Fehérjék kimutatasa. Biokémiai es|
sejtszintu wzsgalatok

Western-blot, ELISA, FACS,
immuncitokémia,
mikroszképok (fény, EM,
fluoreszcens konfokalls)




Feherjek kimutatasanak
jelentdsege, kihivasok

* A sejt mukodtetését elsdsorban a fehérjek vegzik
A diagnosztikal modszerek jelentos része feherjék kimutatasan alapul

 Bar specifikus szekvenciajuk van, a fehérjék kémiai reakciokkal torténd
specifikus kimutatasa nem lehetseges (itt nincs lehetoség komplementer szal
kotodesére, ezaltal a szekvencia kimutatasara)

» A egyes feherjek kozott nagyon kicsi eltérések lehetnek, illetve az aktiv
fehérje gyakran csak pl. egy foszfatcsoportban kiilonbozik az inaktivtol



Immunaftfinitas, antitestek

* Immunaffinitas: specifikus antigén-antitest
kolcsonhatas (antigén: minden olyan agens,
ami immunvalaszt valt ki, antitest
termelédéséhez vezet)

« Antitest (Ig): az immunrendszer B sejtjei altal
termelt fehérje, amelynek variabilis része
nagy affinitassal kot specifikus
peptidszakaszokat, illetve téerbeli
mintazatokat: epitéopokat

 Felépitése: Y alak, a szar a fajra jellemzb Fc
regio, ez indukalja az immunvalaszt, az Fab
régio variabilis, a specifikus kotddéseért felel6s

Fab

Variable region
on heavy chain

Variable region
on light chain

Antigen binding sites

Light chain

Heavy chain

Fab

Disulfide
bridges

Fc

Constant region
on heavy chain

Constant region
on light chain



Immunaftfinitas, antitestek

« Az antigénnel valo taldlkozas soran a B sejtek szelektalddnak (gyors
evolucio), valtoznak, igy a legspecifikusabb kotodésére kepes antitest
(ellenanyag) valasztodik ki

* Ez areakci0 az alapja a fehérjek specifikus kimutatasanak, de a
kimutatashoz a reakciot lathatova kell tenni, erre leginkabb az ellenanyag
jelolése szolgal (fluoreszcens festék, enzim, amely fény- vagy szines
terméket kibocsatd reakciot katalizal)

« Hibridoma sejtek: tumorsejtek ¢s B sejtek fuziojabol 1¢trehozott
sejtvonalak, amelyek adott ellenanyagot termelnek

* Poliklonalis ellenanyag: tobbféle epitopot felismerd ellenanyagok
keveréke, Monoklonalis ellenanyag: egyetlen epitopot ismer fel



Immunkémiai eljarasok

* A fehérje sejten beliili / sejtfelszini elhelyezkedéseének kimutatasa

« Ma mar a jelolés fluoreszcens festékkel torténik elsésorban
(régen szinreakciot katalizaldo enzimmel)

cr 7

cr 7

masodlagos ellenanyaghoz kotik a festéket



Direkt és indirekt modszer

Direct Indirect
& e Anti-mouse Ab
Sy
| oo
‘/Indlcator | h_l
_—Virus-specific A - __~Virus-specific Ab

/ x (murine MAb)
»

Viral antigen Viral antigen

*Gyorsabb *Tobb lépés kell
*Olcsobb *Dragabb

*Kevésbé érzékeny Erzékenyebb a jelerésités miatt



Biotin+(strept)avidin

Az ELISA, immunhisztokémia, citometria soran

0 hasznalt médszerek alaptipusai
}L NH Biotin-avidin rendszerrel kombinalt indirekt médszerek
HN Az avidin nagy affinitassal képes a biotint kotni
HO Egyszerii ABC \ ‘
s 4
.. avidin biotin
0 Biotin enzimcomplexek .
Avidin-enzim komplexek (aranyoklll minta precipitaciénal)

Biotin-enzim komplex —

/ B

——— Avidin

«— Biotinaltellenanyag—

<+—— Antigén —»




Immuncitokémia: intakt sejtek kiemelve az extracellularis
matrixbol (sejttenyeszetek, kenet stb.)

