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1. Roviditések jegyzéke

AFM  Atomic Force Microscopy Atomerd mikroszkép
DMEM Dulbecco ’s modified Eagles medium Dulbecco modositott Eagle tapoldat
DPBS Dulbecco ’s Phosphate-buffered saline ~ Dulbecco fizioldgids foszfat puffer

ECM  Extracellular matrix Extracellularis matrix

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Etilén-diamin-tetraecetsav

FluidFM Fluidic Force Microscopy Fluidikai er6 mikroszkop

HBSS  Hanks’ balanced saltsolution Hanks’ s6oldat

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1- 4-(-2-hidroxietil)-1-piperazin-
piperazineethanesulfonic acid etanszulfonsav

PBS Phosphate-buffered saline Fiziolbgias foszfat puffer

PP Poly-(L-lysin)-graft-poly (etylen-glicol) Poli (I-lizin)-graft-poli (etilén-glikol)

PPR Poly-(L-lysin)-graft-poly Poli (I-lizin)-graft-poli
(etylen-glicol)-RGD (etilén-glikol)-RGD
RGD  Arginine glycine aspartic acid Arginin glicin aszparaginsav



2. Absztrakt

Napjainkban a biofizikai €s bioldgiai kutatdsokban fontos szerepet tolt be a bioldgiai jelenségek
vizsgalata az egyedi sejtek szintjén. A hagyomdnyosan elterjedt, teljes populécion végzett méré-
sek sordn minden esetben dtlagoljuk az eredményeket. Markansan eltérd alpopulacidkkal ren-
delkez6 bioldgiai rendszerek esetében az igy nyert eredmények félrevezetéek lehetnek. A ha-
gyomanyos technikdkkal szemben az egyedi sejt szinti mérések esetén sokkal részletesebb
képet kaphatunk a szovetek heterogenitasirdl, komplex biol6gidjardl és a lehetséges alpopulaci-
okrol. A sejtadhézi6 nagy jelentSségli szamos alapvet bioldgiai folyamatban, €s a megismerése
kozelebb visz a sejtek magasabb szervez6désének feltérképezéséhez. A folyamat megkeriilhe-

tetlen jelentdségii pl. implantatumok €s gydgyszerhatdanyagok kifejlesztésében is.

Meéréseimet egy mikrofluidikai csatornaval ellatott atomerdmikroszkoppal (FluidFM) végeztem.
A mikrofluidikai csatorndban uralkodé nyomas véltoztatdsaval a miiszer konzoljdhoz méasodper-
cek alatt hozza lehet rogziteni a célsejtet, majd azt a feliiletr6l eltdvolitva mérhet6 a sejt fel-
szakitasdra jellemzd er6-tavolsdg gorbe. A miiszer konzolja kiilonbozd aperturakkal rendelkez-
het. Adhézios méréseket 2 um, 4 um és 8 um atmérdji kor alaku aperturdval lehet végezni. A
konzol egy mésik fontos paramétere a rugéallandd, mely lehet 2 N/m vagy 0.3 N/m.

A kutatdsom célja az erGsen letapadt sejtek felszakitdsanak a sikerességének a tesztelése volt,
kiilonb6z6 rugdallanddju és geometridju konzolokkal. Ehhez HeLLa méhnyakrak és preosteob-
last csontszoveti sejteken végeztem méréseket. Tapasztalataim szerint az egészséges preoste-
oblast sejteket csak a puhdbb (0.3 N/m rugdélland6ji), mig a rékos sejteket mindkét konzol-
lal fel tudtuk szedni. Emellett a kisebb aperturdju konzollal mért erdgorbék alakja jelentésen
eltérve a nagyobbakétol, kettds minimumot mutat. A minimumok kézelében az er6gdrbe me-
redekségét kielemezve meghatdroztam az adott bioldgiai rendszerre jellemz6 adhézids erd/
tavolsag értékeket, melyek 0sszefiiggésben vannak a sejtek rugalmassagaval. Munkam hozzajarul
ahhoz, hogy az €16 sejtek adhézids paramétereit nagyszamu egyedi sejten, hatékonyan tanulma-

nyozni tudjuk, szemben a kordbbi néhany sejten elvégzett adhézids kutatdsokkal.



3. Bevezetés

3.1. Sejtadhézio

Szervezetiink sejtjeinek egy része adherens, igy szdmukra fontos, hogy egymashoz vagy kiilon-
b0z fehérjekomplexeken keresztiil az extracellularis métrixhoz (ECM) tudjanak kapcsolddni.
Ha ezen sejtek kitapaddsat meggatoljuk, akkor elpusztulnak. A szolid tumor sejtek ebbe a ka-
tegdriaba tartoznak, igy a sejtadhézi6 vizsgalatanak fontos szerepe van a rakkutatdsban. A sejt-
adhézidnak jelentSs szerepe van a sejtnovekedésben, migracidban és differencidlédasban [10].
Magét az intracelluldris adhéziot kozvetithetik dezmoszomdék, szoros és adherens Osszekap-
csolédasok. Ebben az esetben a sejt az extracellularis matrix molekuldival fokdlis adhézion ke-
resztiil hat kéleson [3]. Adhézidkor a sejtek dtrendezik a sejtvazaikat felvéve az adott sejttipusra

jellemz6 morfoldgiat €s kiteriilnek a rendelkezésiikre 4ll6 feliileten [10].

Az adhézi6 jellemzésére azt az er6t szokds haszndlni, ami a tapad¢ feliiletek, azaz a sejt-
szubsztrattol vagy egy masik sejttdl vald elvalasztisahoz sziikséges. Ezt az er6t kiilonbozo
miiszerekkel kozvetetten vagy kozvetleniil mérni lehet. Kozvetett mérést végezhetiink jelolés-
mentes optikai bioszenzorokkal, melyek feliilethez kotott evaneszcens hullamok segitségével
detektdlni tudjdk a lokdlis torésmutato valtozast. Megmérve az eszkoz szenzorarol visszaverddd
és a spektroszkopba érkez6 fény hullimhossz-eltolddasat, érzékelni tudjuk a sejtmembranban a
sejt alatti teriileten felhalmoz6dé adhézids proteineket. Ezzel a technikdval megmérhetd egy sejt
optikai teriilete, melybdl kovetkeztetni lehet az adhézids erejére [16]. Kozvetlen adhéziomérést
végezhetiink atomer6mikroszkoppal (AFM) vagy fluidikai erdmikroszképpal (FluidFM). AFM
esetén kémiai kotéssel rogzitjiik a sejtet a konzolhoz, mig FluidFM-nél nyoméskontrolalédssal.
Miutan létrejon a sejt és a konzol kozotti kapesolat, a sejtet lassan felemeli a miszer, ezzel

levalasztva a feliiletrol.

A sejtek egymashoz vagy az extracelullaris métrixhoz makromolekuldkon keresztiil kapcsolod-
nak, s a sejtfeliileteken talalhat6 makromolekulak kozott vagy a makromolekulak és az ECM
kozott nem kovalens kotés jon létre. A sejtadhéziés molekuldkat 2 csoportba szoktdk sorolni,
attdl fiiggSen a kolcsonhatas kialakitdsahoz sziikséges-e C'a®t ion. Mig az integrinek, a kadhe-
rinek és a szelektinek fiiggenek a C'a®"-tdl, addig az immunoglobulin szupercsalddba tartozo

sejtadhézios molekulak fiiggetlenek.
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1. abra. A sejtadhézio és a folymatban jelentls szerepet jdtsz6 adhézids molekuldk [19].

