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Rovidités jegyzék

ECM extracellularis matrix extracellular matrix

RGD arginin-glicin-aszparaginsav arginine-glycine-aspartic acid

PLL poli-L-lizin poly-L-lysine

PEG poli-etilén-glikol poly-ethylen-glycol

PLL-g-PEG |poli-etilén-glikollal funkcionalizalt poli-L-lizin poly-L-lysine grafted poly-
ethylen-glycol

DMEM Dulbecco modositott Eagle médium Dulbecco’s modified Eagles
medium

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

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav Ethylene-diamine-tetraacetic
acid

HBSS Hank-féle normalizalt s6oldat Hank’s balanced salt solution

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1- 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazinil-etanszulfonsav piperazineethanesulfonic acid
RWG rezonans racsos hulldmvezetd resonant waveguide grating




Absztrakt

A glikokalix a sejt felszinen megtalalhatd szénhidratban gazdag, gél-szerli, negativ toltési
struktara. Szamos funkcidja koziil az egyik legfontosabb a sejtadhézidban betdltott szerepe,
melynek mechanizmusa még nem teljesen megértett. Ez intenziv kutatas targya, mivel a rakos
sejtek glikokalixa jellegzetes eltéréseket mutat az egészséges sejtekétdl, példaul eltérd a
glikozilaciojuk és a sejtfelsziniikon tilexpresszaljak az erds glikozilaltsagh fehérjéket.
gyakorolt hatasat vizsgaltam. A mérések jelolésmentes optikai bioszenzorral késziiltek RGD
biofunkcionalizalt feliileten. A mérési adatokra az integrin-ligandum kotések kialakuladsat,

felbomlasat és az adhézios zonaba integrinek toborzasat leird matematikai modellt illesztettem.

Abstract

The glycocalyx is a carbohydrate-rich, gel-like, negatively charged structure located on the
cell surface. Among its numerous functions, the most important is its role in cell adhesion, the
mechanism of which is not yet fully understood. This is an area of intense research because the
glycocalyx of cancer cells differs from that of healthy cells in characteristic ways, such as
differences in glycosylation and the overexpression of highly glycosylated proteins.

During my study, I analyzed the effect of various enzymes that digest glycocalyx components on
cell adhesion. The measurements were conducted using a label-free optical biosensor on different
RGD biofunctionalized surfaces. I fitted a mathematical model to the measurement data
describing the formation and breakdown of integrin-ligand complexes and the recruitment of

integrins to the adhesion zone.



Ceélkituizés

A dolgozatom célja a glikokalix komponenseket emészté enzimekkel kezelt sejtek adhézios
kinetikdjanak vizsgalata. A sejtek letapadisa kozben meért jelre modellt illesztettem, aminek
segitségével kovetkeztetéseket vontam le az integrin-RGD interakciok megvaltozasarol
reakciokinetikai szempontbol.

A kisérleteket kiillonbozé sejtvonalakkal és harom fajta enzimmel végeztiik el. A vizsgalt
enzimek kiilonb6zd glikanokat emésztenek le a sejtfelszinen megtaldlhatd fehérjékrdl. Mivel a
dolgozatomban szereplé eredmények publikalas alatt allnak, kodneveket hasznalok az enzimek és
sejtvonalak jelolésére.

A mérések Corning Epic® Benchtop System-mel, egy jelolésmentes optikai bioszenzorral
késziiltek RGD biofunkcionalizalt PLL-g-PEG feliileten. A hasznalt feliilet lehetové teszi a sejtek
letapadasa soran az integrin-RGD komplexek kialakuldsanak tanulmanyozasat, mivel meggatolja
a nem integrin-RGD specifikus sejt és feliilet kozotti sejtadhézios kdlesonhatasok 1étrejottét [1].
A mért adatokra a kovetkezd modellt illesztettem, mely a sejtek kitapaddsa soran az integrin-
RGD interakciot irja le [2]:
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I a szabad integrinek, L a szabad ligandumok, B pedig az integrin-ligandum komplexek
integrintoborzast leird egyenletben (3) ks jeloli az integrintoborzas sebességi egylitthatojat az
adhézios zonaba, I..x pedig a maximalis integrin koncentraciot a sejtfelszinen az adhézids
z6naban.

A differencial egyenletrendszer numerikus megoldasahoz és a mért jel megillesztéséhez Julia-
ban kodot fejlesztettem. A megillesztett paraméterek alapjan elemeztem az eltéré tendencidkat

kiilonbozd enzim koncentraciok és sejttipusok esetén.



