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Roviditések jegyzéke

DMEM Dulbecco’s modified Eagles medium Dulbecco modositott Eagle oldat

DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline Dulbecco fiziologias foszfat puffer

ECM extracellular matrix extracellularis matrix

HBSS Hanks’ balances saltsolution Hanks’ s6oldat

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1- 4-(2-hidroxietil )-1-
piperazineethanesulfonic acid piperazinetanszulfonsav

PEG poly-ethylen-glicol polietilén-glikol

PLL poly-L-lysine poli-L-lizin

RGD ardinine glycine aspartic acid arginin glicin aszparaginsav

PLL.PEGLRCD PLL(20)- PLL(20)-
g(3.5)PEG(2)/PEG(3.4)-RGD(14.7%) | g(3.5)PEG(2)/PEG(3.4)-RGD(14.7%)

RWG resonant waveguide grating rezonans racsos hullamvezetd

TE trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid | tripszin-etilén-diamin-tetraecetsav

Néhany felhasznalt anyag jellemzése

e HEPES: puffer, az oldat fiziologids PH-jat valtozo CO, szint mellett is megtartja.

e MQ viz: Milli-Q viz, nagy tisztasdga deionizalt viz.

e HBSS: olyan pufferoldat, amely a sejtes oldat PH-jat megfelels szinten tartja, illetve

a sejtek életben maradasahoz sziikséges ionokat is biztositja.

e DPBS: a normal sejtmetabolizmus fenntartdsaban segit a viz és bizonyos ionok

biztositasa segitségével, fenntartja az ozmoregulacidt, az intracelluléaris és extracel-

luléris részek kozotti nyomasgradiens egyensulyét.

e Tripszin: fehérjebontd enzim, azaz protedz - a fokalis adhézids kotéseket vagja fel

ezzel elvalasztva a feliilettdl a sejteket.

e EDTA: kelatképz6 molekula, a Ca*™ és Mg? ' ionokkal kelatot képezve teszi lehetéveé

a sejt-sejt kapcsolatok felbontasat a sejtek ionigényes folyamatainak gatlasaval.

e DMEM: oldat szdmos kiilonb6z6 emldssejt névekedésének tamogataséra.




Bevezetés

A sejtadhézié azon folyamat, amely soran a sejtek egymassal vagy a kornyezetiikkel
kolesonhatnak, igy lehetévé téve a kitapadésukat. Ezen mechanizmus fontos szerepet
szoveti sejtek 6-8 6ranal hosszabb id6t letapadas nélkiil nem élnek til, a sejtadhézio a 1ét-
fenntartasukhoz elengedhetetlen, igy ezen folyamatok vizsgalata és megértése lehet&séget
nytjt Gjabb rakterapias modszerek kifejlesztésére. [I]

Az egyedi sejtek adhézidja alapvetd szerepet jatszik a biologiai és orvosbioldgiai ku-
tatdsokban, viszont a pontos mérése nagy szamu sejt esetén a mai napig kihivast jelent.
A sejtek adhézidjat jol lehet jellemezni azzal az erével, amely ahhoz sziikséges, hogy ezen
sejteket levalasszuk arrdl a feliiletrdl, amelyre tapadnak. FEzen erét mérhetjiik kozvetlen,
és kozvetett modon is.

Az el6bbi esetben olyan technologidk alkalmazhatoak, mint példaul az atomerd- mik-
roszkopia, amely felhasznélasakor a sejtek kémiailag fixélva vannak az AFM konzoljahoz,
és ugy szedik fel a sejteket az adhéziora alkalmas feliiletrél. Viszont ezen kotés kiala-
kulasahoz akar 20-30 perc is sziikséges, illetve ezen rogzitési modbol fakaddéan a mért
erGértékek maximum néhény nanonewton-os értékeket vehetnek fel. Tovabbi probléma,
hogy a mért eredmények validacidja sok kisérletet igényel. Ezen mérési eljaras esetén
legf6képp csak molekuléris kolesonhatasokat vizsgalhatunk, mivel az adhézios feliilettel
nem érintkezik a sejt olyan hosszu ideig, hogy az adhézios folyamatok teljes egészében
végbemenjenek.

Egy maésik, kozvetlen er6mérésre alkalmas technolégia egy mikrofluidikai csatornaval
és nyoméskontrollerrel ellatott atomers-mikroszkop, a FluidEM. Ezen eszkéz hasznalata
soran nem kell megvéarni, amig a sejtek kotésbe keriilnek az adhézios feliilettel, mivel a
mar teljesen letapadt sejteket lehet felszedni néhany masodperces varakozasi idével. A
mikrofluidikai csatorna egyik végén az apertira, a masik végén pedig a nyomaskontroller
talalhato. Ha negativ nyomést kapcsolunk a mikrofluidikai csatornara, a sejt membran-
janak felss része hozzatapad az apertirahoz. Ezen kapcsolat kialakuldsa utan a mitiszer
felhizza a konzolt, a sejtet ezzel felemelve az adott feliiletrél. A konzol meghajlasat
egy lézernyaldb segitségével tudjuk detektalni, amely visszaverddik a hegy als6 részén
talalhato aranyfoliarol. Ezen eljaras az adhézios erék nagyon pontos meghatérozasat te-

szi lehet6vé. Az igy mért eré-tévolsag fiiggvény meghatarozéasa utan a sejtek tulnyomas



segitségével eltavolithatoak a konzolrél, mig a klasszikus atomerd-mikroszkopok kémiai
rogzitést alkalmazo eljarasai esetén a konzol mar nem hasznalhato fel tjra. [2]

Nagy hatranya ezen erémérésre alkamas technikdknak, hogy csupan egy végallapotot
latunk, a sejtek felvétele utan pedig a mérés be is fejez6dik. Az adhézios folyamatok
valos idejd kovetése igy nem lehetséges, ehhez mar olyan eszkozokre lesz sziikség, ame-
lyek az adhézios erét kozvetett modon mérik: az egyik ilyen lehetfség a jelclésmentes,
felilletérzékeny optikai bioszenzorok alkalmazéasa. Ezen eszkozok lateralis felbontastol
fiiggGen akar egyedi sejtek vizsgalatara is alkalmasak. Az optikai bioszenzorok képesek
az adhézios folyamatok valos idejt, kvantitativ kovetésére adott magassagban, mivel az
altaluk mért jel aranyos az adhézios zonaban talalhatd anyagmennyiséggel. Az igy kapott
mérési eredményekre mar kinetikai gorbék illeszthet6k. A technika altal szolgéaltatott op-
tikai jel egyedi sejtre torténd erdkalibracioja kovetkeztében ezen technika alkalmassa valt
nagy szamu sejt er6gorbéinek nagy precizitassal valé meghatarozasara, relative alacsony

koltségek mellett. [3]



Célkittizés

Dolgozatomban a HeLa immortalizalt sejtvonalat vizsgaltam jelolésmentes optikai bios-
zenzor segitségével, és az igy nyert kinetikai adatokat elemeztem. A sejtek adhézioja valos
id6ben kovethetd ezen nagy érzékenységii miiszerek segitségével. Egyszerre tobb minta
vizsgalatat is lehet6vé teszik, illetve parhuzamos mérések is elvégzhet&ek, méghozza vi-
szonylag rovid id§ alatt. Emellett jelolésmentes mivoltukbol fakadoan koltséghatékony
modszernek szamitanak.

Kutatémunkam soran a szenzorokon sejtadhéziot elGsegité funkcionalizalt feliileteket
a jelen 1év§ sejtek szama, és kiilonb6z6 hatdanyagok koncentracidjanak fiiggvényében is.
Ezen paraméterek eltéré modon befolyasoltdk a sejtek adhézidjat, amely kinetikdja az
altalam hasznalt jel6lésmentes bioszenzor segitségével volt rogzithetd.

A mérés utan sor keriilhetett a mért jelek analizisére: eljarastol fiiggden a feliileti
sejtkoncentraciok vagy éppen a hatéanyag koncentraciok fliggvényében elemeztem a mért
jeleket. A mérések soran kapott adatok segitségével olyan kinetikus sejtadhézios model-
leket hoztam létre és teszteltem kozvetlen moédon, amelyek a molekularis paramétereket
is figyelembe veszik - ilyenek példaul a kiilonb6z6 be- és kikotddési ratak, amelyek altal
jellemezhet6 az integrin-ligandum komplexek kotéserdssége is.

Kutatomunkam célja egy olyan modszer kidolgozasa volt, amely lehet6vé teszi a sejtek
kitapadasanak hatékony, pontos és megbizhatod elemzését akar kiillonb6z6 mérések széles

skaldjara is.



