Valasz Prof. Lukacs Andras kérdéseire

Halasan kdszondm Lukacs Andras professzor Urnak, hogy elvallalta disszertaciom biralatat és a fizikai
részletekbe mend elgondolkodtaté kérdéseket. Valaszaim a kérdésekre:

1. A moddszertani leirds soran az 5. egyenletben az a kiszamolasanal szerepel az ECFP és az EYFP
kvantumhatdsfoka. A kvantumhatdsfok szamitasat sajat maguk végezték el — ha igen hogyan — vagy
irodalmi adatot hasznaltak.

Ehhez kapcsolodo alkérdésem lenne, hogy milyen alacsony kvantumhatasfok esetében lehet még jo
konfokalis képeket késziteni? A dolgozatban sok olyan mérés van, ahol az mCherry-t hasznaltak,
aminek a kvantumhatasfoka meglehetésen alacsony az EGFP-hez képest, tehat a 20 szazalék koruli
kvantumhatasfok még nem kizaré ok.

Ugyancsak itt tenném fel azt a kérdést, hogy megfelelé6 min6éségl FLIM képekhez mennyi lenne a
legalacsonyabb kvantumhatasfok?

Az 5. egyenlet alakja a kovetkezé:
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Ebben a definiciéban valdban szerepel a kvantumhatasfok, azonban annak ismerete nem szikséges az a
paraméter kiszamitasahoz. A szamlalé és a nevezf is értelmezhetd annak valdszinliségeként, hogy egy
gerjesztett akceptortdl vagy donortél milyen valdszinliséggel detektalhatunk egy fotont a 2-es, illetve 1-es

csatornaban. Hanyadosukat fluoreszcencia intenzitasok hanyadosaként is megkaphatjuk, melyeket
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korrigdlunk a gerjesztések valészinlségeit jellemzé abszorpcids egyltthatdk hanyadosaval a

gerjesztd lézervonal hulldmhosszan. Az akceptor 2-es csatorndban direkt gerjesztésbél szarmazé
intenzitasat pedig az akceptor tiszta, donor jelet nem tartalmazo, akceptor gerjesztési és akceptor
emisszidés hulldmhosszaknal mért /5 intenzitasabol kaphatjuk az S, atvilagitasi paraméterrel valo
szorzéssal. Igy kapjuk a 6. egyenletet, mely nem tartalmazza explicit médon a kvantumhatasfokokat:
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A gyakorlatban a értéke egy négyismeretlenes egyenletrendszer megoldasaként adddik, melynek elsé
harom egyenlete az ECFP-EYFP fuziés fehérjével mért /,-I3 intenzitasokra vonatkozik (a 3-as szamu
egyenletrendszer), negyedik egyenlete pedig a fenti, 6-o0s szamu egyenlet.

1,(458,475-525)=1,(1-E)+1,S, +IDEa%
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1,(458,530-600)=1,(1-E)S, +1,S,+1,Ea  (3)
1,(514,530-600)=1,



Ennek az egyenletrendszernek a megoldasa a-ra:

D
S, [1151 ~1, +(1+8‘*;8J13 (S, —5154)]
€458
a= (7)
1S, - 1,8,

Az mCherry alacsony, 20% koruli kvantumhatasfokkal rendelkezik, ami miatt az I intenzitasban jelenlévd
szenzitizalt emisszio is kisebb. Azonban az egyenletrendszer /;-re vonatkozd elsé egyenlete a donor
kioltast tartalmazza, ami nem fligg az akceptor fluoreszcenciajatol, az akar sotét is lehet. Donor
élettartam méréseknél sem sziikséges, hogy az akceptor intenzitasat mérjik. igy méréseinkben nem
jelentett korlatozo tényez6t az mCherry viszonylag alacsony kvantumhatasfoka.