Immunhisztokémia: sejtek + extracellularis matrix (szoveti
szerkezet, metszetek)

Immunfluoreszcencia: a fentiek azon esete, amikor
fluoreszcenciaval teszik lathatova

Egy¢b jelzest modok: szinreakciot katalizalo enzim (HRP),
radiojelzés, biotin

Limitaci0: sejten belil csak fixalt sejtekre alkalmas, mert az
antitest nem megy at a sejtmembranon, fluoreszcens jelzésnél
photobleaching



Immunkémiar eljarasok

Sejtalkotora specifikus jelolt antitesttel

MRCS5 cell

Sejt letapadasi
pontok
(integrinek)

Sejtmag

Citoszkeleton
(tubulinok)



ELISA (Enzyme linked Iimmunosorbent
assay)

 Els6sorban a sejtek altal kibocsatott szolubilis fehérjék
(hormonok, citokinek) kimutatasara szolgal

* Az antigén-antitest kotddést az ellenanyaghoz kotott
enzim katalizalt szinreakci0 teszi lathatova

- Indirekt: els0sorban az immunstatusz
kimutatasara szolgal (pl. fert6z¢s hatasara
megjeleno ellenanyagok kimutatasa)

- Szendvics (antigén kimutatasa, pl. baktérium,
virus jelenléte)



Indirekt ELISA

* A reakcioedénybe, az un. 96 lyuka mikrotiter edény lyukainak aljara kotik az antigént (A
nem fedett helyeket blokkoljak pl. BSA-val)

* Hozzéaadjak a szérumot (vérmintat): az antigén (fert6z0 agens) elleni ellenanyagok
specifikusan kotddnek az edény aljan rogzitett antigénekhez (az antitesteket detektaljuk).

» A szérumot kimossak: az 6sszes egyeb ellenanyag kimosodik, csak az antigénhez kotottek
maradnak az edényben

» Az ellenanyag kimutatasa: az Fc regiot (fajra jellemz0) felismero ellenanyaggal, amelyhez
szinreakci0t katalizal6 enzimet kotottek (pl. tormaperoxidaz, HRP)

A felesleg kimosasa

» Szinreakci10, a szin intenzitasabol megallapithato a fert6z0 agens elleni ellenanyagok
koncentracigja

Indirect ELISA
Wash Wash
Antigen- Specific antibody Enzyme-linked Substrate is added and
coated well binds to antigen antibody binds to converted by enzyme into

specific antibody colored product; the rate
of color formation is
proportional to the amount
of specific antibody



Szendvics ELISA

« Az edény aljara ellenanyagot kotnek, a nemspecifikus kotohelyeket blokkoljak

 Felviszik a mintat (szérum, sejtlizatum, biologiai folyadék): a mérni kivant
anyagot (pl. hormon, fertdzest okozo antigen) az ellenanyag (antitest) megkoti

* A mintat kimossak, minden fehérje tavozik, csak az ellenanyaghoz kotott marad

« Kimutatas: ujabb, enzimhez kapcsolt ellenanyaggal, amely a fehérje egy masik
epitopjara specifikus,

* Felesleges ellenanyag kimosasa, szinreakcio

Sandwich ELISA

Monodlonal Antigen binds A second monoclonal Substrate is added and
antibody- to antibody antibody, linked to converted by enzyme into
coated well enzyme, binds to colored product; the rate
immobilized antigen of color formation is

proportional to the
amount of antigen




Nucleic-acid-based test Antigen test Antibody test (serological)

How it works

T, . .
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Covid test

Antibody against antigen,
linked to detector molecule

Y Antibody against antigen

Y Control antibody

®  Antigen

Before Use  Sample Applied + Result - Result

Adapted from: lan M. Campell, hiips lcommaons wikimedia, orghwikiFile Diagnostic_Medical_Dipstick png



ELISPOT (Enzyme-Linked Immuno Spot Assay)

* ELISA elvén mukodik Son
>

* De: egyetlen sejt altal kibocsatott fehérjet < =
tud mérni =LY 1Y

« Edény aljan ellenanyag R 2

®.

