenzitéas (Ip), az akceptor intenzitas (la), a FRET hatéasfok (E), az atvilagitasi faktorok
(S1-S4), a relativ fluoreszcencia hatasfok (a) és az extinkcidés allandok hanyadosai (g)
fliggvényében:

| =1 Q-E)+1,5,+ |DEOC%

2

I,=1,1-E)S, +1,S,+1 Ea (7)
|, =1 (1-E)S,+ 1, +1 East
SZ
Az egyenletekben szerepl6 fluoreszcencia intenzitasok autofluoreszcenciara korrigaltak, amit
a transzfektalatlan sejtekbol hataroztunk meg. Az S; és S; atvilagitasi tényez6k megallapitasa
csak ECFP-t kifejez0 sejtek hasznalataval tortént.

Konfokalis mikroszkopias méréseink esetén az Sz tényezd elhanyagolhato volt az akceptor
csatorndban hasznalt emisszios sziird miatt, illetve mert az ECFP 514 nm-en gyengén
gerjeszthetd. Sy és S4 faktorok meghatdrozasahoz csak EYFP-t kifejezd sejteket hasznéltunk:

A A
_IZ _Il

Sz_|_A S4—I—A (IOéSII)
3 3

Az ¢, az ECFP és EYFP festtkek a donor és az akceptor gerjesztési hulldmhosszan

meghatarozott extinkcids egylitthatoibol szamithato:
ECFP _EYFP

&
— G514 Egsg
€4~ " ECFP_eYFP (12)

8458 8514
Konfokalis mikroszkopnal ez a tényezd elhanyagolhatd volt. A FacsAria és az LSC esetén

hasznalt gerjesztési hullamhosszakkal a faktor becsiilt értéke a kovetkez6 tartomanyba esik:

ECFP LEYFP

g,=2u Sus 0 0029-0,0066 (13)

~ _ECFP _EYFP
€405 Eugg

A FRET hatasfok meghatarozasahoz sziikséges az un. o faktor megallapitasa, ahol az adott
szamu, transzfer csatornaban detektalt gerjesztett EYFP molekula fluoreszcens jelét

aranyitjuk az azonos szamu, donor csatornaban detektalt gerjesztett ECFP molekula jeléhez:
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o =M, (14)

QecerMecre

ahol Qecrp €és Qeyrp az ECFP és EYFP fluoreszcencia kvantumhatasfoka, 7zcep €S Mgy aZ

ECFP és EYFP fluoreszcencia emisszidjanak detektalasi hatékonysaga a donor és transzfer
csatornaban. Az a értéke meghatdrozhaté két minta segitségével, ahol ismert mennyiségi

ECFP ¢és EYFP fejezddik ki:

I EYFP N ECFP
__2

a= &, (15)

I ECFP N EYFP
1

ahol 1/ ¢és 17 458 nm-en (konfokalis mikroszkép) illetve 405 nm-en (FacsAria és LSC)
gerjesztett ECFP és EYFP fluoreszcencia intenzitasa, N /NS az ECFP és EYFP
fluoroforok hanyadosa és ¢, a donor gerjesztési hullimhosszdn meghatarozott extinkcios

egyiitthatok hanyada. Aramlasi citométeren és LSC-n ez kifejezheté az alabbi egyenlettel:

ECFP

£,=2 _—95-426 (16)
8405
mig konfokalis mikroszkopon:
£ECFP
§=—2-=318-397 17)
458

A paraméter bizonytalansagat az extinkcids egylitthatok értékeinek bizonytalansdga okozza.
Egy fuzios minta segitségével, ahol az ECFP és EYFP fehérjéket egy hét aminosavas linker
koti Ossze €s igy a fehérjék 1:1 aranyban fejezddnek ki, az o faktort az alabbi képlettel
irhatjuk le:

&, (18)

A 7. egyenletrendszer és a 18. egyenlet a négy ismeretlennel (Ip, Ia, E és a) megoldhato,

amennyiben az egyszeresen jeldlt sejtekbdl meghatarozzuk az S tényezdket. A megoldas a-ra:

S,(1((1+2,)8,8; ~(1+£,6,)S, )~ (1+,) 15(S, = 8,8, ) + 1, (1-8:8, +4, (£, - ;5. )))
(6,~1)(1,S,~1,S,) (19)

o=

30



Ebbél az egyenletbél megkapjuk a teljes sejtpopulaciora vonatkoztatott sejtenkénti atlagos o
értékét a fuzidos (ECFP-EYFP) minta esetén, ahol a donor és akceptor festékek 1:1 aranyban
fejez6dnek ki. Ezt az o értéket visszahelyettesitjik az egyenletrendszerbe, majd
meghatarozzuk a FRET hatdsfokokat a fuzios, illetve a kotranszfektalt mintak esetén a

kovetkez6 képlettel:

S,(1,-1,S,— 1,8, +1,5,5, +1,5,S,-1,5.S,)

E=
a(1-£,) (1S, — 1,8, )+S, (1, — 1,8, — 1,8, + 1,,5, + 1,S,5, — 1,S,S, )

(20)

A teljes gyengitetlen donor (Ip) és az akceptor fluoreszcencia kiszamolhatd az alabbi két

egyenlettel:
. a(e,~-1)(1,S,-1,5,)+S, (1,5, + 1.8, - 15,5, - 1,5,S, + 1, (S,S, —1))
? a(g,-1)(S,-S.S,) 21)
| = &(1,-1,5,)-1,S,+1,5,S, +1,5,S, - 1,S,S,
A (:94 —1)(82—3184) (22)

FRET szamolasaink sordn egy masik paramétert, az akceptor-donor aranyt is felhasznaltuk,
ami a két molekulafajta szamaranya. Els6 1épésként a pozitiv kontroll donor-akceptor (ECFP-
EYFP vagy EGFP-mRFP1) fiziés minta hasznalataval meghataroztuk a Q = I/ Ip akceptor-
donor intenzitas hanyadost a 21. és 22. egyenletek felhasznalasaval. A fuzidés minta esetén a
donor-akceptor expresszi6 aranyat 1:1-nek tekintjiik. A kétszeresen jelolt, donorral és

akceptorral kotranszfektalt mintak esetén az akceptor-donor molekula-arany értéke:

IA
1,Q &)

N
ND

A donor intenzitasit FRET-re Ggy korrigaltuk, hogy a hattér intenzitasra korrigalt donor
intenzitast elosztottuk a fehérjék kozt mért FRET hatasfok egybdl kivont értékével (1-E). Az
aranyalapu kiértékelés egyik sarokpontja az extinkcids koefficiensek aranyanak pontos
meghatarozasa. Ehhez tudnunk kell a gerjesztési maximumnal mért extinkcios koefficiensek

értékét, illetve hogy az adott gerjesztési hullamhossznal a festék extinkcidja a maximumnak
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hany szazaléka. Ha barmely adat meghatarozasdban pontatlansag van, akkor a FRET értékek
kiszamoléasaban ez a hiba meg fog jelenni. Hogy elkertiljiik az ebbdl ad6do6 bizonytalansagot,
akceptor fotoelhalvanyitas technikdval is meghataroztuk a FRET hatasfokot a fuzids fehérje
esetén. Mivel azonos plazmiddal tortént a FRET hatasfok meghatdrozasa, ezért a két
kiilonb6z6 technikaval kapott eredménynek elvileg ugyanannyinak kell lennie. Az ECFP-
EYFP FRET péar esetén a 20. képlettel meghatarozott FRET hatasfok 37,9-47,3% kozott
valtozott, az atlagos akceptor fotoelhalvanyitassal kapott eredmény pedig 48,5% volt (48,5 +
1,8%). Mi az utobbit fogadtuk el és azt hasznaltuk szdmolasainkban sztenderdként. A fuzids
minta esetén az a értékét ugy allitottuk be, hogy az atlagos FRET hatasfok a 20. képlettel
48,5% legyen, és ezzel az a értékkel szamoltunk a kotranszfektalt mintaknal [106].

4.6. FRET hatékonysag meghatirozasa aramlasi citometriaval

Az é4ramlasi citometrids méréseket FACSAria III miiszeren (Becton Dickinson, San
Jose, CA) végeztiik. A sejttormelékek és az apoptotikus sejtek kikapuzdséhoz az eldre- ¢€s
oldalszoéras paramétereket hasznaltunk. ECFP és EYFP festékpar esetén a donor és transzfer
jelet 405 nm-es szilardtest 1ézerrel gerjesztettik és 430-470 nm illetve 515-545 nm kozott
detektaltuk, mig az akceptor jel gerjesztéséhez 488 nm-es szilardtest 1ézert alkalmaztunk és
515-545 nm kozott gyljtottiik az emittalt jelet. EGFP és mRFP1 festékpar esetén a donor és
transzfer csatornaban 488 nm-es szilardtest lézert alkalmaztunk a gerjesztéshez, mig a
detektalashoz 515-545 nm savsziir6t illetve 561 nm feliilateresztd szlir6t hasznaltunk. Az
akceptor gerjesztéséhez 561nm-es szilardtest 1ézert, mig az emisszid detektalasahoz 561 nm-
es feliilateresztd szlir6t hasznaltunk. A csatorndk kozti spektralis atfedés minimalis annak
kdszonhetden, hogy a két 1ézerrel torténd gerjesztés egymashoz képest iddben késleltetett. A
FRET hatasfok meghatarozasat az intézetiinkben fejlesztett Reflex szoftverrel végeztiik [84].

Az EGFP/mRFP1 festékpar esetén az Sz mellett az S, atvilagitasi faktor is
elhanyagolhat6 volt, mert az EGFP nem gerjeszthetd 561 nm-en, az mRFP1 fehérje gyengén
gerjeszthetd 488 nm-en, illetve az &4 értéke nulla volt, igy a fenti egyenletek egyszerlisddnek.

A festékpar esetén az g, értéke 13,9 volt.

4.7. FRET hatékonysag meghatarozasa lézer pasztazé citométerrel (LSC)

A targylemez alapi méréseinket iCys képalkoto citométeren (CompuCyte Corporation,
Westwood, MA) végeztiik. A miszer egy Olympus IX-71 invertalt mikroszkopon alapul, amit
harom lézerrel, fotodiddakkal és négy fotoelektron-sokszorozé csével (PMT) szereltek fel. A

méréshez 40x (NA 0,75) objektivet hasznaltunk. A 405nm-es szilardtest 1ézert és a 488 nm-es
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Argon ion 1ézert ,,multi-track” modban hasznaltuk az ECFP és EYFP gerjesztéséhez, igy
minimalizélva a csatornak kozti atvilagitast. Teriileteket jeloltiink ki a mintdk adott részein
(ROI), majd a miiszer automatikusan pontrol pontra végigpasztazta azokat. A szoftver minden
egyes ROI-t kisebb mezbkre osztott, amik nagysaga 1024x768 pixel volt. Az emisszid
detektalasa donor és transzfer jel esetén 460-500 és 520-580 nm-es savsziir6kkel, mig az
akceptor jel esetén 520-580 nm-es szirdvel tortént. A fluoreszcenciat fotoelektron-
sokszorozokkal, mig a transzmisszios fényt fotodiddaval detektaltuk. A FRET sejtenkénti
kiértékeléséhez az atlagos fluoreszcencia intenzitasokat az Image Profiler szoftver
hasznalataval kaptuk meg, majd ezeket az adatokat Microsoft Excel-ben értékeltiik tovabb.

A kiértékelésnél az S, faktor elhanyagolhatd a donor sziik emisszids savszirdje miatt, igy a

20-22. egyenletek egyszertisodnek.

4.8. Diffaziés allando meghatarozasa fluoreszcencia Kkorrelacios spektroszképiaval

(FCS)

FCS méréseinket modositott Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszképon
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) végeztiikk, melyben a lavina fotodiodakkal (Perkin-
Elmer, Wellesley, MA) ellatott kétcsatornas FCS modul a konfokalis pasztazd egység
negyedik detektalasi csatornajahoz kapcsolodik. A mérésekhez UPlanAPO 60x (NA 1.2) viz
immerzios objektivet hasznaltunk. Az EGFP fluoreszcenciajat egy Argon ion lézer 488 nm-es
vonalaval gerjesztettiik, mig a detektalas 500-550 nm-es tartomanyban tortént. Azért, hogy
nagy koncentracioban is tudjunk mérni, egy neutralis szlir6t (OD 1) helyeztiink a 1ézer utjaba,
ami az intenzitast P=0.2 uW-ra gyengitette. A mért fluoreszcencia fluktudciokbol ALV-
5000E korrelator kartya (ALV Laser, Langen, Germany) hasznalataval autokorrelacios
gorbéket (ACF) kaptunk. Az FCS méréshez a konfokalis képeken sejtenként egy mérési
pontot jeloltiink ki, amely pont nem volt tal kozel sem a sejt, sem a sejtmagvacskak
hatarahoz. Mintanként harminc sejtet mértiink le szobahdmérsékleten, egy mérés 8x5 s-ig
tartott. Az autokorrelacios gorbéket két komponensii, harom dimenzioés szabad diffizios
modellel illesztettiik meg a Quickfit 3.0 programmal [107], figyelembe véve a triplet allapot
jelenlétét és az EGFP “blinking” jelenségét is:

. e, -1 -1/2 -1 -1/2
G(r)zl_T_®°+Te/ +Oe" 1 r, 1+5 | 14— +, 1+ 5| |14 , (24)
1-T-0, N T, S’t, T, S’t,
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ahol 7 a késleltetési id6, T a triplet hanyad, 7, a triplet korrelacios ideje, 6. a sotét allapot
hanyada és 7. a sotét allapot korrelacios ideje, 71 €s 72 a gyors és lassu komponens diffuzios
ideje (a fluoreszcens molekulak altal a detektalasi térfogatban toltott atlag tartdzkodasi ido), r;
¢s I, a két komponens hanyada, N a detektalasi térfogatban levo atlagos molekulaszam és S az

ellipszoid alaku detektalasi térfogat tengelyeinek aranya.