Konfokalis képek felvételekor az mCherry 0,22-es kvantumhatasfoka alacsonyabb jel/zaj viszonyt
eredmeényezett az EGFP-hez képest, mégis elérelépést jelentett a korabban hasznalt mFRP1-hez képest,
melynél masfélszer nagyobb abszorpciés egyutthatéval rendelkezik (50000 illetve 75000 M'cm), igy
fényessége is nagyobb. Tapasztalataink szerint néhany tizezer fehérje/sejt expresszids szint esetén jo
konfokalis képek készithetdk. Ujabban az mScarlet3 festéket hasznaljuk, melynek kvantumhatasfoka
0,75, abszorpciés egyltthatéja 104000 M'cm™, ami sokkal jobb jel/zaj viszonyt eredményez. Ennek
hatranya viszont, hogy néhany szazaléknyi (<5%) zold komponenstis tartalmaz egy alternativ érési Utvonal
kovetkeztében.

A FLIM mérésekben altaldaban EGFP, Alexa 488 vagy Alexa 546 festékek élettartamat hataroztuk meg,
melyek magas kvantumhatasfokkal rendelkeztek (0,6; 0,92; 0,79)). Altalanos szabalyként egy ROI-bél kb.
szazezer foton begy(lijtése esetén kaptunk biexponencialis flggvénnyel kis szérassal illeszthetd
lecsengési gorbéket. Monoexponencialis illesztés esetén mar 500 foton elegendd az élettartam 0,4%
hibaval torténé ilesztéséhez Barber és mtsai szerint (Global and pixel kinetic data analysis for FRET
detection by multi-photon time-domain FLIM, SPIE Proceedings  Volume 5700,
https://doi.org/10.1117/12.590510).

Alacsony kvantumhatasfok esetén a fluoreszcencia élettartamok is &ltaldaban rovidek. Ez akkor
problematikus, ha a festék élettartama tul kozel esik a sejtes autofluoreszcencia élettartamahoz, ami 1
ns koruali atlagértékkel rendelkezik, ilyenkor a festék élettartama nem kilonitheté el megbizhaté médon
az autofluoreszcenciaétol.

In vitro, oldatban 10° kvantumhatasfokl molekuldk fluoreszcencia élettartamat is meghataroztak
(Morshedi és mtsai, References for Small Fluorescence Quantum Yields, J Fluoresc, 2024, 35:3253-
3266).

2. Szintén altalanos kérdésem lenne, hogy mennyire lehet épiteni 1-2 szazalékos FRET hatasfok
valtozasra?
A 60. oldalon példaul 1.5£3%-r6l, 5.3+2.4%-ra valtozik a FRET hatasfok, a 94. oldalon 1.6- rdl 4.9-re
novekszik. (Egy olyan esetben, ahol mondjuk az RO ~ 50 A egy két szazalékos FRET hatasfok 100 A
korali donor-akceptor tavolsagot jelent, ami mar elég nagy tavolsag, és a Forster altal felvazolt hataron
mozog).


https://doi.org/10.1117/12.590510

A FRET méréseket két csoportra érdemes osztani. Az intenzitas alapu (ld. 3-as egyenletrendszer)
mérésekben tobb segédparamétert kell meghatarozni (S1, S,, a faktorok, atlagos autofluoreszcencia
intenzitasok), melyek mindegyikének hibaja terheli az E meghatarozasanak pontossagat. Ezért fontos,
hogy a méréseket egy adott napon minden 6sszehasonlitandd mintara azonos beallitasok mellett
elvégezzik, és a kilonb6zd napokon mért E értékek mintak kozotti kilonbségeinek tendenciait
osszevessuk. Egy FRET hatasfok kilonbséget két kezelés kozott akkor fogadunk el valdésnak, ha — a
statisztikai szignifikancia mellett - legalabb a tendenciak megegyeznek kiulonb6z6 mérési napokon.