Irodalmi attekintés

A sejtadhézio

A sejtadhézio olyan alapvetd aktiv biologiai folyamat, amely soran a sejtek alkalmas
feliiletre érve kiteriilnek és sejtvazukat atrendezve felveszik az adott sejtvonalra jellemzd
morfologiat. A sejtfelszin specialis molekulai segitségével mechanikai kapcsolatot hozhat-
nak létre a sejt kornyezetében talalhato feliilettel, és a bel6liik kiindul6 jelatviteli utvona-
lak altal sejtvalaszokat tudnak indukalni. Az adhézié nagy szerepet jatszik a jelatvitelben,
a sejtek ezaltal képesek észlelni a kdrnyezetet és reagéalni a kornyezet valtozasaira. [1] [4]
A sejtadhézio felel a sejtmigracioért és a tobbsejtl szervezetek szovetfeljGdéséért is, azaz
a sejtek differencialodéasahoz elengedhetetlen folyamat. [5] A kitapadas folyamatanak hi-
bés végbemenetele esetén szamos patologias allapot kialakulhat. Ilyen példaul az iziileti
gyulladas és a daganatos megbetegedések. [6] [7]

A sejtadhézios folyamatokat két nagy csoportba oszthatjuk attol fiiggden, hogy a sej-
tek egymés kozott 1étesitenek adhézids kapcsolatokat, vagy az extracellularis matrixszal.
Az el6bbi esetben sejtkapcsolatok altali, mig az utébbinal kozvetett kolesonhatasrol be-
szélhetiink. Kozvetett kolesonhatas esetén a sejtadhézio specialis transzmembran fehérjék
altal tud megvalosulni: ezeket adhézios molekulaknak nevezziik. [4]

Az adhézioés molekulak csoportokba oszthatoak szerkezetiik és funkcidik szerint. Fe-
hérjeszerkezetiik alapjan négy f6bb csoportba tudjuk sorolni Gket: az immunglobulin
szupercsaladra, a kadherinekre, integrinekre, és a C-tipust, lektin féle doménproteinekre.
A fehérjeszerkezet mellett aszerint is csoportosithatjuk ezeket a kolecsonhatésokat, hogy
az adhézios folyamatok megvalosulasa fiigg-e a Ca®" ionok jelenlététsl. Az immunglobu-
lin szupercsalad molekularis kolesonhatésai nem fiiggenek a Ca*™ ionoktol, mig a tébbi

igen. [§]

Integrinek, sejtadhézi6 RGD hangolt feliileteken

Az integrinek a sejt-méatrix kapcsolatok kozvetitésére alkalmas heterodimerek, amelyek
két alegységbdl allnak. A 18 a-integrin alegység és 8 [-integrin alegység 24 kiilonb6z6
integrin receptort alkothat. Fz a 24 kiilonb6z§ integrin négy csoportba sorolhaté: RGD
receptorok, kollagén receptorok, laminin receptorok és leukocita-specifikus receptorok. Az

a és [ alegységek egy nagy, heterodimer extracellularis doménnel, egy transzmembran



doménnel, és rovid citoplazmatikus farokrésszel rendelkeznek. [9)

Az integrinek a sejtadhéziot a sejtmembrén lokélis bestirtisodése mellett fokalis adhé-
zi6s korongok létrehozéasaval képesek megvalositani. A fokélis adhézio altal az integrinek
képesek a citoszkeletonhoz és az aktin filamentumokhoz kotni. Ekkor tulajdonképpen
szerkezeti kapcsolatot biztositanak a citoszkeleton és az extracellularis matrix kozott.
[10] Rogzits szerepiik mellett informéaciokat is tovabbitanak a sejt szamara annak kor-
nyezetérdl, igy lehetévé téve a komplex sejtvalaszok kialakulasat. Ilyen vélaszok példaul
a sejt alakjanak valtozasa a letapadasra alkalmas feliilet fiiggvényében, a proliferacio és

génexpresszio, illetve a sejtmigracio szabalyozéasa. [11]

Extracellularis matrix és ligandumok

Inaktiv integrin

Aktiv integrin

Extracellularis tér

j Integrinkotd fehérjék

Citoszkele

1. dbra. Az integrinek felépitése és konformdcidvdltozdsa. [12]

Az integrinek egyik csoportjat a mar emlitett RGD receptorok alkotjak. FEzen re-
ceptorok képesek felismerni az RGD (arginin glicin aszparaginsav) tripeptidszakaszt, igy
receptor-ligandum komplexeket hoznak 1étre. Fzen tripeptidek lokalis feliileti stirtisége
befolyasolja a sejtek adhéziojanak erdsségét, ezaltal a vizsgélt sejttipus szaméara idealis fe-
lilleti ligandumkoncentraciot lehet kialakitani a mérések sordan. Ehhez kétféle kopolimer
bevonatot szokas alkalmazni, az egyik a PLL-g-PEG, a masik az RGD-funkcionalizalt
PLL-g-PEG-RGD. [13]

A PLL-g-PEG, azaz poli-(L-lizin)-g-(polietilén-glikol) olyan szintetikus kopolimer,

amely az adott feliilleten immobilizalt polimerek esetén fehérjerezisztens és ebbdl faka-



dolag sejttaszito rétegként funkcional. A PLL-g-PEG gerincét a PLL (poli-L-lizin) poli-
aminosav alkotja, mig az oldallancait a hidrofil PEG (azaz polietilén-glikol) molekulék,
amelyek egy stird szélu ecsethez hasonléan agaznak le a poliaminosav gerincrél. A PLL
képes elektrosztatikus kolcsonhatéasba 1épni nem csak a szenzorlemez feliiletével, hanem a
sejtfelszinnel és az extracellularis matrixszal is. A PEG oldallancok speciélis tulajdonsaga
a fehérjetaszito jelleg. A mérési zaj minimalizalhato altaluk mivel a felhasznalt anyagok-
ban talalhato szennyezidések, példaul fehérjék ronthatnak a mérések pontossagat. [14]
A sejtek RGD specifikus receptoraik altal képesek kitapadni a PLL-g-PEG-RGD ko-
polimeren. Igy az adott feliileten csak specifikus fehérjékkel rendelkezd sejtek képesek
adhéziora. Ha csupan PLL-t hasznéalnank, a kisérleteink nem lennének célravezetsek,

mivel bar ehhez is tapadnak a sejtek, az RGD-vel ellentétben nem fordul els a szerveze-

tiinkben. [15] [16]
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2. éabra. A PLL-PEG-RGD polimer sematikus rajza o felileti elektrosztatikus kilcsonhatds
feltiintetésével. [15]

Rakos sejtek glikokalixa

A glikokalix, més néven pericellularis matrix a sejtmembran kiilsé oldalan talalha-
t0 szénhidratban gazdag réteg, amely mind a baktériumok, mind a legtobb sejttipus,
példaul a daganatos sejtek sejtmembranjat is koriilveszi. Ezen viszkézus bevonat gliko-

lipidekbdl, glikoproteinekbél, és oligoszacharidokbol, pl. glikozaminoglikanokbol (GAG)
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all. A glikolipidek szénhidrat része segiti ezen molekulakkal a sejtfelismerést, a sejtek
egymaéssal valo kommunikaciojat, és a sejtadhéziot. [17] A glikokalix egyfajta azonosi-
toként funkcionél, amelyet a szervezet sajat egészséges sejtjei és az atiiltetett szovetek,
beteg sejtek vagy kiilonb6z6 korokozok megkiilonboztetésére hasznal.

A glikokélixban olyan sejtadhéziés molekulék talalhatok amelyek lehet6vé teszik a sej-
tek egyméashoz tapadésat, igy ezen réteg kiilondsen fontos szabalyozo szerepet jatszik az
integrin rendszer viselkedésében és szignalizacioban. [I8] A glikokalix az integrin rendszer
viselkedésében és szignalizacioban erds szabalyozé funkciot 1at el, emiatt pedig a vizsga-
lata kiilonosen fontos lehet a daganatok kutatasa soran, mivel ezen sejtek kozel 95%-anak
modosul a glikokalix Gsszetétele vagy a struktaraja. [19] [20] A sejtek jobban tapadnak
ha a glikokalix strtisége idealis, ekkor a sejtfelszini integrin receptorok jobb klaszterezé-
désében jatszik szerepet. Ha a glikokalix tl strt, az integrin receptorok és a ligandumok
kozotti tavolsdg megnd, ezaltal az adhézid mértéke csokken, a sejtek akar le is valhatnak
az adhézios feliiletrél. Igy a glikokalix komponenseinek Osszetétele, mennyisége nagyban
befolyasolja a daganatos sejtek viselkedését. [21] [20]

Munkédm soran a Hel.a méhnyakrék-eredetti, immortalizalt sejtvonalat vizsgaltam.
Ezen sejtek glikokalixa nagy részben kondroitin-szulfatbol, dermatan-szulfatbol, heparan-
szulfatbol, szidlsavbol és a hialuronsavbol épiil fel, melyek mind negativ toltéstek semle-
ges pH-n. [22] A glikokalix enzimmel val6 emésztése miatt a sejtmembran alakja megval-
tozhat, emellett a receptorok szervezédése és aktivitasa is megvaltozhat. [23] [24] A gli-
kokalix Gsszetevéit, a kondroitin-4-szulfatot, kondroitin-6-szulfatot és dermatén-szulfatot

olyan enzimek hasitjak le, mint példéul a kondroitinaz ABC (ChrABC). [25] [20]

Optikai bioszenzorok

Az optikai bioszenzorokat alapvetGen két nagyobb csoportra tudjuk osztani. A jelo-
lésmentes optikai bioszenzorok esetében az érzékelés kozvetleniil torténik, mig a jeloléses
bioszenzorok hasznalata soran egy molekularis markert kell kotniink a vizsgaland6 me-
chanizmusban szerepet jatszo, vagy éppen a mérés soran detektalandé célmolekuléra.