« Sejttenyészetet adnak az edénybe: egyes Y Y YV
sejtek aktivak, szecernaljak a mérni kivant St0p3 ! .
feherjét, amit az ellenanyag megkot {' A

» Kimossék a sejteket az edénybdl, a |
kibocsatott fehérje (antigén) az " ;
ellenanyaghoz kotve ott ragad ;Y ?C

» Masodik, enzim-kapcsolt ellenanyag sows _—_
hozzaadasa [ e

y \ ks % ‘/'
 Szinreakc10: a kibocsatas helyén jon 1étre ;
csak a szinreakcio, ezért a kibocsato sejtek —_——
Y [FN-ycapture antibody IFN-y antibody

szama megallapithato

Alkaline phosphatase-
o IFN-y * linked streptavidin

@3 Cytokine-secreting cells ® Color reagent




Western blot

 Feherjek elvalasztason alapuld kimutatasa komplex feheérjeelegybol

* Elvalasztas: SDS-PAGE gélelektroforézis (méret alapjan) vs. nativ gélelektroforézis
(m¢éret, toltes)

« Kimutatas: indirekt modszerrel (jelzett antitest)

NUECHS Blotting tank
Proteins transferred to
nitrocellulose sheet (blot)
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Fluoreszcencia

— A gerjesztett allapotbol a molekula fotonkibocsatassal 1€p
vissza az alapallapotba

— Foton kibocsatas (fluoreszcencia, foszforeszcencia)
* Fluoreszcencia (nincs spinvaltas, S* - Salap)

* Foszforeszcencia (van spinvaltas T* - S2lap)



Gerjeszto energia

« Biolumineszcencia (bioldgiai
folyamat, pl. luciferin-luciferaz)

« Kemilumineszcencia (kémiai
reakcio, pl. luminol-H,0O,+ vas)

« Fotolumineszcencia (fénnyel
vald gerjesztés - fluoreszcencia,
foszforeszcencia)



Mit nevezunk fluorofornak?

magas energia

U
alacsony energia

FLUOROFOR ENERGIASZINTEK




Stokes-eltolodas

Gerjesztes Emisszio
jE Stokes shift
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Stokes-féle fluoreszcencia: a kibocsatott fény
energiaja kisebb, mint a gerjeszto fény energidja



A fluoreszcencia tulajdonsagai

* Konnyu észlelhetoseg (fluoriméter, mikroszkop,
szabad szem stb.)

* Erzékeny észlelés (femtomol, 1 molekula)

* Jo felbontokepesseg (1d0-, terbelr)
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Fluorofor tipusok

Természetes vegyliletek (pl. fluoreszcens feherjek, GFP)

Mesterseges szerves vegyiletek (pl. aromas, konjugalt
vegylletek)

Szervetlen félvezetd nanorészecskek (pl. CdSe
nanorészecskek, Quantum dots, QDs)

Anti-Stokes nanorészecskék (upconverting
nanoparticles, NaYF,-YDb:Er) — kozeli IR (NIR)
gerjesztes, lathatd emisszi0: melyszovetes keépalkotas,
nincs autofluoreszcencia)



Forster Rezonans Energiatranszfer FRET
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FRET

ad Spectral overlap C
No FRET FRET
Donor  Acceptor Donor  Acceptor Correct orientation

emission excitation emission excitation

No FRET

Overla s
P 405 nm 477 nm

b Distance <10 nm
No FRET FRET
405 nm 477 nm

405nm FRET




FRET példa 1

. Innova Biosciences

FRET examples

Typical example of detecting interaction of two molecules —e.g. drug binding to active site
or antibody binding to target

FRET

T
/N

Donor emission

/ N
—

Biological interaction

Acceptor emission

¢




FRET példa 2

L
A Innova Biosciences

FRET examples

Example of protein cleavage detected by loss of FRET signal
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FRET példa 3

. Innova Biosciences
first for Antibody labeling

FRET examples \
» ‘.,,.as.
.‘;...