Bevezetes, irodalmi attekintés

1. Sejtadhézio fogalma és jelentosége

A sejtadhézié nélkiilozhetetlen a tobbsejtli organizmusok szdmara, mivel hozzajarul a sejtek
kozotti kapesolatok fenntartdsahoz, az informdacidatvitelhez és a sejtek alakjanak, szerkezetének
¢s mukodésének szabdlyozasahoz. Mivel a sejtadhézid szerepe a sejtek életciklusanak minden
szakaszaban fontos és valtozatos [3], ennek megértése kulcsfontossagli egyarant fiziologias és
patologias jelenségek értelmezése szempontjabol is. Ezek kozé tartozik példaul a vér-agy gat
miikodése [4] és a daganatok érhdlozatanak kialakuldsa [5].

Az itt bemutatott irodalmi attekintés célja, hogy bemutassa a sejtadhézidban résztvevo
fontosabb molekulakat, legnagyobb részletességgel az integrint, valamint réavilagitson a
glikokalix sejtadhézidoban betoltott szerepére és bioldgiai jelentdségére. Tovabba ismerteti a

glikokalix és a sejtadhézid biofizikai vizsgélati modszereit.

2. Adhézios molekulak

Az adhézios molekuldk olyan fehérjék a sejt felszinén, amelyek lehetvé teszik a sejt-sejt és a
sejt-extracellularis matrix (ECM) kolcsonhatast. A dsszekottetést 1étesitd transzmembran fehérjék
intracellularisan horgonyzddnak a sejtvazhoz, ebbdl kifolyolag a sejtadhézid befolyasolja a sejt

A szerkezeti tulajdonsagaik és funkcidik szerint az adhézidos molekuldk négy csoportba
sorolhatoak: integrinek, szelektinek, kadherinek, és az immunoglobulin szupercsalad tagjai. Ezek
koziil a kadherinek és immunoglobulin szupercsalad tagjai homotipias interakcidkba 1épnek, azaz
mas sejteken kotddnek azonos tipust adhézids molekuldkhoz. Az integrinek és a szelektinek
pedig heterotipias kotéseket alakitanak ki, azaz més tipusu molekuldkhoz kapcsoldédnak. A
sejtadhézios molekuldk koziil az integrinek, szelektinek és kadherinek Ca**-ionoktol fliggnek,

mig az immunoglobulin szupercsalad tagjai Ca**-ionoktdl fiiggetlenek [6], [7].



3. Integrin

Az egyik legfontosabb ECM-sejt Osszekottetésért felelés adhézios molekula az integrin [8].
Az integrin receptorok nem csak minden emldsben, hanem sok mas organizmusban, példaul

fonalférgekben, szivacsokban és korallokban is megtalalhatok [9].
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2. dbra: Az integrinek ECM-hez és aktin citoszkeletonhoz régziilése[6].

Az integrinek intracellularisan kapcsolodnak kindzokhoz és a citoszkeletonhoz (aktin vagy

intermedier filamentumokhoz) mas fehérjéken keresztiil (talin, vinculin) [6], [10], (2. &bra).



Extracellularisan kotodhetnek ligandumokon keresztil az ECM  kiilonb6zé  fehérjéihez
(fibronektin, laminin, kollagén) vagy mas sejteken talalhatdo adhézidos molekuldkhoz (ICAM,
VCAM-1). Ebbdl a kapcsolodasi struktirabol kifolydlag az integrinek képesek fizikai
Osszekottetést €s bidirekcionalis jelatvitelt biztositani a sejt €s az ECM kozott [11].

Az integrin felépitését tekintve egy heterodimer transzmembran glikoprotein, mely
egymashoz nem-kovalensen kotddo alfa és béta alegységekbdl all. Az integrin alegységei egyszer
szelik 4t a membrant, extracellularis résziik - ahol a ligandumkd&td régidjuk talalhatd - hosszabb
(700-1100 aminosav), mint az intracellularis (20-30 aminosav) [12].