Az adhézios molekuldk egyik legfontosabb csoportjat alkotjak az integrinek, melyek két al-
egységbdl (a és ) 4ll6 heterodimer transzmembranfehérjék. 24 féle o és 9 féle J alegység
létezik, s a dimerkombindci6 hatdrozza meg az integrin mely ligandumokat képes felismerni.
Egy integrin lehet aktiv vagy inaktiv, s az aktivacid konformdciovaltozason keresztiil megy
végbe. Inaktiv allapotban az alegységek C-termindlisai egymashoz kozel, mig aktiv helyzetben
egymadstol tavol helyezkednek el. Integrinek segitségével alakul ki a kapcsolat a citoszkeleton,
azaz a sejt szerkezeti vdza (megszabja a sejt alakjat) és az extracelluldris matrix kozott. A cito-
szkeleton nyul6 végét az aktin filamentumok alkotjdk. Ehhez kapcsolodnak a rendezett fokalis
adhézios komplex segitségével az integrinek és az adhéziés molekuldk [11]. Az integrin és
az adhéziés molekula kozotti kapcsolat specifikus aminosavszekvencidkon példdul RGD-n ke-
resztiil valosul meg. Sejtadhéziokor az integrinek lokalisan stirtisodnek, ezzel fokalis adhézios

korongokat létrehozva [12].
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2. abra. A két alegységbdl dllo integrin és a sejtmembrdnban elfoglalt konformdcidjdanak

sematikus dbrdzoldsa

3.2. Egyedi sejtszintii technologiak

Az €16 organizmusok sejtekbdl dllnak, igy kiemelten fontos a relevans egyedi sejt szintli kdlcson-
hatasok feltérképezése és megértése. Napjainkban a biofizikai kutatdsok egyik kiemelkedd dga
az egyedi sejtek nagy atereszt6képességli manipuldlasa. Ebbdl 1athatd, hogy az egyedi sejt tech-
noldgidk fontos eszkozévé véltak a bioldgiai analiziseknek. Ilyen technikdkat haszndlnak a
rendszer biolégia, genomika és proteomika teriiletén. Osszehasonlitva egy teljes sejtpopulacién
végzett atlagolt méréshez képest az egyedi sejtszintli mérések- bdl sokkal részletesebb képet
kaphatunk a szovetek heterogenitdsardl és komplex biol6gidjardl. A mikrofluidikai, elektrofi-
ziologiai, nagy felbontdsu képkészitéssel zajlo, tomeg spektrometriai és szekvendlé mérések
sordn a precizitds novelésével részletesebb képet kaphatunk az egyes sejtek szoveten beliili el-
helyezkedésérdl. Ezen mddszerek kiemelkedd érzékenysége lehet6vé teszi a sejtek funkcidinak

vagy patogenikus hatdsainak vizsgélatat[6].



Egyedi sejtek adhézgjat kiilonboz6 technikdkkal lehet mérni. Elterjedt méréeszkoz a jelolésmen-
tes optikai bioszenzor, melyek feliilethez kotott evaneszcens hulldmokat hasznélnak, s detektalni
tudjak a a szenzorfeliilet 150-200 nm-es tartomédnyédban bekodvetkez6 torésmutatd valtozast. En-
nek koszonhetden lehetdvé teszik a sejtadhézid iddbeli lefolydsnak tanulmanyozasat. Viszont
ezen technikdk egyik nagy hétrdnya, hogy az atomerémikroszképpal ellentétben az er6t nem
direktbe mérik, hanem arra az optikai teriiletbdl kovetkeztetnek. Sztilkovics €s tarsai cikkiikben

FluidFM-es mérések segitségével meghataroztdk a bioszenzorral mért optikai teriiletek milyen

konkrét er6értékeknek felelnek meg [16].

Szintén egy jelolésmentes sejtvizsgaldsi technika a digitdlis holografikus mikroszkopia, mds
néven holomonitor. A miiszerben valés id6ben lehet vizsgdlni a sejt morfoldgidjat és a fi-
ziologiai paramétereket. A mérni kivant objektumrdl visszaverddik vagy keresztiil megy egy
1ézer fény. Az emlitett 1ézerfény fazistoldsa fiigg a minta optikai vastagsdgatdl, amit meghataroz
az objektumon beliili térésmutat6 és a vizsgdland6 anyag fizikai vastagsdga. A miszer az opti-

kai vastagsagot nanométeres pontossaggal tudja mérni [14].

A korébbiaktdl jelentSsen eltéré miiszer a mikropipetta, mely a sejt f6lé megy, majd a nyomads
lecsokkentésével beszivja azt. A mintara adott nyomds ismeretében kovetkeztetni lehet ugyan
arra az erdre, amivel felszedtiik a sejtet, de jelenleg nem lehet vele pontos adhézids kisérleteket

végezni [18].

3.3. Atomer6 mikroszkép (AFM)

Atomerdmikroszkotot el6szor 1985-ben Binning, Quate és Gerber hasznalt. Maga a miszer
biztosit egy nagy felbontdst nem optikai elven miikdodod képalkot6 technikat, igy szokas feliile-
tek vizsgélatdra haszndlni. AFM-mel pontos és rengeteg tulajdonsagot (pl. topoldgia, elekt-
romos, magneses, kémiai, optikai €s mechanikai) nem modosité méréseket lehet vakuumban,

leveg6ben vagy folyadékban végezni.

Az AFM szondija egy hegyes tdi, aminek nem kell feltétleniil eletromosan vezetdnek lennie.
Ezt a tiit leggyakrabban sziliciumbdl (Si) vagy szilicium nitridbdl (SiN) készitik. A tl egy
rug6lapkdhoz van rogzitve, aminek a meghajlasabdl kovetkeztethetiink a tli és a minta kozott
fellépd er6re. A tiit és a rugdlapkdt egy piezoelektromos szkennerrel horizotalis és vertikdlis

irdnyba egyiittesen mozgatjuk a minta felett. A minta feliiletétdl fliggéen az egyes pontokban



a konzol meghajlasa eltér6 mértékd lesz. Magat a meghajlast optikai tton, egy lézernyaldb
segitségével tudjuk detektdlni. A rugélapka mintdval ellentétes oldalardl visszaverddd fény
poziciojat egy detektorral lehet érzékelni[8][5]. Az a cél, hogy az AFM konzoljanak meghajlasa
kozel alland6 legyen, s igy a kolcsonhato er6t is tekinthetjiik konstansnak. Ha rogzitjiik az AFM

hegyének koordinatdit, akkor a feliiletrdl egy 3 dimenzids topoldgiai képet kapunk[5].

Két gyakran hasznalt alap AFM feliilet topoldgiai képalkotdsi modszer 1étezik. Az egyik a szta-
tikus vagy kontakt médszer, a masik a dinamikus modszer. A dinamikus mddszeren beliil még
két almddot szokds megkiilonboztetni, a megszakitott kontakt vagy kopoktaté és a kontakt men-
tes mddszert. A kontakt mdd esetén az AFM hegye konstans kontakt mellett végigpasztizza a
minta feliiletét. A visszacsatolasi rendszer célja egy konstans konzol meghajlas és kolcsonhatési
erd fenntartdsa. Az AFM hegy és a feliilet kozott haté erdk ilyenkor taszitd jellegliek. Eh-
hez a mddszerhez puha AFM konzolokat haszndlnak, ezzel minimalizalva a hegy kopasit, a
feliilet sériilését és novelve az érzékenységet. Megszakitott kontakt méd esetén a konzol az elsé
rezonanciafrekvencidja koriil gerjesztodik egy piezoelektromos elven miikodd rendszer altal.
Az AFM hegyét mozgatjdk ugy, hogy €ppen hozziér a feliilethez az oszcillacio legmélyebb
pontjaban. fgy az oszcilldcié amplitidéja csillapitdst szenved. A médszer esetén a konzol osz-
cillalasi amplitiddja és ezen keresztiil a kdlcsonhatasi er konstans értéken van tartva. Itt szintén
taszito er6 1€p fel a minta €s a konzol kozott. A kontaktmentes modszer esetén az AFM konzol
a rezonanciafrekvencidja kornyékén egy a kontakt modbelinél kisebb amplitudéval van rez-
getve. A rezgés amplitiddja akkora, hogy a konzol és a feliilet kozott maradjon néhdny na-
nométernyi tavolsdg. Tobbnyire a konzol oszcilldlasi frekvencidjan keresztiil tartjdk konstans
értéken a kolcsonhatasi er6t. Ez a mddszer folyadékban preciz erSkontrollt és j6 felbontasu
képeket tud biztositani. El6nye a masik két mddszerrel szemben az, hogy alkalmazédsakor a

1étez6 legkevesebb kolcsonhatés 1€p fel a td és a feliilet kozott[6].
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KUlonb6z6 AFM mérési modszerek
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3. abra. Baloldalt a konzol és a minta kozott felléppd kolcsonhatds ldthato, mig jobboldalt a

minta-tii erd van dbrdzolva a tdvolsdg fiiggvényében. A kontakt tizemmaod sordn van a

mintdhoz legkdzelebb a tii hegye, igy ilyenkor erds taszitds jellemzi a tii-minta kolcsonhatdst.