. . Example of detection

of conformational
change
FRET
eserved




Mikroszkopos technikak

 Lathatova kell tenni a vizsgalt rendszereket (sejt,
sejtalkotd, molekula)

* A lathatova tételhez részecske természetu
energiaforrast alkalmaznak

* Megfeleld lencsék optikai mikroszkopoknal

* Diffrakcios limit vs. felbontokepesseg



Felbontoképesseg

ABBE'S DIFFRACTION LIMIT (0.2 pm)

mammalian ce bacterium mitochondrion

FI-

virus protein small molecule

Emberi szem Optikai képalkoto eljarasok Elektronmikroszkop
PET, MRI

Nem invaziv Invaziv



Mikroszkopos technikak

* Fénymikroszkop
 Lathato fényt hasznal (400-800 nm)

» Egyszerl fénymikroszkop
(fényelnyelésen alapul)

« Sotét / kontrasztos anyagok, vagy
festés kell

* Olcso

* Felbontokéepesseg: 200 nm korul,
nagyitas: 2000 x

» Faziskontraszt mikroszkop :
fényinterferencian alapul a Iétrejovd kép
(az egyes sejtalkotok masként szorjak a
fényt, ezt erdsitik fel, miel6tt a képet
|étrehozzak)




Mikroszkopos technikak

 Elektronmikroszkop

- Gyorsitott és kondenzatorokkal
fokuszalt elektronokat hasznal
a ,megyvilagitashoz”

- Akar 50 pm felbontoképesség
- 10 000 000 x nagyitas
* Transzmisszios EM (TEM)

- Nagyfeszultségl elektronokkal
torténik a megvilagitas -
elektronszoras

- ~ rontgendiffrakcio de nem kell
Kristaly

- Mintat ki kell szaritani és fixalni



Mikroszkopos technikak

» Elektronmikroszkop
» Pasztazo (Scanning EM; SEM)
- Elektronokkal pasztazzak a
mintat
- Ahol van valami, ott csokken az
energiaja az elektronoknak,

illetve az elektronok
visszaverédnek

- Ezt a valtozast alakitjak at jelle

* 1 nagysagrenddel gyengébb
felbontas, mint a TEM-nek

* Nagymeretl mintakra is alkalmas,
j0 mélységelességet ad

 EIGny: nem kell szaritani pl.



Mikroszkopos technikak

« Atomerd mikroszkop
(AFM)

* Nincsen sugarzas,
lencsék

* Felbontoképesséeg: atomi
lépteki

e XY sikon0,1-2nm, Z
iranyban 0,005 - 0,1 nm

- EIS sejtekre is alkalmas

« Szubnanométeres
felbontas

Lézer fényforras

Y 4

Pozicio érzékeny
fotodetektor

L

Fokuszalé optika

Piezo mozgato




Mikroszkopos technikak

* Fluoreszcens mikroszkop

» Lézerrel gerjesztik a mintat, majd az
indukalt fluoreszcens fényt
detektaljak (a féenyforras maga a
minta)

 Epifluoreszcens mikroszkop
« JO jel/zaj arany
» Csak az latszik, ami fluoreszkal
« Hatrany pl. photobleaching

* Felbontoképesseg jobb, mint a
fénymikroszkopé (FRET
technikaval akar nm is lehet)




Mikroszkopos technikak

« Konfokalis fluoreszcens mikroszkop

A gerjesztd fényt kalonbozé
melységekbe lehet fokuszalni

* Anem a fokuszbdl érkezé fényt ki
lehet szirni — kivaldo képmindseg

« KUlonbozo sikokrol / rétegekrdl
lehet képet alkotni, majd o0sszerakni
a 3D szerkezetet

» Mivel pontszerlien gerjeszt, jobb a
felbontasa



Fluoreszcenciat zavaro hatasok

« Autofluoreszcencia : fé6leg UV gerjesztésnél az aromas
aminosavak, nukleotidok, porfirinek 1s gerjesztddnek, emittalnak,
Kisebb jel-zaj arany)

— Nagy Stokes eltolodas vagy voros/NIR gerjesztés csokkenti

* Hattérfluoreszcencia: a nem-specifikusan kotodott jelzovegyiilet
fluoreszcenciaja (kisebb jel-zaj arany)

— Fluorogén festekek csokkentik

* Photobleaching: a gerjesztett allapotban fotokémiai reakcidval
nem fluoreszkalo termek keletkezik)

— Fotostabil festekek

(b) (c) (d) (e) n

(a)



Felbontoképesseg-Diffrakcios limit (Abbe)

Diffrakcios limit ~A / 2




Szuperfelbontasu mikroszkopia (STED)
determinisztikus modszerek
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Szuperfelbontasu mikroszkopia (STED)
determinisztikus modszerek