A jelolésmentes optikai bioszenzorok koltséghatékony vizsgalati moédszerek, mivel tobb
kisérletben is felhasznalhatdak tjra és tdjra, illetve jelolésmentes mivoltukbodl fakadoan
nem csupan a jelolémolekulara nem kell kolteni, hanem a jelélémolekula kolesonhatéd tu-

lajdonsagainak kikiiszobolésére sincs sziikség a mérések megtervezése soran. Ezen szenzo-
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rok tobb minta parhuzamos, nagy érzékenységii és felbontéasi vizsgalatat is lehet6vé teszik
- ekkor a folyamatokat akéar valos idében is megfigyelhetjiik. A jelolésmentes modszerek a
vizsgaland6 biomolekulék vagy sejtek belsd tulajdonsigait kihasznalva miikodnek: ilyen
példaul a torésmutatd vagy a toltés - viszont az igy mért jel altalaban tobb komplex
biologiai folyamat eredményeképpen all 6ssze, emiatt a kapott integralt jel kiértékelése és
értelmezése bizonyos esetekben bonyolult feladat lehet.

A jelolésmentes bioszenzorok tovabb csoportosithatéak aszerint, hogy a minta vizsga-
latat milyen miikodési elv alapjan végzik. Beszélhetiink példaul akusztikus hullam alapn,
elektrokémiai, és félvezetésen alapuld bioszenzorokroél is a mér emlitett optikai bioszenzo-
rok mellett. A leggyakrabban hasznélt eljarasok a kovetkezsk: rezonéns hullamvezets racs
(resonant waveguide grating - RWG) optikai bioszenzorok, a felszini plazmon rezonanica
(surface plasmon resonance - SPR) optikai bioszenzorok, illetve az akusztikus rezonanci-
an alapul6 quartz crystal microbalance (QQCM) szenzor és az elektromos sejt-szubsztrat
impedancia mérésén alapulé (electrical cell-substrate impedance sensing - ECIS) eljaras.
Az optikai bioszenzorok miikddése alapvetGen a fényforras altal kibocsatott fény és a bio-
felismerd elem interakcidjan alapszik, azaz ezen eszkozok a biologiai valaszjelet alakitjak
at mérhetd jellé.

A hullamvezetésen alapuld bioszenzorok a felszini plazmon rezonancia (SPR) szen-
zorokhoz hasonléan a kozvetleniil a hullamvezets réteg felett jelenlévs evanszcens teret
hasznaljék fel a torésmutato valtozéasainak észlelésére egy (150-200) nm vastag rétegben.
A rezonans racsos hullamvezets konfiguracioban az érzékels lemezt alulrol szélessavi fény-
forras vilagitja meg, de csak egy meghatarozott és sziik hullamhossz-tartoméanyt (a rezo-
nancia hullimhosszt) veri vissza. A visszavert hullamhossz eltolodéasa akkor kovetkezik
be, amikor a torésmutaté megvaltozik a hullamvezetd réteg felett, ahol az evaneszcens
tér is talalhato. Igy a rezonancia hullamhossz monitorozasaval valés idében kovethetd
nyomon a feliilet kozeli réteg torésmutatojanak valtozasa. [20]

Az optikai hullamvezetd réteg egy vékony, koriilbeliil (120-200) nm vastag, nagy t6-
résmutatoja film, ebbe egy optikai racsot agyaznak be. Ezen racs felel a fény megfeleld
szogben valo becsatolaséért és kicsatolasaért. A filmet altalaban egy kicsi, sik tiveglapra
viszik fel, amit szubsztratnak vagy hordozoénak neveznek. A szenzor igy tulajdonképpen
egy integralt, egy modusu optikai chipként kezelhetd, ami csak a nulladik moédus hor-

dozaséara képes a szubsztraton talalhato hullamvezets réteg rendkiviil vékony mivoltabol

11



fakadoan. [27]

Torésmutatd eloszlas

@ *¥ R 1 (b)
FedOréteg ne
/236
L
z Szubsztratréteg s 23
7520 580 640 700
y ® A (nm)

s

3. abra. A szenzorlap felépitése: ng a cover, azaz a feddréteg torésmutatdja, ng a filmrétegé

és ng a szubsztrdté. A rdcsdllando A és a filmréteg dp vastag. [27]
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Anyagok és moédszerek

Alkalmazott miiszerek

RWG bioszenzor

A mérések a Corning Inc. Epic BenchTop jel6lésmentes optikai bioszenzoraval késziil-
tek, amely RWG technolégian alapul. A szenzor alapvetSen két részbdl all: az egyik
a mikroplate olvas6, a masik pedig maga a mikroplate, amely egy cserélheté mikro-
szenzorlap. A mikroplate-bél 1étezik 96 és 384 well-es (lyuku) is.

Mindegyik well aljan a hullamvezets rétegbe egy (2 x 2) mm-es niobium-pentoxidbol
késziilt rezonans hullamvezetd racs van beagyazva. Erre a racsra érkezik be a klasszikus
elrendezéstol eltéréen merdleges iranybol, alulrél a (825-840) nm hullamhossztartomanyt
és kozel monokromatikus lézerfény. A becsatolt modus szinte egybdl ki is csatolodik
a szubsztrat iranyaba, miutédn faziseltolodéast szenved el - ezt a nagyon erGs racs reszi
lehetévé. Az igy kicsatolodd modust az alulra elhelyezett CCD kamera érzékeli.

A szenzor a beérkezé fény hullamhosszat hangolja a mérés soran 0.25 pm-es lépések-
ben, egy szenzorlap teljes beolvasésa 3 mésodperc. A nagy id6beli felbontas lehetévé teszi
a valos ideji megfigyelését a vizsgalando folyamatoknak. [28]

A szenzoron 1év6 sejtek az adhézio soran receptor-ligandum komplexeket alakitanak
ki. Ekkor a sejtek stirtisége és térfogata is moédosulhat. A sejtek szuszpenzioban gémb
alakuak, igy ha az adhézios feliiletre érnek, azzal csupan kis feliileten érintkeznek - azaz
csak kis résziik ér bele az evaneszcens térbe. Viszont megfelel§ id§ eltelte utan az adhé-
ziora alkalmas feliilethez érve a sejtek szétteriilnek - igy a sejtek térfogata és stirtisége is
megvaltozik. A sejtek ezaltal egyre nagyobb részben lesznek a letapadas soran jelen az
evaneszcens térben, igy ezen a rétegben is valtozik majd a stirtiség, ezzel egyiitt pedig a
torésmutato is (4. abra).

Az evaneszcens téren beliil 1évé anyagok torésmutatdjatol fiigg a faziseltolodas, azaz
a sejtletapadas miatti torésmutatovaltozas faziseltolodéast idéz el6. A hullamvezetés a
beesd fény més-mas hulldimhosszai esetén tud megvalésulni - emiatt a kimend jeliink
els6dlegesen a rezonans hullamhossz-eltolodésanak meértékét fogja jellemezni egy adott

referenciaponthoz viszonyitva. [28]
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Erintkezési feliilet

4. abra. A sejt alakjdnak vdltozdsa az adhézid sordn. [29]

Sejt
t Tomegatrendezodés
L Evaneszcens
Behatolasi melyseg: / tér
Hullamvezetd
réteg [
Rezonans optikai |- S
e ” \ ” i
Beesé szélessavi fény  Visszavert hulliamhossz ~ Bees szélessava fény Visszavert hullamhossz

5. abra. Az EPIC BT bioszenzor mikidése egy letapadd sejttel szemléltetve. [30)]

Felhasznalt sejtek és anyagok
A HelLa sejtvonal és sejtfelvétel

A mérések a HeLLa immortalizalt méhnyakrék sejtvonallal késziiltek, amely az egyik leg-
régebbi és legszélesebb korben hasznalt sejtvonal. George Otto Gey tenyésztette ki elGszor
1951-ben egy Henrietta Lacks nevii afroamerikai né szovettani mintajabol. Ezen sejtvonal
kénnyen tenyészthetd laboratériumi koriilmények kozott, és ha megfelels feliiletre jut, az

adhézio szinte biztosan végbemegy. A HelLa sejtvonal széles korben vizsgalt, sztenderd
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sejtvonal: szakirodalma jelentss, igy a kapott mérési eredmények konnyen 6sszehasonlit-
hatoak és ellendrizhetdek is. [31]

Meéréseimhez a HeLLa sejtek polisztirol petri-csészékben lettek rutinszertien tenyésztve,
37°C-0s, 5% COq-t tartalmazo inkubatorban. A mérések elSkészitése soran a sejtekrdl
el@szor eltavolitottam az elhasznélt tapot. Ezutan 2 ml DBPS-sel (Dulbecco fiziologias
foszfat puffer) atmostam a sejteket, majd pedig pipettaval leszivtam, eltévolitva a sejt-
tormeléket. Ezutan 1 ml tripszin EDTA-t pipettaztam a sejtekre, majd pedig 2 perc
varakozas utan pipettéval leszivtam az oldatot. A tripszin olyan szerinproteaz, amely
képes a sejtek fokalis adhézios kotések felvagasara, azaz a petri-csészében letapadt sejtek
felszedésére. Az oldat masik komponense az EDTA, amely a Ca>" és Mg ionokkal kel-
atot képezve teszi lehet6vé a sejt-sejt kapcsolatok felbontasat, gatolva a sejtek ionigényes
folyamatait.

