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Bevezetés

Egy ¢él6 sejten beliil lejatszddd folyamatok zome fehérje kolcsonhatésok altal
szabalyozodik. Ezek lehetnek két vagy tobb fehérje kozott lejatszddo interakciok, illetve
fehérjek mas anyagokkal valo kdlcsonhatasai. A sejten belil kialakult kélcsonhatasi halozatot
,,interactome”-nak nevezziik. Ez magaban foglalja a fehérje-fehérje kdlcsonhatasokat (1. abra),
de minden mas a sejten bell kialakul6 pl. a fehérje nukleinsav kolcsénhatasokat is. Ertelem
szerlien ez nagyfoku valtozatossagot mutat fajok kozétt valamint adott fajon beldl is
sejttipusonként valtozik, mivel a differencialodott sejtek méas-mas szerepet téltenek be, igy méas
gének fejezddnek ki benniik. Adott sejten belil is sejtciklustdl illetve a kbrnyezeti hatasoktol
fiiggden valtoznak a kifejez0dd gének, igy a sejten beliil végbemend folyamatok és kialakuld

kdlcsonhatasok is folyamatos valtozason mennek keresztil.

1. ébra Emberi sejt fehérje-fehérje kélcsénhatdsi hdlézata
7840 gén kozott kialakulo 17671 kapcsolat.
A piros vonalak pozitiv korreldcidt jelélnek, a zéldek negativ korreldciot. (Liu H 2011)



A sejt sajat fehérjéi és mas molekulai kozott kialakuld kdlcsénhatasokon kivil més sejtek vagy
virusok fehérjéivel és mas molekulaival, illetve kiviilr6l felvett ,idegen” anyagokkal (pl.
gyogyszerek hatdanyagai) is Kialakithatnak az adott sejt fehérjéi kapcsolatokat.
Néhany példa:

1. sejt sajat anyagai kozott 1étrejovo:

— fehérje-fehérje kolcsonhatassal torténd szabalyozasra:

A KRAS fehérje olyan jelatviteli folyamatokban jatszik fontos szerepet, amelyek
hatdssal vannak a sejtek differencidlodasara, a sejtosztédasra valamint apoptotikus
folyamatokra. Aktiv allapotban a fehérje amennyiben GTP-t kit, a GDP kotott forma inaktiv.
A GTP hidrolizisét GDP-vé a GAP fehérje (GTPase Activating Protein) segiti. EQy onkogén
mutacid kovetkeztében megsziinik a KRAS és GAP fehérjék kozott 1étrejovo kdlecsonhatas,
amely kovetkezében eltolddik az egyensuly és a KRAS fehérje aktiv llapotban lesz az id6
talnyomé részében, ezzel pedig hibasan olyan jelatviteli folyamatokat aktivalva, amelyek

kontrollalatlan sejtosztddashoz vezetnek.
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2. bra Egy normdlisan miikddé sejtben a KRAS GTP kététt (aktiv) dllapotabdl a GTP kététt (inaktiv) dllapotba vald
dtalakuldst a GAP fehérje segiti. Egy onkogén mutdcio kbvetkeztében a KRAS mdr nem képes a GAP-pal vald kélcsénhatds
kialakitdsdra és ,,beragad” a GTP kététt aktiv dllapotba, ennek kdvetkeztében olyan jelet tovdbbitva a sejt szamdra, amely

folyamatos proliferdciot eredményez. (Daniel Zeitouni 2016)

— fehérje-mas anyag kolcsonhatasaval torténd szabalyozasra:



Erre egy lehetséges példa a hemoglobin 2,3-BPG-tal (2,3-biszfoszfoglicerat) valo
kolcsonhatdsa (3. abra), amely a hemoglobin oxigénhez valé affinitasat szabélyozza. A
szabalyozéds az éaltal jon létre, hogy a 2,3-BPG kotédése olyan térszerkezetet stabilizal,
amelyhez nehezebben kotddik oxigén. Ennek a szabdlyozasnak nagy szerepe van varandods
anyak esetében. Az 6 vorosvértestjeikben akar 30%-al is megemelkedhet a 2,3-BPG szint, ezzel
lecsokkentve a sajat hemoglobinjaik oxigén affinitasat, ennek hatéséara pedig tébb oxigén tud
atjutni a magzat szamara. A magzati hemoglobin eltér a felndttétdl, alacsony affinitassal
rendelkezik a 2,3-BPG felé, igy a magzati hemoglobin oxigén affinitasat kevésbé befolyasolja
ez a molekula, vagyis adott 2,3-BPG szint mellett a magzati hemoglobin fog elébb telitédni

oxigénnel.
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3. dbra Hemoglobin 2,3-biszfoszfoglicerdttal vald kélcsénhatdsa és a kélcsénhatdsban részvevé aminosavak

