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I. Bevezetés

A rezonancia energiatranszfer elméletét el6szor 1948-ban ismertette Forster.
Ez egy rovid hatosugard, sugarzasmentes energia atadas egy gerjesztett donor
¢és egy akceptor molekula kozott. A folyamat soran egyidejlileg legerjesztédik
a donor ¢és gerjesztddik az akceptor molekula. Amennyiben a donor és az
akceptor is fluoreszcens molekula, tgy a folyamatot fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfernek  (FRET) hivjdk. Az  energiatranszfer  atmenet
valoszintlisége forditottan aranyos a donor és akceptor kozotti tavolsag hatodik
hatvanyaval, igy az energiatranszfer hatékonysaga (E) is nagyfokl tavolsag

fliggést mutat:

ahol » a donor és akceptor kozotti tavolsag €s R, az tigynevezett Forster
tavolsag, amely jellemz0 az adott donor-akceptor parra. A Forster tavolsag
felel meg annak a tavolsagnak, ahol az energiatranszfer hatékonysaga 50%.

Ezt a tavolsag fiiggést hasznalta ki Stryer és Haugland, akik eldszor
alkalmaztak a FRET-et mint ,spektroszkopiai vonalzot”. A képalkotd
modszerek fejlodésével a FRET késobb bioldgiai mintdk tavolsag
viszonyainak tanulméanyozéasaban is alkalmazast nyert. A FRET kisérletek
mara elterjedté valtak, kiillonb6z6 mikroszkopos €s aramlasi citométeres
alkalmazasokkal. Az wijabb moddszerekkel ki lehet aknazni a fluoreszcens
fehérjékben rejlé lehetOségeket és nagy minta kapacitdsi moédszerek is
kialakuloban vannak, ezért a FRET moddszerek a nanométeres tartomany

tavolsag kérdéseinek megvalaszolasanak hasznos eszkdzének tekinthetok.



1. Tobb, egyidejiileg kolcsonhato fluorofor hatdsa az energiatranszferre

A FRET elmélete egy donor kolcsonhatasat irja le egy akceptorral, azonban a
legtobb képalkotd eljaras egyszerre tobb tiz-szaz fluorofor jelét rogziti.
Raadésul bioldgiai mintdkban az egy donor-egy akceptor kdlcsonhatds nem
biztosithatd. Ennek lehet az az oka, hogy eleve egyenetlenek a fehérje
mintazatok, vagy a komplex képzddés, fehérje transzlokacio vagy a
membranban zajlo egyszer( lateralis diffuzié kovetkezményeként a fehérjék
dinamikus Ujrarendez6dése jon létre. Ezeken kiviil, amennyiben
fluoreszcensen jelolt antitesteket hasznalnak, gyakran tobb fluorofor
molekulat kotnek kovalensen egy antitesthez, hogy ezzel jobb jel-zaj aranyt
érjenck el. Ugyanazzal a donorral egyidejiileg kdlcsdnhato tobb akceptor
noveli az energiatranszfer atmenet valdszinliségét. Ez nagyobb transzfer
hatékonysagot eredményez anélkiil, hogy csokkenne a donor és akceptor
kozotti tavolsag. Ezt a hatast figyelembe veszik, amikor kétdimenzids sikban
szabadon mozgo6 fluoroforok vagy egy akceptorokkal telitett sik és folotte
elhelyezkedd donor kozott mérnek energiatranszfert. Ezekben az esetekben
specialis modellezési €s kalibracios eljarasokat kell alkalmazni, hogy pontosan
lehessen meghatarozni a festékek kozotti tavolsagot. Azt is kimutattak, hogy
fluoreszcens fehérjékbol allo constructokon mérhet6 transzfer hatékonysag no,
ha novelik az akceptorok szamat. Mivel az egy donorral kolcsonhato tobb
akceptor hatasa a kinetikai allandok szintjén érvényesiil, ezért az 0Osszes
energiatranszfert meghatdrozé eljaras egy latszolagos, az egy donor-egy
akceptor kolcsonhatashoz képest megnovekedett transzfer hatékonysagot fog
mérni. Ezért meg akartuk hatarozni, hogy tobb kdlcsonhatod fluorofor hogyan
befolyasolja a mért transzfer hatékonysagot. Ehhez egy intramolekularis
modell rendszerben a jeldléshez hasznalt antitestek fluorofor/protein aranyat

(F/P) valtoztattuk és megfigyeltiik a mért transzfer hatékonysag valtozasat.



2. Transzfer hatékonysdag hdarom festékes rendszerekben

Eredetileg a FRET modszerek két festék kozotti kdlcsonhatas vizsgalatara
korlatozodtak. Aztan a 2000-es évek elején felfedezték, hogy egy harmadik
festtk hozzdadasaval bdovithetd6 a hagyomanyos FRET mddszerek
hatékonysaga. El6szor is, a harmadik festék ,,atjatszo toronyként” képes
megnodvelni a FRET-tel vizsgalhatd tavolsag tartomanyt. Masodszor, a
harmadik festék lehetové tette, hogy egyidejiileg harom kiilonb6z6 molekula
kozott lehessen FRET-et és igy kodlesonhatast mérni. Ennek nagy jelentdsége
lehet biologiai kisérletek esetén, ahol magasabb rendii multimerek és tobb-
tagu jelatviteli komplexek fontos szerepet jatszanak a bioldgiai funkciod
vezérlésében. A harmadik festék hozzaadasa szdmos elénnyel jar, ugyanakkor
tobb problémat is magaval vonz. N6 a miiszerigény, hiszen a valasztott
muszernek képesnek kell lennie harom festék gerjesztésére és az egyedi
emissziok detektalasara. A harom festékes FRET rendszerek elméleti hatterét
Watrob és mtsai. kozolték 2003-ban. Egy ilyen rendszerben a festékeket
novekvo gerjesztési hullamhossz szerint A, B és C festéknek nevezik. A
festékek viselkedése a kovetkezd: a legrovidebb gerjesztési hullamhosszal
rendelkez6 festék — A festék — a globalis donor a B és C festékek szamara; a
kozbiilsd gerjesztési hullamhossza festék — B festék — az A festék szamara
akceptor és a C festék szamara donor; a leghosszabb gerjesztési hullamhossza
festtk —C festék — a globalis akceptor. Az A-bol C-be iranyuld teljes
energiatranszfer vonatkozasaban két fo esetet lehet megkiilonboztetni: egy
egylépéses, kdzvetlen energia atadas A és C kozott (E4c); és egy kétlépéses,
kozvetett energia atadas, amely soran az energia el0szor A-bol B-be (Ep),
majd B-bol C-be (Epc) jut. Ezt a masodik esetet relay-FRET-nek is nevezik.
Mivel ebben az esetben az energiatranszfer két egymastol filiggetlen

gerjesztési-legerjesztddési folyamat kovetkezménye, ezért a relay-FRET



felirhatd E 3 és Epc szorzataként. Amennyiben az energia atadas kozvetlentil
torténik A-bol B-be és A-bdl C-be is, ugy a két akceptor versengésben lesz
ugyanazon donorért. Ennek kovetkezményeként az eredeti nem-kompetitiv
energiatranszferek helyett latszolagos, kompetitiv FRET-et mériink. A FRET
elmélete egy harom festékes rendszerben lényegesen bonyolultabb a két
festékes rendszerekénél, ami munkaigényesebb szamolast tesz sziikségessé.
Tobb modszert is kifejlesztettek a FRET mérésére harom festékes
rendszerekben. A harom festékes rendszer bonyolultsaga ugyanakkor szamos
egyszerlsitést tett sziikségessé, akar munkaigényes minta eldkészitéssel,
korlatozott  mintavalasztassal vagy bizonyos transzfer folyamatok
elhanyagolasaval. Ezért fejlesztettiink ki egy 0j modszert — tripleFRET —
amelyet a biologiai mintak széles korével lehet alkalmazni €s nem igényel

kiilondsebb minta el0készitést a mintak fluoreszcens jelolését leszamitva.