A sejtekre 1 ml HeLa DMEM tapoldatot pipettaztam, és addig mostam vele a sejteket,
amig a petri-csésze aljan lathato opalossag elttint: a letapadt sejtek keltik ezen opélos
hatast, és ha ez elttinik, akkor megbizonyosodhatunk rola, hogy sikeresen felszedtiik Gket.
Ezutan centrifugalassal eltavolitottam a sejtes tapot, amit pufferre cseréltem. Ehhez
el6szor is Falcon cs6be mértem at a kapott szuszpenziét. 5 percig centrifugaltam 200 x
g-n, majd pedig gyors ledntéssel eltavolitottam a feliiluszot. 3 ml 20mM pH 7.4 HEPES
HBSS-t adtam hozza, majd tjra 5 percig centrifugaltam 200 x g-n, és szintén gyorsan
ledntottem a feliiluszot. Ezutan hozzaadtam 1 ml 20mM pH 7.4 HEPES-HBSS-t, majd
pedig felszuszpendaltam az oldatot. Biirker-kamra segitségével a sejteket megszamlaltam:
beinjektaltam 10 ul-nyit a sejtes oldatbdl a kamra és a rogzitett tiveglemez kozé. Végiil
pedig megfelel6 koncentraciora higitottam a sejtes szuszpenziot 20mM pH 7.4 HEPES
HBSS-sel. Ezutan a sejtek az adott feliiletre pipettazhatoak.

Feliiletkezelés

A mérések soran a sejtek kitapadasdhoz a 384 well-es mikroszenzorlapot hasznaltam.
A lyukak (well-ek) feliiletén RGD funkcionalizalt feliileteket kellett kialakitani. Ehhez
el6szor a megfelel6 mennyiségii PLL-g-PEG-RGD-t HEPES MQ-val dupldjara higitot-
tam, és az igy kapott 0.5 mg/ml-es PLL-g-PEG-RGD oldatot a wellekbe pipettéztam.
Ezutan Allegra X-30R tipust centrifuga segitségével 10 masodpercig, 200 x g-n lecentri-

fugdltam a plate-et, hogy igy eltavolitsam a buborékokat, amelyek az oldat pipettizasa
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soran keriilhetnek a lyukakba. Végiil pedig 30 percig billegettem a mikroplate-et, hogy a
sejtek egyenletes bevonatra tudjanak majd kitapadni. A 30 perc letelte utdn szészmentes
papirtorlére kititogetem az oldatot a plate-bdl, és kétszer dtmostam a lyukakat 20mM
pH 7,4 HEPES-HBSS-sel, amelybdl 30 ul-t pipettaztam mindegyik well-be, majd pedig
kititogettem Gket. Ezutan tjra 30 ul HEPES HBSS-t pipettaztam a mérdlyukakba. A
kontrollhoz egy sornyi well-et iiresen hagytam, melyekbe csak 30 1l HEPES-HBSS kertilt,
feliiletkezelés nélkiil. Hasonld beallitdsok mellett Gjra lecentrifugéltam a mikroplate-et,
ezutan sor keriilhetett az alapvonal felvételére, majd pedig a sejtek feliiletre vald pipet-

tazasa utan magara a mérésre.

Kondroitindz ABC enzim

A kondroitindz ABC a Proteus vulgaris baktériumbol szarmazo enzim, amely a kondroitin-
szulfat tipusa glikozaminoglikdnokat emészti. A glikokalix-integrin interakcié konnyen
megszakithato a glikokéalix enzimatikus emésztése altal. A kondroitin-4-szulfat, kondroitin-
6-szulfat és a dermatan-szulfat mind hasithaté kondroitindz ABC-vel, ami egyértelmtien

befolyésolja a rakos sejtek adhéziojat. [32]

Echistatin

Az echistatin a legkisebb aktiv RGD fehérje, amely a dezintegrinek csaladjaba tartozik.
Kigyoméregbdl lehet kivonni, a vérlemezke-aggregécio erés inhibitoraként viselkedik. A
kigyoméreg dezintegrinek olyan alacsony molekulatomegt fehérjék, melyek szintén tar-
talmaznak RGD szekvenciat. [33]

A HeLa sejtek integrinjeivel képesek integrin-ligandum komplexek 1étrehozasara, még-
hozza nagy affinitassal, igy gyakran hasznéljak pozitiv kontrollként szamos integrinkotési

vizsgalathoz. Ezen okobdl az echistatin szerepe a gyogyszerkutatasban is jelentds. [34]
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Az él6 sejtes kisérletek

A feliiletkezelés elvégzése utan a microplate lyukaiba puffer keriil, majd pedig azt a
plate-olvasoba helyezve, és a mérést elinditva az alapvonal felvételére keriilt sor. Célszert
addig varni, amig egymassal parhuzamosan kezdenek el futni az érkezé jelek. A sejtszam-
fligegd mérés esetében az alapvonal parhuzamossa valdsa utdn a mérés egyik részében
9000 db/lyuk sejtszamtol 3000 db/lyuk sejtszamig mértem, minden esetben 4 péarhu-
zamos méréssel, kontrollnak pedig olyan lyukakat hasznaltam, amelyekbe 20 ul puffert
pipettaztam. Az eljarast egyszeriibb igy kivitelezni, mivel a kevesebb parhuzamos mérés
rovidebb pipettazasi idét jelent, ezaltal az eljaras nagyobb pontossagi lesz.

A kovetkez6 mérési eljarashoz, azaz a sejtek glikokalixénak kondroitinaz ABC-vel va-

T s

elé: a liofilizélt por allagt enzimekbdl és 20 mM-os pH 7.4 HEPES HBSS pufferbdl kell
létrehozni az oldatokat 4 és 2.5 U/ml-es koncentraciokkal. Ezeket a felhasznalasig -20
C°-on kell tarolni. Az igy kapott oldatokbdl megfelel6 koncentraciokban 30 pl-nyit a
feliiletre pipettéazva az alapvonal felvételére keriil sor, a kontroll feladatat ezen esetben is
30 pl puffer latja el. Ha mar parhuzamosan futnak a gérbék, 30 ul, megfelel6 koncentra-
cioja, 8000 sejtet tartalmazo oldat keriilt a lyukakba. Ezutan méar valés id6ben nyomon
kovethets a sejtek adhézidja, a mérés pedig egészen addig tartott, amig a szigmoid gorbe
el nem érte maximumat, és linedrisan kezdett futni tjra. Ezesetben harom parhuzamos
mérés futott egy idGben.

Az echistatin-os eljarasnal az alapvonalat 30 ul puffer adta. Az alapvonalak parhuza-
pipettazva, majd pedig 30 ul, 8000 sejtet tartalmazo oldat keriilt minden egyes well-be.
A kontroll jelet ezesetben olyan HeLa sejtek adték, amelyekhez nem adtak echistatint.
Ekkor négy parhuzamos mérés futott. A harom kiilonb6z6 mérési eljarast a 6. abran

foglaltam Gssze.
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Ures well

‘ \ PPR Puffer
_— _—

l Puffer és sejtek l Chr ABC enzim Sejtek
hozzadasa hozzadasa hozzadasa

lEchistatin [ Sejtek l Sejtek
hozzaadasa hozzadésa adhézidja

l Echistatin } A glikokalix Ki.tapadt
bekotddése emésztése sejt

Integrin-echistatin Integrin-RGD Az emésztett Integrin receptorok PPR
komplexek komplexek glikokalix

6. abra. A hdrom kilonbozé mérési eljards. [20] [35)]

A mérések soran kapott hullamhossz-eltolodas - id6 gorbékral altalanosan kijelenhetd,
hogy szigmoid alakiak, ahogy példaul a [7] &bran is lathato. Az adhézios folyamat
soran a sejtek aljan talalhato integrinek hozzakotnek a feliileten adott koncentracioban
jelen 1évé RGD-hez. Ez elindit egy olyan folyamatot, amely sordn az integrin receptorok

levandorolnak a sejt tetejérsl és oldalarol az adhézios zona iranyaba, igy lehetévé téve
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tovabbi integrin-RGD komplexek létrehozasat. A folyamat az egyensiilyt megkozelitve
lelassul, azt elérve pedig leall - ekkor a sejtek elérik végss alakjukat a feliileten kitapadva.
Ezen folyamatot befolyasolhatjak a kiilonb6z6 hatoanyagok. [36]

A mérés kiértékelését az alapvonal korrekcidjaval kezdtem. A mérés soran voltak
olyan well-ek amelyekbe csupan puffer, vagy kezeletlen Hela sejtek keriiltek, ezen lyu-
kak hullamhossz-eltolodésait 0-nak vettem. A korrekcié soran a kapott szigmoidokbol
levontam a kontroll well-ek értékeit minden idépillanatban. A szérast szintén a kiértéke-
16program segitségével szamoltam. Emellett a hibds méréseket add well-eket nem vettem
figyelembe: ez példaul akkor fordulhatott els, ha a sejtek well-ekbe valo pipettazasakor
légbuborék keriilt a lyukakba. Ilyenkor a szenzor nem képes érzékelni a sejteket és nem
kapunk mérhet§ jelet.