2. adott sejt fehérjéje és kiviilrdl jovo:

»ldegen” fehérje kozott létrejovo kolcsonhatasra:

Szamos virusfert6zés soran a virus sejtbe vald bejutasat kovetden olyan viralis fehérjék
termelddnek (vagy mar a virus burokbol egybdl kész fehérjeként jutnak be a sejtbe), amelyek
Latprogramozzak” az adott sejt milkodését. A daganatokat okozd virusok tipikusan a
sejtosztddast befolydsold / kontrollalo fehérjék miikodését gatoljak.

Szintén virusfert6zés indukalta szabalyzasra példa a ¢11 bakteriofag dUTPAaza és a
Staphylococcus aureus baktérium Stl fehérjéje kozott kialakuld koélcsonhatdas. Az Stl egy

represszor fehérje, a baktérium bizonyos génszakaszahoz kapcsolddva gatolja egyes gének



atirodasat. A virusfert6zés soran a viralis eredeti dUTPaz fehérje kotodik az Stl fehérjével,
ezzel egyidében megsziintetve az Stl — DNS kolcsonhatast. Az eddig gatolt genomi régiok

felszabadulnak a gatlas aldl, eddig ki nem fejez6dé gének atirodasat lehet6vé téve (4. dbra).
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4. Gbra A bakteridlis represszor Stl fehérje és a fdg eredetli dUTPdz kdlcs6nhatdsa, valamint az ebbél eredé géndtirddds
szabdlyozdsa (Judit E. Szabd 2014)

»ldegen” molekula kozott 1étrejovo kdlesonhatésra:

Kiil6nb6z6 tipust sejtek egymas k6zotti kommunikacidja valosul meg egy idegsejtek és
izomsejtek kozotti (neuromuszkularis) ingertilet atvitel soran. Az idegsejtekbdl felszabadulo
acetilkolin serkenti az izomsejt membranjaban talalhaté nikotinos acetilkolin receptorokat. Na*
aram aktivalodik, az izomsejt membranpotencialja depolarizalodik, ami citoplazmikus Ca?*
szint emelkedéshez vezet. Ennek hatésara végbemennek az izomdsszehlizddashoz, majd

elernyedéshez szikséges biokémiai folyamatok (5. abra).
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5. 6bra A neuromuszkuldris ingertilet atvitel acetilkolin hatdsdra

Fehérje kdlcsonhatasok kimutatasanak lehetdségei:

A fehérjék kdlcsdnhatasainak kimutatasara in vitro és in vivo modszerek léteznek attol fliggéen,

hogy az él6 sejtben vagy a sejten kiviil, izolaltan kivanjuk-e megvizsgalni azokat.

Az in vitro mddszerek egy része kozvetlenul a molekulaméret valtozasat mutatja ki (pl. gél
elektroforézis vagy méretkizardsos kromatogréfia). Léteznek a kotddés soran fellépd
hovaltozast mérd (izotermalis titrald kalorimetria) és a hdstabilitds valtozasat vizsgalo

modszerek is (differencialis pasztazo fluorimetria vagy més néven termofluorimetria).

A méréssel célunk lehet pusztin a kotédés tényének igazolasa, vagy a kolcsdnhatés
termodinamikai, esetenként pedig kinetikai paramétereinek vizsgalata. Gyakran cél a
kolcsonhatds erdsségének meghatarozasa, amit egy termodinamikai paraméter, a komplex
disszociaciés allanddja (Kd) jellemez. Ha a komplex képzddésének és megsziinésének
sebességére vagyunk Kivancsiak, akkor mar a kolcsonhatds egy Kinetikai paraméterét
szeretnénk meghatarozni, amit gyors Kinetikai mddszerek (példaul stopped-flow technika)

alkalmazasaval tehetiink meg.



A disszociacios allando (Kaq):

k
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! ahol az AxBy komplex szétesik x A és y B alegységre

A reakcid6 disszociacios konstansa:

g, AP

Ahol [A], [B] és [AxBy] az A anyag, a B anyag és az AxBy komplex koncentracioi.