A FRET hatasfok értékek atszamitasa tavolsagra csak korlatozottan lehetséges. A szamitott FRET hatasfok
értékek egy adott pixelen beluli (Aramlasi citometrias mérésnél egy adott sejten belili) atlagok, melyek az
akceptor parral nem rendelkez6 donorok és akceptor parral (akar tobb akceptorral is) rendelkezd donorok
egyedi FRET hatasfok értékeinek sulyozott atlagai. Egy 5%-o0s mért FRET hatasfok lehet pl. 50-50 %-nyi
maganyos donor (E=0) és akceptorral rendelkez6 donor (a példaban E=10%) keverékének is az
eredménye. A FRET hatasfok kilonbségek értelmezésekor mind az asszocialt hanyad, mind a donor-
akceptor paron beluli tényleges FRET hatasfok megvaltozasanak lehetéségét figyelembe kell venni, és
ugyancsak fontos, hogy azonos relativ akceptor/donor expresszidés arannyal rendelkezd mintakat
hasonlitsunk 6ssze, illetve az akceptor/donor aranyt figyelembe vegytik.

A FLIM-FRET méréseknél, mint pl. a 60. oldalon bemutatott, IL-15 receptor alegységei kozott mért FRET

hatasfok, nagyon egyszerlien szamithatd a FRET hatasfok az FE = _ o egyenlettel. Nem Kkell
z-D

segédparamétereket meghatarozni, csak két fluoreszcencia élettartamot. Tapasztalataink szerint a hiba

joval kisebb, mint az intenzitdsalapu méréseknél, a kapott élettartamok és a bel6lik kapott FRET

hatasfokok nagyon jél, 1%-on beliil reprodukalhatéak. igy, ha alacsony FRET hatdsfokokat kell megmérni,
a FLIM-FRET méréseket preferaljuk az intenzitas alapu mérésekkel szemben.

3. FLIM mérések esetében mekkora fluoreszcencia élettartam valtozas tekintheté mar elfogadottnak,
amibdl érdemes FRET hatasfokot szamolni?
A 69. oldalon szereplé 32. abran bemutatott donor élettartamok nagyon kozel vannak egymashoz.
Nincsen tablazat mellékelve, de ranézésre a tobbi élettartam is nagyon kozel esik az eredeti donor
élettartamhoz. Egy szub-nanoszekundumos csokkenésbél lehet mar megbizhaté modon FRET
hatasfokot szamolni?

Az altalunk hasznalt EGFP sejtekben két élettartam komponenssel rendelkezik, amplituddkkal sulyozott
atlagos élettartama 2,2-2,3 ns él6 sejtekben. Ez az érték kismértékben fligg a hozza kapcsolt fehérje
tipusatol. Emellett pH-flggést is mutathat kilonb6z6 sejtorganellumokban. Ennek megfeleléen a csak
donoros kontroll mintdnak mind a hozza kapcsolédo fuziés fehérje, mind a sejtorganellumban vald
elhelyezkedés tekintetében meg kell egyeznie a FRET-es mintaval. Ha ez teljesul, akkor - megfeleld
sejtszam és statisztika esetén —tapasztalataink szerint mar 0,1 ns-os élettartam kiilonbség megbizhatéan
kimutathaté két minta kozott, ami 4% FRET hatasfoknak felel meg.



4. A 75-76. oldalon bemutatott mérések esetében nem képzelhet6 el a GFP dimerizacidja? Az ugyanis
befolyasolna a kapott eredményeket.

Az YFP disszociacios allandoja Daniel A. Zacharias és munkatarsainak cikke (Partitioning of lipid-modified
monomeric GFPs into membrane microdomains of live cells. Science 2002, 296(5569):913-916) cikke
szerint 0,11 mM, melyet szedimentacidval hataroztak meg. Az Aqueora victoria-bol szarmazd GFP dsszes
szinvariansa (CFP, YFP) és az EGFP (a GFP F64L, S65T mutansa) tartalmazza az Ala?°®, Leu??' és Phe?* 4ltal
alkotott hidrofob foltot, mely a béta-horddk dimerizacidjaért felelés. Ezért ezt az értéket tekintik a vad
tipusu FP-k disszociacids allanddjanak. A Birald altal emlitett, EGFP-RAR-rel végzett FCS mérésekben a
molekuldk koncentracidja legtobb esetben a szubmikromaélos tartoméanyban volt, tehat az eredményeket
nem befolyasolhatta szamottevé mértékben az EGFP dimerizaciodja. Az FP-k egyébként sem magas 6n-
affinitasat tébb nagysagrenddel csokkentették a fenti kdozleményben leirt A206K mutaciéval 74 mM
értékre (ezek az Un. monomer FP-k, pl. az mGFP).