Kontakt mentes tizemmodban a tii hegye az erdsen taszito tartomdnyon kiviil marad. Kopogtato

lizemmodban a kontakt és a kontakt mentes tartomdny kozot mozog a tii hegye [1].

Az atomerdmikroszképot gyakran haszndljak sejt-szubsztratum vagy sejt-sejt kdlcsonhatds egye-

di sejtszintli tanulméanyozasara. Ilyen tipusu felhasznélaskor a sejtek tobbnyire kémiailag van-

nak rogzitve az AFM konzoljdhoz. Viszont a kémiai rogzités miatt a mérhetd adhézids er6k ma-

ximum néhany szdz nanonewton nagysagu értékeket vehetnek csak fel és sok kisérlet elvégzése

sziikséges az eredmények egyértelmi alatdmasztasiahoz[19].
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3.4. Fluidikai eromikroszkoép (FluidFM)

Kisérleteim sordan egy mikrofluidikai csatornaval és nyomdskontrollerrel ellatott atomerdmikrosz-
képpal, azaz dgynevezett FluidFM-mel mértem, melyet a Cytosurge fejlesztett ki. Magéhoz a
miszerhez tartozik egy Olympus inverz optikai mikroszkédp, ami lehetdvé teszi a mérés kozben
a sejtek, és a miiszer miikodésének a megfigyelését. Két oldalra lehet mintat behelyezni, jobbra
és balra, s a mintatart6t x-y irdnyba lehet mozgatni. A konzolt a z tengelyt tartalmaz6 fejhez
rogzitjik a mérés sordn. A fejben taldlhat6 egy nyomadskontroller, mely segitségével a csa-
torndban uralkod6 nyomast -700 és 1000 mbar kozott tudjuk varidlni. A z tengely az x-y-tdl
fliggetleniil mozog akar 1 nm-es felbontassal. Maga a miiszer tobbféle mérést tesz lehetdvé. Ku-
tatdsom ugyan csak az adhézids kisérletekre fokuszal, de emellett lehet vele sejtekbe kiilonbozd
anyagokat injektélni, kivonni vagy kiilonb6z6 gyorsan valtozé mértékben adheziv feliileteket
létrehozni. A kordbban mar emlitett mikrofluidikai csatorna magéban a szilicium, szilicium-
nitrid konzolban helyezkedik el és az egyik vége a nyomdaskontrollerhez kapcsolddik, mig a
masik egy apertirdban végzddik. Ez az apertira a hasznalatt6l fiiggéen eltér6 lehet. Adhézid
méréshez kor alakut hasznalunk, melynek az atmérdje lehet 2 pum, 4 pum, és 8 um. Ezzel szem-
ben injektalashoz egy olyan piramidélis hegyben végz6d6 apertarat szokds alkalmazni, melynek
az oldalan van egy kis 600 nm atmérdji lyuk. Egy ilyen konfigurdciéval konnyen dtszakithaté a
sejtmembran anélkiil, hogy a mikrofluidikai csatorna eldugulna. Az apertira mellett a konzol-
nak egy masik nagyon fontos tulajdonsaga a rugédllanddja, mely a Cytosurge altal gyartottak

esetén névlegesen 0.3 N/m vagy 2 N/m lehet[21].

12
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4. abra
1. A FluidFM, mint miiszer. A képen ldthato a fej, a mikroszkop és a mintatartok [20][2].

2. A méréshez haszndlt konzol. Balrdl a 2. képen ldthato a tartdly, amit fel kell tolteni, mig

az utolso kép az apertirdt mutatja [2].

3. A mikroszkdppal ldtott kép és az adhézios mérés menete [20].
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Mérés elott 1 pl pufferral (vagy egyéb idedlis folyadékkal) fel kell tolteni még a FluidFM-
be helyezés el6tt a mikrofluidikai csatorna mogott taldlhatd kis tartdlyt. Ezt kovetéen behe-
lyezziik az alkatrészt a miiszerbe és a mikroszkop segitségével rogzitjiik a fejre. Magat a mérést
és a kalibralast egy specidlisan ilyen célokra fejlesztett ARYA nevezetii szoftverrel végezziik.
Minden mérés kezdete el6tt érdemes megmérni a konzol rugéallanddjat, ugyanis annak értéke
akdar nagyban eltérhet a névlegest6l. A szoftverbe be van épitve egy rugdallandé mérés, ami a
Sader-modszert alkalmazza. Ez a metodus a konzol elsé rezonanciafrekvencidjanak (wgr) mért

pozicidjara és josagi tényezdjére ((Q) alapoz és az egyenlete a kovetkez6:
k = 0,1906pw* LQT;(wg)wy = 0, 1906pw? LT;(wg)who ™! (1)

Ahol k arugééllandéja w a szélessége (36 pm a méréseink sordn), L (200 pm a mienknél) pedig
a hosszusaga a konzolnak. p a kozeg stirlisége, I'; pedig a frekvenciafiiggd komplex hidrodina-
mikai fiiggvény imagindrius része. (-t wr-et megkaphatjuk a levegében megmért még feltoltet-
len konzol termikus zaj spektrumabdl. A spektrumra Lorentz-gorbét illesztve meghatarozhat6 a
rezonancia csucs pozicidja és félértékszélessége (o). A mdédszer egyik hatranya, hogy a josagi
tényezd6t precizen kell meghatarozni. Mivel egy optikai elven miikodd detektort haszndlunk a

termikus zaj spektrumdnak detektdldsahoz, a paraméterek melyek hatdssal vannak az optikai

reflexion alapulé mérésekre befolydsoljak a kapott rugéallandot is[21].

Az atomer6mikroszképos mérésekhez hasonléan a konzol meghajlasat 1ézerfényt hasznilva
lehet detektalni, ami a konzol felfele néz6 arany réteggel boritott er6sen reflektiv feliiletérdl
ver6dik vissza €s jut egy két szegmensbdl all6 pozicio érzékeny detektorba. Mivel a miiszer egy
két szegmensii detektort alkalmaz nem lehet vele torzids vagy tangencialis er6ket mérni. Sejt-

adhézié méréskor valdjaban egy fesziiltség 1d6 fiiggést rogzitiink, melybdl a Hooke-torvényt

alkalmazva megkaphatjuk a sejt és a konzol kozott fellépd erdt.
F(t)=ko(t) = kU(t) - InnOLS 2)

Ahol £ N/m-ben mérve a konzol rugééllandéja, §(t) a méterben mért meghajlas, amit az U (t)
mért fesziiltségbdl és az inverz optikai érzékenységbdl (InvOLS [m/V]) kaphatunk meg. Az
inverz optikai érzékenységet meg tudjuk hatdrozni, ha egy kemény feliilethez, példaul a pet-
ricsésze aljahoz hozzdnyomjuk a konzolt. Mivel a feliilet egyenletlensége ilyen esetekben elha-
nyagolhatd, a konzol meghajldsanak kovetkeztében a detektorban egy linedris jelet fogunk kap-

ni. Igy az inverz optikai érzékenység megkaphat6 a piezo mozgasabél (Az) és a mért fesziiltség-
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bdl [21].