Jelenleg a gerincesekben 18 alfa és 8 béta integrin ismert, melyek Osszesen 24 kiilonb6zo
heterodimert alkotnak. A dimerdsszetételtdl fligg az integrin affinitasa kiilonbozd ligandumokhoz,
fehérjékhez. Ligandum specificitas alapjan a heterodimerek lehetnek: RGD, laminin, fehérvérse;jt
specifikus és kollagén receptorok. Az aSB1 heterodimer példaul RGD ligandumon keresztiil
kapcsolodik az ECM-ben 1évo fibronektinekhez. Az RGD szinergiapeptidhez a 24 heterodimer
koziil 8-nak van affinitasa: avp3, avB5s, avp6, avpl, avps, aSp1, allbB3, és a8B1 [11].

Az integrin ligandum megkotése kozben konformdacid-valtozason megy keresztiil (3. abra).
Az integrin konformécioi koziil a behajlottat alacsony affinitdsunak és inaktivnak, a megnyultat
pedig az ECM komponenseivel szemben magas affinitdsunak és aktivnak feltételezik. Az integrin
inaktivbol aktiv allapotba 1épésével asszocialt konformacid valtozast a huzofesziiltség idézi eld. A
ligandum megkdotésekor stabilizalédik a konformacid és az alegységek C-termindlis oldalai

kozotti tavolsag megnd [13], [13]-[15].
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3. abra: (4) integrin konformaciovaltozasa RGD ligandum megkotésekor elektronmikroszkdppal

vizsgalva (B) az integrin aktivaloddasakor torténd konformdaciovaltozas sematikus abrdzolasa [6]

Az ECM ligandumainak megkotése az integrineken jelatviteli folyamatokat indit meg, aminek
hatdsdra az integrin citoplazmabeli C-termindlisdhoz mas fehérjék asszocidlodnak ¢és az
integrinek a sejtmembranban elkezdenek aggregalddni, ugynevezett fokalis adhézids korongot
képezve [16]. A kitapadas a kialakult fokalis adhézidés korongon keresztiil befolyasolja az

aktinvaz szervezOdését €s a sejtciklust [17], [18].



4. Glikokalix szerkezete

A glikokalix a sejt felszinén taldlhatdo szénhidratban gazdag gél-szerli, negativ toltési
struktara, ami nagyrészt glikolipidekbdl és glikoproteinekbdl all. A glikokalixban taldlhaté cukor
molekulak integrans membranfehérjékhez és lipidekhez kapcsolddnak, azokkal glikoproteineket,
glikolipideket és proteglikanokat alkotva. A glikoproteinek olyan fehérje molekuldk, amikhez
kovalens kotéssel cukor molekuldk kapcsolodnak. A glikolipidek lipid része a kettds foszfolipid
rétegbdl allo plazmamembran kiilsé rétegébe vannak beagyazodva. A glikolipidekben a lipid
részhez kovalens kotéssel kapcsolodik egy rovid szénhidratlanc. A glikoproteinek és glikolipidek
szintézise az endoplazmas retikulumban és a Golgi-késziilékben zajlik. A lipidekre és a fehérjékre
a cukordekoracido a Golgi-késziilekben keriil ra. A proteoglikdnok erdsen glikozilalt fehérjék,
fehérjevazukhoz a szerin hidroxil csoportjanal gliilkézaminoglikan (GAG) lancok kapcsolodnak
O-glikozidos kotéssel. A GAG-ok linedris, ismétlddé diszacharid egységekbdl allo, negativ
toltésli, polarizalt és nagy mennyiségli viz megkotésére képes molekuldk. A GAG-ok kozé
sorolhatoak: hialuronan, heparan-szulfat, heparan, kondroitin-szulfat, dermatan-szulfat és a
keratan-szulfat. A hialuronan bioszintézise, szekrécios utvonala és sejtmembranhoz kapcsolodasa
szempontjabol kiilonbozik a tobbi gliikozaminoglikantdl. Szintézise nem az ER-ben és a Golgi
késziilékben, hanem a sejtmembranban taldlhaté hialuronan-szintazok altal zajlik [19]. A
hialurondn a sejtfelszinen nem egy proteoglikanhoz kapcsolddik kovalens kotéssel, hanem a

sejtfelszinhez a CD44 ¢s RHAMM receptorokon keresztiil rogziil [20].

10



5. Glikokalix funkcioi

Mar régota ismert funkcioja a glikokalixnak, hogy fizikai védelmet nyujt a sejt szamara ¢€s
megneheziti a patogének bejutasat a sejtbe. Azonban a glikokalixnak szamos mas funkcioja is
van, hiszen a sejt és a kornyezete kozotti elsd érintkezési pont révén szerepet jatszik a legtobb
bioldgiai folyamatban.