II. Célkitiizések
Annak érdekében, hogy meghatarozzuk tobb fluorofor  egylittes
kolcsonhatasanak FRET-re kifejtett hatasat egy intramolekularis FRET
rendszert hasznaltunk, amelyben valtoztattuk az antitestek fluorofor/protein
(F/P) aranyat. Kisérleteink soran a kdvetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:
e Milyen a kiilonb6z6 F/P ardnya antitest variansok viselkedése,
kiilonds tekintettel az intenzitasukra és sejtfelszini affinitasukra?
e Hogyan befolydsolja a kolcsonhatd akceptorok szama a transzfer
hatékonysagat?
e Hogyan befolyasolja a kolcsonhatd donorok szama a transzfer

hatékonysagat?

A korabbi harom festékes FRET modszerek fél-kvantitativ hatékonysag
meghatarozasra  korlatozodtak  vagy  egyes  transzfer  folyamatok
elhanyagoléasara szorultak, hogy lehetdvé valjon a FRET jelek értelmezése.
Legtobbszor a donor quenching valamelyik véaltozatat haszndltdk, ami egy
kiilsé referencia mintat tesz sziikségessé, amib6l a nem-quenchelt donor
intenzitast hatarozzak meg. Ezen hidnyossagok orvoslasdra az alabbi
célkitlizéseink voltak:

o Lefektessiik egy olyan harom festékes intenzitas alapu FRET moddszer
matematikai hatterét, amely lehetdvé teszi az A, B és C festékek
kozott 1étrejovo Osszes kozvetlen energiatranszfer valamint a relay- és
teljes-FRET kiszamolasat referencia minta nélkiil is.

e Hitelesitsik a modszert egy sejtfelszini fehérjék harom festékes
jelolésével 1étrehozott rendszeren és Gsszehasonlitsuk a hagyomanyos,
két festékes rendszerekre kifejlesztett intenzitas alapu eljarassal.

o Teszteljik a modszert eltér6 kolcsonhatasi sémakat kovetd

molekularis rendszereken.



III. Anyagok és Médszerek

1. Sejt kulturak

Az NCI-N87 emberi gyomor tumor sejtvonalat, amely magas szintli ErbB2 (az
epidermalis  ndvekedési  faktor receptor csalad tagja) és {6
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) expresszidval rendelkezik, az American
Type Culture Collection-bdl (ATCC, Rockville, MD, USA) vettiik és a
sejteket az ATCC eldirasanak megfelelden (10% fotalis borju szérumot, 2
mM L-glutamint és 0,25% gentamicint tartalmazd6 RPMI-ben 5%-os CO,
légkorben) novesztettiik amig azok el nem érték a konfluenciat. Az aramlési
citométeres kisérletekhez a konfluensen kitapadt sejtekbdl 0,05% tripszint és
0,02% etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA-t) tartalmazé oldat segitségével
készitettiink egyedi sejteket tartalmazd sejtszuszpenziot az antitesttel torténd

jelolések szamara.

2. Antitestek konjugdldsa fluoreszcens festékkel

Kisérleteinkhez az aldbbi ErbB2-héz ko6tédé monoklonalis antitesteket
haszndltuk: pertuzumab (ajandék a Hoffman-La Roche-t6l, Grenzach-Wyhlen,
Németorszag); trastuzumab (Hoffman-La Roche-t6l, Grenzach-Wyhlen,
Németorszag vasaroltuk); és a H76.5 antitest (a Yosef Yardent6l ajandékba
kapott azonos nevil hibriddma sejtvonalbol preparaltuk). Az amino-reaktiv
festékek (Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555 és Alexa Fluor
647; Molecular Probes/Invitrogen, Eugene, OR) monofunkcionalis
szukcimidilészter szarmazékainak kovalens kotése az antitestek lizil-e amino
csoportjahoz 8,3 pH-ra beallitott 0,1 M-os natrium-bikarbonat pufferben
tortént. A natrium-bikarbonat pufferben oldott festékeket hozzaadtuk az
antitest oldatokhoz, majd a keveréket inkubaltuk. A reakcioba nem lépett
festékeket egy Sephadex G-50 oszlopon torténd gél filtracioval tavolitottuk el.



A kiilonb6z6 F/P aranyokat az antitest koncentracio, a pH és/vagy a jelolési

1d6 valtoztatasaval értik el.

Az F/P jelolési aranyt a 280 nm-en és az alkalmazott festék maximalis
elnyelési  hullamhosszan mért abszorpciobol hatadroztuk meg egy
spektrofotométer (Nanodrop, Wilmington, DE) segitségével és az 1-10
tartomanyba esett. Az artefaktumok képzOodésének megeldzésére sejtek
jelolése elott eltavolitottuk az aggregatumokat a festékkel konjugalt antitestek
oldatabol, tgy hogy az oldatot Airfuge ultracentrifugaval (Beckman Coulter,
Fullerton, CA) centrifugaltuk 110000 % g-vel 20 percig 4°C-on.

3. Sejtek jelolése fluoreszcens antitestekkel

A frissen szuszpendalt sejteket kétszer mostuk 4°C-os, foszfattal pufferelt
fiziologias sooldattal (PBS; pH 7,4). Centrifugalas utan, a sejt pelletet PBS-
ben szuszpendaltuk és a sejtkoncentraciot 2x107 sejt/ml koncentraciora
allitottuk be. Ezutdn a konjugalt antitest oldatbol 25 pl-t adtunk a sejt
szuszpenzio 25 pl-¢hez és az elegyet 30 percig inkubaltuk 4°C-on. Az
inkubacié soran az antitest koncentracié legalabb 0tszorose volt a telitési
koncentracionak (100 pg/mL végsé jelolési koncentracid). Az inkubaciot
kovetden a sejteket kétszer mostuk PBS-sel majd fixalasukra 500 uL 1%
formaldehid-PBS-t hasznaltunk. Kiilon figyelmet forditottunk arra, hogy a

ey

végig 4°C-on tartottuk.

4. Miiszerek és mintik mérése

Az egyidejiileg tobb kolcsonhatd FRET partner hatasanak vizsgalatara
FACSArray bioanalizatort (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
hasznaltunk. Az aramlasi citométer egy 532 nm-es szilardtest és egy 635 nm-

es dioda lézerrel van felszerelve. FRET mérésekhez az 585/42 band pass
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(donor csatorna; /1), 685 long pass (energia transzfer csatorna; /), és 661/16
band pass (akceptor csatorna; /) szlir6kkel felszerelt detektorokat hasznaltuk.