Az
I LS = —
nvOLS (3)

Az eddig emlitetteken kiviil az €16 sejtes adhézids kisérleteket egyéb paraméterek szintén nagy-
ban befolyédsolhatjdk. Mivel a sejtek érzékenyek a kornyezeti valtozasokra, igy egyes beallitasok-
nal konnyebben elszakadhatnak, levilhatnak a feliiletrdl. Az egyik ilyen kritikus paraméter a
konzol felfele hizasdnak a sebessége, mely reprezentdlja a sejtre felfele hat6 er6 nagyséagat.
Mivel a molekularis sejt-feliilet kotésen kiviil a sejt mechanikai tulajdonsagait is meghatarozza
a felemelés sebessége, ezért figyelni kell rd, hogy ez a mérés alatt konstans legyen. A méréseim
soran ez a paraméter minden esetben 1 um/s volt. Ezen kiviil fontos a sejt-konzol kapcsolat
kialakitdsdra szdnt id6, mely meghatdrozza milyen hosszan szivddik be a sejt a mikrofluidikai
csatorndba. Kisérleteimben ezt a paramétert varidltam, tesztelve mennyire befolyasolja a sejt-
felszedés sikerességét. A mikrofluidikai csatorndban generalt negativ nyomadssal tudjuk a sejtet
a konzolhoz rogziteni, igy annak nagysdga szintén jelent8s. Ezt a paramétert is valtoztattam
-300 és -700 mbar kozott, vizsgalva a sejtfelszedés sikerrességére gyakorolt hatasat. A miszer
csak egy kiiszobértékig huzza fel adhézioméréskor a konzolt. Az idedlis érték kiilonbozd tipusu

sejtek esetén eltérd lehet.

A kisérletek szempontjdbdl a legfontosabb az, hogy sejtfelszedéskor a miszerrel a sejt-feliilet
szétvalasztasahoz sziikséges erd-tavolsag fiiggvényt tudjuk detektdlni. A detektalt gorbe mini-
muma, azaz a maximalis er0 reprezetalja a levalasi er6t. Feltételezve, hogy az adhézidért felelds
receptorok a kontakt zondban egyenletesen helyezkednek el, a sejt sz€lén tobb kotés jon 1étre,
mint a kdzepén. Emiatt a maximalis er6t a sejtszéli kotések felszakaddsa eldtt kozvetleniil tud-
juk detektdlni. Miutan elértiik a maximalis er6t az er6értékek rohamosan csokkenni fognak,
hiszen mar csak kevesebb adhézids kotés van a sejt és a feliilet kozott. Mivel a receptorok €s a
rajtuk keresztiil kialakult kotések erdssége Osszefiigg a maximalis erdvel, szokds ezt az er6t az

adhézié jellemzésére hasznalni[17].
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5. abra. A sejtfelszedéskor kapott adhézios gorbe. F, ., az adhézios erds, Ey,q. az adhézids

energia, D,,.. pedig az a tdvolsdg, ahol a sejt feljon a feliiletrdl és a legnagyobb erdt mérjiik.

Miutén részleteztem az AFM és a FluidFM miikodését, 6sszehasonlitom a két technikét. Alap-
vetden mindkét mddszert haszndljak sejt-sejt vagy sejt-szubsztratum kolcsonhatdsok tanulma-
nyozdsara. Atomerdmikroszképot haszndlva a sejteket kémiailag rogzitik a konzolhoz, mely
1ddigé- nyes folyamat (koriilbeliil 20-30 perc). Ezzel szemben fluidikai er6mikroszkopot al-
kalmazva a sejt rogzitése csak néhdny mdasodpercet vesz igénybe. Mivel a kisérleteket é16
mintdkon végezziik fontos az id6 tényezdje (a sejtjeink koriilbeliil 3-4 6ra mérést birnak), ezért
FluidFM-et alkalmazva sokkal tobb sejt adhézids erejét tudjuk adott id6 alatt lemérni. Egy
masik eldnye a FluidFM-nek, hogy tulnyomadst alkalmazva a sejtet konnyen el tudjuk tavolitani
a konzolrdl, és igy akdr mas vizsgalatoknak, pl. génszekvendldsnak is ald lehet vetni [15]. Ez
atomer6mikroszképpal nem lehetséges. Emellett a kémiai rogzités miatt a mérhetd adhézids
er0k maximum néhany szaz nanonewton értékeket vehetnek csak fel, ami limitdlja a hasznélatat
ha teljesen kitapadt sejtjeink vannak, melyeknek az adhézids ereje elérheti akar a 2000 nN-t is
[7]. Megjegyezném, hogy a FluidFM-et leszamitva kevés olyan technika van mellyel rendesen
kitapadt sejtek adhézids erejét tudnank mérni. Ugyanakkor a FluidFM-nek egy nagy hatranya,
hogy a mikrofluidikai csatornat membrandarabkak, egyéb sejtalkotok vagy nagyobb molekuldk
eltomithetik. Szerencsére ezt a problémat mosassal és szennyezésgitlé bevonatokkal el lehet

keriilni vagy enyhiteni [15].
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4. Célkitazeés

Kutatdsom célja a sejtadhézié jobb megértése volt, mely egy fontos tulajdonsdga az adherens
sejteknek. Mivel a szolid tumor sejtek ebbe a kategéridba tartoznak, ha meggatoljuk a kita-
padasukat akkor elpusztulhatnak. Ezen kiviil a sejtadhézi6 tanulmanyozasa segithet megérteni
az attét képzodést. Kordbbi kisérletek sordn azt tapasztaltuk az egészséges preosteoblast sejte-
ket nem tudjuk a 8 pm apertirdji 2 N/m rugéallanddju FluidFM konzolokkal felszedni, melyek
HeLa sejtekre idedlisak. Mivel ezen kiviil 1étezik még kétféle apertira, €s minden konzolnak
van egy kisebb, 0.3 N/m rugéallanddji valtozata, valamint a miiszerben lehet még egyéb a
sejtfelvételt befolydsold paramétereket allitani, igyekeztem minden kombindcidval méréseket
végezni. A kutatdsom {0 célja a preosteoblast sejtek szaméara optimalis sejtfelszedési paraméterek
megtaldldsa volt, melyekkel a kés6bbi mérések hatékonysagit és sikereségét jelentdsen novelni
lehet. Igyekeztem a sejtfelszedés modszerét hatékonyan elsajatitani, valamint igy optimalizalni,
hogy sok sejt adhézids karakterisztikdjat meg tudjam egy mérés alatt hatdrozni. Ezek mellett

torekedtem a kapott erdgorbék érdekességeinek, mint példaul a szokvanyostol eltérd kettds mi-

nimumok jelenségének a megmagyardzasara és egy fajta sejtrugalmassdg meghatarozdsara.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Felhasznalt sejtek és alkalmazott protokollok

A méréseim soran kétféle sejttel foglalkoztam. Ezek koziil elsd korben a HelLa méhnyakrak
sejteket részletezem. Ezt az immortalizlt tumoros sejvonalat haszndljék a leggyakrabban és a
legrégebb 6ta tudomdnyos célokra. Magukat az eredeti sejteket 1951-ben egy Henrietta Lacks
nevl paciens méhnyakabdl tavolitottik el. Mivel a sejtvonal rendkiviil j6 szaporodoképességgel

és ellendlloképességgel rendelkezik jol haszndlhaté tudomanyos kutatdsokra.

6. abra. A méréseimhez haszndlt HeLa sejtek a FluidFM mikroszkopjdval fotézva. (A tapadds

ideje kb. 1.5 ora volt a kép késziiltekor)
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7. abra. Holomonitorral késziilt képek RGD-re 2 6ra alatt kitapadt HeLa sejtekrdol

Egyes méréseimhez preosteoblast sejteket haszndltam. Az osteoblast sejtek egy sejtmaggal ren-
delkeznek €s a csontszovet kialakitasaban fontos szerepet jatszanak. Csontot egy darab sejt nem
tud kialakitani, emiatt a folyamatot egy csoportnyi osteoblast végzi. Ezek a sejtek véglegesen
differencidlédtak a mezencimalis (alapszoveti) 8ssejtekbdl. Strd keresztkapcsolatokkal rendel-
kez6 kollagént és specidlis fehérjéket (osteocalcin, osteopontin) termelnek, amik a csontszovet
fontos alkotoelemei [4]. A preosteoblast sejtek az osteoblast sejtek el6dei. Szabdlyozzak a
csontok kristalyosodasat €s a funkciondlis proteinek, mint az alkalin foszfatiz és az oszteocal-
cin expresszidjat. A presoteoblast és az osteoblast sejteket haszndljdk szintetikus csontszove-

tek 1étrehozasdhoz [13]. A kisérleteimhez haszndlt MC3T3-E1 preosteoblast sejtek egerek ko-

pony4djabdl szdrmaznak.
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8. abra. A méréseimhez haszndlt preosteoblast sejtek a FluidFM mikroszkdpjdval fotézva. (A

tapadas ideje kb. 1.5 ora volt a kép késziiltekor)

| \ |
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9. abra. Holomonitorral késziilt képek RGD-re tapadt preosteoblast sejtekrdl
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Az altalam hasznalt sejtek rutinszertien voltak tenyésztve polisztirol Petri-csészékben egy 37 °C
hémérsékletti, 5% CO,-dal ellatott inkubédtorban. Passzélaskor a sejtek pufferoldatokat segitség-

ével fel lettek véve, majd megfeleld tapanyagellatas mellett Uj Petri-csészébe keriiltek.