4.9. Fluoreszcencia intenzitas kalibralasa FCS hasznalataval

A disszociacios allandd (Kyq) meghatarozasahoz tovabbfejlesztettink egy modszert
[108], amivel a fluoreszcencia intenzitast abszolit koncentraciova tudjuk atszamolni. Els6
1épésben meghataroztuk a mikroszkép detektalasi térfogatat, amihez 130 nM-0s Alexa488
festékoldatot hasznaltunk. A festékoldat autokorrelacios fliggvényébdl megkaptuk a 7y és S
paramétereket, amelyek ismeretében meghataroztuk a lateralis és axialis sugarakat az alabbi

képletek segitségével,
o,, =4/4D1y, 0, = o, S. (25)

ahol 74 a festék mért diffuziés idejét, mig D (435 um?/s) a festék 22,5 °C-on mért diffizios
allandojat jeloli [109]. A detektalasi térfogat megadhatd az alabbi képlettel:

32 2
Veff =T (ny('oz' (26)

Az EGFP autokorrelacios fliggvényébdl meghatarozhatdo az érzékeny térfogatban 1évo
részecskék szama, majd a részecskeszam atszamolhaté koncentraciova a 27. képlet

hasznalataval

c=N/(N,Vy ), (27)

ahol N az Avogadro szam. Minden FCS mérés el6tt az FCS mérés pontjaban meghataroztuk
a fluoreszcencia intenzitast a konfokalis mikroszkop detektoraval, majd az FCS mérésbol
kapott koncentracidt abrazoltuk ezen fluoreszcencia intenzitas fliggvényében. Az igy kapott

kalibracios gorbe lehetdvé teszi az abszolit koncentracié kiszamitasat az intenzitasbol.
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4.10. A kalibracié hordozhatéva tétele

A kiilonb6z6 napokon és kiilonbdzd miiszereken tortént mérések Osszehasonlitdsdhoz
kalibracios gyongyoket hasznaltunk. A 6 um-es 1%-os relativ intenzitasu zold kalibracios
gyongy (InSpeck Green Microscope Image Intensity Calibration Kit, Molecular Probes, Life
Technologies, Inc.) fluoreszcencia intenzitisival normaltuk az EGFP (azonos
miszerbeallitdsokkal mért) fluoreszcenciajat. A gyongy kozepén mért fluoreszcencia
intenzitassal megegyez0 EGFP intenzitas a konfokalis mikroszkopos méréseknél ~15.4+0.7
uM EGFP koncentracionak felelt meg.

A kalibracié aramlasi citometrias mérésekre is atvihetd. A gyonggyel tortént kalibracio

a lokalis intenzitas értékeket hasonlitja Ossze, mig az aramlasi citométer a fluoreszcencia-
terlilet mérése esetén a gyongy vagy a sejt teljes intenzitasat méri. Ezért a szdmolasok soran
figyelembe vettiik a sejtmag és a gyongy térfogatanak aranyat, amit konfokalis mikroszkoppal
torténd szeleteléssel hatdroztunk meg. Figyelembe vettiik két miiszer eltérd emisszios sziirdit,
a gyongy és az EGFP spektruménak ebbdl eredd eltérd relativ detektalasi hatékonysagat,
illetve korrigdltunk arra is, ha a fehérje nem csak a sejtmagban taldlhaté, hanem
citoplazmatikus frakcido is detektalhatdo. A konfokalis mikroszkdppal késziilt szeletekbol
Imaris programmal meghataroztuk a sejtmagban és a citoplazmaban levo Fos?*-EGFP
frakcidt, ami 85+5% ¢és 15+£5%, volt. Ezen tényezdket figyelembe véve a kiszamoltuk az egy
gyongy-egységnek megfeleld6 EGFP koncentraciot (Cionfokalis mikroszkep/13), ami 1 pM-nak
adodott.

4.11. Endogén c-Fos és c-Jun fehérjék abszolut koncentraciéjanak meghatarozasa
Az endogén ¢és transzfektalt fehérjék mennyiségét immunfluoreszcens technikéval
hataroztuk meg. A transzfektalt fehérjék abszolut koncentracidjanak ismeretében
meghatarozhatd az endogén fehérjeszint 1is, ezért az immunfluoreszcens technikat
kombinaltuk az FCS alapti EGFP koncentracio kalibralassal, amivel meg tudtuk hatarozni a c-
Az immunfluoreszcens jeloléshez a sejteket transzfektalas utani napon PBS-sel
mostuk, majd fixaltuk 3,7%-os formaldehiddel 10 percig 4°C-on. Permeabilizaltuk a sejteket
30 percen at szobahdmérsékleten Triton X/Tween oldattal, majd az aspecifikus kotéhelyeket
30 percig BSA/Tween oldattal Dblokkoltuk szobahdmérsékleten. A  sejteket
szobahémérsékleten 20 pg/ml végkoncentracioban 60 percig jeloltiik egér anti-c-Fos (Merck,

Whitehouse Station, New Jersey, USA) illetve egér anti-C-Jun monoklonalis antitesttel
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(Millipore, Billerica, Massachusetts, USA). NL637-DAMIG poliklonalis masodlagos
antitesttel (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) inkubaltuk a sejteket 60 percen
keresztiil sotétben, szobahdmérsékleten, 50 pg/ml végkoncentracioban. Az egymast kovetd
1épések kozott a sejteket haromszor mostuk 1x PBS-sel. Aramlasi citometrias mérés esetén a
sejteket feltripszineztiik, mostuk PBS-sel, majd a fixalasi 1épéstdl folytattuk a fenti protokollt.

Az aramlasi citometrias méréseket FACSAria III miiszeren (Becton Dickinson, San
Jose, CA) végeztik. A sejttormelék €s az apoptotikus sejtek kikapuzasahoz az elére €s oldalra
szorast hasznaltuk. EGFP (") gerjesztéséhez 488 nm-es, mig a NL637-DAMIG (I'7%)
esetén 633 nm-es szilard test 1ézert hasznaltunk, a detektdlashoz 515-545 nm-es savszirot,
illetve 655 feliil atereszt6 szlir6t alkalmaztunk.

A c-Fos-EGFP mennyiségét a koncentracié kalibraciohoz hasznalt zold gydngy
fluoreszcencia intenzitasdhoz (IF*) hasonlitottuk. Az NL637-DAMIG antitest voros
csatornaban mért jele (I'””) aranyos a c-Fos teljes mennyiségével, vagyis a transzfektalatlan
sejteknél az endogén c-Fos szinttel illetve transzfektalt mintdk esetén az endogén c-Fos és a c-
Fos-EGFP egyiittes szintjével. Az endogén C-FOS (Cros-endogen) €s @ C-FOS-EGFP (Cros-ecFp)

crer

jelébdl szamoltuk ki:

IZC')ld
__ _ transzfektalt
Cros-Ecrp = [ zold ngéngyegység (28)
gyéngy
VOros
CFos—EGFP +CFos—endogén _ Itranszfektén (29)
c Ivbr('js
Fos—endogén transzfektalatlan
IZOld / IZC')ld C
c _ Cros_EGEP _ \transzfektalt © " gyongy gyongy egység (30)
Fos—endogén Ivt’)rés / Ivo‘ro's -1 - Ivt’)rﬁs / Ivijrijs -1
transzfektalt transzfektalatlan transzfektalt transzfektalatlan

z6ld

Az 1" jeleket fixalt sejtekbé] kaptuk (immunfluoreszcens jeldlés), mig az 1o

jelet
fixalatlan, €16 sejtekbol nyertiik (ugyanabbol a transzfektalt mintabol). Fixalas soran az EGFP

fluoreszcencidja csokken, de a fenti mddszert hasznélva elkeriilhetjiik az ebbdl szdrmazd

hibat.

4.12. Disszociacios egyensuly meghatirozasa citometrias FRET adatokbol
Donoros és akceptoros festékkel jelolt fehérjek dimerizacidja esetén FRET 1ép fel,

amivel nyomon lehet kdvetni az asszociaciot. Méréseinket aramlasi citométeren végeztik, igy
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kell6 szamu adat allt rendelkezésiinkre a c-Fos homodimer és a c-Fos—c-Jun heterodimer
disszociacids allanddjanak megallapitasahoz.

A heterodimer disszociacidos egyenstlyanak meghatarozasa soran feltételeztiikk, hogy a c-
Fos—c-Jun heterodimerek sokkal stabilabbak, mint a c-Fos homodimerek, ezért a c-Fos
Fos koncentracio és a disszociacios allando fliggvényében, majd a FRET hatasfokot felirtuk a
teljes c-Fos koncentracié és az akceptor/donor arany fliggvényeként. A modellfiiggvény
kiszamitasakor figyelembe vettilk, hogy csak azok a donor molekuldk adnak nullatol
kiilonb6z6é FRET hatasfokot, amelyek komplexet képeznek az akceptorral, a donor-donor,

illetve donor+endogén c-Fos parok nem. A tomeghatas torvénye heterodimerizacio esetén:

[FIPVIRI]=K, (31)

crer

heterodimer disszociacios allandojat jeloli. A c-Fos illetve c-Jun teljes koncentracidja a

szabad monomerek ¢és a heterodimerek koncentracidinak dsszegeként irhato fel:

[Fl.=[FI+[R] 3] =[3]+[F] (32)

A heterodimer koncentraci6 kifejezhetd az alabbi képlet szerint:

1

[F0) =4[ [FL 0L+~ IFE-2lF L« () -2 )+ (01 +KE) | (e

Az EGFP-hez és mRFP1-hez kapcsolt fehérjék kozott mért FRET hatasfok egy atlag érték,
ami azoktol a donor molekulaktol is szarmazik, amelyek zérus FRET-et adnak, mert
monomerek vagy endogén fehérjével dimerizalddnak. Csak azok a donor molekulak jarulnak
hozza pozitiv értékkel a FRET-hez, amelyek komplexet képeznek az akceptorral, mig a
monomer allapotu, illetve az endogén, jeldletlen fehérjékhez kapcsolédd donor molekuldk

zérus FRET-et adnak (10. abra).
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10. abra: Monomer-heterodimer egyensuly

Fluoreszcensen jelolt és endogén, jeldletlen c-Fos és c-Jun molekulak is részt vesznek az egyensily
kialakitasaban. Csak a fluoreszcensen jelolt donortol szarmazo intenzitds ad pozitiv jarulékot a mért
FRET hatasfok értékéhez. A duplan jelolt heterodimerek esetén a FRET hatasfok az Eq-lal egyezik
meg, mig a donorral jeldlt c-Fos —endogén c-Jun heterodimer és donorral jel6lt c-Fos monomer nulla
FRET-et ad.

A jelolt és endogén c-Fos és c-Jun fehérjék teljes koncentracidja kifejezheté az alabbiak

[F]t :[FD]t +[Fe]t es [‘] ]t :[‘]A]t +[‘J9]t’ (34-35)

ahol [F,] és [F,] ateljes donorral jeldlt és endogén c-Fos koncentraciokat jelolik, (melyek

e

monomerként vagy a c-Fos—c-Jun heterodimerben vannak jelen), mig [J,] és [J.] az

akceptorral jelolt és endogén c-Jun molekulat jelenti (melyek szintén monomerként vagy
pedig c-Fos—c-Jun dimerben vannak jelen). A donorral jelolt c-Fos (pp) és akceptorral jelolt c-

Jun (pa) molekula hanyada:

_ [FD]t és — [JA]I _
S ARSI FRFTEN) (3637

A duplan jelolt c-Fosp—c-Juna dimerek koncentracioja:

[Foda]=[FI]x Ppxpsy=[FI]x FD]t X [JA]t (38)
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A donorral jelolt c-Fos ¢és akceptorral jelolt c-Jun kozotti FRET hatasfokot Ep-lal jeloljiik. A
mért FRET hatasfok az az energia hanyad, amit a gerjesztett donor molekuldk a szomszédos

akceptornak adnak 4t, ha az jelen van, ami az alabbiak szerint szamolhat6 ki:

E _ [FDJA]XEO+[FD]t _[FDJA]XO_ [FDJA]XE

"~ [R), Rl TR )

ahol [FDJ A]a donorral jelolt c-Fos fehérje akceptorral jelolt c-Jun molekulaval alkotott

komplexének koncentracidja és [FD ]t a donorral jeldlt c-Fos molekula teljes koncentracidja.

