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1. Bevezetés
1.1. Fos és Jun csalad tagjai és szerkezetiik

A Fos ¢és Jun fehérjék csaladjaba szamos transzkripcids faktor tartozik. A c-
Fos, Fra-1, Fra-2, FosB és splice variansai a Jun csalad tagjaival egyiitt (c-Jun, JunB
és JunD) az aktivator fehérje-1 (AP-1) csoportot alkotjak, amelyek dimerizacié utan a
célgének promoter illetve enhanszer régidiban levd tetradekanoil-forbol-acetat (TPA)
valaszadd elemhez kotédnek. A c-Jun fehérje nemcsak heterodimert, hanem
homodimert is képes alkotni, mig szamos korabbi in vitro vizsgalat szerint az emlGs c-
Fos fehérje nem alkot homodimert a negativan t6ltétt aminosavak kozott fellépd
taszitoer6k miatt. Mikromolos koncentracioban azonban az izolalt c-Fos leucin cipzar
stabil dimert alkot; disszociacios allandéja 25°C-on 5,6 uM-nak addodott. Kimutattak,
hogy a c-Fos leucin cipzarban egyetlen aminosav cseréje elegend6 a megroviditett c-
Fos fehérje homodimerizaciojahoz és DNS-hez valo kotédéséhez c-Jun fehérje hianya
esetén is. Ez a tipusu c-Fos homodimer specifikusan felismeri a DNS-en 1évé
valaszad6 elemet in vitro.

A c-Fos—c-Jun transzkripcids faktorok 4 f6 doménbdl épiilnek fel: az N-
terminalis transzaktivacids doménbdl, a DNS-k6td doménbdl, a dimerizacids
doménbdl, amit egy 6t leucinbol allo cipzar alkot és a C-terminalis doménb6l. Mind a
két csaladba tartozo fehérje dimerizacids és DNS-koté doménje a-hélixet alkot, és a
bazikus régié specifikus hidrogénkotéseket és Van der Waals kolesonhatasokat alakit
ki a DNS-sel. Mivel a transzkripcids faktorok DNS-kot6 és dimerizacios doménje igen
konzervalt, a c-Fos és c-Jun csalad tagjainak hasonld DNS-kot6 és dimerizacios
tulajdonsagaik vannak. A c-Fos—C-Jun heterodimer nagy affinitassal kotédik az
aszimmetrikus, hét nukleotidbol all6 TGA(C/G)TCA és kisebb affinitassal a

szimmetrikus, nyolc nukleotidbol 4116 TGACGTCA szekvenciahoz in vitro.



1.1. Ac-Fos és c-Jun fehérjék transzkripcios aktivitisanak szabalyozasa

A c-fos és c-jun a korai valaszgének koz¢é tartoznak, atirodasuk a sejt stimulacioja
utan gyorsan indukalodik. A c-Jun a sejtekben alacsony szinten folyamatosan
kapcsolodik, majd tovabb noveli sajat indukciojat, amikor egy masik transzkripcios
faktorhoz, az aktivalo transzkripcids faktor 2-héz (ATF-2) kapcsolodik. A c-Fos
transzkripciojat az Elk-1 és a ciklikus AMP vélaszadd elem-kot6 fehérje /ATF
szérum valaszado elem (SRE) és a jeltovabbitd és transzkripcids aktivator (STAT)

kotohelyei is.

1.2.  Ac-Fos és c-Jun transzkripcids faktorok aktivacidja

c-Fos és c-Jun aktivacidjaban szamos receptor, citokin és aktivator vesz részt,
tobbek kozt G fehérjéhez kapcsolt receptorok, transzformald ndvekedési faktor béta,
novekedési faktor receptorok, illetve ultraibolya sugarzas és onkofehérjék is. A c-Fos
¢és c-Jun fehérjék aktivalodasanak egyik fo utvonala a mitogén aktivalta protein kinaz
ut. Az aktivalo jel a sejtmagba jut, ahol a c-Jun és c-Fos fehérjék is foszforilalodnak és

aktivalédnak. A c-Jun aktivacidja esetén az aktivalt Jun N termindlis kindz

s

srer

232-es treonint.

Szamos cisz szabalyozd elem (DNS szakasz) kozvetit c-Fos indukciot. c-Fos
regulatorként miikodik a Sis-indukalhat6 enhanszer, amelyet a STAT3 ismer fel. c-Fos
expresszio a tiroid hormon magreceptor al-en keresztiil is szabalyozhat6, amely bél
tumort indukalhat. Gyors és tranziens c-Fos transzkripcié valthaté ki novekedési
faktorok, illetve citokinek altal stimulalt sejtosztodas esetén is.

c-Fos kifejezddése harom fazisra oszthatd: alapszintli expresszio, indukalt
expresszid, amely TPA kezelés hatdsara 15 percen belill éri el maximumat és a

lecsengés, ahol a transzkripcids szint 2 6ran beliil visszatér az alapszintre.
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1.3.  Fos és Jun csaladba tartozo fehérjék patologiai vonatkozasai