5. A79. oldalon beszamolt arrdl, hogy az els6 cink-ujj mind a négy ciszteinjének kicserélése alaninra a
receptor aktivalé képességének dramai csdkkenéséhez vezetett. Ennek mi lehet az oka, mi ebben az
esetben a hipotézis?

A cinkujj kialakulasat a ciszteinek koordinaljak. A mutacié a DNS-kdt6 egyik cinkujj-motivum Létrejottét
akadalyozza meg, igy annak DNS-kotd és ezaltal aktivacids képessége csokken. A 79. oldalon emlitett
kisérlet egy galaktozidaz riporter mérési eljaras eredményére utal, mely az RAR-nek a beta-galaktozidaz
génje el6tt elhelyezett retinsav valaszadé elemhez (RARE) valo kotdédését, és ennek eredményeként a
beta-galaktozidaz termelédését méri kolorimetrikus eljarassal. Ennek eredménye a Brazda és mtsai,
Journal of Cell Science 2011, 124:3631-3642 kozlemény Fig. S5 kiegészitd abrajan lathaté (az értekezés
284. oldalan).

8001 Fig. S5. Transcriptional activities of GFP-tagged wild type and mutated

forms of RAR compared with untagged RAR in transient transfection
assays. Assays were carried out as described in the Materials and
Methods with the indicated plasmid constructs before and after the
addition of (10£nM and 100+nM) RAR-agonist ligand (AM 580). Measured
activities of receptors were normalized to the untreated sample (Data are
mean + s.d.).
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6. A93.oldalon bemutatott mérések esetében nem zavarja meg a méréseket a GFP dimerizacigja?

Amint azt fentebb irtam, az EGFP dimerizacié becsilt Kd értéke 0,11 mM. A SPIM-FRET-FCCS
kisérleteinkben hasznalt magreceptor koncentracidk a szubmikromolos tartomanyba estek.

7. A 81. oldalon bemutatta, hogy a GFP dimerként, trimerként és tetramerként is jelen lehet a mérések
soran. Kérdésem, hogy mennyire jellemz6é ezek egyiittes eléforduldsa? Altaldban mennyi a
dimer/trimer/tetramer populacié a mérések soran, illetve hogyan lehet akadalyozni a GFP
oligomerizaciojat.

A 81. oldalon bemutatott 1xEGFP monomerek, 2xEGFP dimerek, 3xEGFP trimerek és 4xEGFP tetramerek
olyan fuzids fehérjék, melyekben a monomereket rovid peptid linker koti 6ssze kovalensen. Az EGFP
alacsony oOnaffinitdsa miatt magreceptorokkal végzett kisérleteinkben nem figyeltink meg
homodimerizaciot a festékmolekulak kozott. Erre legnagyobb esély a c-Fos homodimerizacié mérése
soran lett volna, ahol a c-Fos homodimer 6,7 uM-os affinitdsa miatt az FCS mérések soran 30 uM
koncentracioig titraltuk a fehérjét, azonban a negativ kontrollokként hasznalt EGFP és a dimerizacids
doménnel nem rendelkez6 Fos®*-EGFP még ebben a tartomanyban sem mutat, vagy alig mutat
molekularis fényesség novekedést, ami a festékek dimerizacidjara utalna. Amennyiben még ennél is
magasabb koncentracidtartomanyban mérnénk, mindenképpen indokolt lenne a monomer FP-k, pl.
mGFP hasznalata.

8. Ehhez kapcsolédd kérdés, hogy miért nem hasznaltak inkabb mCherry-t, ahol a GFP
dimer/trimer/tetramer képz6dés zavarta volna a méréseket.