[Fo], —[FoJda] azon donorral jeldlt c-Fos molekuldk koncentracidja, melyek nem alkotnak

komplexet akceptorral jelolt c-Jun-nal (monomerek vagy endogén c-Jun-nal dimerizaltak), igy
zérus FRET hatéasfokkal jellemezhetok. A mért FRET hatasfok az Eq és a zérus hatasfokok

koncentraciokkal —sulyozott atlaga. Az N,/N, =[J A]/ [FD] akceptor-donor  arany

bevezetésével és a 33., a 38. és a 39. egyenletek kombinalasaval a mért FRET hatasfok az

alabbi képlettel fejezhetd ki:

[F],+[9]+ K ~IFT -2[FL (], -KP)+ (O] +KE)Y N,

2[FL[3], >
[FD]£1+::::)JF[Fe]“L[Je]J“K;J_\/([F] AR -2(F ]+ [F])([F]E [Je]—KJJ]+[[FD]m:+[Je]+K;sz
2R LR IR 2 4124

E=

X

[Fo] 1 2 E; (40)

o

Ezt az [FD ]t fliggetlen valtozoju és N, /N, paraméterii modellfiiggvényt hasznaltuk a mért

FRET hatasfok nemlinéris illesztésére.

A c-Fos—c-Fos egyensuly meghatarozasanal a c-Fos—c-Jun heterodimer kialakulasat is
figyelembe vettiik. Mivel a heterodimer sokkal stabilabb, ezért feltételezziik, hogy magas c-
Fos koncentracio esetén az dsszes c-Jun molekula komplexet képez a c-Fos-szal, vagyis nincs
jelen szabad c-Jun. Csak azok a c-Fos homodimerek fognak hozzajarulni a FRET-hez,
amelyek donoros ¢s akceptoros festékkel jelolt fehérjeparokat tartalmaznak. Ebben az esetben

a kovetkez6 egyensuly irhato fel:
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[FIIFI/IFF]=Ks"

(41)
31 -[F]. [F) = [F1+[Fa]2[FF)

ahol K{" a disszociacios 4llandé, FF és FJ jelsli a homo- és heterodimert. A c-Fos homodimer

mennyisége kifejezhetd az alabbi képlettel:

1

[P 1= 2411491 -k - oK [ o [9] (K5 | @)

A c-Fos molekulédk lehetnek donor vagy akceptor festékkel jeloltek illetve jeloletlenek, vagyis
endogének. Csak azok a c-Fos homodimerek fognak pozitiv jarulékot adni a FRET-hez,

amelyek donoros és akceptoros festékkel jelolt fehérjeparokat tartalmaznak (11. abra).

......................................................................................

Jun endogén e -E=0 e
EDE,
EGFP-jelslt mert

mRFP1-jeldlt

e 5

dimerek monomerek

11. abra: Monomer-homodimer-heterodimer egyensily

A c-Fos homodimer kialakulasa esetén donorral, akceptorral jelolt és endogén c-Fos és c-Jun
molekulakat vettiink figyelembe. Négy kiilonféle dimer és a donorral jellt c-Fos monomer is
megjelenik a FRET hatasfokban, de egyediil a duplan jelolt c-Fos homodimer az, ami zérustol
kiilonbo6z6 jarulékot ad a mért FRET hatasfokhoz, a tobbi molekula jaruléka zérus.

A duplan jelolt parok hadnyada leirhat6 az alabbi egyenlettel:
Pp.a = 2 Po Pas (43)
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ahol p, =[F]/([Fol, +[Fal, +[R.]) ¢ pa=[F.)/([Fol, +[Fa] +[F.],) &donorral illetve
akceptorral jeldlt c-Fos molekuldk hanyadat jelentik. Az eldbbiek ismeretében a mért FRET

hatéasfok kifejezhetd, mint:

——ixE, =*—-"=xE, (44)

A Fp, Fa és Fe 0sszes kombinacidjat és a c-Fos—c-Jun heterodimer jelenlétét (endogén c-
Junnal) figyelembe véve, a 42. és 44. képletek felhasznalasaval, a mért FRET hatasfok

felirhato az alabbiak szerint:

[FD]t & EO
E v = ¢ (4LF]— 403, + Ki KT B[] —8[0,] + KT )—Le— (49

[F]

t

ahol

D

[F] =[Fo], +[F] +[F.] :[FD]I(1+%]+[Fe]t. (46)

[F]: jeloli a teljes c-Fos koncentraciot (beleértve a donor jeldlt c-Fos?>-EGFP-t, az akceptor
jelolt c-Fos?>-mRFP1-¢t és az endogén teljes hosszisagu c-Fos-t, tekintet nélkiil arra, hogy
monomerek vagy dimerek). E,.. jeloli a mért, latszolagos FRET hatasfokot és Eo a donor-
akceptor par kozotti valodi FRET hatasfokot. A sejtenkénti FRET hatasfokokat a donorral
jelolt c-Fos koncentracid fliggvényében abrazolva FRET titralasi gorbéket kaptunk,

melyekbdl a fent leirt, [FD ]t fiiggetlen valtozoji modellfiiggvény illesztésével megkaptuk a c-

Fos homodimer disszociacios allanddjat és az Eq FRET hatasfokot. A fiiggvényillesztéseket a

GraphPad Prism szoftverrel végeztiik.

4.13. Képalkoto fluoreszcencia keresztkorrelacios mikroszkopia

SPIM-FCCS méréseinkhez hasznalt rendszer felépitése az alabbi cikkekben talalhato
meg részletesen [41, 110]. 491 nm-es és 561 nm-es lézernyalabok (Calypso/Jive Lasers,
Cobolt AB, Solna, Sweden) egy hengerlencsén keresztiil egy objektivre keriilnek, ami egy

~1,3 um vastagsagu sikban fokuszalt nyaldbot hoz létre, ami megvilagitja a sejteket. A mintat
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csipesz rogziti a Hanks’ oldatot tartalmazo mintakamraban gy, hogy a mintara kb. 45°-0s

szogben esik a gerjesztd fény.

sample

LED
illuminafion

12. abra: Aktualis SPIM beallitas (Heidelberg, DKFZ)
A bal oldali abra a SPIM miszer felépitését mutatja, mig a jobb oldali abran a két objektiv

rrrrr

A fluoreszcens fényt 60x NA=I vizes objektiv gyiijti 6ssze (CFI Apo-W NIR 60x/1.0W,
Nikon, Hamburg), majd a mintardl szarmazé fluoreszcenciat egy dikroikus tiikor (DualView
DV2, Photometrics, Tucson, USA) két csatornaba osztja (zold: 500-550 nm, voros: >600 nm).
A képeket EM-CCD kamera (iXon X3 860, Andor, Belfast) rogziti, melynek pixelmérete a
targysikban 400x400 nm? (DualView DV2, Photometrics, Tucson, USA). A rendszer napi
100 nm-es tobbszini fluoreszcens mikrogyongyoket (T7279 Microspheres, Life Technologies
GmbH, Darmstadt, Germany) illetve Alexa488 és Alexa594 festékekkel duplan jelolt 170
bazispar hosszusagli duplaszala DNS-t hasznaltunk. A zdld és vords fokusz kozotti eltolodas
100 nm alatt volt, igy erre az eltolddasra nem tartalmaztak korrekciot az illesztendd
fliggvények, mig a két fokusz eltér6 méretét figyelembe vettiik. A c-Fos-EGFP minta
hasznalataval megallapitottuk, hogy az EGFP fluoreszcencidja megjelenik a voros
csatornaban is, melynek mértéke 3,35%, amit szintén figyelembe vesz a modell.

A méréshez és a kiértékeléshez a QuickFit 3.0 szoftvert hasznaltuk a leirtak szerint [110].
Minden mérés esetén koriil-beliil szazezer képet vettiink fel, 530 ps-os ismétlési idovel. A
hattérlevonashoz megyvilagitas nélkiili képet vettiink fel, majd ennek intenzitasat levontuk az
egyes képekébodl. A fotoelhalvanyitasra pixelenként korrigaltunk exponencialis lecsengést
illesztve [111] és ezzel a lecsengési gorbével osztva az intenzitast, majd kiszamoltuk a két
csatorna auto- és keresztkorrelacios gorbéit. A zaj csokkentése érdekében a 2x2 pixelbol
szarmazd intenzitasokat Osszevontuk (,,binning”) és ezekbdl az adatokbol szamoltuk ki a

korrelacios fliggvényeket. Az adatok illesztéséhez olyan modellfiiggvényt hasznaltunk, ami
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két diffuzids komponenst illeszt a ggg z0ld €s a gy vOros autokorrelacios fiiggvényekre és egy
komponenst a gqr keresztkorrelacios fiiggvényre (mivel az utobbi mindig jol illeszthetd volt

egy komponenssel) [110].

2 2
nic, +nc
Yoo (T): zg A ABz 'GgGg (T)
T]g'(CA"'CAB)

()= nf.[CB+CAB]+K;rT];-[CA+CAB]+2Kng]rT]gCAB. " (1)

g (T 2 rr
(KgrngCA +(nr + K Mg ) ‘Cag +anB)

(47)

Cpp + K Cp K M C
ggr (’C) _ grg (T) _ ngnr AB grngnr A grng AB G;R (T)
(ngCA +ngCAB)'(KgrngcA + (nr + Kgrng)' CAB + anB)
ahol 77, ¢és 1, az A fluorofér molekularis fényességét jeldli a zold, illetve a B fluoroforét a

vOros csatornaban, ami meghatarozhato, ha a pixelenkénti fluoreszcencia intenzitast elosztjuk

a detektalasi térfogatban 1év0 részecskeszammal. «x, jeloli a zold jel atvilagitasat a piros
csatornaba. G(r)felel meg a nem-normalizalt auto- és keresztkorrelacios gorbéknek [110],

mig C,, C; és C,y csak zdld és csak piros molekuldk és a zold-piros komplexek

crer
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5. EREDMENYEK

5.1. c-Fos-c-Fos és c-Fos—c-Jun dimerek FRET hatasfokanak meghatarozasa

konfokalis mikroszképpal

c-Fos homodimerek ¢és c-Fos—c-Jun heterodimerek kozotti konfokalis mikroszkopias
FRET méréseinket kétféleképpen is elvégeztiik. Az aranyalapt FRET modszer soran
kiszamoljuk az o faktort, ami a festékek spektralis tulajdonsagait és a miszer beallitasait
jellemz6 paraméter. Ennek Kiszamitasahoz elengedhetetlen az extinkcids koefficiensek
aranyanak ismerete, melynek pontatlansaga nagyban befolyasolja a FRET hatasfok értékét.
Az akceptor fotoelhalvanyitas technika egy Onkontrollos moédszer, ami alacsony FRET
hatasfok megallapitasara is alkalmas. Mivel a technika a donor molekula fluoreszcencia
intenzitdsanak novekedését méri, nem sziikséges a szamolashoz az extinkcios koefficiensek
ismerete, igy joval egyszer(ibb, mint az aranyalapu meghatarozas. Hatranya, hogy a mintat
nagy intenzitast lézer megvilagitasnak teszi ki, és a mérés soran az akceptor kiég, igy a mérés

csak egyszer végezheto el.

5.1.1. Eredmények aranyalapu médszerrel

Aranyalapu FRET technika lehetdvé teszi molekularis kdlcsonhatdsok vizsgalatat €16
sejtekben mindenféle artalmas behatds nélkiil. Konfokalis mikroszkopids méréseink soran
teljes hosszusagu c-Fos és c-Jun, illetve a C végen megroviditett c-Fos®™® mutans fehérjéket
hasznaltunk, amikhez ECFP és EYFP fehérjéket kapcsoltunk. A donor, transzfer és akceptor
jeleket harom fliggetlen csatornaban rogzitettiik ¢s meghataroztuk a FRET hatéasfok értékeket,
illetve az akceptor-donor aranyt sejtenként és pixelenként is. A pixelenkénti kiértékelésbol
kapott reprezentativ sejtekrol késziilt intenzitas képeket, FRET hatasfok térképeket és a
hisztogramokat a 13. abran tiintettem fel.
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13. abra: Homo-és heterodimerizacio pixelenkénti kimutatasa konfokalis mikroszképiaval

A homo- és heterodimerek esetén a fehérjék tilnyomo tobbsége a sejtmagban helyezkedik el, mig a
pozitiv és negativ kontrollnal, ahol a fluoreszcens fehérjéket transzfektaltuk a sejtekbe, a teljes sejtben
megtalalhatoak. A homodimer FRET hatasfoka kisebb, mint a heterodimeré, azonban joval magasabb,
mint a negativ kontrollnal mért érték.