A sima mikroszkopos €s a holomonitoros képen is azt latjuk, hogy a preosteoblast sejtek na-
gyobb teriileten tapadnak ki, mint a HeLLa-k. Holomonitorral nem csak a sejt teriilete, hanem
annak a magassaga is megfigyelhetd. A képeket kielemzve a HeLa sejtek magassaga kb. 6.71-
11 pm lehet, mig a preosteoblastoké kb. 3-6.1 pum kozott mozog. A sejtek atmérdjére pedig

atlagosan preosteoblastok esetében 23 pm, HeLa-ra pedig 11 pm adddott.

5.2. Hasznalt puffer oldatok

Mivel fontos, hogy a kisérletek laboratoriumtol fiiggetleniil reprodukélhatéak legyenek a sejtek-
kel végzett munkdm sordn mar kordbban bevélt standard oldatokat haszndltam. A méréseknél a
sejtek 20mM koncentricidju 7,4-es pH-jd HEPES-HBSS pufferban voltak. Sejtfelszedés el6tt
a sejttormelék eltavolitdsara DPBS-t haszndltam, mig a feliilet 1étrehozasakor a polimereket

10mM-os HEPES puferral higitottam.

5.3. A kisérletek soran alkalmazott feliileti bevonatok

A méréseim feliiletkezelését PLL-g-PEG-RGD kopolimerrel végeztem [PLL(20)-g(3,5)-PEG

(2,3) /PEG(3,4)-RGD]. Az altalam 1étrehozott feliilet els6é rétege PLL (poli-L-lizin) volt, ami
egy homopolypeptid, és 7.4-es pH-n rendelkezik egy pozitiv t6ltésii hidrofil aminocsoporttal.
Egy PLL feliileten a sejtek jol ki tudnak tapadni, viszont ez az anyag nem fordul eld a szer-
vezetlinkben, igy annyira nem célszerl vizsgalni. A feliiletben a PLL réteget egy PEG (poli-
etilén-glikol) molekularéteg koveti, ami szintén hidrofil, viszont taszitja a fehérjéket, s ezen
keresztiil a sejteket is. A PLL-g-PEG-RGD feliilet harmadik rétege az RGD (arginin-glicin-
aszparaginsav) aminosav szekvencia, mely szdmos sejtmatrix alkotéelemben megtaldlhat6. Az
RGD motivumon keresztiil sejtadhéziokor az integrin nevezetii membranproteinek receptorként
viselkednek az adhéziés molekuldk szdmara . Mivel a hidroféb PEG hozzéitapad a PLL-hez,
igy a sejtek nem tudnak a PLL-hez kot6dni €s ezaltal specifikusan vizsgélhatd az integrine-

ken keresztiili sejt-RGD kapcsolat. PLL-PEG-RGD-t alkalmazva lehetdségiink nyilik in vivo

koriilmények szimuldldsara.
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10. abra. A PLL-g-PEG-RGD szerkezete. Legalul helyezkedik el a petri csésze anyaga, majd
ezt koveti egy PLL réteg, amire egy hidrofil PEG réteg lett rarakva. A PEG-hez kotédik az

RGD, és a sejtek kitapaddskor ezzel létesitenek kapcsolatot. [8]

6. A mérés menete

A mérést egy feliiletkezeléssel kezdtem, mely sordn 50%-o0s PLL-PEG-RGD feliiletet hoz-
tam létre egy mlanyag 6 db 35 mm atmér6ji lyukbdl 4ll6 mintatarté egyik lukdban. Ehhez
egymdssal megegyezd mennyiségli PLL-PEG és PLL-PEG-RGD-t injektaltam egy eppendorf-
ba, majd az oldatot HEPES pufferrel a kétszeresére higitottam, s igy az RGD koncentracio6 0.5

mg/ml lett.

A feliiletkezelést a Petri-csészébdl valo sejtfelvétel kovette. A sejtfelvétel a HeLa és a preos-
teoblast sejtek esetében hasonlé volt. E16szor Vacusippel vagy pipettaval leszivtam a letapadt
sejtekrdl a tapot, majd 2 ml 1xDPBS-t haszndlva eltavolitottam a sejttormeléket. A DPBS-t
el6szor Ovatosan a Petri-csé€sze oldaléra pipettdztam, majd leszivtam. Ezt kovetOen a petricsésze
méretétdl fiiggden 1 vagy 2 ml tripszin-EDTA oldatot pipettdztam a sejtekre, és 2 percig hagy-
tam rajtuk. A tripszin egy fehérjebont6 enzim (protedz), ami hidrolizélja a fehérjékben talalhaté

peptidkotéseket, melynek kovetkeztében a proteinek kisebb peptidekre, majd aminosavakra
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bomlanak. Emiatt a tripszin képes a fokélis adhéziés komponensek hasitdsara, s igy egy letapadt
sejt konnyen felszedhet$ lesz. A tripszinnel gyakran egyiitt haszndljdk az EDTA-t, mely egy
kelatképz6 molekula. Az EDTA képes két- és haromértéki fémionokkal keldtokat képezni, igy a
segitségével eltavolithatoak a Ca*™ és a Mg? " ionok, aminek kiszonhetSen a sejtek ionigényes
folyamatai gétolva lesznek, és a sejt-sejt kapcsolatok felbonthatéva vélnak. 2 perc elteltével
leszivtam az oldatot, majd az adott sejttipusnak megfeleld tapoldatot pipettazva semlegesitettem
a tripszin hatasat. Ezutdn a méréstdl fiiggden 1-2 ml tapoldatban felvettem a sejteket, majd a
Petri-csészébdl egy Falcon-csébe helyeztem 6ket. A centrifuga kiegyensulyozasat kovetéen a
sejteket 200xg-n 5 percen keresztiil centrifugdltam. Centrigulds sordn elvalaszthatjuk a szusz-
penzid kiilonbozd alkotoit.Ezt a jelenséget a kovetkezd Osszefiiggés alapjan értelmezhetjiik.
Fcszzfv:m(1—pﬁ)w2r 4)
ahol F} a centrifugdlis er, I’y a kozegellendlasi erd, f a kozegellenalldsi egyiitthatd, v arészecske
sebessége, w a szogsebesség és 1 — p% a lebegési faktor (p a kozeg, p, a részecske stirlisége. Ezek
alapjan l4that6 a centrifuga elvalasztést tesz lehet6vé a részecske tomege és stirlisége szerint[9].
Mivel a sejtek nehezebbek és stirlibbek a folyadéknal, amiben taldlhatéak, igy a centrifuga
cs6 aljan a pelletben talalhatok. Emiatt miutdn az oldatot kivettem a centrifugabdl ledntottem
a feliiliszot, majd 1 ml 20mM HEPES-HBSS-t pipettdztam a sejtekre. Ezt egy a kordbbival
megegyezd paraméterekkel rendelkezé centrifugélds és folyadék csere kovette. A sejteket fel-
szuszpendaltam, majd Biirker-kamrit hasznalva meghataroztam 1 ml-ben mennyi sejt taldlhato.
A szuszpenziébol 10 pl-nyit beinjektaltam, majd megszdmoltam hany darab sejt helyezkedik
el egy 4 db 4x4-es négyzetet tartalmazé teriileten. A 4 db tablazatban taldlhat6 sejtszamokat
kiatlagoltam, ezzel meghatarozva az 1 ml-ben taldlhat6 sejtmennyiséget. Ezt kovet6en a higitas
képletét Crerdeti Viezdeti = Coss»Viss» (¢ a szuszpenzid koncentracidja, V' pedig a térfogata) alkal-
mazva kihigitottam a sejtszuszpenzidt igy, hogy a méréshez hasznalt Petri-csészébe koriilbeliil
30000 sejt keriiljon. A sejteket bele pipettaztam egy 6 db 35 mm atmérdja lyukat tartalmazoé
feliiletkezelt mianyag tartoba, amit 1.5 orara egy széndioxid mentes inkubétorba helyeztem.
Az éltalam hasznalt HBSS HEPES pufferban kevés natrium-bikarbonét taldlhatd, igy nem sza-