Mindegyik mintabol 20000 eseményt rogzitettiink.

A tripleFRET mérésekhez egy DiVa opcioval felszerelt FACSVantage SE
aramlasi citométert (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) hasznaltunk,
amely egy vizhiitéses 488 nm-es argon-ion, egy 532 nm-es szilardtest ¢s egy
633 nm-es léghitéses HeNe I1ézerrel van felszerelve. Az alkalmazott
fluoreszcencia detektalasi csatornak jellemzoi: 488 nm-es gerjesztés 530/30
band pass sziirdvel (/;), 488 nm-es gerjesztés 585/42 band pass szlrdvel (1),
488 nm-es gerjesztés 675/20 band pass sziirovel (/3), 532 nm-es gerjesztés
585/42 band pass sziirdvel (1;), 532 nm-es gerjesztés 650 long pass sziirdvel

(I5), 633 nm-es gerjesztés 650 long pass sziirovel (/).

5. Transzfer hatékonysdg meghatdrozdsa

A FRET kisérleteknél az FSC - SSC kétdimenzids pont hisztogrammon kézi
kapuzast alkalmaztunk a tormelékek és sejt aggregatumok kizarasara.
Egyszeresen jelolt mintdkat hasznaltunk a nem-specifikus hattérrel korrigalt
intenzitasok meghatarozasara az egyes festék csatornak esetén. Két festékes
rendszerekben a dupla pozitiv populaciét kapuztuk ki és hasznaltuk a FRET
szamolasokhoz. TripleFRET mérésekhez a dupla pozitiv, A és B festékre
valamint A és C festékre pozitiv populaciokat kapuztuk ki a harom festékkel
jelolt mintdkon. A két populacié metszeteként képzett populacio A, B és C
festékre is pozitiv volt, ezt hasznaltuk a tripleFRET kiértékeléshez. Mindegyik
energiatranszfer  folyamathoz transzfer hatékonysag  hisztogramokat
generaltunk, majd kézi kapuzast kovetden meghataroztuk a transzfer

hatékonysag median értékeét.
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Az éramlasi citométerrel mért FRET adatok kiértékelésére a ReFlex
programot  hasznaltuk. (A program  ingyen  elérhetd a

http://www.freewebs.com/cytoflex cimen.) Az egyenleteket a program

egyenlet szerkeszt6jébe adtuk be. Két festékes rendszerek intenzitds alapt
transzfer hatékonysagat a kdvetkezd egyenlet alapjan szamoltuk:
E 1 I,-1;8-155,

A= =
1-E «a 11

TripleFRET mérésekhez az Eredmények fejezetben ismertetett egyenleteket
hasznaltuk. A transzfer hatékonysagként a transzfer hatékonysag eloszlasok
median értéke van megadva. Az dramlasi citométeres hisztogramokat ReFlex-
szel, a haromdimenzids szorodasi plottokat Wolfram Mathematica 7 (Wolfram

Research, Champaign, IL) programmal generaltuk.

6. Alfa és korrekcios faktorok meghatdarozdsa

Az alfa faktorok skalazasi tényezok, amelyek figyelembe veszik a donor és
akceptor kozott fennalld fluoreszcencia kvantum hatékonysag €s a muszer
detektalasi hatékonysagaban fennalld kiilonbségeket. Ezért azonos szamu
gerjesztett donor és akceptor fluorofér molekula intenzitasat kell
Osszehasonlitani adott hullimhosszon. Kisérleteinkhez tobb ezer, kizardlag
Alexa Fluor 488-cal, -546-tal, -555-tel vagy -647-tel jelolt sejt intenzitasat
atlagoltuk és hasznaltuk fel az alfa faktorok meghatarozasara. A korrekcids

faktorokat egyszeresen jelolt mintakon hataroztuk meg.

7. Anizotrépia mérések

A fluoreszcencia anizotropia méréseket egy Fluorolog-3 spektrofluoriméterrel

(Horiba Jobin Yvon, Longjumeau, Franciaorszag) végeztilk. A gerjesztési

fényforrasként egy 450-W Xe-iv lampa szolgalt. Az Alexa Fluor 546-tal, -

555-tel és -647-tel konjugalt trastuzumab, szabad festék oldatok és PBS oldat
11
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mértiik. A fluoreszcens festékkel konjugalt antitestek és a szabad festékek
koncentracidja a 107—10° M tartomanyban volt, ahol a minta abszorbanciaja
0,05 alatt volt és igy a bels6 sziird hatasok elhanyagolhatéak voltak. Egy cm
optikai uthosszal rendelkezo kvarc kiivettat (Hellma, Miillheim, Németorszag)
hasznaltunk. A gerjesztési és emissziés monochromator hullimhosszokat az
alkalmazott festékek gerjesztési és kibocsatasi maximumai szerint allitottuk. A
rés szélességet és a gyljtési id6t ugy allitottuk, hogy az Osszes polarizator
tizemmodu intenzitas (Iyy, Ivn, Inn and Ipy) mindegyik koncentracid esetén
1000000 esemény/masodperc alatt maradjon. Az adatokat a DataMax for

Windows v2.1 programmal értékeltiik.
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IV. Eredmények
1. Tobb, egyidejiileg kdlcsonhato FRET partner hatiasinak meghatarozdsa

a) Kiilonbozé F/P aranyu antitest valtozatok osszehasonlitasa

Kisérleteinkhez az NCI-N87 sejtek felszinén talalhato ErbB2 fehérjéket
jeloltiik Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555 vagy Alexa Fluor 647-tel konjugalt
trastuzumab és pertuzumab monoklonalis antitestekkel. Az alkalmazott
antitestek F/P aranyat spektrofluorimetriaval hataroztuk meg. A jelolési
aranyok hitelesitése érdekében sejteket festettiink meg kiilonb6zé F/P aranyt
antitestekkel és megmértiikk a sejtek atlagos intenzitasat. Az atlagos sejt
intenzitas novekedett a jeldlési ardny novelésével, de a ndvekedés nem volt
egyenes aranyban, kiillondsen az alkalmazott F/P tartoméany felsé hataran
észleltiink intenzitas kiesést. Az Alexa Fluor 546 mutatta a legnagyobb F/P
aranytol fiiggd telitddést, mig Alexa Fluor 555 esetén volt legkevésbé
kifejezett ez a hatds. Az azonos festékkel konjugalt trastuzumab ¢s
pertuzumab esetén az antitest F/P ardny fliggvényében abrazolt intenzitis
gorbék hasonloak voltak, amig a kiilonb6z6 festékkel konjugalt azonos tipusu
antitest esetén a gorbék jelentdsen eltértek. Az oldatban 1évo szabad antitestek
esetén spektrofluoriméterrel is kimutattuk az antitest F/P arany fiiggvényében
jelentkez6 intenzitastelitodést, az igy kapott gérbék nagyon hasonloak voltak
az azonos antitest sejtfelszini kotddése esetén kapottakkal.