Egy adott glikokalix komponens szerepe a sejt-sejt €s sejt-ECM kdlcsonhatasok szempontjabol
nagyon komplex. A glikozilalt membranfehérjéknek megfigyelhetok bizonyos specifikus
funkcidi, mint példaul az integrin esetében a szelektiv ligandum megkotés. Viszont ezeket a
funkciokat nem csak izolaltan, hanem a receptorokat koriilvevd glikokalix tulajdonsagainak
figgvényében érdemes értelmezni, hiszen a receptorok miikddésére hatassal van a kdrnyezet,
amiben operalnak. Ez a jelenség nem csak bizonyos receptorok szinergikus mikodésére vagy egy
adott receptor miikodését befolyasold glikozilaciora terjed ki, hanem a sejtfelszin biofizikai
tulajdonsagaira is, mint példaul a glikokalix vastagsaga, toltése €s a makromolekuldk felszini
stirisége.

Ez a szemléletmod, ami a glikokalixot komplex receptormiikodési interfésznek tekinti nagyon
hasznos az enzimek integrin-RGD 4altal kialakult sejtadhéziora gyakorolt hatasanak
megértésében. Ennek fényében az aldbbiakban részletesebben ismertetem a glikokalix sejtadhézio

¢s az enzimek altal modositott glikozilacié szempontjabol relevans funkcioit.
5.1 Immunfelismerés, szializacio

A glikokalix fontos szerepet jatszik az immunrendszer mitkddésében, szabalyozasdban és a
fertozések kialakuldsaban. Fert6zések soran az elsé érintkezési pont a virus €s sejt kozott a
sejtfelszinen elhelyezkedd glikokalix, ezért a virusos fertézések mechanizmusa Ugy fejlédott,
hogy kihasznalja ezt a kapcsolddasi pontot [21], [22].

Az immunfelismerésben jelentds szerepet jatszo glikokalix komponens a szialsav, ami egy
negativ toltésii monoszacharid. A kiilonb6zd szializacids mintak alapjan az immunrendszer meg

tud kiilonboztetni sajat és invaziv sejteket (korokozok, tumor sejtek) [23], [24].
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Ennek megfeleléen a szidlsav részt vesz az immunrendszer homeosztazisanak fenntartasaban,
a szializaci6 megvédi a ,,sajat” sejteket a til nagy mértékii immunaktivaciotol. Az immunrendszer
modulalé hatasat a szializacionak a tumor sejtek is felhasznaljak az immunrendszer elkeriilésére
[25]. A szialsav az immunfelismerésen kiviil szdmos mas funkciot tolt be, amik a szializaldédott
glikokalix  biofizikai tulajdonsdgaibdl fakadnak. A szidlsav hozzatesz a sejtfelszin
hidrofobicitasanak és negativ toltésének kialakuldsdhoz. Ez a negativ toltés a sejt-sejt taszitast
eredményez, ami hasznos a nemkivanatos sejt-sejt tapadas elkeriilése szempontjabol, példaul

Tovabba a szidlsav fontos tulajdonsaga, hogy elfedhet receptorokat és ezaltal
megakadalyozhatja aktivalasukat: példaul B1 integrin szializcidja gatolja a galektin-3-hoz

tapadast ¢és ezaltal védelmet nyujt a sejtnek az apoptozis ellen [27].
5.2 Endotelialis mechanoszenzor

Ezen feliil a glikokalix endotél sejtekben mechanoszenzor funkcidt tolt be, ami altal
véraramlas hatdsara a sejtfelszinre kifejtett valtozé mértékli nyomds és nyirdfesziiltség
figgvényében a sejt képes moduldlni a NO termelést [28]. Ezt a mechanotranszdukcios
folyamatot a sejtfelszinen elhelyezkedd sok heparan-szulfat GAG lancot tartalmazo

proteoglikdnok szabalyozzak [29].