Mint fentebb leirtam, az EGFP nem dimerizalédik az altalunk hasznalt koncentraciotartomanyban. Az FCS
mérésekben fontos a festék fotostabilitAsa és fényessége, mivel egy pontban gerjesztiink tobb
masodpercen keresztlil. AzmCherry és az mRFP1 joval kisebb fotostabilitassal rendelkezik, mint az EGFP,
emellett kvantumhatasfoka is alacsonyabb, igy nagyobb gerjesztd intenzitast igényel azonos emisszio
eléréséhez, tehat sokkal gyorsabban kifakul. Ezért az FCS méréseknél az EGFP-t részesitettliik elényben,
és mCherry-t csak FCCS mérésekhez hasznaltunk, amikor az elkertlhetetlen volt.

9. Kicsit az el6z6 kérdésekhez kapcsolédik a kovetkezd is: milyen tomeg-klilonbség kell a megbizhatd
FCS mérésekhez? Ha GFP-vel jeldlink akkor mekkora az a legkisebb téomegl komplex, amit
magabiztosan meg tudunk kilénboztetni a GFP-t6l.

Egy gdbmb alaku molekula diffuzids allandodja forditottan aranyos annak sugaraval, ennek megfeleléen a
térfogat vagy a tomeg kobgyokével, a difflzids idé pedig egyenesen aranyos mindezekkel. Egynem
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molekulakkal, oldatban végzett méréseknél a 33%-o0s tomegkulonbség, ami 1,1-szeres faktort, 10%-nyi
kulonbséget jelentett a difflzids id6k kozott, béven elegendd volt a kovalensen dsszekapcsolt EGFP
trimerek és tetramerek megkuldénboztetésére (Vamosi et al, Sci Rep, 2016; 6:33022).

A sejtbeli mikrokdrnyezet inhomogeén, a lokalis mikroviszkozitas valtozhat, a molekulak kilonb6zé
tranziens kolcsonhatasokban vehetnek részt, a ,molecular crowding” gatolt diffuziét okozhat és a
sejtenkénti variabilitas is jelent8s. Tovabbi bizonytalansagot okozé tényezd, hogy a molekulasokasagot jol
reprezentald korrelacids gorbéhez a szakirodalom szerint kb. 1000 db fluktuacié megmérése sziikséges,
ami a fotoelhalvanyitas miatt sejtekben altaldban nem elérheté. Rovid, néhany masodperces méréseket
végzink (pl. 5x8 s), ami alatt pl. a 100 ms-os fluktuaciok szama nem éri el az 1000-et. Ezért altalanos
szabalyt nem tudok mondani arra vonatkozéan, hogy milyen kilonbség az, amit sejtes rendszerben ki
lehet mutatni. Nicolas Dross és mtsai (Mapping eGFP oligomer mobility in living cell nuclei. PLoS One.
2009; 4:e5041) képesek voltak EGFP trimerek és tetramerek diffuziés allanddinak kiléonbozéségét
kimutatni él6 sejtekben. Sajat méréseinkben 20%-os difflizids allanddbeli kiilonbségek reprodukalhatéan
kimutathaték voltak (ld. pl. az IL-15Ra diffuziés allandéjanak valtozasat Nagy Eva et al, Biophysical
Journal, 2018, 114:2473-2482), de ennek természetesen feltétele, hogy megfeleld§ szamu mérést
végezzlnk, hogy a kiilonbség statisztikailag szignifikans legyen.

Egy felbontoképességre vonatkozd klasszikus referencia (Meseth et al, Resolution of Fluorescence
Correlation Measurements, Biophysical Journal, 1999, 76:1619 -1631) azt vizsgalta, hogy egy oldatban
egyuttesen eléfordulé molekulak megkilonbdztethetéségének mi a feltétele. 15 kHz fluoreszcencia
intenzitas mellett optimalis esetben, 1:1 molekula-arany és megegyez6 molekularis fényességek esetén
4-szeres tomegkllonbséget (1,6-szoros diffuzids idd kilonbség) adtak meg kritériumként. Ha valamelyik
molekula kisebb mennyiségben van jelen, ennél joval nagyobb diffuzids id6beli kiildnbség szikséges
ahhoz, hogy igazolédjon, nem lehet egyetlen diffuziés komponenssel jol megilleszteni az autokorrelacios
gorbét.