Feliilr6] az elsd sorban a teljes hossziisagi c-Fos fehérjékkel mért FRET lathato, ahol az
atlagos FRET hatasfok 30 sejtre 5,0+0,5% (atlag + SEM), mig a C terminalison leréviditett c-
Fos?**-nal (masodik sor) ez az érték 10,0+0,5% volt (n~30). A lerdviditett fehérjével mért
FRET értéke nagyobb, mint a vad tipusu fehérje esetén azért, mert a festékekkel jelolt C

terminalis régiok kozelebb helyezkednek el a dimerizacidos doménhez, igy feltehetden kisebb
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tavolsagra vannak egymashoz. Osszehasonlitasul lemértiik a FRET hatasfokot c-Fos-ECFP +
c-Jun-EYFP és c-Fos*>-ECFP + c-Jun-EYFP fehérjék kozott is, ahol a heterodimer képzédést
FCCS és FRET mérésekkel korabban mar kimutattak [21, 104, 106]. Ezeknél a mintaknal
(harmadik és negyedik sor) az atlagos FRET hatasfok 7,9+0,4% és 15,0+=1,1% volt (n~30). Az
els6 négy sor képein jol lathatd, hogy a c-Fos és c-Jun fehérjék tilnyomo tobbsége a
sejtmagban talalhato. A negativ kontroll (ECFP és EYFP kiilon transzfektalva) és a pozitiv
kontroll (ECFP-EYFP ftzios fehérje) az 6todik és hatodik sorban helyezkedik el, az atlag
FRET hatasfokuk pedig 2,8 + 0,4%, illetve 48,6 + 0,8% (n~20) volt. A pozitiv és negativ
kontroll esetén a fehérjék a sejt teljes térfogataban oszlanak el.

A fenti mérést kiértékeltiikk sejtenként is, ahol a sejt fluoreszcens régidjabol
meghataroztuk az atlagos pixelintenzitasokat. Az adatokat névekvé donor intenzitas szerint
harom csoportba soroltuk; alacsony (<800 (¢)), kdzepes (800-1200 (A)) és magas (>1200
(0)). Az adatokat 0,25-6s akceptor-donor arany (Na/Np) intervallumonként csoportositottuk,
majd a c-Fos-ECFP+c-Fos-EYFP és c-Fos?®-ECFP+c-Fos?®>-EYFP mintaknal a FRET
hatasfok értékeket abrazoltuk az Na/Np fiiggvényében (14. abra). Mind a két fehérjeparnal
elmondhat6, hogy novekvé akceptor-donor arannyal né a FRET hatasfok is, mert tobb
akceptor fehérjéhez kapcsolt c-Fos molekula lesz elérhetd a donor fehérjéhez kapcsolt

molekulak szamara.

o0 C-FOS?'*-ECFP+c-Fos?!®-EYFP 8+ c-Fos-ECFP+c-Fos-EYFP
. : B
E 15 o A A E § -
) I A I wn ;
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14. abra: Sejtenkénti FRET hatasfok adatok abrazolasa akceptor-donor arany fiiggvényében

Az adatokat donor intenzitas alapjan harom csoportba osztottuk, majd akceptor-donor arany szerint
0,25-6s intervallumokba csoportositottuk. A FRET hatasfok adatok névekvo akceptor-donor arannyal
emelkednek. Mindkét esetben tobb mint 6tszaz sejtet mértiink le.

A 15. abran a sejtenkénti telitési FRET hatasfok (E) eredményeket tiintettiik fel, ahol szintén

jol latszik, hogy magasabb c-Fos fehérje koncentracid esetén a homodimerizacié mértéke is
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novekszik. c-Fos homodimerek FRET hatasfoka alacsonyabb a c-Fos—c-Jun

heterodimerekénél, de szignifikansan magasabb, mint a negativ kontrollnal kapott érték
(p<0,0001).
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15. abra: Sejtenkénti FRET hatasfok adatok

Magas akceptor-donor aranynal meghatarozott telitési FRET hatasfok értékeket mutat az abra, ahol
homodimereknél ugyanaz a tendencia lathat6, mint a 14. abran. c-Fos—c-Jun heterodimer esetén a
teljes hosszusagli fehérjével kapott FRET adatok alacsonyabbak a trunkalt c-Fos fehérjével mért
adatokhoz képest. Az ECFP-EYFP fuzids fehérje szolgalt pozitiv kontrollként, mig az egymastol
fiiggetleniil kifejez6d6 ECFP és EYFP volt a negativ kontroll.

5.1.2. Akceptor fotoelhalvanyitasos modszerrel kapott eredmények

Mérés soran meghataroztuk a pozitiv és negativ kontroll, a c-Jun és az C végen
ler6viditett, illetve a teljes hosszisagu c-Fos kozotti FRET hatékonysagot. Az EYFP fehérje
kiégetése soran kismértékben kiégett az ECFP is, amire a kiértékelés soran korrigaltunk.
Figyelembe vettiik még a donor csatornaban emittald akceptor fototermék jelenlétét illetve az

akceptor nem tokéletes kiégését is.
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E (atlag + SEM)
ECFP-EYFP (pozitiv kontroll) 48,5+0,74%
ECFP + EYFP (negativ kontroll) 1,0+0,62%
c-Fos*®-ECFP + c-Jun-EYFP 21,2+1,35%
c-Fos-ECFP + c-Jun-EYFP 8,0+£1,45%

2. tablazat: Akceptor fotoelhalvanyitasbol szirmazé eredmények

Konfokalis mikroszkopiaval meghatarozott sejtenkénti FRET hatasfok eredmények a pozitiv és a
negativ kontroll, a leroviditett és a teljes hosszisagi c-Fos—c-Jun heterodimerek esetén. Mintanként
tobb mint 40 sejtet mértiink meg. A tablazat hat mérési nap eredményét foglalja Gssze.

A pozitiv kontroll (ECFP-EYFP fuzios fehérje) kiértékelése soran meghatarozott atlagos
FRET hatasfok értéket (E=48,5%) sztenderdként hasznaltuk az ECFP-EYFP festékpar esetén,
igy az aranyalapu mérés kiértékelésekor a fuzids mintandl az o értékét ugy allitottuk be, hogy

megkapjuk ugyanezt az értéket. A tobbi minta kiértékeléséhez mar ezt az a értéket hasznaltuk.

5.2. Koncentraci6 meghatarozasa a fluoreszcencia intenzitasb6l FCS-sel végzett
kalibracio segitségével
A 14, abran lathato FRET titralasi gérbék demonstraljak, hogy a FRET hatasfok adatok
alkalmasak molekula asszociaciok kvantitativ vizsgalatara. A komplexek stabilitasat a
disszociacios allandoval lehet jellemezni (Kg). Munkank soran kidolgoztunk egy moédszert,
ami lehetové teszi ¢él6 sejtekben az egymassal kolcsonhatd fehérjék Ky értékének
meghatarozasat FRET titralasi gorbék hasznalataval, ahol a FRET hatasfok adatokat a

crer

a fluoreszcencia intenzitds, mint az abszolit koncentracioval aranyos mennyis€g

crer

crer

femtoliternél (um®-nél) kisebb detektalasi térfogaton, amit a fluoreszcencia fluktuaciojaként
detektalunk. A fluoreszcenciabol a hardver korrelator kiszamitotta a fluoreszcencia
autokorrelacios fliggvényét (ACF). Ezt egy modell fiiggvénnyel megillesztettiik, igy
megkaptuk a diffazios id6t (zg), ami @ molekula mozgékonysagat méri, illetve a detektalasi
térfogatban 1évo atlag molekulaszamot (N), ami a koncentracioval aranyos. El6szor az Alexa

488 festékoldat ACF-ét meértik meg, amit a detektalasi térfogat (Verr) méretének
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kalibralasdhoz hasznéltunk. Ennek az értéknek az ismeretében mar meg tudtuk hatarozni az
abszolut koncentraciokat az N értékek ismeretében (26. egyenlet).

EGFP fehérjét kifejez6 Hela sejtekrol konfokalis képeket vettink fel, igy
meghatarozva a fluoreszcencia intenzitdsokat minden egyes pixelben. Sejtenként csak egy
pontban mértiink. Ezutan a sejtmag kivalasztott pontjaiban FCS méréseket végeztiink, €s az
autokorrelacios fiiggvények illesztésével kapott N értékekb6l meghataroztuk a helyi EGFP

koncentraciokat (lasd: modszerek 27. egyenlet).
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16. abra: EGFP autokorrelacios fiiggvénye

crer

hataroztuk meg. A gorbét kétkomponensii diffuzios modellel illesztettiik triplet allapot jelenlétét is
figyelembe véve.

pontokra kalibracios egyenest illesztettiink, igy a meredekségb6l megkaptuk a fluoreszcencia

intenzitas egységét koncentracioban kifejezve.

49



104

g A
2 a4
(]

54 A

A
¢
0 1 1 ) 1
0 500 1000 1500 2000

Fluoreszcencia intenzitas

17. abra: EGFP fluoreszenciajahoz tartozé koncentracié meghatarozasa

Az EGFP esetén az FCS mérésbol meghatarozott koncentraciot abrazoltuk a konfokalis mikroszkdppal
kapott intenzitas fliggvényében. Az adatokat Deming regressziot hasznalva illesztettik meg, ami az
adatok x és az y iranyu hibajat is figyelembe veszi.

Fluoreszcens gyongyot hasznéltunk, hogy a koncentracid kalibraciot at tudjuk vinni
mas miiszerekre, illetve 0ssze tudjuk hasonlitani a kiilonb6zé mérési napok adatait. Az FCS
kalibracid napjan, ugyanazon miszer beallitisok mellett konfokalis képeket vettiink fel a
Az EGFP fluoreszcencidjat normalizaltuk a gyongy fluoreszcencidjara, amivel megkaptuk az

EGFP fluoreszcenciajat gyongy intenzitas egységben Kifejezve:

F
Fbm(EGFP) = FEGFP ) (48)

gyéngy

ahol Fegrp az EGFP-t kifejezé sejtek fluoreszcencia intenzitasa egy adott pixelben,
gyongyre normalizalt EGFP fluoreszcencia intenzitds. Az egy gyongy egységre vonatkoztatott
EGFP koncentracio konfokalis mikroszkopban ~15,4+0,7 uM-nak addédott. Ez a kalibréacio
lehetové teszi egy minta fluoreszcencia intenzitdsabol torténd koncentracidjanak

meghatarozasat azaltal, hogy egy gyongy intenzitdsdhoz hasonlitjuk a minta intenzitasat

anélkiil, hogy jra megismételnénk az FCS kalibraciot.
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A fenti kalibraciét at tudjuk vinni mas miiszerekre, példaul aramlasi citométerre is,
ahol nagy mennyiségli sejtet tudunk lemérni rovid idé alatt. Mikroszkdpos mérések
kalibracidjakor a sejt és a fluoreszcens gyongy pixelenkénti fluoreszcencia intenzitasat
hasonlitottuk 6ssze, mig aramlési citometrias mérés esetén a teljes sejt illetve teljes gyongy
intenzitasat mérjiik meg. Szamos korrekciot kell elvégezniink, ha a kalibraciot at szeretnénk
vinni mikroszkoprol citométerre. Els6ként azt kell figyelembe venni, hogy a sejtmag térfogata
(ahol a c-Fos és c-Jun fehérjék talalhatok) 13,6-szorosa a gyongy térfogatanak, amit a
konfokalis mikroszkop segitségével, Z iranya szeleteléssel allapitottunk meg. Ezen kiviil a
kiilonbség abbdl is adodik, hogy az EGFP és a fluoreszcens gyongy spektrumanak detektalasi
hatékonysdga a konfokalis mikroszkop és az aramlasi citométer esetén eltérd. A korrekcid
soran figyelembe vettilk még azt a jelenséget is, hogy a gyongy kozepén, illetve a teljes
térfogatdban mért fluoreszcencia intenzitas kiilonbozik. A harom korrekcié eredményeként az
aramlasi citométeren egy gyongy egységben kifejezett EGFP fluoreszcencia intenzitas 1/13-a
a konfokalis mikroszkdépon mért normalizalt gyongy egységnek, igy egy gyongy egység az
aramlasi citométer esetén 1,2 puM EGFP koncentracionak felel meg.