bad benne sejteket szén-dioxid kontroll mellett inkubdlni. A tapadasi id6 lejarta utdn a mintat

behelyeztem a FluidFM jobb oldaléra.
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1. A feliiletkezeléssel elldtott petri-csésze.
2. A sejtek petri-csészébe pipettdzdsa
3. A kitapadt sejtek

4. Sejtfelvétel FluidFM-mel.

Bal oldalra egy 24 lyukd mosdasra alkalmas miianyag tdlcat tettem. Ebbdl egy méréshez csak
7 lukat haszndltam, melyekbdl 3 darabba desztilldlt vizet, ugyanennyibe puffert és 1 lyukba
14%-o0s hip6t tettem. A FluidFM konzoljdban taldlhaté tartdlyt feltoltdttem 1 pl pufferral majd
azt a miiszerbe helyeztem. Ezt kovetéen megmértem a konzol rugdéllandéjat és bedllitottam
a lézert, madj nagy nyomadssal feltoltdttem pufferral a mikrofluidikai csatorndt. A minta egy
sejtmentes teriiletén megmértem az inverz optikai érzékenységet, majd automatizalt adhézio
méréssel kijeloltem pér sejtet és bedllitottam a megfelelé paramétereket, melyek a kovetkezdk

voltak.

Konzol sejthez kozeledésének sebessége: 50 pum/s

A konzolt addig kozeliti a felszinhez a miszer, amig 200 nN erejl ellendllasba nem

titkozik

A sejtet a konzol 5s, 10's, 15 s vagy 20 s ideig szivta be az adott mérésnek megfelel6en

Mikrofluidikai csatorndban uralkod6 nyomas: -300 mbar vagy -700 mbar

A sejt felfele hiizasanak sebessége: 1 um/s
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* Az atavolsag a konzol és a felszin kozott ami felett mar nem hizza tovabb felfele a sejtet:

HeLa esetén 70 pm, preosteblastra 85 um

Minden egyes sejtfelszedést egy mosas kovette. Ez szintén automatizalva volt és a Cytosurge

altal javasolt mosasi protokollt alkalmaztuk, mely az aldbbi [2]:

anyag nyomds (mbar) | id6tartam (s)
desztillalt viz 1000 5
hipé 10 5
hipé -20 5
hipé 100 5
desztillalt viz 500 5
desztillalt viz 500 5
puffer 100 5
puffer 100 5
puffer 1 5

1. tablazat. A mosdsi protokoll egymdst kdvetd lépései. Fontos arra figyelni, hogy a hipo
folyadékszintje alacsonyabb legyen a vizénél. Ezzel elkeriilhetjiik, hogy a sejtek szdmdra

toxikus hipo rajta maradjon a konzolon.

7. Eredmények

A kapott adatok kiértékelését f6ként sajat python kodok segitségével végeztem. A kddjaim va-
lidalasahoz és néhany specifikus adat kiszedéséhez egy a labor munkatarsai éltal {rt matlab

programot hasznéltam.

7.1. Az altalam vizsgalt sejtek adhézios ereje

A sejtek adhézids ereje megadja azt az erdt, ami ahhoz kell, hogy egy sejtet egy masik sejttol
vagy szubsztrattdl szétvalasszunk. A méréseim soran a miiszer altal rogzitett er6-tavolsag gorbe
minimumanak értéke megegyezik az adhézids er6vel. Mivel a cég éltal a miiszerhez biztositott

ARYA szoftver adhézids erd meghatidrozasa nem tdl pontos, sajit python kodok segitségével
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megkerestem a minimumokhoz tartozé erdk értékét, s az adataimbdl a kiilonbozd sejtekre hisz-

togramokat készitettem.

Preosteoblast sejtek adhézids ereje

Sejtszam (db)

N

0

100 200 300 400 500
F (nN)

11. abra. Preosteoblast sejtek adhézids ereje dbrdzolva hisztogramon. A felosztds finomsdga

46 nN és az dbra 33 sejtbdl késziilt.

Hela sejtek adhézids ereje

12

10

Sejtszam (db)
o

200 400 600 800 1000 1200 1400
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12. abra. HeLa sejtek adhézios ereje dbrdzolva hisztogramon. A felosztds finomsdga 47 nN és

az dbra 77 db sejtbdl késziilt
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A mikroszkdépos és holomonitoros képek alapjan azt varnd az ember, hogy mivel a preosteoblast
sejt jobban kitapad, mint a HeLa a feliileten, az elébbinek nagyobb az adhézids ereje. Viszont
ezzel ellentétben a fenti két dbran azt latjuk, hogy a kétféle sejt adhézids ereje alapvetden egy
nagysagrendben van, ugyanakkor a HeLa sejtek felvehetnek 600 nN feletti ért€keket, ami a

preosteoblastokra nem jellemz6.

7.2. Optimalis paraméterek preosteoblast sejtek szamara

Kutatdsom kezdetét megeldzte pér sikertelen mérés. Ezen mérések soran RGD feliiletre kita-
pasztott preosteoblast sejteket probaltunk felszedni 8 pm atmérdjl, 2 N/m rugdalland6ji konzo-
lokkal. A konzol tipusa megegyezett a HelLa sejtek szamara idedlissal és az egyéb paraméterek
is akkorak voltak, hogy nagyon kitapadt sejteket is fel kellett volna tudnunk venni. Ugyanakkor
a kisérletek sordn egyaltalan nem tudtuk ezekkel a bedllitasokkal felszedni a sejtjeinket. Mivel
a szakirodalomban nem taldltunk semmi informaciét a jelenségrol és a miiszer gyart6i se tudtak
nekiink beallitdsokat javasolni, megprobaltuk magunk kikisérletezni a dolgot. Még a sikertelen
mérések sordn a mikroszkép képe alapjan azt lattuk, hogy a sejtfelszedési folyamat elején van
a probléma, a sejt kicstiszik az apertirabol. Felmeriilhetne, hogy mivel a preosteoblast sejtek
nagyobb teriileten tapadnak ki az adhézids erejiik is nagyobb, s emiatt nem jok rajuk a HeLa sej-
tekre bevalt paraméterek. Am mind a sikeres sejtfelszedésekkor meghatdrozott adhézids erdk,
mind a sikertelen probalkozasok er6gorbéi nem erre utatnak. Egy masik elméletiink szerint a
preosteoblast sejtek morfoldgidja eltér a HelLa sejtekét6l és emiatt a nagyobb apertirdju kon-
zol nem illeszkedik elég jOl a sejtre, igy a miszer a felemeléskor elengedi a mintat. Viszont a
kisérleteim sordn azt tapasztaltuk ugyan az apertira mérete is befolyésolja a sejtfelszedés sike-
rességét, de nem meghataroz6. Sokkal fontosabb a rugéallandd. A preosteoblast sejteket 2 N/m
rugdéllanddju konzolokkal egydltalan nem sikeriilt felszedniink fiiggetleniil attdl, hogy a 2 um,
4 pm vagy 8 pm aperturdk koziil melyiket hasznaltuk. Ezzel szemben a puhabb 0.3 N/m-es
konzollal barmely apertdrat vilasztva a sejtek tobbsége feljott. Ezen kiviil valtoztattuk még a

mikrofluidikai csatorndban uralkodé nyomast és a sejt-konzol kontakt kialakitasanak idejét, de

egyik se befolyasolta igazan a mérés sikerességét.

