INTENZITAS ALAPU FRET-MERESEK KALIBRALASA KALIBRALT
KOTOHELYSZAMMAL RENDELKEZO MIKROGYONGYOKKEL

Batta Agnes, Hajdu Timea, Nagy Péter

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A Forster tipusu rezonancia-energiatranszfer (FRET) képes a bioldgiai mintakban 2-10 nm
tartomanyban intermolekularis tavolsagokat meghatarozni, mivel a hatas forditottan aranyos
a tavolsag hatodik hatvanyaval. A FRET-rendszer mindig tartalmaz két fluorofér molekulat:
egy donort és egy akceptort. A mérések kalibralasahoz elengedhetetlen az un. alfa
paraméter, amely leirja a gerjesztett akceptor detektalasi érzékenységét a gerjesztett
donorral szemben.

Fluoreszcens antitestek k6zotti FRET kisérletben az alfa-faktor kisérletileg meghatarozhato,
ha azonos szamu gerjesztett donor és akceptor molekula fluoreszcencia intenzitasat
hasonlitjuk 6ssze. Ezen feltétel teljesitéséhez két mintat hasznalunk, melyek ugyanolyan
szamu donorral, ill. akceptorral konjugalt antitesttel lettek megjeldlve. Ha a jel6léshez
sejteket hasznalunk, melyek tipikusan nagy kétéhelyszam-variabilitdssal rendelkeznek, a
megkozelités a j6 statisztikat nyujtd aramlasi citometriaban mikodik csak jél. Mivel
konfokalis mikroszképiaban sokkal kevesebb sejtet lehet lemérni, célunk volt a modszer
olyan modositasa, amely az alfa faktor minél pontosabb meghatarozasat teszi lehetévé
mikroszképban.

Alacsony (~1) és magas (~4) jel6lési aranyu antitesteket valasztottunk ki, amikkel sejteket,
illetve Quantum Simply Cellular (QSC) beadeket jeldltink meg. A QSC beadek kalibralt
szamu, Fc- specifikus antitest kotéhelyet tartalmaznak. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
jeldlési arany mértéke hatassal van az alfa faktor értékére, melynek valészinl oka a
fluoreszcens jel6lés hatésa a festék fluoreszcencia kvantumhatasfokara és az antitest
affinitasara. Osszehasonlitottuk az alfa paraméter meghatarozasanak reprodukalhatésagat
fluoreszcens antitesttel jelolt sejtek és beadek esetében. Az utébbi esetben az alfa faktor
értéke jelentdsen kisebb szorast mutat, mint az ugyanolyan antitesttel megjeldlt sejtek
esetében. Ez a kulonbség akkor a legszembetiin6bb, ha a sejtek alacsony antitestk6t6hely
szammal rendelkeznek. A jelenség mogott az all, hogy a beadek sokkal kisebb variabilitast
mutatnak az antitestkdtéhelyek szamaban. A mdédszer kdnnyen alkalmazhat6 az
intenzitasalapu, mikroszképos FRET mérések kalibralasahoz.