A c-Fos fehérje kis hanyada a citoplazméban is jelen van, amire szintén korrigaltunk.
Mivel a citoplazmatikus c-Fos koncentracio a magbelinél egy nagysagrenddel kisebb, a
citoplazmaban monomerként van jelen. Ellendriztiik, hogy a Ky értékét ez a citoplazmatikus
monomer frakcidé nem befolyasolja. Ezzel a korrekcidval egy gyongy egységre 1,0+0,1 pM-t
kaptunk és a tovabbiakban ezt az adatot hasznaltuk a Fos?®-EGFP sejtmagbeli
Ezzel a kalibraciés modszerrel kalibracidos gyongy hasznalataval mérési naponként

meghatarozhatd az EGFP-vel jelolt fehérjék abszolut koncentréacidja.

rrrrrr

Az FCS méréseket a koncentracid kalibracio6 mellett a c-Fos fehérjék
homodimerizaciojanak vizsgéalatara is hasznaltuk. Az EGFP, a c-Fos"*-EGFP (DNS-k6t6 és
dimerizaciés domén hianyos mutans), a teljes hosszusagt c-Fos-EGFP és a c-Fos-EGFP + c-
Jun-mRFP1 mintdk esetén a diffundald részecskék koncentracidjat dbrazoltuk a
fluoreszcencia intenzitds fliggvényében. A koncentraciokat az autokorrelacids fiiggvény

illesztésével (az amplitado reciproka) kaptuk.
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18. abra: c-Fos homodimerizacio vizsgalata FCS-sel
EGFP, Fos*-EGFP, Fos-EGFP, és c-Fos-EGFP+c-Jun-mRFP1 mintiknal 4brazoltuk a diffundald

“y ey

illesztve az adatpontokra megkaptuk az egyenesek meredekségét. A monomerek esetén a meredekség
kortilbeliil kétszerese a c-FOS-EGFP mintaénak. A heterodimer meredeksége a monomerek ¢és a
homodimer kozotti értéknek adodott.

Az illesztett egyenesek meredeksége EGFP és c-Fos™*-EGFP esetén 30 és 30,3 (nM/intenzitas
egység) volt. A két meredekség értéke nagyon hasonld, az EGFP illetve a c-Fos**-EGFP
esetén ugyanakkora intenzitas ugyanannyi részecskeszamnak felel meg, ami azt mutatja, hogy
a mutans egy fluorofort hordoz fehérjénként, tehat monomer. A teljes hosszusagh c-Fos-
EGFP fehérje esetén a meredekség 11,5-nak adodott, ami kisebb, mint a monomer
fehérjéknél. Igy ugyanakkora intenzitasu c-Fos-EGFP a monomer fehérjék részecske
feltehetben homodimert alkotnak. A Fos-EGFP + Jun-mRFP1 minta esetén, ahol a zold és
piros intenzitdsokbol meghatarozott atlagos c-Jun-c-Fos arany 0,7 volt, a meredekség a
monomer ¢és dimer meredeksége kozott helyezkedett el. gy a c-Fos-EGFP részlegesen
komplexet alkot a Jun-mRFP1 molekulakkal, ahol az EGFP fényessége hasonlo a
monomerékéhez, mig a tobbi c-Fos-EGFP homodimert alkothat.

A molekuldk fényessége egy olyan paraméter, amivel a jelolt fehérjék kolcsonhatésat
jellemezhetjiik. A fluoreszcencia intenzitas (F) €s a részecskeszam (N) hanyadosaként
hatarozhaté meg, ami aranyos az egyiitt diffundaldo komplexben levé fluoroférok szamaval,

crcr

abrazoltuk a koncentracio fliggvényében.
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19. abra: Monomer, homodimer és heterodimer molekularis fényessége

Az EGFP fluoreszcenciajanak fiiggvényében abrazoltuk a molekuléris fényesség adatokat mind a négy
minta esetén, ahol az EGFP és a c-Fos™*-EGFP monomerként, mig a c-Fos-EGFP homodimerként
jelenik meg.

A 19. abran lathato, hogy a c-Fos-EGFP fényessége nagyobb, mint az EGFP, a c-Fos**-EGFP
illetve a c-Fos-EGFP + c-Jun-mRFP1 mintaké, ami meger6siti a c-Fos-EGFP
homodimerizacio 1étét. Alacsony Fos-EGFP koncentracional viszont nem alakulnak még ki
homodimerek, itt a molekularis fényesség a monomeréhez hasonlit.

Az autokorrelacios gorbékbol a molekulak diffazids tulajdonsagait is meghataroztuk (20.

abra). A gorbéket két diffundald komponenst feltételezve illesztettiik meg.

==+ c-Fos-EGFP+c-Jun-mRFP1
c-Fos-EGFP
— c¢-Fos™*-EGFP

10 10 1071 10°
T [masodperc]

105 10

20. abra: Normalizalt autokorrelacios gorbék homodimer, heterodimer és a mutans esetén
A normalizalt autokorrelacios gorbéket kétkomponensi diffuzidos modellel illesztettiink meg, ami egy
gyors ¢és egy lassan mozgo komponenst feltételez.
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Az illesztésekbdl szarmazé diffuzids allandokat és a lassi komponensek hanyadat a 3.
tablazatban tiintettem fel. A DNS-hez nem kot6dé c-Fos™*-EGFP lassi komponensének
hanyada joval alacsonyabb, mint a heterodimeré (c-Fos-EGFP+c-Jun-mRFP1) vagy a c-Fos
homodimeré, ami arra utal, hogy ezek a fehérje komplexek kotddnek a kromatinhoz, ami a

lassulasukat okozza.

D, + SEM D, + SEM Lasstt komponens N

(um?/s) (um?/s) hanyada + SEM
EGFP 19.8+15| 0.11+0.02 0.07 £0.02 11
c-Fos**-EGFP 11.8+1.9 0.38+0.2 0.19 +0.03 16
c-Fos-EGFP+c-Jun-mREpL | 5304 | 0.19+0.03 0.38 +0.02 19
c-Fos-EGFP 5+0.6 0.26 + 0.06 0.35+0.03 17

3. tablazat: Diffuziés allanddk és a lasstii komponensek hianyada

A kétkomponensii illesztésekbdl szarmazo diffuzios allandok és a masodik, lassi komponensek
hanyadat mutatja a tablazat. A homo- és heterodimerek esetén a lassu komponens aranya magasabb,
mint a monomerek esetén, ami a kromatinhoz val6 kotédésiiket valoszinlsiti. Az n a sejtek szamat
jeloli.

5.4. Endogén és transzfektalt c-Fos és c-Jun fehérjék Kkoncentraciojanak
meghatarozasa
A c-Fos homodimerek disszociacios allandojanak meghatarozasahoz ismerniink kell az
endogén c-Fos és c-Jun fehérjék mennyiségét is. Ha az endogén fehérjék koncentracioja
jelentds, akkor a Ky szamolasakor azokat is figyelembe kell venni. A fehérjék
O0sszmennyiségének meghatdrozasara immunfluoreszcens jelolést hasznaltunk, ahol a
transzfektalatlan és c-Fos-EGFP-vel illetve c-Jun-EGFP-vel transzfektalt sejtek fluoreszcencia

intenzitasat aramlasi citométerrel illetve konfokalis mikroszkoppal mértiik le.
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21. abra: c-Fos és c-Jun fehérjék mennyisége Hel a sejtekben
c-Fos fehérje endogén szintje (A), illetve endogén és transzfekcioval bejuttatott fehérje egylittes szintje

(B). A masodlagos antitest (aspecifikus k6tédés) jele a C abran lathato. c-Jun transzkripcids faktor
endogén (D) illetve endogén és transzfekcidval bejuttatott fehérje egyiittes szintje (E).

c-Jun

Aramlasi citométerrel megmértiik a c-Fos-EGFP, illetve a c-Jun-EGFP EGFP-t6] szarmazé

z0ld jelét, amit a kalibracidos gyongy fluoreszcencidjaval Osszevetve meghataroztuk a

crcr

crer

az endogén koncentraciot is meg tudtuk hatarozni (28-30. egyenlet). A c-Fos fehérje endogén
koncentracidja igy 113+11nM-nak, mig a c-Jun fehérjé¢ 94+10 nM-nak adddott, a
transzfektalt fehérjék koncentracidja 300 nM — 9,6 uM tartomanyban mozgott.

55. c-Fos—c-Jun heterodimer és a c-Fos homodimer disszociaciés allandojanak
meghatarozasa
A disszociacios allando (Kg), ami a komplex stabilitasat jellemzi, a fehérjék kozotti
kolcsonhatast jellemz6 legfontosabb paraméterek egyike. Mivel a komplex kialakulasanak
mértéke aranyos a mért FRET hatasfokkal, ezt a paramétert hasznaltuk az asszocidcid

kimutatasara. Az EGFP-vel illetve mRFP1-gyel jelolt fehérjéket kifejezd sejteket aramlasi

crer
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c-Fos*®-EGFP-vel és c-Jun-mRFP1-gyel, illetve c-Jun-EGFP-vel és c-Fos*>-mRFP1-gyel
kotranszfektalt sejtek esetében meghataroztuk a sejtenkénti FRET hatasfokot (E), a donor

koncentréaciot [FD ]t, ami a FRET-re korrigalt és a gyongyre normalizalt donor intenzitasbol

szarmazik, és az akceptor-donor aranyt (Na/Np). A sejteket az akceptor-donor arany alapjan
csoportokba soroltuk, majd abrazoltuk a FRET hatasfok értékeket a donor koncentracio
fiiggvényében. A FRET hatasfok novekvé Na/Np arany mellett emelkedett, mert nagyobb
koncentracio esetén megnd annak a valdsziniisége, hogy egy gerjesztett donoros molekula
mellett akceptorral jelolt partner van jelen. Az adatokat a 40. egyenletben leirt
modellfiiggvény alapjan illesztettiik meg, ami figyelembe veszi a jeldletlen endogén c-Fos és
c-Jun fehérjék jelenlétét is.

A modellfiiggvényeket Dr. Vamosi Gyorgy vezette le, az illesztéseket a GraphPad Prism 5

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA) szoftver segitségével én végeztem el.
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22. abra: Heterodimerek disszociacios allandéja és Eq értékei kiilonboz6 akceptor-donor aranyu

csoportok esetén
A sejteket Kotranszfektaltuk c-Fos?*-EGFP+c-Jun-mRFP illetve c-Jun-EGFP+c-Fos**-mRFP1

plazmidokkal. A sejtenkénti adatokat akceptor/donor molekula arany szerint csoportokba soroltuk,
majd donor intenzitds alapjan 0,25 puM-onként intervallumokba csoportositottuk. A mért FRET
hatasfokot dbrazoltuk a donorral jeldlt c-Fos®™ illetve c-Jun koncentracio fiiggvényében. Az illesztett
fliggvénybdl megkaptuk a disszociacios allando és az Eg értékeit. Novekvd akceptor-donor arannyal
n6é a FRET hatasfok mindkét heterodimer esetén.
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Az illesztésbdl szarmazo latszolagos Ky értéke 10-370 nM kozott valtozik kiilonbozo
akceptor-donor aranyoknal mindkét par esetén. Eg az egy donor-akceptor parra jellemz6
FRET hatasfok. A 23. abran a folyamatos vonal az elméletileg elérheté legmagasabb FRET
hatasfokot mutatja az akceptor-donor arany fiiggvényében. Ezeket az értékeket akkor
kapnank, ha az Osszes lehetséges donor-akceptor komplex 1étrejonne (adott akceptor/donor
arany mellett végtelenhez tartd koncentraciok esetén). Heterodimerek esetén a maximalis
FRET hatasfok értéke folyamatosan novekszik, majd Na/Np=1 esetén eléri az Eq értéket és

magasabb akceptor-donor arany esetén nem emelkedik tovabb.

207 Fos?®-EGFP+Jun-mRFP1 20 Jun-EGFP+Fos?®-mRFP1
15+ + L 15-
5 104 % 10-
1S £
i e 19 w o 14
5- e 115 54 e 075
m 077 m 0425
O T T T T 1 O T T T T 1
0.0 05 1.0 15 2.0 25 0.0 05 1.0 15 2.0 25
NA/ND NA/ND

23. abra: Elméletileg elérheté legmagasabb FRET hatasfok heterodimerek esetén

A folytonos vonal a kiilonboz6 akceptor-donor aranyoknal elérhetd maximalis FRET hatasfok
értékeket mutatja, mikor az 6sszes c-Jun molekula heterodimert alkot a c-Fos fehérjével (Eq=15 % és
14,1% az illesztésekbdl). A szines pontok mért értekeket jeldlnek.