A szenzorral mért hullamhossz-eltolodasok eltéré sejtszamok esetén

Rely § mn 3000 sejt
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=
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1d6 (min)

7. abra. A kapott hulldmhossz-eltolodds idd grafikon a sejtszdmfiiggd mérés esetén.
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Elmélet és programfejlesztés

A sejtadhézi6 kinetikus modellje

Kany6 és munkatéarsai az RWG bioszenzor altal rogzitett adhézios gérbék elemzésére
egy olyan kinetikai modellt dolgoztak ki, amely figyelembe veszi a molekularis szinten
felléps fontosabb kolesénhatasokat. [20] A modell kozonséges csatolt differencidlegyen-
letekkel irja le a ligandumok, a szabad integrinek, és az integrin-ligandum komplexek
felszini koncentracidinak idébeli valtozasat, illetve az integrinek adhézios zonaba valo to-
borzasat kinetikus sebességi allandokkal jellemzi. Igy a ligandum (L), a szabad integrin

“, e,

zonaban az id6 mulasaval a kovetkezd egyenletek szerint alakul:

dB
9 kL. T— kB 1
C -k \ (1)
dL
L L. T+kB 2
dt v dh @
dl
%:—kle-[—FkgB‘Fk[;B([max_[) (3)

Ahol k; és ko az integrinek és ligandumaik asszociacios és disszocidcios sebességi rata-
ja, ks pedig az integrinek toborzasi sebességi ratdja az adhézios zonaba. I, az integrinek
maximalis lehetséges felszini koncentracidja az adhézios zonaban. Ha az I szabad integrin
koncentraci6 eléri ezen fels6 hatéart, a receptorok toborzasa leall. A szenzor altal mért
hullamhossz-eltolodasok értéke aranyos az adhézids folyamatok soréan kialakuld integrin-
ligandum komplexek felszini koncentraciojaval, a B értékkel . [20] Dolgozatomban a
kiilonb6z6 mérések soran kapott adatokra illesztettem meg ezen differencidlegyenleteket.

Ezen kinetikai modell megillesztéséhez el6szor a pm-ben kapott mérési adatokat at

kellett valtani M;Q -ra. Kany6 és munkatéirsai méréseik soran azt figyelték meg, hogy a
mért maximalis hullamhossz-eltolodas 1200 pm koriil van, ekkor pedig a sejt als6 részén,
az adhézi6s zonaban a legnagyobb az integrinek stirtisége. Ezutdn mikroszkop segitségével
képeket készitettek a sejtekrdl és arra jutottak, hogy koriilbeliil 1000 pm?-nyi feliiletet
fed le egy atlagos letapadt sejt. A HelLa sejtek esetén ekkor ezen teriileten koriilbeliil

6000 darab, kotott allapotban 1évS integrin taldlhato telitett allapot esetén.
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Azaz 1200 pm-nyi hulliamhossz-eltolodést 6000 db integrin/1000 um? idéz els: 6# =
1200pm azaz a hullamhossz-eltolodas és a kotott integrinek feliileti koncentracidja kozotti

konverzio: 1pm <+ 5 mln2. [20] [37]

Az illesztés ezutan mar elvégezhetd lesz, és a ky, ks, ks, illetve a I, illesztési paramé-
terek megkaphatoak. Az illesztés a mérés t=0 idGpillanatéatol az utolsoig, altalaban t=120
percig futott a kovetkezs kezdeti feltételekkel a sejtszamfiiges és az echistatin-os mérések

esetén: L(t=0)=30 000 ﬁ, B(t=0)=0 — és I(t=0)=0.1 1. A glikokalix enzimati-

@ pm?

kus emésztésének vizsgalata soran a feliiletkezelést 50%-s RGD koncentracioval késziilt,

ekkor L(t=0)=15 000 . Az illesztés soran mekapott k; és ko ratak hanyadosaként a

1
pm?

disszociacios allando értékét a kovektezd modon kaphatjuk meg:

QDKd _ (4)

A kétdimenzios, feliileti disszocidcios allandd més kisérleti eredményekkel valo Gssze-

hasonlitasahoz meg kell hatarozni a tradicionélis, oldatokra jellemz& haromdimenzios
disszociacios allandot. Ezt a kovetkez6 modon tehetjiik meg:

2D
s Kp
KD = dC (5)

Ahol dg a sejt feliileti adhézios zondjanak atlagos vastagsaga. Ez koriilbeliil (40-160)
nm kozotti értéket vehet fel, és igy az oldatra jellemzd disszociacios allando értéke mar
meghatéarozhato lesz. [38] Az egyszertiség érdekében célszert ezen értéket 100 nm-nek

venni. [20]

Programleiras

A hullamhossz-eltolodas - id6 gérbék a mar emlitett okokbdl szigmoid alaktak. A mérés
kiértékelésének els lépése a Kovacs Kinga Dora altal irt kiértékelGprogram hasznalata,
amely segitségével elvégezhets az alapvonal korrekcidja, a szorés értékeinek meghataro-
zéasa, és a hibas jelet tartalmazd mérések eltavolitasa is. Az igy kapott fajlokban két
oszlopba rendezve megtalalhatdoak az adott idépillanatokban az egyes well-ekben mért
hullamhossz-eltolodasok. Az altalam irt, az igy kapott kinetikai adatok megillesztésére
alkalmas kiértékelGprogram ezen .xlsx kiterjesztési fajlokat olvassa be az adott map-

pakbol. A differencidlegyenlet rendszer megoldésahoz és az adatok megillesztéséhez a
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scipy.integrate.odeint és a scipy.optimize.curve_ fit beépitett fiiggvényeket hasznaltam,
amelyek a Python programnyelv nyilt forraskoéda SciPy konyvtarbol szarmaznak. Ahhoz,
hogy valéban az optimélis paramétereket lehessen az illesztés soran kapni a differencial-
egyenlet rendszert tébbszor is meg kell oldani, ehhez pedig eltérs kezdeti paramétereket
kell alkalmazni minden egyes kisérlet soran. A curve fit algoritmus az illesztések soran
a nemlinearis legkisebb négyzetek modszerét hasznalja, amely soran tulajdonképpen egy
multidimenzionalis koltségfiiggvényt minimalizal. A kinetikus modell differenciélegyen-
leteinek viselkedésébdl adodoan az illesztés soran kapott eredmények nagy mértékben
fliggtek a kezdeti paraméterektsl. Ez azt jelenti, hogy a kinetikus adhéziés modellt al-
koto differencidlegyenletek "stiff", azaz merev egyenletek rendszereként jellemezhetGek:
ebben az esetben az egyenletek megoldasara hasznalhaté numerikus modszerek instabi-
lak, kivéve ha a lépéskoz nagyon kicsi értékeket vesz fel. Ekkor nagy valészintiséggel
nem lehet megtalélni a globalisan legjobb paramétereket mivel a fiiggvény kvazi bele tud
ragadni a lokalix minimumokba, ezzel magyardzhato a kapott paraméterek erds fiiggése
a kezdeti paraméterektdl.

Azzal, hogy t6bbszor, eltérs kezdeti paraméterekkel is elvégzem az illesztést, majd pe-
dig kivalasztom a legjobb illesztett paramétereket, a curve fit algoritmus altal hasznalt
gradiens modszer nehézségei kikiiszobolhetGek. Az illesztésre irt kod tulajdonképpen vé-
gigpasztazza a paraméterteret, majd pedig kivalasztja a legjobbakat a kapott paraméterek
koziil. A parhuzamos mérésekbdl kapott paramétereket kiatlagoltam. A kapott értékeket
méréstdl fiiggden abrazoltam vagy a sejtszam, a kondroitinaz ABC enzim koncentracioja,

s,z

A mérési adatokra illesztett gérbék

mérési adatok
—— illesztett gorbék
== = 3 legjobban illeszkedd gorbe

pm

Felszini koncentracié (-1,)
o
3
)

o} 20 40 60 80 100
1dé (min)

8. abra. A kiilonbozd, a mért adatokra illesztett gorbék egy echistatin-os mérés esetén.
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Eredmények

Sejtadhézio a sejtek feliileti koncentraci6janak filiggvényében

Ak rata
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9. abra. Az asszocidcios sebességi ratdkra kapott értékek dtlaga €s szordsa a sejtszam

fligguényében.