Az AP-1 altal aktivalt vagy inaktivalt gének tobbek kozt a differenciaciot,
proliferaciot, a sejtek ttlélését, a hipoxiara adott valaszt, az angiogenezist €s az
apoptozist szabalyozzak. Az AP-1 specifikus hatasa fiigg attol, hogy mely fehérjék
alkotjdk a dimert, milyen a promoter régidé szerkezete, illetve a transzkripcios
faktoroktol és aktivatoroktol, melyek a promoterhez kotédnek. A c-Fos—c-Jun
fehérjecsalad funkcidja fiigg a sejttipustol, amelyben kifejezédnek, igy a specifikus
szignalok hatdssal vannak a fehérjecsalad aktivitdsara és az altaluk szabalyozott
célfehérjékre. A Fra-1 tltermelddése megndveli az emlétumor és végbéltumor sejtek
Eml6étumor esetén kimutattak, hogy a c-Fos, a Fra-1 és a Fra-2 indukalja az
oszteopontin, trombospondin és CD44 kifejez6dését, amik a huméan emlétumorok
metasztazisaban  vesznek részt. Emldkarcinomaban a FosB és  Fra-1
tumorszupresszorokkal kapcsolodik. Tumorképz6 sejtekben a c-Jun dimer partnere a
c-Fos volt, mig nem tumorigén sejtek esetén a Fra-1. Szajiliregi rak esetén a c-Fos az
esetek talnyomo tobbségében JunD-vel alkot heterodimert. A megemelkedett szintii c-
Fos a ciklin Dl-et a sejtmagban tartja, megakadalyozva ezzel, hogy a glikogén
szintetdaz kinaz 3 degradalja azt. A sejtmagban folyamatosan jelen levé ciklin D1
tumorndvekedést indukal, és transzformaldo hatassal bir. A c-Fos jelenléte
elengedhetetlen a G¢-G; atmenethez. A c-Fos fehérje indukalhatosaganak elvesztése a
transzkripcio gatlasahoz vezet.

c-Jun-nak a normalis sejtnovekedésben van szerepe: csokkenti a p53
tumorszupresszor €s szubsztratja, a p21 kifejezddését azaltal, hogy képes bekdtddni a
aktivalja, addig a JunB gatolja a ciklin D1 transzkripcidjat: G; fazis kezdetén a c-Jun
foszforilacigja és a JunB szintjének csokkenése megnoveli a ciklin DI
transzkripcidjat. Azokban a fibroblasztokban, ahol a c-Jun-t kilittték, a ciklin D1 alig
aktivalodik, ami a G;-S fazis atmenet nem megfeleld progresszioja kovetkeztében a

sejtciklus terminalddasahoz vezet. A JunB dimerizacids hajlandosaga alacsonyabb és
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DNS-kot6 aktivitdsa is gyengébb, mint a c-Jun-é, ezért a JunB kevésbé hatasos
transzkripcios aktivator. A JunD megemelkedett szintje lelassitja a fibroblasztok
szamon.

Szamos cikkben leirtak izolalt c-Fos fragmentumok homodimerizacidjat in
vitro, ahol a fehérje foként a leucin cipzarat tartalmazta. A DNS-hez bek6t6dd c-Fos
homodimerek jelenléte felvetiti annak lehetdségét, hogy ezek a faktorok transzkripcios
szabalyozdként szerepelhetnek, illetve magas szintjiiknek fontos szerepe lehet a

sejtosztddasnal és az onkogenezisben.



2. Célkitiizések

Korabban kimutattak, hogy a c-Jun képes 6nmagaval homo-, illetve a c-Fos-
szal heterodimert alkotni, azonban a c-Fos-rol azt tartottdk, hogy a kialakuld
homodimer nem stabil. 1zolalt c-Fos leucin cipzart magas koncentracioban vizsgalva
leirtak, hogy a csonkolt fehérje képes stabil homodimert alkotni in vitro, azonban egy
kozlemény sem vizsgalta a funkcionalis fehérje viselkedését in vivo. Az irodalomban
fellelhetd informacidok alapjan elmondhatd, hogy szdmos tumorban mértek
megemelkedett c-Fos szintet, azonban ezek a kozlemények nem adtdk meg a fehérje
pontos mennyiségét. A c-Fos homodimer kialakulasardl szo6lo eltérd vélemények,
illetve a szamos tumorban magas expressziéval megjelend c-Fos transzkripcios faktor
jelentdsége 06sztonzott minket a c-Fos homodimerizacid jelenségének alaposabb
vizsgalatara.

Kutatomunkank soran az alabbi kérdések fogalmazdodtak meg benniink:

> Alkot-e a c-Fos transzkripcios faktor stabil homodimert €16 sejtben?

> Hogyan lehet a disszociacios allandot meghatarozni FRET adatokbol é16
sejtekben?

> Mekkora a c-Fos homodimer és a c-Fos—c-Jun heterodimer disszociacios
allandoja?

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



3. Anyagok és Modszerek

3.1. Sejtvonal, sejttenyésztés
Méréseinket HeLa méhnyakrak sejtvonalon végeztiik, amit a heidelbergi Német
Rékkutatdo Kozponttol (DKFZ) kaptunk. A teljes hosszusagu c-Fos fehérjék mellett

hasznaltunk egy muténst, amelynek C végérdl eltavolitottak 164 aminosavat (Fos?™)

Biologiai negativ kontrollként egy olyan delécidos mutanst hasznaltuk, ahol a c-Fos

fehérjérdl eltavolitottak a DNS-koté és dimerizaciés domént (c-Fos™),

igy az nem
képes sem dimerizacids partnereivel, sem a DNS-sel kolcsonhatni. A képalkoto
fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopiai (SPIM-FCCS) mérések kivételével
a pozitiv kontroll egy olyan konstrukt volt, ahol a donor és akceptor festéket (ECFP-
EYFP, illetve EGFP-mRFP1) egy 7 aminosavbol allo linker koti Gssze, ami magas
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) hatasfokot eredményez. SPIM-
FCCS mérésekhez a pozitiv kontroll esetén egy harminc prolinbdl allo 6sszekotot

illesztettlink a két fluoreszcens fehérje kozé, amivel csokkentettiik a FRET-et és

megnoveltiik a fehérje méretét, igy novelve a molekula diffizios idejét.