Az akceptor-donor arany szerint csoportositott adatokat donor intenzitas alapjan 0,25-
os intervallumokba soroltuk, igy csokkentve a sejtes adatok szorasat. A 24. abran az adatsorok
illesztésebdl kapott disszocidcios allandokat abrazoltuk c-Fos:c-Jun arany fiiggvényében
mindkét iranya donor-akceptor jelolés esetében. A disszociacios allando a c-Fos:c-Jun arany
novekedésével csokken, nagyobb c-Fos:c-Jun aranynal, ahol tobb c-Fos volt jelen,
alacsonyabb disszocidcios allandot kaptunk mindkét heterodimer esetén. A kiilonbséget
okozhatja a c-Jun homodimerek kialakulasa, ahol ezen homodimerek kialakulasa kompetalhat
a heterodimerek kialakulasaval. Alacsony c-Fos:c-Jun arany esetén, ahol nagyobb
mennyiségli c-Jun van jelen, a c-Jun homodimerek relativ mennyisége magas, ezért kevés
szabad c-Jun érhetd el a c-Fos szamara, igy a heterodimerek kialakulasa magasabb
koncentraci6 felé¢ tolodik el. Magasabb c-Fos:c-Jun aranynal a c-Jun homodimerek

kialakulasa kevésbé jelentOs.
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24. abra: Disszociacios allandé fiiggése a c-Fos—c-Jun aranytoél

Donor intenzitds alapjan csoportokba sorolt adatok illesztésébdl szarmazd disszociacids allandot
abrazoltuk a c-Fos—c-Jun arany fiiggvényében. Nagyobb c-Fos—c-Jun aranynal, ahol tobb c-Fos volt
jelen, alacsonyabb disszociacios alland6t kaptunk mindkét heterodimer esetén.

A Fos?®-EGFP-vel és Fos?®>-mRFP1-gyel kotranszfektalt sejteknél a heterodimer esetén
kapott értéknél nagyobb disszociacios allandot vartunk. A c-Fos homodimerizaci6 FRET
titralasi gorbéinek illesztésénél figyelembe vettiik, hogy a c-Fos onmagaval, illetve az
endogén c-Junnal is képes dsszekapcsolodni. Feltételeztiik, hogy az Gsszes c-Jun molekula
komplexet alkot a c-Fos fehérjével, mivel a c-Fos—c-Jun komplex sokkal stabilabb, mint a c-
Fos homodimer. Az illesztett modellfiiggvény figyelembe veszi a donor-donor, a donor-
akceptor és az akceptor-akceptor jelolt c-Fos—c-Fos komplexeket, amelyek koziil egyediil a
donor-akceptor jelolt komplexek adnak pozitiv FRET-et. Az illesztés az endogén c-Fos
fehérjék jelenlétével is szamol, hiszen ezek szintén sszekapcsolodhatnak a jelolt c-Fos illetve
c-Jun fehérjékkel. Az E versus cFosp gorbéket a 45. és 46. egyenletek szerint nemlinearis

regresszioval illesztettiik meg.
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25. abra: c-Fos homodimerek disszociaciés allandoja és Eq értékei kiilonbozé akceptor-donor
aranyu csoportok esetén

A kozel azonos akceptor-donor aranyu sejteket donor intenzitas szerinti csoportositottuk, majd a mért
FRET hatasfokot abrazoltuk a donorral jelslt c-Fos?™ koncentracio fiiggvényében. A fiiggetlen
illesztésekbdl megkaptuk a disszociacios allando és az Eq értékeit.

A Kkiilonboz6 akceptor-donor aranya adatcsoportokat ugy is megillesztettiik, hogy az
adatcsoportokra azonos Ky és Ego értékeket illesztettiink. Az &sszekapcesolt illesztéssel
Kg=6,7+£1,7 uM ¢és E¢=9,5+0,8% értékeket kaptunk. Amikor a kiilonb6zd akceptor-donor
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aranyu csoportokat fliggetleniil illesztettiik meg, a Ky és az Eg értéke 5,4 és 9,7 uM illetve
9,1% és 11,9% kozott valtozott.

6-
. Na/Np
. 19-21
e 1.1-12
= 0.4-05
8 10

c(Fos?°-EGFP) [uM]

26. abra: Kiilonb6z6 akceptor-donor aranyu csoportok kapcsolt illesztése
c-Fos?*-EGFP+c-Fos?*>-mRFP1 homodimerek FRET értékeit abrazoltuk a donorral jeldlt c-Fos*®

crer

adatsorokra azonos disszociacids allandot és Eg értékeket illesztettiink.

A homodimer esetén a maximalisan elérhetd FRET hatasfok kozeliti az Eg értékét, ahogy az

akceptor-donor arany tart a végtelenhez.
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27. abra: Maximalis FRET hatasfok elméleti értéke homodimer esetén

Maximalisan elérheté FRET hatasfok értéke kiilonbozd akceptor-donor arany csoportok esetén,
mikor az 6sszes c-Fos molekula homodimert alkot (Eq=9,5% az illesztésekbdl). A szines pontok a 26.
abran bemutatott titralasi gorbékhez tartozé Na/Np értékeket jelolik.
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A heterodimer disszociacios allanddja kisebb, mint a c-Fos homodimeré, ami azt jelenti, hogy
ugyanakkora c-Fos és c-Jun koncentracio esetén a c-Fos—c-Jun heterodimer kialakuldsanak

nagyobb a valdsziniisége.

.....

5.6. c-Fos fehérjék homoasszociacioja és DNS-hez valo kotodése

Fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopia (FCCS) méréssel egyszerre Kkét,
kiilonboz6 spektrumu festékkel jelolt molekula mozgasat detektalhatjuk és meghatarozhatjuk
a fluoreszcencia autokorrelacios (ACF) és keresztkorrelacios (CCF) fliggvényeit. A duplan
jelolt sejtek esetén a pozitiv CCF amplitidd a molekuldk legalabb egy részének
egylittmozgasat jelzi, mig a CCF és ACF amplitiddok aranya a komplexet alkotdé molekuldk
hanyadaval aranyos. A SPIM-FCCS méréseket EM-CCD kameraval ellatott mikroszkopon
végeztik, ahol egyszerre egy sejt tobb pixelében tudtunk mérni. A mérés soran kétdimenzios
térképek formajaban kapunk informaciét a molekulak és az egyiittmozgd komplexek
mobilitasarol és kolcsonhatasarol [110].
Méréseinkhez a sejteket az alabbi kombinacidkban kotranszfektaltuk: c-Fos**>-EGFP+c-
Fos?®>-mRFP1, c-Fos?®>-EGFP+Jun-mRFP1, c-Fos**-EGFP+c-Fos?®>-mRFP1  (negativ
kontroll) és EGFP-P30-mRFP1 (pozitiv kontroll, ahol az EGFP és mRFP1 fehérjéket 30
prolinbol allo polipeptidlanc koti Ossze). A méréshez azokat a sejteket valasztottuk ki,
amelyek kb. azonos mennyiségli z6ld és vorés molekulat fejeztek ki és a fehérjék
koncentracidja a FRET méréseknél hasznalt tartomanyba esett (300 nM — 9,6 uM). A 28.

abran a négy minta egy-egy reprezentativ sejtje egy pixelének a korrelacios gorbéi lathatok.
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28. abra: SPIM-FCCS mérésekbdl szarmazo6 auto- és keresztkorrelacios gorbék

7Z6ld (EGFP ACF), vorés (MRFP1 ACF) és kék (CCF) folytonos vonallal a mérési adatokat, mig
szaggatott vonallal az illesztett modellfiiggvényeket jeloltikk. Az autokorrelacios gorbék illesztésénél
két, mig a keresztkorrelacio esetén egy diffuzids komponenst tételeztiink fel. A vizszintes piros vonal
jeloli az EGFP atvilagitasara korrigalt voros ACF amplitadét, mig a kék vizszintes vonal az EGFP
atvilagitasbol szarmazo keresztkorrelacié mértékét mutatja.

7Z6ld (EGFP), voros (mRFP1) és kék (keresztkorrelacio) folytonos vonallal jeloltiik a mérési
adatokat, mig szaggatott vonallal az illesztett egyeneseket tiintettiik fel. A vizszintes piros
vonal jeloli az EGFP atvilagitasara korrigalt voros ACF amplitadot, mig a kék vizszintes
vonal az EGFP atvilagitasbol szarmazo keresztkorrelacio mértékét mutatja. Az ezen érték
feletti keresztkorrelacio a zold és vords molekulak egyiittes difftziojara utal. c-Fos
homodimerizacio csak magas fehérje koncentracid esetén mutathatd ki, ezért magas
koncentracioknal mértiink. Igy a mért autokorrelacios amplitidok alacsonyak voltak, azonban
ilyen magas koncentraciok mellett is értékelheté adatokat kaptunk. Minden egyes pixelben
elvégeztiik az illesztést, igy pixelenként volt zold és voros ACF illetve CCF adatunk. Az
illesztés soran a harom goérbénél kapcsoltan illesztettiik a zold (G-only), a voros (R-only) és a
z06ld-voros dimer koncentraciot (GR). Az autokorrelacios gorbéket két komponensii, mig a
keresztkorrelacios gorbéket egy komponensii diffizidos modellel illesztettiik. A diffuzios
allandokat nem kapcsoltuk Ossze, mert igy jobb illesztést kaptunk. A 29. abran reprezentativ

sejtekrol késziilt kétdimenzios térképeket és hisztogramokat lathatunk.
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Fluoreszcencia intenzitas Z6ld-voros dimer hanyad
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29. abra: Fluoreszcencia intenzitas térképek és relativ dimer koncentraciok

A két elsé oszlop egy kivalasztott sejt EGFP illetve mRFP1 fluoreszcencia intenzitas térképét mutatja.
A harmadik oszlopban az illesztésekbél meghatarozott zold-vorés dimerek hanyadanak térképe, mig a
negyedik oszlopban a kivalasztott sejt dimer hanyadanak eloszlasa lathato.

Az elsé két oszlop egy kivalasztott sejt EGFP (zold) és mRFP1 (vords) fluoreszcencia
intenzitas térképét mutatja. A harmadik oszlop mutatja a relativ dimer koncentracid
Cer/(Co-only+Cr-ony*tCar) térképeket, ami az Gsszes detektalt molekula koziil a dimerben levo
fehérjék hanyadat mutatja. A negyedik oszlopban levé hisztogram ezen paraméter

pixelenkénti eloszlasat mutatja.
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30. abra: Zold-voros dimerek hanyada

A pixelenkénti kiértékelés soran a keresztkorrelaciobol meghatdrozott paraméter median értékeit
atlagoltuk Ki. A sejtszam mintanként minden esetben t6bb volt, mint tiz. A t teszt mind a c-Fos—c-Jun
heterodimer, mind a c-Fos heterodimer esetén szignifikans eltérést mutatott a negativ kontrolltol,
***p<0.0001.

A negativ kontroll (c-Fos**-EGFP+c-Fos*>-mRFP1) esetén kaptuk a legalacsonyabb
(0,06), mig a pozitiv kontrollnal (EGFP-P30-mRFP1) a legmagasabb (0,32) dimer hanyadot.
A c-Fos—c-Jun heterodimer szintén magas dimer hanyadot mutatott (0,22), mig a c-Fos??®
homodimer kicsit alacsonyabbat (0,16), mint a heterodimer, de még mindig szignifikansan
magasabb értéket, mint a negativ kontroll. Az 4bran tobb mint tiz sejtre pixelenként kiszamolt
adatok median értékeinek atlagat tiintettiink fel, szorassal. A felsé hatar kisebb, mint egy,
amiért tobb tényezo felelds. A zold és a vords detektalasi térfogatok atfedése, a festékek
részleges fotoelhalvanyitasa és a fluoreszcens fehérjék nem megfeleld érése, ami a duplan
jelolt molekulak mellett csak zold és csak vords fehérjéket is eredményezett, mind szerepet
Jjatszott ebben.

Vizsgaltuk a fehérje dimerek sejtmagbeli mobilitasat is, amit a CCF-ek illesztésébdl
kaptunk meg. Egykomponensii illesztést hasznalva meghataroztuk azon komplexek atlagos

mozgékonysagat, amelyek zold és voros fluoroforokat tartalmaztak. Egy masodik komponens

crcr
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31. abra: Keresztkorrelaciébol meghatarozott diffiiziés allandok

A CCF-ek egykomponenst illesztésébol pixelenkénti kiértékeléssel kapott diffuzids allandok median
értékeinek atlagat mutatja az abra. A hetero- és homodimer esetén a diffuzios allandé értéke
alacsonyabba pozitiv kontrollhoz viszonyitva, ami azt mutatja, hogy mind a két dimer bekotddik a
lassan mozg6 kromatinhoz.

A negativ kontroll esetén a keresztkorrelaciot nem tudtuk megfeleléen megilleszteni a nagyon
alacsony amplitidok miatt. Az illesztés az egyiittmozgd zold-vordos komplexek atlagos
mobilitasat mutatja. EGFP-P30-mRFP1 fuzios fehérje atlagos diffuzios allanddja ~4,3 pm?/s,
mig c-Fos?*-c-Fos**®> homodimer és a c-Fos—c-Jun heterodimer esetén ~0,3 és 0,4 pm?/s volt.
A homo- és heterodimer esetén csak lasst komponenst tudtunk illeszteni az adatokra, ami arra
utalhat, hogy a komplexek egy lassan mozgd sejtmag komponenshez, nagy valosziniiséggel a
kromatinhoz ktddhettek.