A festékkel konjugalt antitesteket tovabb jellemeztiik az oldatban 1év6 szabad
antitestek anizotropia méréseivel. Az anizotropiat szamos koncentracional
megmeértiik és a koncentracid fliggvényében abrazoltuk. Az egyedi mérési
pontokat egy egyenessel illesztettiik és az y-tengely metszeteket, melyet
intrinzik anizotropidnak neveztiink (mely megfelel egy végteleniil hig oldat

rrrrrrrr

hasznaltuk az antitestek Osszehasonlitdsara. Azt tapasztaltuk, hogy az F/P
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arany novekedésével az intrinzik anizotropia csokkent. Ez az F/P arany fiiggd
anizotropia csokkenés mindegyik alkalmazott antitestre igaz volt, de a gorbe
jellegzetes volt a vizsgalt festékre. Az antitesttel konjugalt festék anizotropiaja

jelentésen nagyobb volt a szabad festék anizotropiajanal.

b) Energiatranszfer mérések kiilonbozo F/P ardnyu antitestekkel

Amennyiben né az egy donorral kdlcsonhatdé akceptorok szama, az ndveli
annak esélyét, hogy a gerjesztett donor kolcsonhatasba 1épjen egy akceptor
partnerrel. Ez a transzfer atmenet valosziniiségét és kovetkezményesen a
transzfer hatékonysagot emeli. Ha a donorral kdlcsonhatd 0sszes n akceptor
egyenld a FRET kolcsonhatds szempontjabol, akkor a rendszer transzfer
atmenetének valoszinlisége n-szerese lesz az egy akceptor esetén
tapasztalhatonal. Ebben az esetben a viszony FE, (az eredeti transfer
hatékonysag egy akceptorral) és E, (a transzfer hatékonysag n-szeresre novelt

transzfer atmeneti valoszintiséggel) kozott:

£ - ne ktranszﬁ)r B n ktranszfer / ktmnszfer + kegyéb + (" - 1) ) ktmnszfer B ”E()

n
n ktmnszfer +k egyéb ktranszfer + keg/éb ktmnszfer + kegyéh 1+ (” - 1) Ey

Ez a viszonylag bonyolult képlet linearizalhat6, ha E helyett az 4 = E/(1 — E)

kifejezést hasznaljuk:

E,
0
AO—
1-E,
E E,
n 0
4, = =n- =n- 4
1-E, 1-E,

Tehat A4-t n fliggvényében abrazolva egy egyenest kapunk, amelynek
y-tengelymetszete A,. Kovetkezményesen E, értéke kiszdmolhatd Ay-bol.
Mivel E, az egy donor — egy akceptor kolcsonhatasra jellemz6 transzfer
hatékonysag, ezért felhasznalhato az eredeti Forster egyenletek szerinti

tavolsag szamitasokra.
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A sejtfelszini FRET mérések donorral (Alexa Fluor 546 vagy Alexa Fluor 555)
konjugalt trastuzumabbal és akceptorral (Alexa Fluor 647) konjugalt
pertuzumabbal torténtek. Az egy adott donorral mért transzfer hatékonysag
nem linearisan ndvekedett az akceptor F/P ardny novelésével és a gorbék
kovették az elméleti szamitasaink altal josoltakat. Az 6sszes donorral hasonlod
telitési gorbéket kaptunk, azonban a gorbék a donor F/P arany novelésével
eltolodtak a nagyobb transzfer hatékonysag iranyaba, kiillonGsen az Alexa
Fluor 546 esetében. A transzfer hatékonysag és a donor jelolési arany kdzotti
korrelacié gyenge volt, Alexa Fluor 546 esetén 0,14 és Alexa Fluor 555 esetén
0,038 Pearson-féle korrelacids egyiitthatot szamoltunk. A mért transzfer
hatékonysag csak enyhe emelkedést mutatott a donor F/P arany novelésével.
Ezzel szemben a transzfer hatékonysag €és az akceptor jeldlési aranya kozott
nagy korreléaciot taldltunk, az 6sszes akceptor-donor parra 0,95 Pearson-féle
korrelacios egyiitthatdot szamoltunk. Az akceptor F/P arany ndvelésével
barmelyik donor esetén jelentOsen ndtt a transzfer hatékonysag. A transzfer
hatékonysag az akceptor/donor (A/D) arannyal is korrelaciot mutatott. Ez
azonban annak kdvetkezménye, hogy az A/D aranyt az akceptor F/P arany és a
donor F/P arany hanyadosaként szamoljuk. Az ok-okozati viszony hidnyat jol
szemlélteti, hogy hasonlé A/D ardannyal nagyon kiilonbozé transzfer
hatékonysagot lehetett mérni az akceptor F/P aranytol fiiggben és kiilonb6zo
A/D arannyal hasonl6 transzfer hatékonysagot azonos akceptor F/P arany
esetén. Az A kifejezést az akceptor jelolési arany fiiggvényében abrazolva az
elméleti modelliink altal josolt linedris Osszefiiggést kaptuk. Az illesztett
egyenesek meredekségébdl meghataroztuk Ay-t és beldle az egyes festékek
jellegzetes transzfer hatékonysagat. A jellegzetes FRET hatékonysagot a
donor F/P arany fliggvényében abrazoltuk és egy festékre jellemzod linearis

Osszefliggést tapasztaltunk.
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2. TripleFRET: transzfer hatékonysig meghatdirozdsa hdrom festékes

rendszerekben

a) TripleFRET szamitdsok

A tovabbiakban az A festékbdl C-be torténd kozvetlen és relay-transzfer
kiszamitasat mutatjuk be. A szamitasokhoz hat fiiggetlen emisszids intenzitas,
I1-Is mérése sziikséges. A hat intenzitast a kdvetkezok szerint értelmezhetjiik:
I — az A donor csokkentett emisszidja (B és C akceptorok altal), az A festék
nativ intenzitas csatornaja; [, — B akceptor szenzitizalt (az A donor feldl) és
csokkentett (C akceptor altal) emisszidja, I3 — C akceptor szenzitizalt
emisszidja (az A donor és az A donor altal gerjesztett B akceptor felol), I, — B
donor csokkentett emisszioja (C akceptor altal), a B festék nativ intenzitas
csatornaja; s — C festék szenzitizalt emisszidja (B donor feldl) és Iy — a C
festék nativ intenzitas csatornija. Az egyenletrendszer az A-bol B-be és
A-bol C-be iranyuld E’zés E’ s kompetitiv FRET folyamatokat feltételezi.
Osszesen hét ismeretlen van: az egyedi I, Iy és Ic festék intenzitasok ¢€s a

négy transzfer hatékonysag, £ 45, E ¢, Epc €S Ereiqy.