Kisérletesen az [AB] komplex koncentracioja indirekten is meghatarozhat6 a szabad A vagy a

[Blo ismert mennyiségek.
[Ad] = [A] + [AB]

[Bo] = [B] + [AB]

Termofluorimetrias mérés fehérje kélcsénhatasok kimutatasara

A termofluorimetria (differencialis péasztaz6 fluorimetria) eredendéen a fehérjék
hostabilitasanak vizsgalatara alkalmazott modszer, ami a letekeredési vagy mas néven olvadasi
homérséklet meghatarozasan keresztil tortenik. A modszer kozvetetten a fehérjék megfeleld
feltekeredésének meglétérdl is informaciot szolgaltat, mivel csak megfelel6 térszerkezettel
rendelkezd fehérjéknek van jellegzetes olvadési gorbéjiik. A hdstabilitas vizsgalata a minta
felftitésével torténik, aminek eredményeként felbomlanak az aminosav oldallancok k6zotti nem
kovalens kémiai kdlcsonhatasok és a fehérje lanc letekeredik. Azt a hémérsékletet, amelyen a
fehérje molekuldk 50 %-a mar elveszitette a ra jellemz6 térszerkezetet, olvadasi homérsékletnek

nevezzik.

A fehérje letekeredésének (,,megolvaddsanak™) folyamatat kézvetett médon, a minta
fluoreszcencia intenzitasanak megvaltozasan keresztil kovetjuk. A fluoreszcencia egy
fénykibocsatasi (fényemisszios) folyamat, amelynek soran az anyag elektrongerjesztési
energiat ad le kisugarzott feny formajaban. A jelenség eléidézéséhez a mintaval energiat kell
k6zoIni, ami meghatarozott hulldmhosszi besugarzassal (UV sugarzas vagy lathato feny)

=77

vagy hové alakul, mas részétdl pedig foton kibocsatas formajaban szabadul meg a besugarzott



molekula. A kibocsatott fotonok energidja ennek megfeleléen mindig kisebb lesz, mint a

besugarzé fotonok energiaja (kisebb lesz a kibocsatott sugarzas frekvencidja, vagyis nagyobb
v

lesz a hulldmhossza az f = 7

Osszefliggésnek megfelelden, ahol f a hullam frekvencidja, v a

haladési sebessége ¢és A a hullamhossza).

A vizsgalni kivant fehérje mintdkhoz egy Sypro Orange nevii fluoreszcens festéket
adunk, amely akkor ad jelet, amennyiben a fehérjék apolaros oldallancaihoz kapcsolddik. A
mérés soran a hdmérséklet fokozatos emelése mellett a hozzaadott festék fluoreszcenciajanak
ndvekedését kovetjuk. A festék vizes kdzegben alacsony fluoreszcencia jelet ad, mivel azt a viz
molekulak nagymertékben csillapitjak, a fehérjék apolaros oldallancai pedig tobbnyire a viztol
elzartan, a fehérje belseje felé néznek. igy a festék nem tud bekotédni és a viz molekulaktol
tavol keriilni. Azonban a fehérje letekeredése (denaturacid) kovetkeztében elérhetévé vald
hidrofob régiokhoz kotédve a festék molekulak fluoreszcencidja megnévekszik. Ez a jelenség

ad lehetdséget a fehérje lanc letekeredésének nyomon kovetésére.

A mérés soran tehat a mintat egyidejiilleg fltjiikk és a Sypro Orange festék gerjesztési
energidjanak megfeleld hulldmhosszii fénnyel besugarozzuk, mikozben a festék altal
kibocsatott fény intenzitasat a hdmérséklet fliggvényében detektaljuk. Minél magasabb az
olvadasi hémérséklet és meredekebb a fluoreszcens jel intenzitasanak valtozasa a felfiités soran,
annal rendezettebb volt a hékozlés elbtt a fehérje térszerkezete, és igy annal tobb energia

szlikséges ahhoz, hogy ezt a rendezettséget megsziintessuk.

Amennyiben egy fehérje kolcsdnhat egy masik anyaggal, Ugy a keletkezett komplex energia
allapota a legtobb esetben alacsonyabb lesz, a komplex stabilabb lesz, igy magasabb
homérséklet kell fehérje letekeredéséhez. Ez teszi lehetévé szamunkra, hogy kis molekulak
vagy mas fehérjék kotddesét a célfehérjénkhez termofluormetrias méréssel kimutassuk.