3.2. Transzfekci6

Konfokalis mikroszkoppal torténd méréseinket 8 Iyuku IBIDI kamréban
végeztiik. A vizsgalni kivant fehérjéket plazmidként tranziens transzfekcidval juttattuk
be a sejtekbe FuGene HD transzfekcios reagenst hasznalva. A sejtek kitapasztasa utani
napon elkészitettikk a transzfekcios mixet, ami 25 ul FBS-mentes RPMI-bél, 0,8 pg
DNS-bdl és 2 pl transzfekcios reagensbol all. Husz perc szobahdmérsékleten torténd
inkubacid utan 5 pl transzfekcios mixet mértiink lyukanként a sejtekhez.
Aramlasi citométeren torténé mérésekhez 24 lyuki sejttenyészté edénybe tettiik ki a
sejteket, a transzfektalas menete és a kimért mennyiségek megegyeztek a konfokalis
mikroszkopnal leirtakkal.
SPIM-FCCS mérésekhez feddlemezekbdl letorott darabokat tettiink Petri csészébe,
majd ramértiik a sejteket. Masnap 90 pl FBS-mentes médiumhoz hozzamértiink 0,1-6

png DNS-t és 4 ul reagenst, majd a teljes mennyiséget a sejtekhez pipettaztuk.
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3.3. FRET hatasfok meghatarozasa konfokalis mikroszképpal

FRET méréseinket Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer pasztazdé mikroszkopon
végeztik. Sejtenkénti FRET meghatarozas esetén az atlag fluoreszcencia
intenzitasokkal torténd szamolasok Microsoft Excel programban torténtek. A FRET
pixelenkénti meghatarozasdhoz az ImagelJ szoftver RIFRET moduljat hasznaltuk, mig
a FRET hatasfok térkép illetve hisztogram létrehozasa Matlab program keretén beliil
tortént.
Akceptor fotoelhalvanyitas modszer soran a donor és az akceptor festék eloszlasarol
kétcsatornas képet vettiink fel, majd az akceptor festéket kiégettiik az akceptoros 1ézer
maximalis intenzitason torténd ismételt hasznalataval. A fotoelhalvanyitds utan tjra
kétcsatornas képet vettiink fel. A hattér intenzitds meghatarozasa a felvett képek egy
sejtmentes teriiletén tortént. A zaj csokkentésére 2 pixel sugari Gauss sziirést

alkalmaztunk.

3.4. FRET hatasfok meghatirozasa aramlasi citometriaval

Az aramlasi citometridas méréseket FACSAria III miszeren végeztik. A
sejttormelékek ¢és az apoptotikus sejtek kikapuzasdhoz az eldre- és oldalszoras
paramétereket hasznaltunk. A FRET hatasfok meghatarozasat az intézetiinkben

fejlesztett Reflex szoftverrel végeztiik.

3.5. Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

FCS méréseinket modositott Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkoépon
végeztiik, melyben a lavina fotodidodakkal ellatott kétcsatornas FCS modul a
konfokalis pasztazd egységhez kapcsolodik. Azért, hogy nagy koncentracidban is
tudjunk mérni, neutralis sziir6t helyeztiink a lézer Utjaba. A mért fluoreszcencia
fluktuaciokbol ALV-5000E korrelator kartya hasznalatdval autokorrelacids gorbéket
kaptunk. Az FCS méréshez a konfokalis képeken sejtenként egy mérési pontot
jeloltink ki. Mintanként harminc sejtet mértiink le szobahdmérsékleten, egy mérés

8x5 s-ig tartott. Az autokorrelacios gorbéket két komponensii, harom dimenzids
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szabad diffuziés modellel illesztettiik meg a Quickfit 3.0 programmal, figyelembe

véve a triplet allapot jelenlétét és az EGFP “blinking” jelenségét is.

3.6. Fluoreszcencia intenzitas kalibralasa FCS-sel

A disszociacios allando (Kyq) FRET adatokbol torténé meghatarozasahoz
kidolgoztunk egy modszert, amivel a fluoreszcencia intenzitast abszolut
koncentraciéva tudjuk atszamolni. Elsé 1épésben meghataroztuk a mikroszkop
detektalasi térfogatat, amihez 130 nM-0s Alexad88 festékoldatot hasznaltunk. A
festékoldat autokorrelacios fliggvényébdl megkaptuk a t4 (diffuzids id6) és S (az
ellipszis alakt detektalasi térfogat tengelyeinek aranya) paramétereket, amelyek
ismeretében meghataroztuk a lateralis és axialis sugarakat, igy kiszamolhatdé a
detektalasi térfogat. Az EGFP autokorrelacios fiiggvényéb6l meghatarozhaté az
érzékeny térfogatban 1évé részecskék szama, majd a részecskeszam atszamolhato
koncentraciéva. Minden FCS mérés el6tt az FCS mérés pontjaban meghataroztuk a
fluoreszcencia intenzitast a konfokalis mikroszkop detektoraval, majd az FCS
mérésbol  kapott koncentraciét abrazoltuk ezen fluoreszcencia intenzitas

fiiggvényében. Az igy nyert kalibracios gorbe segitségével az EGFP-vel jelolt c-Fos

s

3.7. A kalibracio hordozhatéva tétele

A kilonb6zé napokon ¢és  killonb6z0 miszereken tortént mérések
Osszehasonlitasahoz kalibracios gyongyoket hasznaltunk. A 6 pum-es zold kalibracios
gyongy fluoreszcencia intenzitasdval normaltuk az EGFP fluoreszcenciajat. A gyongy
kdzepén mért fluoreszeencia intenzitassal megegyez6 EGFP intenzitas a konfokalis
mikroszkopos méréseknél ~15.4+0.7 uM EGFP koncentracionak felelt meg.
A kalibracié aramlasi citometrias mérésekre is atviheté. Szamolasok soran figyelembe
vettilk a sejtmag és a gyongy térfogatanak aranyat, amit konfokalis mikroszkoppal
torténd szeleteléssel hatdroztunk meg. Figyelembe vettikk a két miszer eltérd

emisszids szlrdit, illetve a gyongy és az EGFP spektrumanak ebbdl eredd eltérd
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relativ detektalasi hatékonysagat is. Ezen tényezdket figyelembe véve kiszamoltuk az

egy gyongy-egységnek megfeleld6 EGFP koncentraciot, ami 1 pM-nak adodott.