Az altalunk tapasztalt jelenség pontos magyarazata egyenldre nem ismert, de vannak kiilonboz6
lehetséges megolddsaink arra miért jarunk sikerrel a puhdbb konzol esetében. Kisebb rugallandé

esetén a Hook-torvény ' = —kx, (F' az erd, k a rugédllandd, x a megnyulds) értelmében a
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puhabb konzollal idSegységenként kisebb erdt adunk a sejtre, aminek kdszonhetden tobb 1d6
kell ahhoz, hogy ugyanazt az erdkiilonbséget rdadjuka a mintéra, {gy finomabban hdzzuk azt.
Mivel nem egybdl adjuk ra a nagyobb erdt hanem apranként, kisebb eséllyel csuszik ki a minta
a konzolbdl. Ennek a szemléltetésére feldllitottunk egy olyan modellt, melyben a sejt-konzol
rendszert sorba kotott rugokként kezeljiik. A modellben els6 korben felirtuk a sejtre, mint rugéra

¢és a konzolra a Hook torvényt. Innen:
F, = DAz, )
Ahol F er6vel hizzuk a D, rugdallanddju sejtet, ami ennek a hatasara Az, mértékben megnyulik.
F. = D,Az, (6)

Itt F, azaz erS, amivel hizva a D, rigéalland6ji konzolt az Ax, mértékben nyilik meg. A

sorbakotott rugdink esetében a teljes megnyulas

F F
Axr = Az, + Az, = — + — 7
x Ts + Aw DS+DT (7

Ahol F' az er6 amivel a sejt-konzol rendszert hizzuk. A puhdbb és a keményebb konzol 4ltal
adott pillanatban kifejtett erdt 6sszehasonlithatjuk a kovetkezd képletet hasznalva:

1 1
F, D, 7D,
1 Dbs Dy 8
[ ®

Dy,

A képletbdl lathatjuk, hogy merevebb sejt esetében nagyobb lesz a két konzol huzdereje kozott a
kiilonbség. A sejtek pontos rugdéallanddjét sajnos nem tudtam meghatarozni. Csak egy a mintara
jellemzd rugalmassigi dllando, mely kiszamoldsahoz a Nagy és tarsai [20] altal bevezetett, ru-

galmas koefficienst hasznédltam, ami a kovetkez6képpen szdmolhato ki:
Sc - Fmaa:/Dmaac (9)

Ahol S, egy rugalmassagi allandd, mely Osszefiiggésben van a sejtek atlagos elaszticitasaval,
F'0 @ minimumomhoz tartozo er6 (a legmélyebb minimum ereje megegyezik a felszakitashoz
sziikséges erdvel, ami maga az adh€zios er0), D,,,, pedig a minimumhoz tartozo tavolsag. A
szerzOk szerint a konzolt és a sejtet kezelhetjiik két sorba kotott rugdként, s igy technikailag .S,

a sejt-konzol rendszer rugdéllanddja [20].

28



Visszahtizds D B [). : 1_),

—_—
v
w)
i
o
|s—a
\
|9—
|,_.

v

Szokvanyos erd-tavolsag gorbe

1] -

-50 | - 3 .‘1‘, = J"‘,”,”- [)\

| ‘[JHMLF
~1001 o~

= E_max (pJ)

-250
\ F_max (nN)

[ 10 20 30 a0 50 60
thvolsag (um)

erd (nN)

2 2

13. abra. Az dbra bal oldaldn ldthato egy nyugalmi dllapotban levd és egy megnylijtott sejt.
Mellette a sorbakotott rugokkal modellezve a rendszer. Az also dbra azt mutatja hogyan lehet

egy erdgorbébdl meghatdrozni a sejt rugalmas koefficiensét

A mért erdgorbéimre egyenest illesztettem a maximadlis er6 pontjdig, majd a meredekségbdl
meghatdroztam a sejtekre jellemzd rugalmas koeffcienst. Azt tapasztaltam, hogy Hela sejtek
esetén kisebb ez a meredekség, kb. 0.2 N/m, mig preosteoblastokra 0.6 N/m koriili érték adodott
0.3 N/m rugéallanddju konzolt hasznalva. Mivel a konzol rugdallanddja és a rugalmas koef-
ficiens egy nagysdgrendbe esik nem mondhatjuk egyértelmiien, hogy a 8-as képletben egyik
vagy masik tag egyértelmiien domindlni fog. Viszont jdl lathatd, hogy egy merevebb sejt esetén
nagyobb a kiilonbség a két tipusu konzol huzéereje kozott. EbbSl a modellbdl HeLa sejtekre
1.13, preosteoblastokra pedig 2.5 adddik a két hiizéerd ardnyéra. Az értékeket megvizsgédlva az
erdkiilonbség egy lehetséges, de nem biztos magyardzata annak, hogy csak a puhdbb konzollal

tudjuk felszedni ezeket a sejteket.
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Pér sikertelen preosteoblastos mérésemnek szintén megvizsgaltam a rugalmas koefficiensét.
Itt a konzolbdl kicsuszas pillanatdig illesztettem. A kapott meredekségek tobb nagysigrendet
ativelok voltak, de a legnagyobb is feleakkora, mint a sikeres sejtfelszedések esetében tapasztalt
S, érték. Ebbdl latszik, hogy a konzol prébdlja a sejtet a megengedettnél jobban megnyujtani,

amit annak a merevsége nem enged, igy kicsuszik az apertirabdl.

O O

e iy,

14. abra. Sikertelen sejtfelszedéskor a kordbban beszivott tartomdny a felemelést kovetden

kijon a konzolbdl.

Magét a huzas erejét kozvetleniil nem tudjuk allitani csak a konzol felemelésének a sebességét,
melybdl az er6 idéderivéltja meghatarozhato, ha beszorozzuk egy a rendszerre jellemz6 rugal-
mas allanddval. A témabdl tervezett cikkhez a jov6ben méréseket fogok végezni a puhdbb kon-
zollal, melyek sordn tesztelem az elméletileg kiszamolt erékiilonbséghez hasonlé sebességvaltoz-

tatds, hogyan befolyésolja a felszedés sikerességét.

Egy masik lehetséges magyarazat az, hogy a két kiilonb6z6 rugéallanddju konzol kialakitdsa
nem azonos. A merevebbekben a mikrofluidikai csatorna magasabban van, mint a puhdbban.
Korabbi mikrogyongyokkel végzett kisérletek sordn azt tapasztaltdk a keményebb konzolba
jobban illeszkedik a kisebb 4tmérdjli minta, mint a puhdbba. Mivel a preosteoblast sejtek mor-
fol6i4jukbdl adoddan laposabbak, s nagyobb teriileten vannak kitapadva elképzelhetd, hogy az
alacsonyabb csatorndju, 0.3 N/m-es konzol jobban illeszkedik a sejtre, s igy konnyebben be

tudja azt szivni [14].
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7.3. Kettos minimum vizsgalata

A puhdbb konzolok esetén mindegyiknél, a keményebb esetében csak a kisebb apertirajiaknal
azt tapasztultuk, hogy a felszedett sejteknek 30-50%-a a szokvanyos ( 2 N/m-es 8 um apertiraji

s 2

konzollal felszedett) er6gorbéktdl eltérden kettd sminimumot mutat.

Kett6és minimumot mutaté ero-tavolsag gorbe
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—200

—250
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tavolsag (um)

15. abra. Kettds minimumot mutaté erégirbe
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Szokvanyos eré-tavolsag gorbe
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16. abra. A 8 um dtmérdji, 2 N/m rugddllanddjii konzollal felszedett sejtek szokvdnyos

erogorbéje.