A bekotddo ligand /masik fehérje stabilizald hatasa fiigg annak koncentracigjatol, valamint a
fehérje affinitasatol a masik anyaghoz. Miutan meghataroztuk a szabad fehérje letekeredési
homérsékletét, adott koncentraciokban dsszekeverjik azt a feltételezett kdlcsdnhatd partnerrel,
és az olvadasi hdmérséklet eltolodasabol kovetkeztetiink a komplex létrejottére.

A meérések kiertékelése soran meghatarozzuk a homérséklet-fluoreszcencia intenzitas
gorbe inflexids pontjat, amely homérséklet a fehérje olvadasi pontjdnak (Tm) tekinthetd
(6. abra). Az inflexios ponthoz tartozo homérsékletet tigy tudjuk egyszeriien leolvasni, ha a
méresi adatok kiertékelése soran a fluoreszcencia intenzitds — hémérséklet gorbe homérséklet

szerinti elsé derivaltjanak (-1)-szeresét abrazoljuk a kiértékeld program segitségével (7. abra).



(Ha x az inflexios pont, akkor ebben az x pontban a fiiggvény els6 derivaltjdnak szélséérteke

van, ami sokkal kénnyebben leolvashatd egy diagramrdl, mint maga az inflexids pont.)
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6. dbra A thermofluor mérés sémdja
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7. abra Hdarom fehérje hGdenaturdcids gérbéje (fent) és hémérséklet szerinti elsé derivdltjaik (lent)



A PCR késziilék miikodése

A mérés soran hasznalt késziilék a mintak gerjesztésére es a fluoreszcencia detektalasara egy
motorikusan mozgatott mérdfejet hasznal, amely a 96 lyukq, atlatsz6 hoalld foliaval lefedett
mérdtalca folott haladva nagy sebességgel pasztdzza végig annak méréhelyeit. A gerjesztd
forrasok LED lampak (fényt kibocsato diodak), a detektorok fotodiodak. A méréfejben 6 darab
LED lampa és 6 darab fotodioda talalhato. A LED lampak 6 kiilonb6z6 hullamhossz
sdvtartomanyban képesek a mintat gerjeszteni. Minden egyes LED lampahoz (gerjesztési
hullamhossz tartomanyhoz) egy-egy fotodidda tartozik, amelyek szintén egy-egy adott
hullamhossz savtartomanyban képesek a mintabol beérkezé sugarzast elnyelni (8. abra). A
készlilek nem maganak a mintanak, hanem a mintdhoz adott fluoreszcens festéknek a
fluoreszcencidjat méri. A fotodiddak a nekik megfeleld fluoreszcens festék kibocsatasi

(emisszids) hullamhossz tartoméanyaban képesek a beérkez6 sugarzast detektalni.

LEDs

Filters
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itati Ch. 11 Ch: 12 Channel3  Channel 4 Channel 5 i Channel 1 Channel 2 Channel 3  Channel 4 Channel 5
Excitation Zromel Ghentl?  Sovho  eporeno roend Dataction 510-530 560-580  610-650  675-000 705-730
Reporter dye:  FAM HEX Texas Red Cy5 Quasar 705 Reporter dye: FAM HEX Texas Red Cy5 Quasar 705
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8. dbra A BioRad CFX 96 Touch qPCR késziilék mérdfejének sematikus rajza (fent), a LED Idmpdk gerjesztési savtartomdnya és
a fluoreszcens festékek abszorpcids spektruma (balra lent), a fotodidddk detektdldsi tartomdnya és a fluoreszcens festékek

emisszids spektruma (jobbra lent)
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A mérés soran hasznalt festék gerjesztési és kibocsatasi spektrumanak ismeretében kell a
méréshez a megfeleld gerjesztési és elnyelési hulldmhossz savtartomanyt (tehat a megfeleld
LED lampét és fotodiodat) a késziilék szoftverén keresztil kivalasztani.

A kivant hullamhossz savtartomanyok beallitasat a LED-ek és a fotodiodak elé helyezett sziirék
segitségével érik el. A fényforrasok és a detektorok elé helyezett, 6sszesen 12 kiilonb6z6 sziird
teszi lehetdvé, hogy egyidejiileg akar tobb lehetséges hullamhosszon is gerjessziik a mintat és
detektaljuk a mintabol érkez6 fluoreszcenciat.