I;(488nm — 530 /30BP) =1 ((1-E' yp—E' 4)

I (488nm — 585/ 42BP) = S|1 (1= E' yp—E' y )+ aypl 4E' yp (1= Epc)+ Syl p(1- Epe)

L3(488nm — 675/ 20BP) = @ 401 4 (Eypp, + E'y0) + Sipe gl 4E' yg (1= Epe) + Sol 41~ E'yg=E' )
+SlOIB(1—EBC)+S7IC

14(532nm — 585/ 42BP) = Ip(1- Ep )

I5(532nm — 650LP) = Sy p (1= Epr) + apel gEpe + 831

I¢(633nm — 650LP) = I~
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Mivel az egyenletrendszer alulhatarozott (hat fiiggetlen egyenlet hét
valtozoval), egy tovabbi egyenletre van sziikség:

Erelay =E" 45 Epc
Az egyenletrendszer jelenlegi formdjaban megoldhat6, azonban a legtdbb

valtozé esetén bonyolult megoldasokat eredményez. Ezeket azonban

helyettesitési kifejezésekkel tovabb lehet egyszerisiteni:
Ix1=1
Iyo =1y =81} = S4ly
Iys =13 =81ply = (Sg = $181p)) =876 =S4l x5
Ixq =14
Ixs =15 = 5314 = 5316
A kifejezések megfelelnek korrigalt szenzitizalt emisszio (Ix,, Ixz €s Iys) €s

quenchelt donor (Iy és Iy) intenzitdsoknak. Az egyes valtozok megoldasai a

kovetkezok:

Ixy Ix3
L X3

IA =1X1+
Ay %4C

Ixys+apgelyy
Ip =25 2%
:1el

Io=1g4

ayclx2Uxs +apelxys)
Eyp =

apcixs [“Aclxz tapUys+ aAC’Xl)]

2 ppclixslyxs —a4clx2lxs

Eyc =
apclxa [O‘ACIXZ tayplUys+ aAC[Xl)]
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I
X5

Epc =

Ixs+tagelyy

A nem-kompetitiv FRET hatékonysagok is kiszamolhatéak:

IyoUys+apcliyy)

E p=
AB
IxUys+agelyg)taypapelyilyg

@ 482%pclx3lxa —%aclx2lxs

E =
AC
@y gepclxalxs +ay cixi) ~24clx2lxs

Relay-transzfer ¢s teljes transzfer a kdvetkezo képlettel adhatok meg:

2ycixalxs
Erelay = [ ]
apclya|@acix2 t@upUxs 2 cixt)
Eo 2481 x3 _Ixs
teljes ~

ayclxa taqpUxz+ayclx)  @qcly
Hasonlo egyenletrendszereket dolgoztunk ki az A és C festék kozotti csak
relay-transzfer kozvetlen FRET nélkiil, csak kdzvetlen FRET relay-transzfer

nelkiil és a kozvetlen és relay-FRET mentes esetekre is.

b) Két és harom festékes rendszerek transzfer hatékonysagai

Kisérleteinkhez az Alexa Fluor 488 (A festék), Alexa Fluor 546 (B festék) és
Alexa Fluor 647 (C festék) festékeket hasznaltuk. NCI-N87 sejteken ErbB2
fehérjéket jeloltiink trastuzumab, pertuzumab és H76.5 antitestekkel. A
mintakat harom festékes illetve megfeleld két festékes rendszerekként
készitettiik el. Hitelesités és a modszeriink harom festékes rendszerben valod
alkalmazhatosdganak igazolasa c€ljabol az Osszes mintat a sajat modszeriink
mellett a két festékes rendszerek intenzitas alapi médszerével is kiértékeltiik.
A harom festék Osszes két festékes permuticioja mérhetd transzfer
hatékonysagot eredményezett (E 5 = 13,5%, Ec = 4,9%, Epc = 45,1%). A

két festékes rendszerek tripleFRET moddszerrel vald elemzése a hagyomanyos
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ket festékes rendszerre kifejlesztett intenzitds alapi modszerrel azonos
eredményeket hozott. A harom festékes rendszer tripleFRET modszerrel
torténd értékelése a két festékes rendszerhez hasonld eredményeket produkalt
(Esp = 12,9%, E c = 4,0%, Epc = 44,4%). A kompeticidra valo korrekciod
tovabb novelte az egyezést a két festékes rendszerek eredményeivel (E p =
13,4%, E c = 4,6%,). Ugyanakkor a hagyomanyos intenzitas alaptit FRET nem
tudta reprodukalni a két festékes rendszer FRET értékeit. Konkrétan, E -t
alulbecsiilte (13,5% helyett 7,9%) és E -t feliilbecsiilte (4,9% helyett 11,4%).
A B festék hozzdadasa a csak A és C festékbdl allo rendszerhez jelent6sen
megndvelte az A-bol C-be atadott teljes energiat (Eejes = 4,9% —10,4%), ami
bizonyitéka a relay-transzfer folyamatnak az intramolekularis rendszeriikben.

A tripleFRET szamitasok érzékenységének ¢és a kiilonbozé fehérje
asszociacioval rendelkezé populaciok diszkriminacidjanak bemutatdsara hét
kiilonb6zo jeloléssel rendelkezd mintat kevertiink 6ssze egy mintavételi csdbe.
Ezt kovetden aramlasi citométerben mértik meg a kevert minta
energiatranszfer  értékeit. ~ Harom  FRET  hatékonysag  egyiittes
meghatarozasaval képesek voltunk a hét eltéré jelolési sejtpopulaciot
azonositani a kevert mintdban. Az ilyen modon mért transzfer hatékonysagok

jO egyezést mutattak az egyes populaciok kiilon-kiilon mért értékeivel.

¢) TripleFRET kiilonbozo térbeli mintazatu harom festékes rendszerekben

Végezetiil ugy modositottuk a jelolési protokollt, hogy az antitestek kozotti
kompeticié miatt a harom festék nem kotddhetett ugyanazon fehérjéhez. Igy
olyan festék konfiguraciot értiink el ahol az energia atadads A-bol B-be
intermolekularissa valt vagy az A altal gerjesztett B festék tavol keriilt a C
festéktdl, igy minimalisra csdkkentettiik a relay-FRET-et. Az energiatranszfer
kiszamitasahoz négy esetet vettiink alapul: parhuzamos direkt és relay-

transzfer A és C festék kozott; csak relay-transzfer direkt transzfer nélkiil;
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csak direkt transzfer relay-transzfer nélkiil; sem relay, sem direkt transzfer. A
harom festék intramolekularis elhelyezkedése esetén az A és C festék kozott
direkt és relay-transzfert feltételezé modell kdzelitette legjobban a két festékes
rendszerben mért eredményeket. Ugyanez volt igaz arra az esetre, amikor az A
¢és B festék kozotti energia atadas intermolekularis volt. Ebben az esetben csak
relay-FRET-et feltételezve az A és C festék kozotti jelentds kozvetlen
FRET-et hanyagoltuk el. Amennyiben csak kozvetlen energiatranszfert
feltételeztiink alabecsiiltik az A és B festék kozotti transzfert. Azonban
amikor az A festék altal gerjesztett B tavol keriilt a C festéktdl, parhuzamos
kozvetlen és relay-FRET-et feltételezve fizikailag értelmezhetetlen
eredményeket kaptunk, az A-bol C-be atadott energia hanyad negativva valt.
Csak relay-FRET-et feltételezve a teljes FRET-nél magasabb relay-FRET-et
szamoltunk. Kizarélag direkt transzfert feltételezve kaptuk a legjobb
eredményeket, fizikailag értelmezhetd értékekkel mindegyik szamolt FRET
folyamathoz. Egyuttal azonban egy kicsi, de relevans relay-FRET-et
elhanyagoltunk, hiszen a teljes transzfer magasabb volt a harom festékes