A kettds minimum jelenségének egy potencidlis magyarazata lehet, hogy az adhézids kotések
nem egyenletesen oszlanak el a sejt teljes teriiletén, igy bizonyos részei er6sebben tapadnak.
Ennek koszonhetden sejtfelszedéskor mikor elérjiik az elsé minimumot a kotéseknek csak egy
részét szakitjuk fel. A maradék a misodik minimum elérésekor szakad fel. A miiszerben saj-
nos nehéz pontosan latni mikor melyik része jon fel a sejtnek, de a mlikodési mechanizmusbdl
adddodan ugy gondoljuk elszor a kozépen taldlhatéd centralis kotések szakadnak fel, a sz€ls6k
pedig kicsit késdbb a médsodik minimum elérésekor vilnak le. Ennek az elméletnek a tesz-

telésére az az otletiink, hogy a késdbbiekben fluoreszcensen megfestjiik a sejtek kiilonbozo

részeit, ezzel a mikroszkdpban jobban lathatova téve a sejtfelszedés folyamatit.

A kett6s minimumot mutat6 er6gorbék esetében mindkét minimum el6tt az adatokra egyenest

illesztve meghataroztam a gorbék meredekségét.
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Kett6s minimumot mutato ero-tavolsag gorbe és az illesztett meredekségek
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17. abra. Kettds minimumot mutato erégdrbe és a minimumokra illesztett egyenesek.

Kiatlagolva a kiilonb6z6 konzolokkal mért er6gorbékre illesztett egyenesek meredekségét a

kovetkezOket kaptam:

HeLa 2 um 0.3 N/m:

— elsé minimum meredeksége: 0.140 £ 0.079 N/m

— masodik minimum meredeksége: 0.00004 + 0.00005 N/m

HeLa 4 um 2 N/m:

— els6 minimum meredeksége: 0.396 + 0.299 N/m

— masodik minimum meredeksége: 0.00013 + 0.0001 N/m

HeLa 8 um 0.3 N/m:

— elsé minimum meredeksége: 0.29 £ 0.037 N/m

— madsodik minimum meredeksége: 0.00017 £ 0.00007 N/m

presoteoblast 2 um 0.3 N/m:
— elsé minimum meredeksége: 0.735 £+ 0.157 N/m
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— masodik minimum meredeksége: 0.07 + 0.01 N/m
* presoteoblast 8 um 0.3 N/m:

— els6 minimum meredeksége: 0.485 + 0.093 N/m

— mdsodik minimum meredeksége: 0.318 & 0.086 N/m

Megvizsgélva a kapott értékeket arra jutottunk, hogy HeLa sejteknél minden konzol esetében
az els6 €s a masodik minimum meredeksége is jelent6sen kisebb, mint a preosteoblastoknal. A
kapott eredmény aldtdmasztotta azt, amit vartunk, hiszen az illesztett egyenesek meredekségei
a sejteknek egyfajta rugalmassagat jellemzik és a szakirodalom szerint az egészséges sejtek
merevebbek, igy a preosteoblast esetében nagyobb meredekséget varunk, mint a HelLa-nal.
Megvizsgéilva a mdsodik minimumokat lathatd, hogy az értékiik minden esetben joval kisebb,
mint az elsé minimumé. Ezt az okozhatja, hogy a sejtnek egy része ilyenkor méar feljott, és
be€kelddott a konzol s a még letapadt szakasz kozé, ezzel novelve a rendszer rugddllanddjat,

biztositva egy finomabb htizderdt.
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8. Osszefoglalas

Munkdm soran egy udjszerd egyedi sejt szintli technikdnak a hatékonysagat fejlesztettem. Az
altalam hasznalt fluidikai atomerd mikroszkép kivaléan alkalmas nagyszdmu egyedi sejtek
adhézids erejének rogzitésére, és nagy ateresztoképességének koszonhetden az adhézids pa-

raméterek populdci6 szintii eloszlasa is tanulmanyozhat6 a segitségével.

Dolgozatomban azt vizsgéaltam hogyan befolyésoljak a kiilonbozé beéllitasok €s konzol tipusok

az erdsen letapadt sejtek felszakitasdnak a sikerességét.

Kétféle sejttel (egy egészséges és egy rakos sejtvonallal) végeztem adhézios kisérleteket. Azt
tapasztaltuk, hogy a sejtfelszedésnek csak egy paramétere, a konzol rugéallanddja befolyasolja
a sikerességet. Ennek magyarazatara kidolgoztunk egy modellt, melyben a sejt-konzol rendszert
két sorbakotott rugéval modelleztiik. Mivel az dltalam haszndlt egészséges sejtek merevebbek
a rdkosakndl a két kiilonb6zd rugdédllandéju konzollal gyakorolt erdk ardnya nagyobb preos-
teoblast sejtekre, mint HeLLa-ra. A puhabb konzolokkal idSegységenként kisebb er6t adunk a
sejtekre, s ezzel kisebb annak az esélye, hogy a sejt felemelés kozben kicsiszik a konzolbdl.
Ilyenkor a sejt-konzol kapcsolat ugyan rendesen létrejon, de a sejt ennél a kotddésnél er6sebben
tapad a feliilethez, s felemeléskor folyamatosan jon ki a beszivott sejtdarab a konzolbdl. A sor-
bakotott rugékon alapulé modelliink alapjan szamolt erdkiilonbség nem tdl nagy, igy lehet a
jelenség magyarazata, de nem kizart, hogy més effektusok is szerepet jatszanak. Ezek kozé tar-
tozhat, hogy a puhdbb €és a keményebb konzol csatorna magassaga nem ugyanakkora, aminek
kovetkeztében elképzelhetd az alacsonyabb csatorna jobban illeszkedik a preosteoblast sejtek-
re, mint a magasabb. Ezen kiviil puhdbb és/ vagy kisebb geometridji konzolokkal viszonylag
nagy szdzalékdban a mért erdgorbék kettds minimumot mutatnak. A jelenség mogott az rej-
lik, hogy a sejt kiilonboz6 teriiletein taldlhaté adhézids kotések nem egyszerre szakadnak fel.
A centralisak el6bb, mig a periféridsak csak késébb. A minimumok el6tti szakaszra egyenest
illesztettem, melyek meredekségébdl azt kaptam az altalam hasznalt rakos sejtek rugalmasab-
bak, mint az egészségesek. Eredményem megegyezik a szakirodalom alapjan varttal. Emellett
a masodik minimumok meredeksége jelentdsen kisebb az elsdnél, aminek a magyarizata az,
hogy miutan mar par kotés felszakadt, a sejt egy része beékelddik a letapadt szakasz €s a konzol

kozé, ezzel 1étrehozva egy a kordbbindl kisebb rugddllandoju rendszert.
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Osszességében munkdm sordn tapasztaltam olyan jelenségeket, amik a szakirodalom alapjdn
varhatéak voltak és olyanokat is, melyek jelen tudomasom szerint még feltaratlanok. Emellett

kisérleteim eredményei a jovoben hatékonyabba tudjak tenni a FluidFM-mel végzett méréseket.

9. Koszonetnyilvanitas

A kutatds az Innoviciés és Technoldgiai Minisztérium UNKP-22-2 kédszamid Uj Nemzeti
Kivalésag Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési €s Innovacids Alapbdl finanszirozott

szakmai tdimogatasaval késziilt.

Szeretném megkoszonni Dr. Horvath Rébertnek, a Nanobioszenzorika Lendiilet Kutatécsoport
vezetdjének a szakszerll témavezetést €s a lehetdséget, hogy a kisérleteimet magas szinvonalu
kozegben, kivild szakemberek kozott végezhetem. Koszonettel tartozom Balogh Anndnak a
mérések és oOtletelések sordn nyujtott tdmogatasaért és segitségéért. Tovabbd koszondom Dr.
Szab6 Balintnak a munkambdl késziilt irott dokumentumok atnézését, lektoralasat és a ku-
tatasomat el6revivo oOtleteket. S nem utolso sorban szeretném megkdszonni Kovacs Kinga Dor-
anak a dolgozatom atnézEsét és a rengeteg szakmai segitséget, amit eddigi munkam sordn kap-

tam tole.
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