srer

Az endogén ¢és transzfektalt fehérjék mennyiségét immunfluoreszcens
technikdval hataroztuk meg. Az immunfluoreszcens jeloléshez a sejteket
transzfektalas utani napon PBS-sel mostuk, majd fixaltuk 3,7%-0s formaldehiddel 10
percig 4°C-on. Permeabilizaltuk a sejteket 30 percen at szobahdmérsékleten Triton
X/Tween oldattal, majd az aspecifikus kdtohelyeket 30 percig BSA/Tween oldattal
blokkoltuk szobah6émérsékleten. A  sejteket szobahémérsékleten 20 pg/ml
végkoncentracioban 60 percig jeldltiik egér anti-c-Fos illetve egér anti-c-Jun
monoklonalis antitesttel. NL637-DAMIG poliklondlis masodlagos antitesttel
inkubaltuk a sejteket 60 percen keresztiil sotétben, szobahémérsékleten, 50 pg/ml
végkoncentracioban. Az egymast kdveto 1épések kozott a sejteket haromszor mostuk
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 végeztiik.

A c-Fos-EGFP mennyiségét a zold gyongy fluoreszcencia intenzitasahoz
hasonlitottuk, amit a koncentracid kalibracidhoz is hasznaltunk. Az NL637-DAMIG
antitest voros csatorndban mért jele aranyos a c-Fos teljes mennyiségével, vagyis a
transzfektalatlan sejteknél az endogén c-Fos szinttel, illetve transzfektalt mintak
esetén az endogén c-Fos és a c-FOS-EGFP egyiittes szintjével. A Fos-EGFP abszolut
koncentraciojat a fluoreszcens gyongyokkel végzett kalibracio utan a zold
fluoreszcens jelbdl szamoltuk, majd a vords fluoreszcens jelek Osszehasonlitasaval

megkaptuk az endogén c-Fos abszolut koncentraciojat is.

3.9. Disszociacios allandok meghatarozasa
Donoros és akceptoros festékkel jelolt fehérjék dimerizacidja esetén FRET 1ép

fel, amivel nyomon lehet kdvetni az asszocidcidt. Méréseinket aramlasi citométeren
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végeztiik, igy kell szdmu adat allt rendelkezésiinkre a c-Fos homodimer és a c-Fos—c-
Jun heterodimer disszocidcioés allanddjanak megallapitasdhoz.

A heterodimer disszociacios egyenstlyanak meghatarozasa soran feltételeztiik, hogy a
c-Fos—c-Jun heterodimerek sokkal stabilabbak, mint a c-Fos homodimerek, ezért a c-
Fos homodimerek jelenlétét elhanyagoltuk. A homodimerek koncentracidjat
kifejeztiik a teljes c-Fos koncentracio és a disszociacios allando fliggvényében, majd a
FRET hatasfokot felirtuk a teljes c-Fos koncentracié és az akceptor/donor ariny
fiiggvényeként. A modellfiiggvény kiszamitasakor figyelembe vettiik, hogy csak azok
a donor molekulak adnak nullatdl kiilonb6z6é FRET hatasfokot, amelyek komplexet
képeznek az akceptorral, a donor-donor, illetve donor+endogén c-Fos parok nem. A c-
Fos—c-Fos egyenstly meghatarozasanal a c-Fos—c-Jun heterodimer kialakulasat is
figyelembe vettiikk. 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 és akceptoros festékkel jeldlt
fehérjeparokat tartalmaznak.

A sejtenkénti FRET hatasfokokat a donorral jelolt c-Fos koncentracio fiiggvényében
abrazolva FRET titralasi gorbéket kaptunk, melyekbdl a fent leirt modellfiiggvény
illesztésével megkaptuk a c-Fos homodimer disszociacids allandojat és a FRET

hatasfokot egy donor-akceptor par kozott.

3.10. Képalkoto fluoreszcencia keresztkorrelacios mikroszkopia

SPIM-FCCS méréseinkhez hasznalt rendszer felépitése a Krieger és mtsai
(Optics Express, 2014. 22(3):p2358-2375) cikkben talalhaté meg részletesen. 491 nm-
es és 561 nm-es lézernyalabok egy hengerlencsén keresztiil egy objektivre keriilnek,
ami egy ~1,3 um vastagsaga sikban fokuszalt nyaldbot hoz létre, ami megvilagitja a
sejteket. A mintat csipesz rogziti a Hanks’ oldatot tartalmaz6é mintakamraban tgy,
hogy a mintara kb. 45°-0s szogben esik a gerjesztd fény. A fluoreszcens fényt 60x

NA=1 vizes objektiv gyiijti Ossze, majd a mintarol szarmazé fluoreszcenciat egy
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dikroikus tiikor két csatornaba osztja. A képeket EM-CCD kamera rogziti, melynek
pixelmérete a targysikban 400x400 nm?.