rendszerben, mint a csak A és C festékbdl alloban.
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V. Megbeszélés
1. Tobb, egyidejiileg kdlcsonhato FRET partner hatdsa

a) Antitestek intenzitas telitédése és anizotropidja

Elészor Osszehasonlitottuk a kiilonbozé F/P aranyu antitest valtozatokat.
No6vekvo F/P arannyal a fluoreszcens jel nem linearis ndvekedését tapasztaltuk,
ami a jel kioltas vagy mas hatas miatti veszteségét sejteti. A jelolési
koncentraciotol fiiggd intenzitas telitddés kozel azonos volt (a2 maximum
intenzitasra valdo normalizalast kdvetden) az alacsony és magas F/P aranyu
antitestek esetén, tehat az F/P arany nem befolyasolta az antitestek kotodését.
Az oldatban 1év6 szabad antitestek a sejtes kisérletekben tapasztalt F/P arany
fliggd intenzitas telitddést mutattdk, ami ugyancsak kizarta az antigén-antitest
kolcsonhatas szerepét. Azt is megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zo F/P aranyu
antitest valtozatok kiillonboznek-e elnyelési, gerjesztési vagy kibocsatasi
spektrumukban. Az adataink nem mutattak kiilonbséget az egyes F/P aranyt
antitest valtozatok spektrumaiban, igy ezt is kizartuk az intenzitas telitddés
okaként. Az F/P arany fiiggd telitddési gorbék eltérdek voltak az azonos
antitesthez kotott kiillonbozo festékek esetén, mig a kiilonbozé antitestekhez
kotott azonos festékek esetén egyeztek a gdrbék. Megallapithatd, hogy az
intenzitas telitédési hatds az alkalmazott festékre volt jellemzo.

Az antitest valtozatokat anizotrépia mérésekkel tovabb jellemeztiik. Az
anizotropia megmutatja a polarizalt fénnyel vald gerjesztés és a fluoreszcens
kibocsatas kozotti depolarizacid mértékét. Az egyes antitest valtozatok
anizotropidjanak Osszehasonlitasara az FEredmények részben bevezetett
intrinzik anizotropiat hasznaltuk. A varakozasoknak megfeleléen a szabad
festéknek jelentdsen alacsonyabb volt az anizotrdpidja az antitesttel konjugalt
valtozatoknal, ami a kotott antitest méretéb6l adddd lassabb mozgas
kovetkezménye. Erdekes médon az intrinzik anizotrépia az F/P arany
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novekedésével csokkent. Ez nem magyarazhat6 a magasabb F/P aranyu
valtozatok megnovekedett méretével (a megnovekedett antitest-festék
konjugatum méretbdl adodo tovabbi mozgaskorlatozodas inkabb ndvelné az
anizotropiat). Szamos folyamat jatszodhat le az egy antitesthez kotott festékek
kozott, amely befolyasolja az anizotropiat. A homo-FRET egy olyan FRET
folyamat, ahol a donor és az akceptor ugyanazon festéktipushoz tartozik és
barmely festék kibocsatasi és gerjesztési spektruma kozott fennalld atfedés
miatt lehetséges. A homo-FRET lehetdvé teszi, hogy a festékek kozott
atadodjon az energia fluoreszcencia nélkiil. Bar az egy adott festék molekula
altal gerjesztetett allapotban toltdtt id6 ugyanugy lerévidiil, mint hetero-FRET
esetén, a tényleges fluoreszcens emisszid késébb kovetkezik be, mint
homo-FRET nélkiil. Raadasul, mivel a FRET-hez nem sziikséges a gerjesztési
¢s kibocsatasi dipolok tokéletes egyiittallasa, ezért az emisszios polarizacio
ugrasszerlien is valtozhat. Ezen hatasok egyiitteseként a homo-FRET szétteriti
a kisugarzott fény iranyat és igy csokkenti az anizotropiat. Ugyanakkor
példaul az iitkdzési kioltas csokkenti a fluoreszcencia élettartamot és noveli a
mért anizotropiat. A méréseink azt mutatjak, hogy az F/P arany novekedésével
csokken az anizotropia, ami alapjan a homo-FRET lehet a dominans
alapfolyamat. Az intrinzik anizotrépia minimalis értéke korrelalt az antitest
altal mutatott F/P aranytol fliggd intenzitas telitddéssel, azaz minél nagyobb
foka volt az intenzitas telitddés, anndl magasabb volt az intrinzik anizotrépia
plato értéke. Ez egybevag azzal a feltételezéssel, hogy az intenzitas telitddés
az uitkozési kioltas kovetkezménye, igy a nagyobb telitddés tobb kioltast jelent

ami ellene hathat a homo-FRET hatéasainak.

b) Az akceptor jelélési arany hatdsai
A kisérleteink azt igazoltak, hogy az akceptor jeldlési aranya erdsen korrelal a

mért transzfer hatékonysaggal. Az egy adott donorral és kiilonb6z6 F/P aranyt
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akceptorral mért transzfer hatékonysag nem linedrisan valtozott a jeldlési
arannyal. A mérési pontok szorosan illeszkedtek az elméleti szamitasaink altal
josolt gorbékre. Az 4 = E/(1-E) abrak tgyszintén az elméletiink altal josolt
linearis viszonyt mutattdk. Az a tény, hogy E/(1—FE)-t az akceptor jelolési
arany fliggvényében dbrazolva egyenest kaptunk azt mutatja, hogy
rendszeriinkben az egyes akceptorok hasonloan viselkednek és a FRET
kdlcsonhatas valoszinliségét azonos mértékben novelik. Egyuttal az akceptor
F/P arany fiiggvényében abrazolt transzfer hatékonysag gorbék jelentdsen
festékek esetére kozolt gorbékkel, ami megint alatdmasztja, hogy az egy
antitesthez kotott akceptorok egyenld, nem Kkitiintetett valoszintiséggel 1épnek
kolcsonhatasba  ugyanazon donorral. A méréseink az  akceptor
hozzéaférhetdséget igazoljdk a mért transzfer hatékonysag korlatozo
tényezdjeként. Az akceptor F/P ardny ndvelésével a mért transzfer

hatékonysagot majdnem kétszeresére tudtuk novelni.