10. Mely esetekben érdemes a FRAP-ot és mely esetekben érdemes az FCS technikat valasztani?

Az FCS a lokalis, diffrakcié limitalt térfogatban végbemend diffuziét méri 200-300 nm-es
tavolsagtartomanyban. A strip FRAP ezzel szemben hosszabb tavu, a kifakitott folt méretétdl fliggden
néhany mikrométeres tartomanyban tud diffuziés folyamatokat vizsgalni. Az FCS elénye, hogy egy jol
beallitott FCS-ben a detektalas hatékonysaga a konfokalis térfogatban ismert (3 D Gauss vagy Gauss-
Lorentz eloszlast kovet), igy pontos modellek irjak le az autokorrelaciés fliggvény alakjat, és a
térfogatelem kalibralasa utan abszolut diffuzids allando értékeket lehet meghatarozni. Informaciot lehet
nyerni a diffizié mechanizmusarélis, pl. a molekularis ,crowding” vagy tranziens kotédés esetén jellemzé
gatolt diffuziés mechanizmusrdél vagy éppen az iranyitott mozgdsréol az un. ,anomalia paraméter”
illesztésével. Tovabbi elény a molekularis fényesség meghatarozasa, ami a mobilitastél fliggetlenil ad
informacidt az asszociacios/aggregacios allapotrél. Mindemellett tapasztalataink szerint a kilonb6zé
mintak kozotti kilonbségeknek legaldbbis a tendencidi nagyon jol reprodukalhatéak, még ha az egyes
napokon kapott diffiziés allandé értékek kiilonboznek is egymastol sejtes mintdkban. Az FCS hatranya,
hogy az immobilis molekulakat nem tudja kimutatni, mivel fluktuaciok elemzésén alapul. Tobbfékuszu
FCS, vagy kamera hasznalata esetén (pl. SPIM-FCS) lehet6ség van a két pont kozotti (a képsikban
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kulénbozd pixelek kozotti) keresztkorrelacios fuggvények meghatarozasara is, ami a diffuzié tavolsag- és
iranyfliggésének vizsgalatara is alkalmat ad.

A strip FRAP altalam ismert elénye az immobilis hanyad kimutathatdsaga, illetve az elhalvanyitott folt
méretének valtoztatasaval a kilonboz6 tavolsagokon végbemend diffuzids folyamatok elemezhetdsége.
Emellett minddssze egy konfokalis mikroszkdpra van szukség a kivitelezéséhez. Hatranya, hogy az
altalanosan alkalmazott, altaldban mono- vagy biexponencialis modellfliggvények csak empirikusak,
hidba irjak le jol a visszatérési gorbéket, elméleti megalapozottsaguk hidanyzik. Ennek egyik oka a sejt
geometridjanak valtozékonysaga, ami egy altalanos modell kidolgozasat megakadalyozza. A FRAP igy
kevésbé kvantitativ mddszer, inkdbb mintak kozti 6sszehasonlitdsokra ad lehet6séget, bar megfeleld
sztenderdek alkalmazasaval diffuzids allandd becslésekre is alkalmas.

A fentieket Osszegezve a két modszer kiegésziti egymast. Ha abszolut diffuziés allandodkat,
oligomerizacios allapotot, diffuziés mechanizmust szeretnénk meghatarozni, akkor az FCS, ha immobilis
hanyadot, akkor pedig a FRAP modszer elényosebb.

Végezetul még egyszer kdszondm Lukacs professzor ur gondolatinditd kérdéseit.

Debrecen, 2026. 05. 19.
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Dr. Vamosi Gyorgy