A méréshez és a kiértékeléshez a QuickFit 3.0 szoftvert hasznaltuk. Minden mérés
esetén kb. szazezer képet vettiink fel, 530 ps-os ismétlési idével. A hattérlevonashoz
megvilagitas nélkiili képet vettiink fel, majd ennek intenzitasat levontuk az egyes
képekébol. A fotoelhalvanyitasra pixelenként korrigaltunk exponencialis lecsengést
illesztve és ezzel a lecsengési gorbével osztva az intenzitdst, kiszamoltuk a két
csatorna auto- és keresztkorrelacids gorbéit. A zaj csokkentése érdekében a 2x2
pixelbdl szarmazo intenzitasokat 6sszevontuk és ezekbdl az adatokbol szamoltuk ki a
korrelacios fiiggvényeket. Az adatok illesztéséhez olyan modellfiiggvényt
hasznaltunk, ami két difftizios komponenst illeszt a zold és a vords autokorrelacios
fiiggvényekre és egy komponenst a keresztkorrelacios fiiggvényre (mivel az utdbbi

mindig jol illeszthet6 volt egy komponenssel).
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4., Eredmények

4.1. Dimerek FRET hatasfokinak meghatirozasa
Konfokalis mikroszkopids méréseink soran teljes hosszisagu c-Fos és c-Jun,
illetve a C végen megroviditett c-Fos?™® muténs fehérjéket hasznaltunk, amikhez

ECFP és EYFP fehérjéket kapcsoltunk.

4.1.1. Aranyalapti médszerrel

A donor, transzfer és akceptor jeleket harom fiiggetlen csatornaban
rogzitettilk és meghataroztuk a FRET hatasfok értékeket, illetve az akceptor-donor
aranyt sejtenként és pixelenként is. A teljes hosszisdgu c-Fos fehérje esetén
pixelenkénti kiértékeléssel az atlagos FRET hatasfok 5,0+0,5%, mig a c-Fos?5-nél ez
az érték 10,0+0,5% volt. Lemértiik a FRET hatasfokot c-Fos-ECFP + c-Jun-EYFP és
c-Fos*®-ECFP + c-Jun-EYFP fehérjék kozott is, ahol az atlagos FRET hatasfok
7,9+0,4% ¢és 15,0+1,1% volt. A negativ kontroll (ECFP és EYFP kiilon transzfektalva)
és a pozitiv kontroll (ECFP-EYFP fuzios fehérje) esetén az atlag FRET hatasfok 2,8 +
0,4% és 48,6 + 0,8% volt.
A fenti mérést kiértékeltiik sejtenként is, ahol a sejt fluoreszcens régidjabol
meghataroztuk az atlagos pixelintenzitasokat. Az adatokat ndvekvd donor intenzitas
szerint harom csoportba soroltuk; alacsony (<800), kézepes (800-1200) és magas
(>1200). 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. Mind a két
fehérjeparnal elmondhatd, hogy ndvekvd akceptor-donor arannyal nétt a FRET
hatasfok is, mert tobb akceptor fehérjéhez kapcsolt c-Fos molekula lesz elérhetd a

donor fehérjéhez kapcsolt molekulak szamara.

12



4.1.2. Akceptor fotoelhalvanyitasos modszerrel

Az egyik legegyszeribb intenzitds alapt FRET meghatarozasi modszer az,
amikor a kétszeresen jeldlt minta (donor-akceptor) donor intenzitasat hasonlitjuk dssze
az akceptor jelenlétében illetve az akceptor kiégetése utan. A pozitiv kontroll (ECFP-
EYFP fuzios fehérje) kiértékelése soran meghatarozott FRET hatasfok értéket
(E=48,5%) sztenderdként hasznaltuk az ECFP-EYFP festékpar esetén. Az aranyalapu
mérés kiértékelésekor tobb segédparaméter meghatarozasara is sziikség van. Az egyik
kritikus és nehezen mérhetd paraméter az Gn. ,,alfa faktor”, ami a donor és akceptor
jelek relativ detektalasi hatékonysagat adja meg. Ennek értékét mindig tgy allitottuk
be, hogy a pozitiv mintanal megkapjuk az E=48,5% értéket, amivel biztositottuk a
kiilonbozé napokon végzett mérések Osszehasonlithatosagat. Ezzel a modszerrel a c-
Fos-ECFP + c-Jun-EYFP és c-Fos*®>-ECFP + c-Jun-EYFP fehérjék kozotti atlagos
FRET hatasfok 8,0+3,6% és 21,243,3% volt. A negativ kontroll esetén az atlag FRET
hatasfok 1,0+1,5% volt.

4.2. Abszolut koncentracié meghatirozasa fluoreszcencia intenzitasbol
Munkank soran kidolgoztunk egy, az él6 sejtekben egymassal kolcsonhatod
fehérjék Ky értékének meghatarozasat lehet6vé tevé FRET titralasi modszert, ahol a

citometrias FRET hatasfok adatokat abrazoltuk a dimereket alkotdé fehérjék

s

V4

konfokalis mikroszkopia és FCS kombinacidjaval végeztilk. EGFP fehérjét kifejezo
HeLa sejtekrdl konfokalis képeket vettiink fel, igy meghatarozva a fluoreszcencia
intenzitdsokat minden egyes pixelben. Ezutan a sejtmag kivalasztott pontjaiban FCS
méréseket végeztliink, és az autokorrelacidos fliggvények illesztésével kapott N
értékekb6él meghataroztuk a helyi EGFP koncentraciokat. Az EGFP koncentraciot a
fluoreszcencia intenzitas fliggvényében abrazoltuk, majd a kapott pontokra kalibracios
egyenest illesztettiink, igy a meredekségbdl megkaptuk a fluoreszcencia intenzitas

egységét koncentracidoban kifejezve. Azonos miiszerbeallitasokkal z6ld fluoreszcens
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kalibracios gyongyok intenzitasat is lemértiik, és az EGFP intenzitasokat a gyongy
intenzitasaval normaltuk. Ez lehetévé tette, hogy a mas napokon mért, gyonggyel

normalt intenzitasokat (4jabb kalibracio nélkiil) koncentraciova konvertaljuk.