A9 abran lathato, hogy az intregrinek és az RGD ligandumok asszocidcios sebességi
rataja, kq, a sejtszdmmal egyiitt ng. Ennek tobb lehetséges oka is van. Az egyik, hogy
mivel tobb sejt van egy adott well-ben, igy tobb integrin receptor is. Emiatt nagyobb
valészintiséggel jonnek létre tjabb integrin-ligandum komplexek is. Az abran még egy
érdekes jelenség figyelhetd meg: az asszociacios sebességrata értéke akkor a legnagyobb,
amikor nagyobb sejtkoncentréiciok talalhatéak az adott well-ekben.

Erre egy lehetséges magyarazat az lehet, hogy a tumorsejtek bizonyos idealis sejtsza-
mok esetén elGsegithetik egymés letapadésit. Ezen jelenség a noévekedési faktor fehér-
jéinek fokozott szekrécidjaval jar, viszont azt is figyelembe kell venni, hogy a sejtekbdl
készitett adott koncentracioja szuszpenzié elkészitésekor a higitasi sorral egyititt higul-
nak a novekedési faktorok is. Az egészséges sejtek, ellentétben a rékos sejtekkel, addig

osztodnak csupéan, amig érintkezésbe nem keriilnek a szomszédos sejtekkel, megallitva a

folyamatot. Ez a kontakt gatlas jelensége. Jelen esetben az ellentétét figyelhettiik meg.
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A k; rata
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10. abra. A disszocidcios sebesséqgi ratak értékek dtlaga és szordsa a sejtszdm fiigguényében.

Az integrinek és ligandumok disszociacios sebességi ratairol (ko) feltételezhets, hogy
értekiik a sejtkoncentréaciotol fliggetlen, végig kozel allandd (10, abra). Bar a kisebb
koncentracioknél az adatok jobban szérnak, feltételezhetd, hogy idGvel beéll egy dina-
mikus egyensuly: ekkor az integrin-RGD ligandum komplexek szétesési sebességét nem

befolyasolja a feliiletre vitt sejtek stirtisége, amennyi komplex szétesik, annyi 6ssze is all.

A ks rata
atlagok T
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0.02 T
®

3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
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11. abra. Az integrinek toborzdsi rdtdinak dtlaga €s a kapott szordsok a sejtszdm filiggué-

nyében.
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Az integrinek toborzasi ratdja, ks esetén (L1l &bra) a sejtkoncentraciokkal egyiitt
né. Az effektus oka osszefiigg a0 abran lathato jelenséggel: feltételezhets, hogy idedlis
sejtkoncentracio esetén az adhézids folyamatokban a sejtek egymast segitik. Azaz ezen
esetben az figyelheté meg, hogy a sejtek nagyobb sejkoncentraciok esetén tobb integrin

receptort hoznak aktiv allapotba.

Az Imax koncentracio
T atlagok
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12. dbra. A szabad integrinek mazimdlis felileti koncentracidjdara kapott értékek dtlaga és

szordsa a sejtszam fligguényében.

A szabad integrinek atlagos, maximalis feliileti koncentracidja esetén az értékek csok-
kend tendencidt mutatnak . abra). Az adhézios folyamatok kezdetén a sejtek aljan
talalhato integrinek hozzakotnek a feliiletkezelés soran a feliiletre vitt, adott koncentréci-
6ban jelen 1évé RGD ligandumokhoz, ezutan pedig az integrin receptorok levandorolnak
a sejt tetejérsl és oldalarol az adhézios zona felé. [30]

A kétdimenzios, kinetikai disszociacios allando (4] egyenlet) értéke, mivel k; rata ng,
és ko kozel konstans, csokken (13| abra). Ezen értékek més kisérleti eredményekkel valo
Osszehasonlitdsdhoz a méar emlitett médon meg kell hatarozni a tradicionalis, oldatokra
jellemz6 haromdimenzios disszociacios allandot az [5l egyenlet szerint. Ha dc-t, a sejt
szubsztrattol valo elvalasztasahoz sziikséges atlagos tavolsdgot de = 100 nm-nek vessziik
az egyszeriiség kedvéért, akkor a két disszociacios allandénak a sejtszamtol valo fiiggése
megegyezik. Ha a disszociacios allando kisebb értékeket vesz fel, a kotés erdssége né
az integrinek és ligandumok kozott, azaz a sejtkoncentraciok novekedésével egyiitt né a

kotéserdsség a sejt és a szubsztrat kozott. [20]
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A disszociacids allando
T atlagok
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13. abra. A disszocidcios dllanddkra kapott értékek dtlaga és szordsa a sejtszam fiiggué-

nyében.
Sejtek glikokalixAnak enzimatikus emésztése kondroitindz ABC
enzimmel

Ak rata
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14. abra. Az asszocidcios sebességi ratak értékek dtlaga és szordsa a kondroitindz ABC

enzim koncentrdaciojanak fiigguényében.

Ahogy a [14 4bran lathato, a ChrABC enzim koncentraciojanak novekedésével a
kinetikus asszociacios rata 6.25- 1074 U/ml-es koncentracional toményebb enzimkoncent-
racioju oldat hozzédadéasa esetén csokken. Ekkor a glikokalix enzimatikus emésztése sordn

az integrin-RGD ligandum pérok kisebb mértékben hoznak létre komplexeket, mivel a
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glikokalix alapvetGen segit egyben tartani az adhézios komplexeket, korbeoleli 6ket. A

legalacsonyabb enzimkoncentraciok esetén, 6.25-107° U/ml és 1.25-10~* U/ml kézott az

asszociacios sebességrata a kontroll mérésekhez képest nagyobb értékeket vesz fel. Erre

magyarazatként szolgalhat, hogy a glikokalix enyhe emésztése meg is konnyitheti akar az

integrin-ligandum komplexek létrejottét. [20]

A k; rata
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15. abra. A disszocidcids sebességi ratdak értékeik dtlaga €s szordsa a kondroitindz ABC

enzim koncentracidgjanak fligguényében.

A k5 disszociacios rata értékét nem befolyésolja a kondroitindz ABC enzim koncent-

mellett is. abra)
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16. abra. Az integrin toborzdsi rdtdk értékeinek dtlaga €s szordsa a kondroitindz ABC

enzim koncentracidjanak fligguényében.
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c stz

vel . abra). A glikokalix enzimatikus emésztése soran a sejtek asszociacios ratéja, ki
szintiugy csokken (1d. . abra). Ekkor egyre kevesebb integrin receptor hoz létre komple-
xeket a feliilet ligandumjaival, igy varhato is, hogy a sejtek integrinjeinek toborzasi rataja

egyre kisebb értékeket vegyen fel.
Az Inax Koncentracid
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17. abra. A szabad integrinek maximdlis feliileti koncentrdciojdnak az értékeinek dtlaga és

szordsa a kondroitindz ABC' enzim koncentrdcidjanak fiigguényében.

Az Iax paraméter kezdetben kozel allando ahogy, a [I7] &bran lathato, viszont na-
gyobb koncentraciok esetén kozel kétszeresére né. Azaz a glikokalix nagy koncentracioju
Chr ABC-vel valo emésztése sorén a sejtek képesek nagyobb szabad integrin koncentracio
létrehozésara az adhéziés zénaban.

A kétdimenzios, kinetikus disszociacios allando, 2P Kp értéke a ks és ky kinetikai disszo-
ciacios és asszociacios sebességi ratak hanyadosaként kaphato meg. Ertéke kozel konstans
az enzimkoncentracié névekedésével de a két legnagyobb koncentracio esetén, féleg 0.625
U/ml-nél lathato, hogy nagyobb értékeket vesz fel. A kapott kétdimenzios értékek irodal-
mi értékekkel vald 6sszehasonlitasahoz ezesetben is meg kell hataroznunk a haromdimen-
zi6s, oldatokra jellemzd disszociacios allandot, amit az 5] egyenlet segitségével tehetiink
meg. A sejtszamfiiggd mérésekhez hasonloan, az igy kapott haromdimenzios disszociacios
allandok koncentraciofiiggése megegyezik a kétdimenzids parjaéval.