¢) A donor jeldlési arany hatasai

Elméletileg a donorok szamanak ndvelése nem noveli annak valdsziniiségét,
hogy egy adott donor kdlcsonhatasba 1épjen barmely akceptorral. Ezért a
donorok azon hanyada, amely FRET-tel adja le az elnyelt energidt nem
valtozik és azért a transzfer hatékonysag is valtozatlan. Egyuttal az akceptorral
kdlcsonhatod tobb donor nem hat ki negativan az energia transzferre, mivel a
donor legerjeszt6dés annyira gyors folyamat, hogy minimalis annak a
valdszinlisége, hogy két egyidejlileg gerjesztett donor versengjen az
akceptorért. Ezért a tobb, ugyanazon akceptorral kolcsonhatdsra alkalmas
tavolsagban levé donorbdl allé rendszereket (mint a tobb festékkel jelolt
antitestek) hagyomanyosan egydonoros rendszerként kezelik a transzfer

val6szintiség vonatkozasaban.
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Kisérleteink soran enyhe energiatranszfer novekedést lattunk a donor F/P
arany novekedésének fiiggvényében, amely hatas kifejezettebb volt, amikor az
Alexa Fluor 546-ot hasznaltuk donorként. Ugyanez igaz volt a jellegzetes
transzfer hatékonysag esetén is, amely linedrisan nétt a donor jelolési arany
novelésével. Ezt a hatast nagy valdszinliséggel az egy antitesthez kotott
festékek kozott felléepd homo-FRET okozza, amely né a festékszam
emelésével. A homo-FRET hatasat a kovetkez6 moddon lehet értelmezni.
Ahogy a donor és akceptor a lehetséges térbeli helyzeteik kdzott vandorolnak
a donor emisszids €s az akceptor gerjesztési dipoljainak relativ helyzete is
folyamatosan valtozik. K&zben ciklusosan a FRET-nek kedvezo, illetve azt
gyakorlatilag megakadalyozé relativ orientaciok alakulnak ki. A donor
szemszOgébol ez azt jelenti, hogy bizonyos helyzetekben nagy a FRET
valészintisége és igy uralja az egyéb legerjesztddési folyamatokat, mint
példaul a fluoreszcenciat. Mas pozicidkban viszont csekély a FRET atmenetek
esélye, igy egyéb legerjesztodési folyamatok hatarozzak meg a gerjesztett
allapot sorsat. Az altalunk javasolt elmélet szerint a homo-FRET ment66vként
viselkedik a gerjesztett allapot szamara azon pozicidkban, ahol a hetero-FRET
nem jarul hozza a legerjesztddéshez. A FRET-mentes legerjesztédés helyett a
gerjesztett allapot megorzésre keriil és homo-FRET-tel a FRET-nek kedvezd
pozicidba helyezddhet at. Mivel a homo-FRET az energiat az elhanyagolhato
FRET valoszintiséggel rendelkezd helyzetekbdl athelyezi, nagyobb FRET

hatékonysagot észleliink az akceptor-donor tavolsag csdkkenése nélkiil.

d) Jelentoség a FRET mérések szamara

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az antitestek jelolési aranyanak
manipulalasa egy egyszerli eszkdz a mérések érzékenységének nodvelésére,
amely tGlmutat a mért intenzitasok jel-zaj aranyanak javitasan. Az akceptor-

donor festék rendszer R, tavolsaga moddosithatd a jelolési ardnyok
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valtoztatdsan keresztiil. Ha az n akceptorral rendelkez6 FRET rendszer Forster

tavolsagat R,-nel jeloljik, akkor R, és R, kozott az 6sszefiiggés:

n~Rg R6
Ey=—%6—6="6 6
n‘R0+R Rn+R

A rendszer R, tavolsagénak valtoztatasaval eltolhato az intermolekularis
tavolsag-FRET hatékonysag gorbe. Tehat az akceptor jelolési aranyanak
novelésével ndvelhetd a transzfer hatékonysag is. Ez hasznos lehet alacsony
FRET-tel jellemezhet6 rendszerekben, ahol a FRET szinteket a hattér felett
észlelhetd mértékiire novelhetjiik. Tovabba, a gorbét tigy is el lehet tolni, hogy
egy adott rendszerben minden lehetséges tavolsag valtozast szignifikains FRET
hatékonysag valtozas kovessen. Egy telitésben 1év0 rendszer esetén példaul
hasznos lehet az akceptor F/P aranyanak csdkkentése, mivel igy csokken a
rendszer R, tavolsaga és ez noveli a FRET valtozast abban az adott tdvolsag
tartomanyban.

Ezt az elvet nem rég hasznositottak fehérje rendszerek Forster tavolsaganak
ndvelésére €s igy mar 15 nm-es intermolekularis tavolsagban is mérhetd volt a
transzfer hatékonysag. A cél fehérjét szamos, a fehérje felszinén random
modon elhelyezkedd akceptorral jelolték, ezaltal a transzfer hatékonysagot az
egy akceptorral mérhetd szint f6lé emelték. Bar ezzel a megkozelitéssel az
akceptor tavolsaga a donortdl tobbé nem tekinthetd egy jol meghatarozott, fix
értéknek, azonban lehet6vé teszi a FRET kisérletek hagyomanyos tartomanyan
kiviil es6 molekulédris kolcsonhatasok vizsgalatat. Ezzel lehetévé valik a
molekularis  haléozatok szélesebb  korti  feltérképezése, hiszen az
energiatranszfer kisérletek tavolsag korlatai miatt eddig nem észlelt

interakcids partnerek is azonosithatova valnak.
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2. TripleFRET mérések

a) TripleFRET: egy uj modszer energiatranszfer mérésére harom festékes
rendszerekben

Azonositottunk és szamszerlsithetd elemekre bontottunk 0Osszesen hat
kiilonb6zo emisszids intenzitast, amelyek egy egyenletrendszerben lehetové
teszik a rendszer minden egyes eleme kozott 1étrejové FRET megallapitasat.
Ezaltal informaciot nyeriink a vizsgalt molekuldk és epitopok relativ térbeli
elrendezddésérdl. Korrigalt és korrigalatlan transzfer hatékonysagokat is
meghataroztunk, igy a festékrendszer latszolagos FRET értékei mellett a két
festékes rendszerek kompeticido mentes értékeit is megkaptuk.

Kisérleteinkhez az Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546 és Alexa Fluor 647
fluoroforokat hasznaltuk A, B és C festékként. A fluoroforok kibocsatasi és
gerjesztési spektrumai kozott kellden nagy az atfedés, hogy az elméletileg
lehetséges Gsszes transzfer folyamat megvalosuljon. Két festékes rendszerben
a klasszikus két festékes intenzitas alaptit FRET-tel ¢és tripleFRET-tel hasonlo
eredményeket kaptunk. Harom festékes rendszerben tripleFRET-tel barmely
festékparra a két festékes rendszerben mért FRET hatékonysaggal jol egyez6
értékeket szamoltunk. Azonban amikor a két festékes intenzitas alapu
modszert hasznaltuk harom festékes rendszerben, a két festékes rendszerhez
viszonyitva jelentésen alacsonyabb E,zés jelentGsen magasabb E ¢ értékeket
kaptunk. Ez a harmadik festék altal okozott fluorofér intenzitas kioltasnak és
megnovelt szenzitizalt emisszidonak tulajdonithaté, ami torzitja az
energiatranszfer szamolds soran hasznalt donor és akceptor fluorofor

intenzitasokat.
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b) Transzfer hatékonysag kiilonbozo térbeli mintazatu harom festékes
rendszerekben

Eredményeink azt mutatjak, hogy bar a modszeriink megbizhato, nem tudja
megkiilonboztetni a kdzel azonos transzfer hatékonysagot produkalo eltérd
térbeli elrendezOdéseket. Ezekben az esetekben csak akkor lehet pontos
modellt felallitani, ha ismerjiik az antitestek kotodési sztochiometridjat
(példaul csak egy felismert epitop fehérjénként). Elvileg a jarulékos transzfer
utvonalakbol adodo enyhe transzfer hatékonysag novekedés megkiilonbozteti
az egyes eseteket, de ezeknek az ttvonalaknak a hozzijaruldsa altalaban
csekély €s a mérési hibabol és bioldgiai valtozatossagbol adodod
bizonytalansag el is fedheti a kiilonbségeket.