4.3. A c-Fos homodimer kialakulasanak és DNS-hez kotodésének igazolasa FCS-

sel

A diffundalé részecskék koncentracidjat a  fluoreszcencia intenzités
fliggvényében abrazolva a c-Fos®-EGFP és az EGFP esetén ugyanakkora
meredekséget kaptunk. Ugyanakkora intenzitds ugyanannyi részecskeszamnak felel
meg, ami azt mutatja, hogy a mutdns monomer. A teljes hossziisagti c-Fos-EGFP
fehérje esetén a meredekség kb. feleakkora, mint a monomer fehérjéknél, ami azt jelzi,
hogy a c-Fos molekulak feltehet6éen homodimert alkotnak.
A molekulak fényessége, ami a fluoreszcencia intenzitas (F) és a részecskeszam (N)
hanyadosa, aranyos az egyiitt diffundalé komplexben levé fluoroforok szamaval, igy a
jelolt fehérjék homoaggregacidjanak mértékét jellemzi. Az F/N értékeket a
koncentracié fliggvényében abrazolva azt kaptuk, hogy a c-Fos-EGFP fényessége
nagyobb, mint az EGFP, a c-Fos**-EGFP illetve a c-Fos-EGFP + c-Jun-mRFP1
mintaé, ami meger6siti a c-Fos-EGFP homodimerizaciojat.
Az autokorrelacids gorbékbdl a molekulak diffuzids tulajdonsagait is meghataroztuk.
Az autokorrelacids gorbéket két diffundaldé komponenst feltételezve illesztettiik meg.
A lassii komponens hanyada a c-Fos**-EGFP esetén, ami nem képes a DNS-hez
kotddni, joval alacsonyabb, mint a heterodimer (c-Fos-EGFP+c-Jun-mRFP1) és a c-
Fos homodimer esetén, ami arra utal, hogy ezek a fehérje komplexek bekotddnek a

kromatinhoz, ami a lassuldsukat okozza.

4.4. Endogén és transzfektalt fehérjekoncentraciok meghatarozasa
A fehérjék Osszmennyiségének meghatarozasara immunfluoreszcens jelolést
hasznaltunk, ahol a transzfektalatlan és c-Fos-EGFP-vel illetve c-Jun-EGFP-vel

transzfektalt sejtek fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citométerrel, illetve konfokalis
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mikroszkoppal mértiik le. Meghataroztuk a c-Fos-EGFP illetve c-Jun-EGFP EGFP-t61
szarmazd z06ld jelét, amit a kalibraciés gyongy fluoreszcencigjaval Gsszevetve
minta immunfluoreszcens jele aranyos az endogén koncentracioval, mig a
transzfektalt mintanal ez az endogén és transzfektalt fehérjék egyiittes mennyiségének
meg tudtuk hatarozni, igy a c-Fos fehérje endogén koncentracidja 113+11nM-nak, a c-
Jun fehérjéé pedig 94+10 nM-nak adodott.

45. A c-Fos—c-Jun heterodimer és a c-Fos homodimer disszociaciés

allandéjanak meghatirozasa

A dimerek kialakuldsanak mértéke aranyos a mért FRET hatasfokkal, igy ezt a
paramétert hasznaltuk az asszociacio kimutatasara. Az EGFP-vel illetve mRFP1-gyel
jelolt fehérjéket kifejezd sejteket aramlasi citométerrel mértiik le, ahol valtoztattuk a
sejtenkénti FRET hatasfokot (E), a donor koncentraciot, ami a FRET-re korrigalt és a
gyongyre normalizalt donor intenzitasbol szarmazik, és az akceptor-donor aranyt. A
sejteket az akceptor-donor arany alapjan csoportokba soroltuk, majd abrazoltuk a
FRET hatasfok értékeket a donor koncentracio fliggvényében. Az adatok illesztésére
hasznalt modellfiiggvényben figyelembe vettiik a jeldletlen endogén c-Fos és c-Jun
fehérjék jelenlétét is. Az illesztésbdl szarmazo latszolagos disszociacios allando (Kg)
értéke heterodimer esetén 10-370 nM kozott valtozik kiilonbozé akceptor-donor
aranyoknal a Fos?>-EGFP+c-Jun-mRFP1, illetve a c-Jun-EGFP+c-Fos>-mRFP1 par
esetén.
Az akceptor-donor arany szerint csoportositott adatokat donor intenzitas alapjan 0,25-
0s intervallumokba soroltuk, majd az adatsorok illesztésébdl kapott disszociacids
allandokat abrazoltuk mindkét iranyt donor-akceptor esetében a c-Fos:c-Jun arany

figgvényében. A disszociacids allandd a c-Fos—c-Jun arany novekedésével csokken,
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nagyobb c-Fos:c-Jun ardnynal, ahol tobb c-Fos volt jelen, alacsonyabb disszociacios
allandét kaptunk mindkét heterodimer esetén.

A c-Fos homodimerizacié FRET titralasi gorbéinek illesztésénél figyelembe vettiik,
hogy a c-Fos Oonmagaval, illetve az endogén c-Junnal is képes Osszekapcsolodni.
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 FRET-et. Az illesztés az endogén c-Fos fehérjék jelenlétével
is szamol, hiszen ezek szintén Osszekapcsolodhatnak a jelolt c-Fos illetve c-Jun
fehérjékkel. A  kiilonb6zé akceptor-donor aranyt adatcsoportokat gy s
megillesztettiik, hogy az adatcsoportokra azonos Kq és Eq értékeket illesztettiink. Az
osszekapcesolt illesztés eredményeként a Ky=6,7+1,7 uM-nak, mig az E=9,54+0,8%-
nak adodott. Amikor a kiilonb6z6 akceptor-donor aranyu csoportokat fliggetleniil
illesztettiik meg, a K4 és az Eg értéke 5,4 és 9,7 uM illetve 9,1% és 11,9% kozott

valtozott.