A diffuzios allandok viszonylag nagy hibat adnak, ami a kamera behatarolt iddbeni
feloldasabol és abbol adodik, hogy a homodimerizaciohoz sziikséges nagy koncentracional a
fluktuacio rosszul mérhetd, azonban az eredményeink még igy is hasonléak a konfokalis FCS-
sel a c-Fos—c-Jun komplexre és a pozitiv kontroll mintara kapott adatokhoz [104]. Az egyedi
pixelekben mért adatok mindsége javithato a pixelek Osszevonasaval, és az eredmények

megbizhatosagat garantalja a sejtek nagyszamu pixelébdl kapott jo statisztika.
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5.7. FRET Kkiértékelés szuboptimalis mérési koriilmények kozott

FRET egy spektroszkopos technika, amelyet gyakran hasznalnak molekularis
kolcsonhatasok vizsgalatara. Tobb miszer is alkalmas a mérésére, példaul a konfokalis
mikroszkép, a lézer pasztazd citométer illetve az aramlasi citométer is. Konfokalis
mikroszkopias méréseinket kétféleképpen, aranyalapu ¢és akceptor fotoelhalvanyitas
technikaval is elvégeztiik. Ardnyalapt FRET szamoléasnal az analizis egyik kulcsfontossagu
része az o faktor meghatarozasa, ahol a donor és az akceptor fluoreszcencia intenzitasat a
molekulaszamra és a gerjesztési hatékonysagra normalizaljuk. Méréseinkhez donor-akceptor
fuzids fehérjét hasznaltunk, ahol a festékek 1:1 ardnyban fejezddnek ki, a gerjesztési
hatékonysag normalasahoz pedig a donor és akceptor festékeket ugyanazzal a 1ézervonallal
gerjesztettiik és a detektalt jeleket osztottuk a gerjesztési hullamhosszra jellemz6 abszorpcios
egylitthatokkal.

ECFP és EYFP gerjesztésére a konfokalis mikroszkop 458 és 514 nm-es 1ézervonalait
hasznaltuk, ami kitlin6 jel-zaj aranyt biztosit. A 4. tablazatban két aranyalapu FRET hatasfok

értéket tuntettink fel minden minta esetén, a kiilonb6zd e értékekkel szamolva. Az

£, =t [eEnT érték bizonytalansaga abbol adodik, hogy az ECFP maximalis extinkcios

egylitthatojanak irodalomban fellelheté értéke nem egységes (26,000 [112]; 28,750 [113] és
32,500 M*cm™ [114]). Mivel 458 nm-nél az abszorpcios egyiitthatot a maximalis érték 84,2
szazalékaként szamitottuk ki, igy az &, értéke sem adhatdé meg egyértelmiien. Mindemellett a
tablazatban jol lathatd, hogy az aranyalapi moddszerrel meghatarozott FRET adatok jol

egyeznek az akceptor fotoelhalvanyitassal kapott eredményekkel.
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Aranyalapu E (atlag Aranyalapu E Akceptor
+ SD) (atlag £ SD) fotoelhalvanyitas E
£,=3.18 &,=3.97 (atlag + SD)
ECFP-EYFP
47,3+£3% 37,9+£2,5% 48,5+1,8%
(poz. kontroll)
ECFP + EYFP
0,9+1,2% 0,6+0,8% 1,0+1,5%
(neg. kontroll)
c-Fos*>-ECFP
22,0+1,9% 16,0+1,1% 21,2+3,3%
+ c-Jun-EYFP
c-Fos-ECFP
7,9£2,5% 5,5£1,7% 8,0+3,6%
+ c-Jun-EYFP

4. tablazat: Konfokalis mikroszképias FRET adatok
Aranyalapu kiértékelés soran az extinkcids egylitthatd legalacsonyabb (éﬂzp =26,000 M™*cm™, bal

oszlop) és legmagasabb (32,500 M cm™, kozépsé oszlop) értékével szamoltunk. A legalacsonyabb
epszilon kettd értékkel kapott FRET hatdsfok adatok kozelitik leginkabb az akceptor
fotoelhalvanyitassal kapott eredményeket.

Lézer pasztaz6 citométer €s FACSAria dramlési citométer esetén a 458 és 514 nm-es
lézerek nem voltak elérhetéek, az ECFP-t 405 nm-es, mig az EYFP festéket 488 nm-es
1ézerrel gerjesztettiik. A 405 nm-es lézerrel az ECFP jol gerjeszthetd, de az EYFP
gerjesztédése alacsony (az extinkcids egylitthatd cstcs értékének kevesebb, mint 2%-a, a
pontos érték nem ismert, 0,5% és 2% kozotti értéknek tekintettiik). Ezért az a faktor pontos
meghatarozasa nem volt lehetséges, mert az e, érték (és az S, atvilagitasi faktor)
meghatarozasa ebb6l adoddan bizonytalan volt. Az emlitett okok kovetkeztében a FRET
hatasfok értékek is nagy bizonytalansdgot hordoztak. Tovabbi hibaforrds volt még az &4
értékének (Id. a 3.6.2 fejezetet) bizonytalansaga is, ami szintén fiiggott az EYFP 405 nm-en
vald alacsony gerjeszthetGségétol. Ha behelyettesitjiik az extrém ¢ értékeket az extinkcios
egylitthatok aranyat meghatarozo képletekbe, akkor a pozitiv kontroll FRET hatasfok értéke
sz¢les tartomanyt fed le (5. tablazat).
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- CEP VEP Pozitiv kontroll 4tlagos FRET
o =fas | o _Eass Cus hats .
2= " YEP 4= " CEP VFP atasfok tartomanya
€405 €405 Eags
(ECFP-EYFP)

Lézer pasztazo citométer 44%-224%
- . 42,6-9,5 | 0,0029-0,0066

Aramlasi citométer 31%-135%

5. tablazat: LSC és aramlasi citometrias kiértékelés

Lehetséges extinkcids egylitthatd hadnyadok és FRET hatasfok adatok tartoményai pozitiv kontroll
esetében LSC-n és aramlasi citométeren. Az epszilon tényezok meghatarozasanak pontatlansaga miatt
a pozitiv kontroll esetén meghatarozottFRET hatasfok értékek nagy bizonytalansagot mutatnak.

Azért, hogy ezt a problémat kikeriiljik, referenciaként ECFP-EYFP fuzios fehérjét
hasznaltunk, aminek FRET hatasfokat (48,5%) konfokalis mikroszkopon mért akceptor
fotoelhalvanyitas technikaval hataroztuk meg, ahol nincs sziikség az a faktor ismeretére. Ezt
az E értéket hasznaltuk a tobbi miszer esetén sztenderdként, ami lehetdvé tette az aranyalapu
technikaval torténd szamolds sordn az o faktor meghatarozasat ugy, hogy a pozitiv kontrollra
megkapjuk a 48,5%-os értéket. Az igy kapott a faktort felhasznalva a tovabbi mintakon
megbizhatdé FRET kiértékelést végezhettiink annak ellenére, hogy nem idealis hullamhosszon
gerjesztettilk az ECFP és EYFP fehérjéket.

Meéréseinket c-Fos és c-Jun transzkripcids faktorok kozott végeztiik. A konfokalis
mikroszkoppal és 1ézer pasztazo citométerrel mért adatokat a 33. abran hasonlitottuk Gssze,
ahol a FRET hatékonysagot abrazoltuk az akceptor-donor arany fiiggvényében. A c-Fos—c-
Jun heterodimerek kialakuldsa fligg az abszolut koncentraciotol ¢és a fehérjék relativ
mennyiségétol; ha noveljitk az akceptor-donor aranyt, a FRET hatasfok novekedni fog. Csak
azokat a sejteket valasztottuk ki a kiértékeléshez, ahol az akceptor-donor arany nagyobb volt,

mint egy ¢s ahol az E vs. akceptor-donor arany gorbében telitddés volt 1athato.
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33. abra: FRET hatasfok akceptor-donor aranytol valé fiiggése

Konfokalis mikroszkoppal (bal oldali abra) és lézer pasztazo citométerrel (jobb oldali abra) mért
FRET hatasfok adatok fiiggése az akceptor-donor aranytdl. A FRET adatok szdérasanak csokkentése
érdekében hasonld donor intenzitasu sejteket valasztottunk ki, mig az akceptor expresszio széles
tartomanyban valtozott. A FRET hatasfok értéke telit6édést mutat, ha az akceptor-donor arany
nagyobb, mint egy, mert ekkor minden donornak lehet egy akceptoros parja.

A lézer pasztazo €és aramlasi citometrias adatok kiértékelése soran a pozitiv kontroll esetén az
a értékét ugy allitottuk be, hogy a FRET hatasfok atlaga 48,5% legyen. Ezt az a értéket
hasznaltuk a tovabbiakban a tobbi minta kiértékeléséhez. A kiilonboz6 miiszereken mért

FRET hatasfok adatok ezt a modszert alkalmazva jo egyezést mutatnak (6. tablazat).

Konfokalis Lézer pasztazo )
Aramlasi citométer
mikroszkop citométer
Minta E (atlag + SD) E (atlag + SD) E (atlag + SD)
ECFP-EYFP
48,5% 48,5% 48,5%
(poz. kontroll)
ECFP + EYFP
0,84 £ 0,9% 0,65+ 1,6% 1,8+ 1%
(neg. kontroll)
c-Fos™®-ECFP
21,1 +1,3% 23,6 £2,8% 22,1 £3,7%
+ c-Jun-EYFP
c-Fos-ECFP
8,3+ 1,9% 8,6 £2,9% 10,2 £ 3,6%
+ c-Jun-EYFP

6. tablazat: Sejtenként meghatirozott FRET hatasfok adatok

Szamolas soran az o faktort ugy allitottuk be, hogy a pozitiv kontroll esetén a FRET hatasfok 48,5%
legyen, amely értéket akceptor fotoelhalvanyitassal hataroztunk meg. Csak azokat a sejteket vettiik
figyelembe, ahol az akceptor-donor arany egynél nagyobb volt.
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6. MEGBESZELES

Az AP-1 Kkétféle aktivitassal rendelkezik: lehet anti-proliferativ hatdsu (anti-
onkogenikus), amikor apoptdzist indukal, illetve serkentheti is a proliferaciot (onkogenikus), a
sejt talélését indukalva [115-117]. Az AP-1 olyan dimerek keveréke, amelyek a Fos, Jun és
ATF csaladok fehérjéibdl allnak. Ezen fehérjék mindegyike eltéréen fejezédik ki és
szabalyozasuk is kiilonb6z6, ezért minden egyes sejt AP-1 dimer keveréket tartalmaz, melyek
funkcidja is eltérd. Kimutattak, hogy a Jun fehérjéknek egyedi €s kritikus szerepiik van a
sejtciklus szabalyozasaban [17], illetve hogy a c-Fos noveli a c-Jun transzformald képességét
[118]. Altalinosan elmondhat6, hogy a c-Jun onkogénként, mig a JunB anti-onkogénként
viselkedik.

Szamos cikkben leirtak az izolalt c-Fos transzkripcids faktor homodimerizaciojat, ahol
a fehérje foként a leucin cipzarat tartalmazta. Ezekben a tanulmanyokban azt allitottak, hogy a
homodimerek stabilitasa alacsony és feltételezhetéen az €16 sejtekben nem fordulnak eld.
FRET mikroszkopia, aramlési citometria, FCS és képalkot6 FCCS kombinalasaval ¢él6
sejtekben Kkimutattuk, hogy a c-Fos transzkripcios faktor homodimert alkot. A c-Fos
homodimer esetén a disszociacios allando latszolagos értéke HeLa sejtekben 6,7+1,7 uM volt,
mig a c-Fos—c-Jun heterodimernél ez tartomany 10-370 nM-nak adodott. Mas munkacsoport
IS hasznalta a FRET technikat a c-Fos—c-Jun heterodimer disszociacios allanddjanak
meghatarozasara in vitro, izolalt fehérjékkel végzett kisérletekben, ahol a c-Fos bZIP domén
régiojat fluoreszceinnel, mig a c-Junét rodaminnal jelolték meg [119]. A szamolasok soran
feltételezték, hogy c-Fos—c-Jun heterodimer kialakulasara nincs hatassal a c-Jun
homodimerek jelenléte, és a disszociacios allando értékét 23 nM-ban allapitottadk meg. Mésok
szcintillacios kozelségi vizsgalatokat végeztek, ahol a c-Jun biotinalt leucin cipzarjat
sztreptavidinnel fedett mikrogyongyokre kototték ki, és a c-Fos leucin cipzar doménjét szabad
ligandként adtak a rendszerhez [120], a disszociacids allando értékét 110 nM-ban hataroztak
meg. Heuer és munkatarsai peptid alapu ELIZA-t fejlesztett ki, ahol a glutation S-
transzferazhoz kapcsolt rekombinans c-Fos leucin cipzar doménjét a plate aljara kototték ki,
amihez a valtozd koncentracioban adott, biotinnal jelolt c-Jun cipzarak kikotodtek. A
komplex amplifikacios rendszerrel hataroztak meg [121], ahol a disszociacios allando 1 nM
volt. Szerintiik Patel és munkatarsai altal hasznalt bZIP motivum DNS hianyaban kinyulik a
leucin cipzarbol €s igy jelentds taszitd erdként hat, ami csdkkenti a dimerizacios affinitést,

ami magyarazhatja a két disszocidcios allando kiilonbségét. Mindharom munkacsoport
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szintetizalt leucin cipzart hasznalt a mérései soran, viszont a leucin cipzar régidkon kiviil esod
aminosavaknak is lehet szerepiik a heterodimerizacié folyamataban [122], ami bizonytalanna
teszi az altaluk meghatarozott disszociacios allandok relevancidjat.