A legtobb esetben tobb kiilonb6z6 molekularis kdlcsonhatéasi séma is lehetévé
teszi, hogy fizikailag értelmezheté E,p, E4c és Epc értékeket szamoljunk
ugyanazon kioltott donor és szenzitizalt akceptor emisszios intenzitasokbol.
Ez egyuttal azt is jelenti, hogy egy adott transzfer hatékonysag
kiszamithatosaga nem biztositja, hogy a FRET folyamat tényleg a feltételezett
molekularis tavolsagon jatszodik le. Példaul a C festék szenzitizalt emisszidjat
egyarant tulajdonithatjuk az A-bdl C-be iranyul6 kozvetlen FRET-nek, a B-n
keresztiili relay gerjesztésnek vagy mindkettonek. Kizardlag az intenzitas
adatok alapjan nem lehet kiilonbséget tenni ezen esetek kozott vagy eldonteni,
hogy egy adott helyzetben melyik érvényes. Még ha tobbféle orientaciot is
vesziink figyelembe a FRET szamitdsoknal, akkor sem Ilehet pontosan
kiszamitani a transzfer hatékonysagot, ha az egyes folyamatok hozzajarulasa
az Osszesitett FRET jelhez nem ismert. Ugyanez a helyzet all eld, ha nem
mindegyik fluorofor vesz részt a transzfer folyamatban, példaul ha harom
kiilonbozo fehérjét jeloliink. A transzfer partner nélkiili, egyediilallo festék

populéacié a hagyoményos Osszegzett jelen alapuld méréseknél is problémat
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jelent. Elméletileg ki lehet fejleszteni egy egyenletrendszert, mely tobb
parhuzamos sémat is figyelembe vesz, de a valtozok szdma miatt ez nem
megoldhatd a hat mért intenzitassal. Ezért a pontos intenzitds alapt
mérésekhez elézetes ismerettel kell rendelkezni a lehetséges transzfer
utvonalakrol, akar két festékes rendszerekben végzett mérésekbol vagy a
festékek ismert és/vagy korlatozott térbeli helyzeteibdl.

Ezt a korlatozast a korabbi kdzlemények nem emlitették, mert a modszerek
bemutatasara hasznalt modell rendszerek biztositottdk mindharom festék
kolcsonhatasat és kizartdk a kolcsOnhatdsi séma valtozdsat. Ez az egy-
molekulés képalkoto eljarasok esetén azért biztositott, mert egyszerre csak egy
fluorofér harmas ¢€s igy egy séma kertiil észlelésre. Tovabba, az 6sszes DNS
szal, rogzitett tavolsaghh harom festékes szerkezet és multimer, ahol a FRET
csak bizonyos konforméciokban lehetséges, biztositja, hogy az energia
transzfer folyamat egyedi A, B és C festékbdl allo trimerekre korlatozodjon.
Ennek a sémanak a fobb jellemzdi: FRET csak a festék-trimeren beliil jon
létre; egy kozos B festék vesz részt E,p és Epctranszferekben, igy ha E p és
Egc detektalhatd, akkor a relay-FRET is 1étrejon és E -t kioltja Epc; csak a
dominans E,p és Epc jarulnak hozza a relay-FRET-hez; ha E - mérhet6 az az
A, B és C festékeket egy képzeletbeli haromszog sarkaiba helyezi. Ezekben a
korlatozott rendszerekben a tripleFRET azonos hatékonysagu a korabban
kozolt modszerekkel, viszont nem igényel kiilsd referencia mintat. Azt nem
lehet megitélni, hogy mas modszerek jobban miikodnek-e tobb interakcids
séma esetén, mivel a kiprobalasukra hasznalt modell rendszerekben nem
lehetségesek ilyen valtozatos kdlcsonhatasi sémak. Ilyen modon akar terv
szerint vagy véletleniil nem leplezddtek le a harom festékes mérések korlatai.
Ugyanakkor ezek a megfontoldsok csak akkor életbe vagdak, ha pontos

abszolut transzfer hatékonysadg értékekre van sziikkség ¢és részben
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elhanyagolhatoak, ha a FRET-et csak szemi-kvantitativ indikatorként

hasznaljuk vagy ki lehet zarni a kolcsonhatasi séma valtozasat a kisérlet soran.
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VI. Osszefoglalas

Célul tuztik ki, hogy jellemezzilk a fluoroforral konjugalt antitestek
kiilonbozo valtozatait és utana segitségilikkel megallapitsuk a festék kinalat
hatésat a transzfer hatékonysagra. A 6 eredményeink:

e A festékkel konjugalt antitestek fluoreszcens intenzitasa nem
linearisan n6 az F/P arannyal és festékre jellemz0 intenzitas telitddés
figyelhet6 meg.

e Az akceptor és donor F/P arany kozvetlen hatassal van a mért
transzfer hatékonysagra.

e Az akceptor kinalatnak van a legnagyobb hatdsa a FRET
hatékonysagra, a transzfer hatékonysdg nem linearisan nd a
kolcsonhatd akceptorok szamaval.

e Elméleti modelliinkkel meg tudtuk josolni a festékek hatdsat, ami
elosegiti a FRET rendszer tudatos manipuldldsat a jobb eredmények

érdekében.

Két kulcskérdésben, amely a két festékes FRET népszeriiségéért is felelds,
akartunk hozzajarulni a harom festékes FRET mérések novekvd teriiletéhez:
konnyli metodika és sejtes rendszerekben valo alkalmazhatdsag. Az Gj harom
festékes modszeriink, a tripleFRET a kdvetkez6 tulajdonsagokkal bir:

e Hétkdznapi aramlasi citométereken kivitelezhetd.

e Kiilsé referencia minta nélkiil lehetévé teszi az egyedi transzfer
hatékonysagok kiszamitasat harom festékes rendszerekben.

e Erzékenysége azonos a koridbban kozolt harom  festékes
modszerekével.

e Hagyomanyos két festékes FRET-tel Osszehasonlitva két festékes
rendszerben azonos eredményt nyujt, mig harom festékes rendszerben
megbizhatobb.
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o Lehet6vé teszi a kettd és harom festékes rendszerben mért transzfer
hatékonysagok 0Osszevetését, ha eldézOleg adatokkal rendelkeziink a
térbeli poziciokrol.

Osszegezve, a munkank uj adatokkal szolgal a harom festékes és tobb
fluorofdros rendszerekben lezajlo FRET folyamatokrél. Ez lehetévé teszi még
tobb informacid gyljtését a vizsgalt rendszerekrél és a FRET mérések

optimalizalasat.

A doktori képzési programot a TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0024 sz. projekt
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