4.6. A c-Fos homodimer kialakulasanak és DNS-hez kot6édésének igazolasa

SPIM-FCCS-sel

A SPIM-FCCS mérés soran egyszerre két, kiilonbozé spektrumu festékkel jelolt
molekula mozgasat tudjuk detektalni és meghatarozhatjuk a fluoreszcencia
autokorrelacios (ACF) és kereszt-korrelacios (CCF) fiiggvényeit. A duplan jeldlt
sejtek esetén nullatol eltéré CCF amplitidd a molekuldk legalabb egy részének
egylittmozgasat jelzi, mig a CCF és ACF amplitidok ardnya a komplexet alkotd
molekuldk hanyadaval aranyos. A mérés soran kétdimenzios térképek formajaban
kapunk informéaciot az egyiitt mozgd molekuldk mobilitasarol és kdlcsonhatasarol.
Méréseinkhez a sejteket az aldbbi kombindciokban 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
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mRFP1 fehérjéket 30 prolinbdl all6 polipeptidlanc koti dssze). A méréshez azokat a
sejteket valasztottuk ki, amelyek koriil-beliil azonos mennyiségli zold és voros
molekulat fejeztek ki és a fehérjék koncentracigja a FRET méréseknél hasznalt
koncentracié tartomanyba estek (300 nM — 9,6 uM). Minden egyes pixelben
elvégeztiik az illesztést, igy pixelenként volt z6ld és vorés ACF illetve CCF adatunk.
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.

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 is tartalmaztak. EGFP-
P30-mRFP1 fuzios fehérje atlagos diffizios allandéja ~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 lassi komponenst tudtunk illeszteni az adatokra,
ami arra utalhat, hogy a komplexek egy lassan mozgé sejtmag komponenshez, nagy

valdszinliséggel a kromatinhoz kotddhettek.

4.7. FRET Kkiértékelés szuboptimalis mérési koriilmények kozott

FRET egy spektroszkopos technika, amelyet gyakran hasznalnak molekularis
kolcsonhatasok vizsgalatara. Aranyalapt FRET szamolasndl az analizis egyik
kulcsfontossag része az o faktor meghatarozasa, ami az akceptor és a donor
fluoreszcens jelének hanyadosa a molekulaszamra és a gerjesztési hatékonysagra
normalizalva. Az o faktor a festékekre és a miiszer beallitasra jellemz6 tényezd, ami
kiszamolhat6, ha az adott szdmu, transzfer csatornaban detektalt gerjesztett akceptor
molekula fluoreszcens jelét aranyitjuk az azonos szamu, donor csatornaban detektalt
gerjesztett donor molekula jeléhez. Méréseinkhez donor-akceptor fzios fehérjét

hasznaltunk, ahol a festékek 1:1 ardnyban fejezédnek ki, a gerjesztési hatékonysagra
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normalizalashoz a donor ¢és akceptor festékeket ugyanazzal a 1ézervonallal
gerjesztettiik és figyelembe vettiik a festékek abszorpcids egyiitthatojat ezen a
hullamhosszon.

ECFP és EYFP gerjesztésére a konfokalis mikroszkop 458 és 514 nm-es 1ézervonalait
hasznaltuk, ami kitiing jel-zaj aranyt biztosit. Lézer pasztazo citométer és FACSAria
aramlasi citométer esetén a 458 és 514 nm-es 1ézerek nem voltak elérhetéek. A 405
nm-es 1ézerrel az ECFP jol gerjeszthetd, de az EYFP gerjesztodése alacsony, ezért az
a faktor pontos meghatdrozasa nem volt lehetséges. Sztenderdként az ECFP-EYFP
fuzids fehérjét hasznaltuk, aminek FRET hatasfokat konfokalis mikroszképon mért
akceptor fotoelhalvanyitas technikaval hataroztuk meg (E=48,5%). A 1ézer 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 o értéket
hasznaltuk a tovabbiakban a tobbi minta kiértékeléséhez. Méréseinket c-Fos és c-Jun
transzkripcids faktorok kozott végeztik. A killonb6zé6 miszereken mért FRET

hatasfok adatok ezt a modszert alkalmazva nagyon jo egyezést mutattak.
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5. Megbeszélés

Az AP-1 aktivitdsa lehet anti-onkogén, amikor apoptozist indukal, illetve
viselkedhet onkogénként is, amikor a sejt tGlélését indukalja. Az AP-1 dimerek,
amelyek a Fos, Jun és ATF csaladok fehérjéibdl allnak, sejttipusonként eltéréen
fejez6dnek ki és szabalyozasuk is kiillonb6z6, ezért minden sejttipus AP-1 dimer
keveréket tartalmaz, melyek funkcidja is eltéré lehet.
Szamos cikkben leirtdk az izolalt c-Fos leucin cipzar homodimerizaciojat in vitro.
Ezekben a tanulmanyokban azt allitottak, hogy a homodimerek stabilitasa alacsony, és
feltehetéen az €16 sejtekben nem fordulnak el6. FRET mikroszkopia, aramlasi
citometria, FCS ¢és képalkoté FCCS kombinalasaval ¢l6 sejtekben kimutattuk, hogy a
c-Fos transzkripcios faktor homodimert alkot. A latszolagos disszociacids allando
értéke Hela sejtekben 6,7 +1,7 uM volt. A c-Fos—c-Jun heterodimernél ez 10-370
nM-nak adddott, és nagyban fliggétt a c-Fos:c-Jun aranytol és attol, hogy melyik
fehérje melyik festéket hordozza. A Ky értékében tapasztalhatd nagy szoras abbol is
adodhat, hogy c-Jun homodimerek is létrejonnek, amelyek Kkompetalnak a
heterodimerizacié folyamataval. 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 szdmara, igy a heterodimerek kialakulasa
magasabb koncentracié felé tolodik el. Magasabb c-Fos:c-Jun aranynal a c-Jun
homodimerek kialakuldsa kevésbé jelentés. A zold csatornaban mérhetd
autofluoreszcencia ~50 nM EGFP intenzitisnak felel meg, ami csokkenti a
heterodimer esetén meghatarozott Ky értékek pontossagat, tekintve, hogy a
heterodimer disszociacos allanddja Osszemérhetd ezzel az értékkel. Az altalunk
bemutatott Ky szamolasi modszer FCS-sel végzett koncentracio kalibracié utani FRET
titralason alapszik, ami €16 sejtekben tortént. A szamolas soran figyelembe vettiik a
is. A koncentracié kalibraci6 a sztenderdként hasznalt fluoreszcens gyongy