A fluoreszcencia mérése soran az optimalis méreési elrendezest akkor érjik el, ha a detektort a
fényforrasra merdlegesen helyezziik el, mert igy a legkisebb a valdszinlisége, hogy a
gerjesztéshez hasznalt sugarzas kozvetleniil vagy a mintarol visszaverddve bejut a detektorba.
A mintabdl érkezd fluoreszcens sugdrzas a tér minden irdnyaba azonos intenzitassal terjed
tovabb, de a meréleges elrendezés segitségével lehet a leghatékonyabban kiszlirni a besugarzo
fényforrasbol szdrmazo zavaré komponenseket. (Azért kell ezzel térddni, mert a sziirdk ,,nem
idealisak”, vagyis nem sziirnek 100 %-ban tokéletesen.)

A 8. abra felsé panelén lathatd, hogy a fényforrdsok és a detektorok valdéban egymasra
merdlegesen helyezkednek el. Az dbran lathat6 két kékes arnyalata lemez két specidlis tiikor
(dikroikus szilird). Ezek csak egy sziik hullamhossz tartomanyban miikodnek tiikorként, az ezen
kiviil es6 hullamhosszU sugarzast viszont atengedik. Leghatékonyabban éppen a mintabdl
érkezd fluoreszcens sugarzas hullamhosszan tudjak a mintabol rajuk esd sugarzast reflektalni,
¢s a beesési sikhoz képest 45 fokos szogben ,.egyenesen” a detektorokra (fotodiddakra)

iranyitani. A LED-ekbdl érkez6 sugarzas viszont akadalymentesen keresztiilhalad rajtuk.

A MErés menete

A mérést Bio-Rad CFX 69 Touch qPCR keészulékben vegezziik. A 25 ul végtérfogatl elegyeket
96-lyukd PCR-talcan mérjuk 0ssze, amelyet egy atlatszo, h6allo foliaval fediink le. A SYPRO®
Orange fluorofor festéket (Invitrogen) az eredeti koncentracio 1/1000-szeresére higitva fogjuk
felhasznalni. Ezért desztillalt vizzel 1 ul 40-szer higitott oldatot készitiink beléle, és ebbdl
adunk 1-1 pl-t a 24 pl 1 mg/ml végs6 koncentracioju fehérje, illetve fehérje-ligand komplex
oldatokhoz. A fehérjék koncentraciojanak mérését a laborban talalhato Nanodrop
spektrofotométer segitségével fogjuk elvégezni, és ez alapjan kell majd a beméréshez sziikséges
mintatérfogatokat kiszamolni. A bemérést mikropipetta segitségével fogjuk elvégezni. Ugyelni

kell majd a buborékmentes bemérésre és arra, hogy a mintakat a talca melyedéseinek aljara
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tudjuk pipettazni. (Nem maradhat levegbréteg a minta és a talca also, valamint oldalso fala
kdzott, mert ez pontatlanna teheti a méréseinket.)

A mérés soran a miiszer 25 °C-rél 85 °C-ra melegiti fel a mintakat, 0.5 °C értékenkent leolvasva
azok fluoreszcenciajat.

Az értekeket abrazoljuk, majd a nyers adatsor pontjaira szigmoid gorbét illesztiink, ahol a gorbe
inflexids pontja a becsiilt olvadasi hémérséklet (melting temperature, Tm). A szigmoid gorbe
negativ derivaltjat szokés &brazolni, mivel annak minimuma az eredeti gorbe inflexios pontjanél
lesz.

A mérés soran egy enzimfehérje(dUTPaz, dezoxiuridin nukleotid trifoszfataz) kélcsénhato
partnereinek az enzim olvadaspontjara gyakorolt hatasat fogjuk termofluorimetrias madszerrel
megvizsgalni. Magnézium ionoknak (Mg?*), az enzim &ltal katalizalt reakcié termékének
(dezoxiuridin monofoszfat, dUMP) és egy fehérje kdlcsonhaté partnernek (Stl fehérje) az
enzimhez valo6 kotését fogjuk nyomon kovetni. Magaval a szubsztrattal (dezoxiuridin trifoszfat,
dUTP) nem tudjuk a mérést elvégezni, mert a mérés idotartamanal joval rovidebb id6 alatt az
0sszes dUTP az enzimreakcid végtermékeve, dUMP-vé alakul &t a dUTPaz katalitikus
aktivitasanak koszonhet6en. A mérés soran 3-3 parhuzamost fogunk a 96 lyukd talcara felvinni
minden egyes mérési beallitas mellett. igy a véletlen mérési hibak hatasat a kiértékelés soran ki

tudjuk majd kiszobalni.
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