A Ky altalunk meghatarozott latszolagos értéke, ami széles tartomanyt fed at (10-370
nM), nagyban fiigg a c-Fos:c-Jun aranytdl és attol, hogy melyik fehérje melyik festéket
hordozza. A Ky értékében tapasztalhato nagy szoras abbol is adodhat, hogy c-Jun
homodimerek is létrejonnek, amelyek kompetdlnak a heterodimerizacié folyamataval.
Alacsony c-Fos:c-Jun arany esetén, ahol sok c-Jun van jelen, a c-Jun homodimerek
1étrejottével kevesebb szabad c-Jun monomer lesz elérheté a heterodimerek kialakulasahoz.
Ez a jelenség okozhatja a heterodimerizéaci6 folyamatanak eltolodasat magasabb koncentracid
tartomanyok, illetve magasabb latszolagos Ky felé. Magasabb c-Fos:c-Jun aranynal, ahol a c-
Jun homodimer kialakulasanak kicsi a valosziniisége, a heterodimer Kgy értéke <100 nM, ami
megegyezik a korabbi in vitro adatokkal. A zo6ld csatornaban mérhet6 autofluoreszcencia ~50
nM EGFP intenzitasnak felel meg, ami csokkenti a heterodimer esetén meghatarozott Ky
értékek pontossagat, tekintve, hogy a heterodimer disszocidcos allanddja 6sszemérhetd ezzel
az értékkel.

A koncentracié szamolds sordn a sejt €s a fluoreszcens gyongy térfogatat konfokalis
mikroszkdpos z iranyu szeleteléssel hataroztuk meg, ahol az atlagértékeket vettiik figyelembe
a tovabbi szamolashoz, ami a gyongy és a sejt térfogatardnyanak meghatarozasaban
pontatlansdgot okozhatott, mivel a sejtek térfogata nagy szorast mutatott.

Izolalt fehérjék disszociacios allanddjanak meghatarozasahoz in vitro szamos
tanulmanyban FRET-et hasznaltak [119, 123]. Az abszolut fehérje koncentracié megallapitasa
nélkiilozhetetlen a Ky ismeretéhez. Ehhez vagy a fehérje sejtenkénti kopiaszamat becsiilték
meg [124], vagy a koncentracié kalibraciohoz tisztitott fehérjéket hasznaltak [125]. Az els6
esetben éleszt6 sejteket hasznaltak, ahol az YFP-t az Arfl fehérjéhez kapcsoltak, aminek
sejtenkénti mennyiségét 20 ezerre becsiilték. Feltételezték, hogy a sejt gdbmb alakt, melynek
atmérdje 5 pm és ebbdl kiszamoltak, hogy a mikroszkopos kép egy pixelére mennyi molekula
jut. Meghataroztak az adott térfogatra jutd atlag intenzitast, amibdl egy képlet segitségével
kiszamoltak az ahhoz tartozé koncentraciot. Masodik esetben a kalmodulint ECFP-vel, mig az
L tipusti Ca®* csatorna alegységét EYFP-vel jelolték meg, a fluoreszcens fehérjékhez kapesolt
relativ donor és akceptor molekulaszamot FRET technikan alapuld optikai izolacioval
becsiilték meg [125] és a disszociacios allandot ezen adatok felhasznalasaval allapitottak meg.
Az altalunk bemutatott K4 szdmolasi modszer FCS-sel végzett koncentracid kalibraci6 utani

FRET titracion alapszik, ami €16 sejtekben tortént. A szdmolds soran eldszor mi vettiik
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figyelembe a transzfektalt, fluoreszcens fehérjék mellett az endogén, nem fluoreszcens
fehérjék koncentracigjat is. Az altalunk hasznalt koncentracio kalibracio fluoreszcens gyongy
hasznalataval kiilonb6z6 napokon illetve miiszereken tortént mérésekre is atviheto.

FRET alkalmazésanak egyik f0 teriilete a fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata.
Az ECFP és EYFP fehérjék FRET mérésekben gyakran hasznalt festékpar, mert jelentds a
spektralis atfedésiik és igy nagy a Forster tavolsaguk [71]. Kimutattuk, hogy a nem idealisan
gerjesztett ECFP és EYFP fluoreszcencidjat kelléen nagy pontossaggal és érzékenységgel
tudjuk detektalni 1ézer pasztazd €és aramlasi citométeren, és egy ismert FRET hatasfoku
referencia minta hasznalatdval mas mintdk FRET mérése is lehetségessé valik.
Osszehasonlitottuk konfokdlis mikroszkoppal (optimalis ECFP és EYFP gerjesztés) illetve
lIézer péasztazo citométerrel €s aramlasi citométerrel (szuboptimalis gerjesztés) mért FRET
hatasfokokat ¢és mindharom miszerrel kozel azonos eredményeket kaptunk. A mérés
kiértékeléséhez kidolgoztunk egy 0j szamolasi modszert, ahol az o faktor és a FRET hatédsfok
meghatarozasat egyidejileg meg tudtuk hatarozni ugyanazt az egyenletrendszert hasznalva.

FRET hasznalataval a fehérjék egy bizonyos hanyadanak kolcsonhatasairol kapunk
informaciot, de a kapcsolat stabilitasarol nem. A molekulak egyiittes mozgasat fluoreszcencia
korrelacios spektroszkopiaval igazoltuk, mely technika a molekulak kozotti stabil kapcsolatok
kimutatasara alkalmas. Az FCS adatok elemzése azt mutatta, hogy a c-FOoS-EGFP molekularis
fényessége kétszer akkora, mint a DNS-kot6 €s a dimerizaciés domén hianyos mutansé, vagy,
mint a szabad EGFP molekulaé. Két komponenst illesztve az adatokra a lassi komponens
hanyada ugyanakkora volt a c-Fos homodimer és a c-Fos—c-Jun heterodimer esetén, mig a
Fos™* mutansé szignifikansan alacsonyabb volt. Ez az adat azt mutatja, hogy a c-Fos fehérje
homo- és heterodimerként is bekétddik a DNS-hez. EGFP és Fos™* esetén is tudtunk kis
hanyadban lassu komponenst illeszteni, mert a sejtekben 1évé makromolekuldk magas
koncentraciodja ,,molecular crowding” jelenségéhez, ezaltal anomalis diffiziohoz vezet [126],
ami az autokorrelacios gorbe elnyulasahoz és egy latszolagos masodik komponens
megjelenéséhez vezet, hosszabb diffuzios idovel.

A SPIM-FCCS technika lehetdvé tett szamunkra, hogy megerdsitsiik a c-Fos
homodimer jelenlétét, lathassuk sejtmagbeli eloszlasat és mobilitasat. Méréseinkbdl kidertilt,
hogy a homodimerek legalabb néhany tizedmasodpercig stabilak voltak. Az illesztett
keresztkorrelacios gorbékbdl kiszamolt diffuzids allandd ~0,26 umz/s volt, ami hasonlo
ahhoz, amit a c-Fos—c-Jun heterodimer esetén kaptunk (~0,41 um?/s), illetve amit
munkacsoportunk és masok kaptak egyéb DNS-hez kotott fehérjéknél [127-130]. A hetero- és
homodimerre kapott diffuziés allando értékek kisebbek az EGFP-P30-mRFP1 fuzids
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fehérjével kapott diffuzios allando értékénél (~4,3 pmzls), annak megfelelden, hogy az utdbbi
fehérje nem kotddik a DNS-hez.

A stabil, DNS-hez kot6dé c-Fos homodimerek jelenléte felvetiti annak lehetdségét,
hogy ezek a faktorok 6nallé transzkripcids szabalyozoként szerepelhetnek. Emellett a c-Fos
homodimer akadalyozhatja a c-Fos—c-Jun heterodimer DNS-hez vald kotédését és igy a
mikodését is. Ezaltal c-Fos homodimereknek fontos szerepe lehet a sejtosztodasban és az
onkogenezisben a c-Fost taltermeld tumorokban. A c-Fos homodimer kotéhelyeinek

megismerése pontosabb ralatast nyujthat a tumorok kialakulasaban betoltott szerepérol.

74



7. OSSZEFOGLALAS

A c-Fos és c-Jun transzkripcids faktorok az aktivator fehérje 1 (AP-1) csaladba
tartoznak. Heterodimert alkotnak, és bazikus leucin cipzar régiéjukkal a DNS-hez kotédve
szamos folyamatot szabalyoznak, példaul a sejtciklust, a differenciaciot és az apoptozist. A
tisztitott c-Jun leucin cipzar 6nmagaval is tud stabil dimert alkotni, mig a c-Fos leucin cipzar
homodimerek sokkal kevésbé stabilak. A c-Fos fehérje tumoros sejtekben megemelkedett
szintje ¢és az irodalomban taldlt homodimerizacioval kapcsolatos ellentmondéasok arra
Osztonoztek minket, hogy ¢él6 sejtekben is megvizsgaljuk a c-Fos homodimerizacio
lehet6ségét. HeLa sejteket fluoreszcens fehérjékhez kapcsolt c-Fos-szal és c-Junnal
transzfektaltunk, majd fluoreszcencia rezonancia energia transzferrel (FRET) illetve
fluoreszcencia  (Kereszt)korrelacios — spektroszkopiaval — vizsgaltuk a  homo-  és
heterodimerizaciojukat. A FRET és a molekularis fényesség analizis eredményei azt mutattak,
hogy a c-Fos homodimereket alkot. Kidolgoztunk egy az FCS technikat és az
immunfluoreszcenciat kombindl6 moédszert, melynek segitségével meg tudtuk hatarozni a
lehetové teszi a fehérje asszociaciok kvantitativ elemzését. Donor és akceptor festékkel jelolt
fehérjéket kiilonféle koncentracioban kifejezé sejteken végzett FRET titralas segitségével
meghataroztuk a c-Fos homodimerek ¢és a c-Fos—c-Jun heterodimerek latszolagos
disszociacios allandojat, ami 6,7+1,7 uM-nak illetve <100 nM-nak adodott. Képalkotod
fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval (SPIM-FCCS) meger6sitettilk, hogy a c-Fos
fehérjék stabil homodimereket alkotnak és kotédnek a kromatinhoz. Molekularis dinamikai
modellezés szintén megerdsitette, hogy a c-Fos fehérjék stabil homodimereket alkothatnak.
Eredményeink felvetitik annak lehet6ségét, hogy a c-Fos homodimer mint az AP-1 komplex
egy uj formaja autondém transzkripcios faktorként miikodhet a c-Fos-t tultermeld tumorokban

¢s szerepet jatszhat a tumorok kialakuldsaban.
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8. SUMMARY

The c-Fos and c-Jun transcription factors, members of the activator protein-1 (AP-1)
complex form heterodimers, bind to DNA via a basic leucine zipper, and regulate the cell
cycle, differentiation, apoptosis, etc. Purified c-Jun leucine zipper fragments could also form
stable homodimers, whereas c-Fos leucine zipper homodimers were found to be much less
stable in earlier in vitro studies. The importance of c-Fos overexpression in tumors and the
controversy in the literature concerning c-Fos homodimerization prompted us to investigate c-
Fos homodimerization in live cells by fluorescence techniques. We used Forster resonance
energy transfer (FRET) and fluorescence (cross)correlation spectroscopy (FCS, FCCS)
applied to HelLa cells transfected with fluorescent protein-tagged c-Fos and c-Jun to
investigate their homo- and heterodimerization. FRET and molecular brightness analysis by
FCS indicated that c-Fos formed homodimers. We developed a method to determine the
absolute concentrations of transfected and endogenous c-Fos and c-Jun by combining FCS
and immunofluorescence, which allowed us to analyze protein association quantitatively.
From FRET data of cells expressing various concentrations of donor- and acceptor-tagged
proteins, we determined the apparent dissociation constant of c-Fos homodimers (6.6+1.7
uM) and c-Fos—c-Jun heterodimers (Kq<100 nM) in live cells. Single plane illumination
microscopic FCCS confirmed that c-Fos homodimers were stably associated and could bind
to the chromatin. Molecular modeling simulation also supported that stable homodimers could
form. Our results establish c-Fos homodimers as a novel form of the AP-1 complex, which
may be an autonomous transcription factor in c-Fos overexpressing tissues, and could

contribute to tumor development.
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