hasznalataval kiilonbdz6 napokon illetve miiszereken tortént mérésekre is atviheto.
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FRET alkalmazéasanak egyik f6 teriilete a fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata.
Az ECFP és EYFP fehérj¢k a FRET mérésekben gyakran hasznalt festékpar, mert
jelentds a spektralis atfedésiik. Kimutattuk, hogy a nem idealisan gerjesztett ECFP és
EYFP fluoreszcenciajat kelléen nagy pontossaggal és ¢érzékenységgel tudjuk
detektalni 1ézer pasztazod és aramlasi citométeren, és egy ismert FRET hatasfoka
referencia minta hasznalataval mas mintdk FRET mérése is lehetségessé valik.
Osszehasonlitottuk konfokalis mikroszkoppal (optimalis ECFP és EYFP gerjesztés)
illetve 1ézer pdsztazod citométerrel és dramlasi citométerrel (szuboptimalis gerjesztés)
mért FRET hatasfokokat és mindharom miiszerrel kdzel azonos eredményeket
kaptunk. Kidolgoztunk egy 10j szamolasi modszert, ahol az o faktor és a FRET
hatasfok meghatarozasat egyidejiileg meg tudtuk hatarozni ugyanazt az
egyenletrendszert hasznalva.

FRET hasznalataval a fehérjék egy bizonyos hanyadanak kolcsonhatasairdl kapunk
informaciot, de a kapcsolat stabilitasarol nem. A molekuldk k6zotti stabil kapcsolatot
fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval igazoltuk. Az FCS adatokbol kideriilt,
hogy a c-Fos-EGFP molekularis fényessége kétszer akkora, mint a DNS-k6t6 és a
dimerizaciés domén hianyos mutansé (Fos**), vagy, mint a szabad EGFP molekulaé.
Két komponenst illesztve az adatokra a lassit komponens hanyada kézel azonos volt a
c-Fos homodimer és a c-Fos-c-Jun heterodimer esetén, mig a Fos™ mutinsé
szignifikansan alacsonyabb volt. Ez az adat azt mutatja, hogy a c-Fos fehérje homo-
és heterodimerként is bekot6dik a DNS-hez.

A SPIM-FCCS technika lehet6vé tette szamunkra, hogy megerdsitsik a c-Fos
homodimer jelenlétét, lathassuk sejtmagbeli eloszlasat és mobilitasat. Méréseinkbdl
kideriilt, hogy a homodimerek legalabb néhany tizedmasodpercig stabilak voltak. Az
illesztett keresztkorrelacios gorbékbél kiszamolt diffuzios allandé ~0,26 um?/s volt,
ami hasonlé ahhoz, amit a c-Fos—c-Jun heterodimer esetén kaptunk (~0,41 pm?s),
illetve amit munkacsoportunk és masok kaptak egyéb DNS-hez kotott fehérjéknél. A
hetero- és homodimerre kapott difftzids allandé értékek kisebbek az EGFP-P30-
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mRFP1 fuzios fehérjére kapott értéknél (~4,3 pm2/s) annak megfelelden, hogy az
utobbi fehérje nem kotédik a DNS-hez.

A stabil, DNS-hez k6t6d6 c-Fos homodimerek jelenléte felvetiti annak lehetdségét,
hogy ezek a faktorok transzkripcids szabalyozoként szerepelhetnek, a funkcionalis c-
Fos homodimer akadalyozhatja a c-Fos—c-Jun heterodimer DNS-hez vald k6t6dését és
igy a miikodését is, illetve magas szintjiiknek fontos szerepe lehet a sejtosztodasnal és

az onkogenezisben.
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6. Osszefoglalis

A c-Fos és c-Jun transzkripcios faktorok az aktivator fehérje 1 (AP-1) csaladba
tartoznak. Heterodimert alkotnak, majd a bazikus leucin cipzar régidjukkal
bekotddnek a DNS-hez és szamos folyamatot szabalyoznak, példaul a sejtciklust, a
differenciaciot és az apoptozist. A tisztitott c-Jun leucin cipzar nmagaval 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 talalt
homodimerizacidval kapcsolatos ellentmondésok arra 9sztondztek minket, hogy €16
sejtekben is megvizsgaljuk a c-Fos homodimerizacié lehetdségét. Hela sejteket
fluoreszcens fehérjékhez kapcsolt c-Fos-szal ¢és c-Junnal transzfektaltuk 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
kombinalé moédszert, melynek segitségével meg tudtuk hatirozni a transzfektalt és
a fehérje asszociaciok kvantitativ elemzését. Donor és akceptor festékkel jeldlt
fehérjéket kiilonféle koncentracioban kifejezé sejteken végzett FRET titralas
segitségével meghataroztuk a c-Fos homodimerek és a c-Fos-c-Jun heterodimerek
latszolagos disszociacids allandojat, ami 6,7+1,7 uM-nak illetve <100 nM-nak
adodott. Képalkoto fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval megerGsitettiik, hogy
a c-Fos fehérjék stabil homodimereket alkotnak ¢s kotddnek 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 0j formaja autoném transzkripcids faktorként
milkodhetnek a c-Fos-t tultermelé tumorokban és szerepet jatszhatnak a tumorok

kialakulasaban.
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