Hagyomanyos optikai mikroszkop STED mikroszkdp

Gerjeszto R
lézernyaldb —= N\
. VR
® Gerjeszto < ATk
s : Kiolto
lézernyalab — ,
lézernyalab

u\ ~
\\"; NN

Fluoreszcensen jelzett minta




STED — stimulalt kioltas

Phase
Plate
=8 - ==Tube
e Lens
Depletion Laser *; — Emission to
—f—— — Detector

\

Dichromatic
Mirrors

(a)

STED 3D PSF
Pattern

STED Microscope
Point-Spread Functions
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Saturated
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The Concept of Superresolution with STED Microscopy

Widefield Image
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Pattern
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Zero
Point

Effective
PSF

(b)
Figure 6



Szuperfelbontasu mikroszkopia (STED)

S counts/0.3ms 175
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Sztochasztikus modszerek

2 Aképfeldolgozas soran
"élesitik" a képet

két pont kézti tavolsag
nagyobb, mint 0,2 um
1

1 Gyenge intenzitést
nyalabbal aktivaljak 3 Az egyes felvételeket

a fluorofdrok egy egymasra téve megkapjuk
részeét a teljes képet

Fluoreszcens fehérje




Sztochasztikus modszerek




Szupertelbontasu mikroszkopia

Conventional Epifluorescence Dual Color Localization Microscopy

600C 1€ j8 [aqung



Aramlasi citometria

« Sejtek, partikulumok, gyongyok szamlalasa és analizise
folyadekaramban fluoreszcensen jeldlt ellenanyagok
segitsegevel

A sejteket szuszpenzidoban hidrodinamikai modszerrel
fokuszaljak egy léezer el6tt, igy azok gyongysorszerien,
egyesevel vonulnak el a lézer elott egy folyadékcseppben.
A kibocsatott fotonok (legalabb) harom detektorba jutnak:

- FSC: forward scatter: sejtek mérete
- SSC.: side scatter: sejtek granulaltsaga szerkezete

- Fluoreszcens detektor: a megkotodott jelzett

ellenanyagok alapjan a kimutatni kivant fehérje minésége,
mennyisege



Aramlasi citometria
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Aramlasi citometria

Scatter plot: A hasonlo fizikai €s keémiai tulajdonsagokkal
rendelkezo sejtek egy klasztert alkotnak a szorodasi diagramon
(kapuzas)
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Event Count: 381519
Whole blood sample 1



Aramlasi citometria — diagnosztikai

alkalmazas
Ver
vorosvertest (vvt)
fehérversejtek (fvs)
veérlemezkék (thr)
Vizelet:
baktériumok

versejtek/vertestek



Aramlasi citometria

Hisztogram: azonos fluoreszcens intenzitasu sejtek szama

* Események szama: ha ez n0, akkor tobb sejt expresszalja a vizsgalt fehérjet
(mennyi sejt)

* Intenzitds: ha a csucspont marad, de eltolodik magasabb intenzitas iranyaba,
akkor ugyanannyi sejt expresszalja a fehérjét, de fokozottan, azaz tobb
talalhato a sejten (mennyi molekula)




Az aramlasi citometria alkalmazasai

* DNS tartalom mérés (pl. éld, szaporodd, normal, rakos
sejtpopulacidk azonositasa)

 Adott fehérjét termeld sejtek (mennyisegi és mindségi)
azonositasa, az egyes sejtek szetvalogatasa (pl. X, vagy Y
himivarsejtek elvalasztasa)

 Adott sejtek egymashoz viszonyitott aranya (pl. HIV
fertozés)

* Egyeb betegségek szlirése



Fluorescence activated cell sorting (FACS)

2
» Az aramlasi citometria egy
specialis alkalmazasa
» Az aramlast ugy szabalyozzak,
hogy kellg ,,hez"ag legyen az U __:____:_____________:_.:_._--__-HFALS
egyes sejtek kozt AN

* A jelnek megfelelbéen a ottt —& ~ %+
i _ i emezek | [, & ) |
Ieszakadql, e’gylsejtet tartalmazo s |\ fluoreszcencia-
cseppre toltéest juttatnak, majd a
megfelelé szedbbe gydjtik (a
toltés alapjan)

kémcsodbe szeparalt sejtek
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