Minél nagyobb értékeket vesz fel a disszociacios allando, annal gyengébb lesz a kotés-

erGsség. Emiatt ezen illesztési paraméterek esetében valoszintsithetd, hogy a disszociacios

allando és az [, koncentracié hasonl6 tendenciai mogott az all, hogy a sejtek a gyengébb
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18. abra. A disszocidcios dllandok a kondroitindz ABC enzim koncentrdcidjanak fiiggué-

nyében.

integrin-ligandum kotéseket magasabb szabad, adhézios zonan beliili integrinkoncentra-
cioval kompenzaljak. Ezen mérések megillesztése a Python kodom ellenérzésére szolgalt,
mivel a kapott adatokat Kanyo és munkatarsai méar publikaltak. [20] Eredményeim az
eltérd illesztési modszereket figyelembe véve nagy atfedést mutatnak a nagy pontossagu,

mar publikalt illesztésekkel.

Az echistatin bekot6désének vizsgalata sejteken

Az adhéziot kiilonbozé hatéanyagok befolyasoljéak, a mar emlitett kondoritinaz ABC
enzim mellett példaul az echistatin is. A felhasznalt sejtek integrinjeivel ezek a moleku-
lak nagy affinitéassal képesek integrin-ligandum komplexeket 1étrehozni. Ennek fényében
olyan helyzet all els, hogy mind a feliiletkezelés soran a szenzorlemezre vitt RGD lig-
andumok, mind az echistatin molekulak egyszerre képesek kotést létrehozni az integrin
receptorokkal — a két tipust ligandum valdjaban ,yersenyez” a szabad integrinekért. Ezen
jelenséget modellezve az echistatin az RGD-bekotédés inhibitoraként valod viselkedése, és
az adhéziora gyakorolt hatédsa megérthets. A kinetikus adhéziés modellt alkalmazva az

illesztés soran kapott paraméterek:
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19. abra. Az asszocidcios sebességi ratdk értékeinek dtlaga €s szordsa az echistatin kon-

centrdcidgjanak fligguvényében.

Ak sebességi rata . abra) csokkend tendenciat mutat, majd pedig kozel konstanssa
valik az 5. adatpont utan, amely a 40 nM-os echistatin koncentracional felvett értéket
jelenti. Ezen kritikus koncentracion til az integrinek RGD-vel val6é komplex képzése kozel

teljesen leall.
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20. abra. Az disszocidcids sebességi ratak értékeinek dtlaga és szordsa az echistatin kon-

centrdaciojanak fiigguényében.

Az integrin-RGD komplexek disszociécios sebességi rataja csokkend tendenciat mutat

az 5. és 6. adatpontig, azaz a 40-100 nM-os koncentréciokig .é,bra). Ezutan a nagyobb
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koncentraciok esetén feltehetGen né a disszociacids sebességi rata értéke, de ezt a nagy

szorasok miatt nem lehet teljes bizonyossaggal kijelenteni.

A ks rata
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21. dbra. Az integrinek toborzdsi rdtdajanak az dtlaga és szordsa az echistatin koncentrd-

cigjanak fligguényében.

A k3 toborzasi rata értéke tobb, mint dupldjara né az 5. adatponttol, azaz a 40
nM-os koncentracional nagyobb esetekben (211 abra). Ekkor feltehets, hogy a magasabb
echistatin koncentraciokat a sejt a feliileten talalhaté RGD-t kots receptorok fokozott

toborzésaval kompenzalja.
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22. abra. A szabad integrinek mazimalis felileti koncentrdidjinak az dtlaga €s szordsa az

echistatin koncentrdciojanak fiiggvényében.
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A szabad integrinek maximalis feliileti koncentracioja kozel konstans a 4. adatpontig,
amelyhez a 20 nM-os echistatin koncentracié tartozik (22} 4bra). Ezutan a 40 nM feletti
koncentraciok esetén a paraméter értéke gyors novekedésnek indul, a kapott paraméterek
tobb mint kétszeresei a kiseb koncentraciok esetén kapottaknak. Ezen jelenség magya-
razataként szolgalhat, hogy a sejtek ezesetben is a magasabb echistatin koncentraciokat

probéljak meg kompenzélni.
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23. abra. A disszocidcios dllanddk az echistatin koncentrdcidjanak fligguényében.

Az integrin-RGD komplexek disszociacios allandoja kozel konstans az integrinek ma-
ximalis feliileti koncentraciéjahoz hasonléan, egészen a 4. adatpontig . abra), majd
pedig novekedésnek indul. Az utolsd, legmagasabb, 2000 nM-os echistatin koncentracio-
hoz tartozo értékek szokatlan viselkedésére magyarazatul szolgalhat mind a ks, k3, az [ ax,
és a P Kp rap esetében is, hogy a kapott paraméterek ezen adatpontokra nagyon szor-
nak, igy nem lehet pontos tendencidkat meghatérozni a mérés pontatlansagabol fakadoan
(1d. 4] 21, abrék). Ezen esetben célszerti a jévében megismételni a mérést tébb
parhuzamos lyukkal. A jelenség emellett azzal is magyarazhato, hogy til nagy echistatin

koncentracio esetén mar nem indulnak be a fentebb emlitett kompenzacios folyamatok.

Két ligandumos kinetikus adhézi6és modell

A kinetikus adhézios modell eredményei csupan az integrin receptorok és az RGD li-
gandumok komplex képzését veszik figyelembe, az echistatin bekotddésének jelemzésére

nincsenek alkalmas paraméterei. Ekkor a modell kiegészitésére van sziikség: célszert
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bevezetni a k4 és a ks asszociacios és disszociacios sebességi ratakat, melyek az integrin-
echistatin komplexek kialakulasat és felbomlasat jellemzik. A két rata hanyadosaként
kapjuk meg a 2DKQeCh—Vad jelolt, echistatinra jellemzd disszociacios allandot. Ezen para-

méterek figyelembe vételével a kinetikus modell differencidlegyenletei a kévetkezd modon

modosulnak:
dB
;;GD = kyLrap - I — ks Brap (6)
B
- % = ky(C = Been) - I — ks Becn (7)
dL
CZGD = _leRGD I+ kQBRGD (8)
dI
dar —k1Lrep - I + keBrep + k3Brap (Imax — 1) — ka(C' — Been) - I + ksBeen  (9)

Ahol ky, ko, és I,.. a mar emlitett paraméterek, ks és ks pedig az echistatin asszo-
ciacios és disszociacios sebességi ratdi. Brgp az integrin-RGD komplexek feliiletmenti
koncentracioja, mig B, az integrin-echsitatin komplexeké. Az Lrgp paraméter adja
meg a szabad RGD komplexek feliilletmenti koncentraciojat, mig a szabad echistatinokét
a (C' — Been) kiilonbségként adhatjuk meg, ahol C' a kiilonb6z6, a mérés elején a sejtekhez
adott echistatin koncentraciokat jeloli, feliileti koncentracidoba atszémolva. Az illesztések

soran kapott paraméterek a kovetkezdok:
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24. abra. Az asszocidcios rdatdak értékeinek dtlaga és szordsa az echistatin koncentrdciojinak

fligguényében.
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25. abra. A disszocidcios ratdk értékeinek dtlaga €s szordsa az echistatin koncentrdciojinak

fiigguényében.

A k; rata kezdetben 1.30 - 107*  pm™2 és 2.46 - 107* pum~2 kozotti értékeket vesz
fel novekvs tendenciat mutatva egészen a 6. adatpontig, azaz a 200 nM-os echistatin
koncentracioig. Ekkor a kapott paraméter értéke gyorsabb novekedésnek indul . ab-
ra). A ky rata értéke nd, majd pedig a 6. és 7. adatpontnal, azaz (100-200) nM-os
koncentracioknal valt tendenciat abra).
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26. abra. Az integrinek toborzdsi ratdajinak az értékeinek dtlaga és szordsa az echistatin

koncentrdcicjanak fiigguvényében.

A k3 rata értékének (40-100) nM-os echistatin koncentracioknal, azaz a 4. adatpont

kérnyékén maximuma van, ezutan pedig feltehetGen csékkend tendenciat mutat (1d. .
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27. abra. A szabad integrinek maximdlis feliileti koncentrdiojdnak az értékeinek dtlaga és

szordsa az echistatin koncentrdcidjanak fligguényében.

denciat mutat 4. adatpontig (azaz 40 nM-os echistatin koncentracioig), a nagyobb értékek

esetén kozel konstanssa valik abra). Megfigyelhets, hogy ekkor a abraval ellen-

s,

koncentracional nagyobb esetekben kozel a felére esik.
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28. abra. Az integrin-echistatin komplexek asszocidcios ratdinak dtlaga és szordsa az echis-

tatin koncentrdciojanak fiigguényében.
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29. dbra. Az integrin-echistatin komplexek disszocidcids ratdinak értékeinek dtlaga és szo-

rdasa az echistatin koncentrdciojanak fiigguényében.

Az integrin-echistatin komplexek asszocidcios ratai csokkennek az echistatin koncent-
racio novekedésével, mig a disszociacios ratak értéke ng . és . abrak). Megfigyelhe-
t6, hogy az integrin-echistatin komplexek az echistatin koncentracioé névelése soran egyre

gyorsabban esnek szét, és egyre lassabban jonnek létre.

Az RGD disszociacids allandé
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30. dbra. Az integrin-RGD komplexek disszocidcids dllanddinak dtlaga és szdrdsa az echis-

tatin koncentrdcidgjanak fligguénycben.
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Az echistatin disszociacids allandé
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31. abra. Az integrin-echistatin komplexek disszocidcios dllanddinak dtlaga és szordsa az

echistatin koncentrdcidjinak fligguényében.

Az integrin-RGD komplexek kétdimenzos disszociacios allandoi 3-1073 ﬁ és 1300 ﬁ
kozott mozognak . abra), mig az integrin-echistatin komplexek disszociacios allandoi
ezredrészei ezen értékeknek. A tendencidk a hdromdimenzios esetben ezzel megegyez&ek
apl egyenlet alapjan. Mivel az integrin-echistatin kotés kb. 1000-szer erésebb, mint az
integrin-RGD, igy a kapott paraméterek reélis nagysagrendbe esnek. [39]

Koriilbeliil (40-100) nM echistatin koncentracié kérnyékén mind az egy- és a kétligan-
dumos kinetikus adhézids modell megillesztése soran kapott paraméterek értéke nagyfoku
valtozast mutat. Szekacs és munkatarsai méréseik sordan meghatéaroztédk azt az echistatin
koncentraciot, amelynél megkozelitSleg a potencialisan kialakithato kotések létrejottét az
esetek felében az echistatin gatolja. Ezen koncentrécio értéke 20 és 40 nM kozotti, amely
egybevag az illesztés soran kapott eredményekkel. Példaul a abran az integrinek
toborzasi rataja kozel duplajara ng, ekkor pedig feltételezhets, hogy sejt igy kisérelheti
meg kompenzalni a magasabb echistatin koncentraciok hatéasat. [35]

Magasabb echistatin koncentraciok esetén az adhéziés komplexek minésége megval-
tozhat. A kapott gérbék alapjan feltételezhets, hogy az el6bb emlitett kritikus echistatin
koncentracionédl nagyobb értékek esetén szelektiv integrin aktivizéaciot figyelhetiink meg.
Lehetséges, hogy ekkor a sejt a hatékonyabb komplex képzésre alkalmas receptorok to-

borzasat folytatja, mig a kevésbé hatékonyakét ledllitja. A mérések soran kapott ered-

mények alapjan feltételezhetd, hogy a sejtek a magasabb echistatin koncentracidokat vagy
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més morfologidju adhézios komplexek kialakitasaval, vagy olyan integrinek toborzasa-
val kisérlik meg kompenzélni, melyek hatékonyabban képesek kotni a feliileten rogzitett
RGD ligandumokkal. Ezt alatamasztja az, hogy az integrin-RGD kotéserGsség egyiitt
né az echistatin koncentracioval, mig az echistatin-integrin pedig csokken. Az integrin
receptorok harom csoportja képes az extracellularis matrix fehérjéivel kotésbe keriilni.

Ezek az RGD, a kollagén és a laminin receptorok. [40)]

RGD receptorok Kollagén receptorok
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32. abra. A hdrom, extracelluldris mdtrixszal kétés létrehozdsdra alkalmas receptor csaldd.

40

A dezintegrinek, mint példaul az echistatin szelektiv moédon hatnak kolcsén az integ-
rinekkel. A kolecsonhatas létrejottét befolydsolhatjak a kiilonbozs, RGD-vel szomszédos
aminosavak, az intamolekularis diszulfid hidak elrendez&dése, és egyéb molekularis té-
nyezSk is. Az echistatin potens inhibitora az ollf3, az av(33, és az abf1 integrinek
ligandumokkal val6 komplex képzésének, mivel a 53 és a S1 alegységgel rendelkezd re-
ceptorokat blokkolja. [41]

A nyolec RGD-két6 integrin (av33, avps, avpe, avil, avi8, abph, all3, a8f1) exp-
resszidja megnd a daganatos sejtekben, igy befolyasolva a kiilonboz6 patofiziologiai funk-
ciok mikodését. [40] Mivel az echistatin az ollf3, az avf3, és az ab5f1 integrineket
blokkolja, igy a tovabbiakban célszerd lehet az av@3 és az 551 receptorokat vizsgalni,
mivel mindketts eléfordul méhnyakrak sejtekben, ahogy példaul a vizsgalt HeLa sejtek-

ben is. Feltételezhets, hogy ezen receptorok toborzasat a sejtek leallitjak a nagy echistatin
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koncentraciok kompenzélasahoz, hogy igy adaptalodva az effektivebb receptorok tovab-
bi toborzasaval folytathassdk a receptor-RGD ligandum komplexek képzését. Az allf3
integrin kizarolag trombocitakban talalhaté meg, igy vizsgalata a tovabbiakban a HelLa

sejtvonalra fokuszalo kutatasom szempontjabol nem lenne effektiv. [40)]
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Osszegzés

Dolgozatom elkészitése soran jelolésmentes RWG bioszenzor altal rogzitett kinetikai
gorbéken vizsgaltam, hogy a HeLa sejtek adhézios kinetikdjat hogyan befolyasolja a kor-
nyezd sejtek feliileti stirtisége, a kondroitinaz ABC enzim koncentracioja, és az echistatin
koncentracioja. Dolgozatomban ismertettem a sejtadhézié mechanizmusat, a folyamat-
ban résztvevs f6bb anyagokat, és a méréseim soran hasznalt eszkozok miikodését.

A mérési eredményeket vizualizaltam és kiértékeltem mar meglévé és altalam irt prog-
ramok segitségével. A tovabbiakban célszert lenne a mérések ismétlése tobb parhuzamos
méréssel, hogy pontosabb eredményeket kapjunk. Az adatokat sikeresen megillesztettem
az altalam irt, a legjobban illeszked6 gorbék kivalasztasara alkalmas programmal, amely-
hez a Kany6 és munkatarsai [20] altal létrehozott kinetikai modellt alkalmaztam, illetve
annak egy modositott valtozatat.

A kapott paramétereket dbrazoltam a relevans tényezsk fiiggvényében (sejtszam, kond-
roitindz ABC enzim koncentracioja, echistatin koncentracioja). A sejtkoncentraciok val-
toztatasaval késziilt mérések eredményei alapjan megfigyeltem, hogy megfelels sejtszamok
esetén a HeLa sejtek elGsegitik egymas adhéziojat. Ezen adhéziot elGsegits kolesonhatast
én figyeltem meg el6szor a kinetikai gorbék illesztése soran. A sejtek glikokalixanak kond-
roitindz ABC enzimmel val6 emésztése soran késziilt mérések adatainak megillesztése a
kodom validacidjara szolgalt. Az igy nyert paraméterek nagyfoku atfedést mutatnak a
mar publikalt eredményekkel. Az echistatin bekotdésének vizsgalatahoz a megillesztet-
tem a kinetikai adatokat a Kanyo és munkatarsai altal készitett modellt [20] alkalmazva,
illetve a jelenség optimalisabb vizsgalata érdekében modositottam a differencidlegyenlet
rendszert. Ezen 1j, kinetikai adhézios modell mind az RGD, mind az echistatin bekots-
dését figyelembe veszi.

Az igy kapott eredmények arra utalnak, hogy a sejtek képesek adaptalodni a magasabb
echistatin koncentraciokhoz. Ekkor feltételezésem szerint azon receptorok toborzasat le-
allitjak, melyek képesek nagy affinitdassal komplexek képzésére az echistatinnal, és igy
adaptalodva az effektivebb receptorok tovabbi toborzaséaval folytatjak a receptor-RGD li-
gandum komplexek képzését. Az echistatin bekotddését leird kinetikai gorbék analizisére
még nem keriilt sor, ez a dolgozat az els6 amelyben kisérletet tesziink arra, hogy ezen

szempontbol vizsgaljuk a folyamatot.
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A kapott eredmények alapjéan tovabbi mérések elvégzését tervezziik molekularis biol6-
giai modszerek alkalmazasaval. A lehetéges eljarasok lehetnek festéses modszerek, illetve
kvantitativ PCR segitségével célszert lenne meghatarozni, hogy az adott receptorok koziil
az echistatin hozzaadasa el6tt és utan melyek keriilnek kifejez&désre. Emellett célszert
lenne az ELISA eljaras alkalmazasa is, amellyel ellenanyagok segitségével tudjuk detek-
talni a keresett anyagokat oldatban. Ezen eljaréssal mar vizsgaltak az av/3 és az abf1
receptorokat Gémes és munkatarsai is, csak mas anyagok hatasat vizsgalva, igy kiilono-
sen kézenfekvs lenne ezen eljaras alkalmazésa. [42] Ezen molekularis folyamatokat eddig
a sejtekbdl izolalt molekuldk segitségével vizsgaltak. Az altalam hasznalt jelolésmentes
érzékelés és kinetikai modellezés lehet6vé teszi az adhézids folyamatok molekularis szintt

tanulményozasat a sejt €16 allapotdban, az integrinek izolacioja nélkil.
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