5.3 Glikokalix osszetételének hatasa a sejtmorfologiara

crer

sejtfelszinen talalhat6 biopolimerek (pl.: mucin, hossz flexibilis proteoglikan) stirtiségének
fiiggvényében ébredd erdk is befolydsoljdk a sejtmembran alakjat az energiaminimumra torekvés
elve szerint (4. 4bra). Ezek az er6k kedvezhetnek a membran begylirddések, nyulvanyok
kialakulasanak, amikrél vezikuldk flizoddhetnek le. A glikokalix polimerjeinek ezen sejt
morfologia modulald tulajdonsdga a tumor sejtek szempontjabol nagyon érdekes, mivel az
agressziv rakos sejtekre sokszor jellemzd a tubularis membran alak, amirdl sok vezikula flizédik

le [20], [30].
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4. abra: A membran alak valtozasa a biopolimer stiriiség hatasara [30]
5.4 A glikokalix vastagsaganak hatasa a sejtadhéziora, integrin receptorokra

A glikokalix vastagsdga hatassal van az integrinek miikddésére. Egy vékony glikokalix
esetében az integrin receptorok kicsit jobban kiloghatnak a glikokalixbol, ebben az esetben az
integrinekre hato huzofesziiltség minimalis (5. dbra A). Egy vastag glikokalix esetében ahol az
integrin receptorok nem érnek ki eléggé a glikokalixbol, nem tudnak interakcioba 1épni az ECM-
el. Viszont ahol kialakult az 6sszekottetés, ott a ligandumkotott integrinekre nagy htzofesziiltség
hat és ezek az integrinek is kifejtenek erét a kornyezetiikben 1évé nagyobb glikokalix
komponensekre (5. dbra B). Ahol kialakul adhézio, ott az integrinek nagy stiriséggel fordulnak
elé és kornyezetiikben Osszenyomodik a tobbi hosszii glikoprotein és glikolipid. Az ilyen
kialakult glikokalix 6sszehuzodasoknal sok integrin csoportosul. Ezaltal egy vastag glikokalix
annak ellenére, hogy az integrin-ligand kotések létrejottének kinetikai sebessége alacsonyabb,

segitheti a fokalis adhézids korongok kialakulasat. A nagy méretli glikoproteineket tilexpresszalod

crer

VASTAG GLIKOKALIX
A B

VEKONY GLIKOKALIX . .
aktiv integrin

A et )

i

5. abra: A glikokalix vastagsagatol fiiggoen kedvezhet a fokalis adhézios korongok
kialakulasanak. (A) vékony glikokalix (B) vastag glikokalix [20]

13



5.5 Integrinek és szindekanok szinergikus hatasa a sejtadhéziora

Az integrin-RGD bekotddés altali kitapadast befolyasold glikokalix komponensek a
szindekanok, amik heparan-szulfat vagy kondroitin-szulfat gliikkézaminoglikdn lancokat
tartalmazod proteoglikdnok. A szindekanok az integrinekkel szinergikus interakcidoban alakitjak ki
a sejtadhéziot. A fokalis adhézios korongok kialakulasa a fibronektinen valo kitapadas kdzben az
integrin ¢és szindekdn receptorok aktivalasaval torténik. A fibronektin esetében aSP1 és a
szindekan-4 egyiittes hatdsa érvényesiil, de mas-mas ECM fehérjét tartalmazé feliileteknél

valtozo, hogy a kitapadast mely integrin — szindekéan péros kontrollalja [32].
5.6 Integrinek glikozilacioja

Az integrinek N-glikozilacigja sziikséges megfeleld miikodésiikhoz. Glikozilacidjuk
megvaltozasa a sejt-sejt, sejt-ECM kolcsonhatasokra hatassal van [33]. Az integrin alegységek
alulglikozilaltsdga megneheziti az adhézid soran a sejtek kiteriilését €s befolyasolja az aff dimer

asszociaciot [34], [35].
5.7 Glikokalix és rak kapcsolata

A rékos sejtek 95%-anak a glikokdlixanak a vastagsaga és Osszetétele jellegzetes eltéréseket
mutat az egészséges sejtekétdl, példaul tulexpresszaljadk a nagy méretli komponenseket:
sejtfelsziniikon gyakran tobb mucin és hialuronan talalhatd [2], [30], [36]. Sejtfelsziniikon
stiribben helyezkednek el a hosszi biopolimerlancok, ez a fizikai €s elektrosztatikai szempontbol
megvaltozott kornyezet receptoraik mukodésére is hatassal van [20]. A daganatsejtek
receptorainak mutacioi és a funkcidikat befolyasold kornyezet elvaltozasai aszerint valasztddnak
ki, hogy mikroevolicios eldnydket biztositsanak a sejt szamdra [37]. A kornyezettel vald
interakcid ¢és a kiilsd ingerek feldolgozasa oly modon véltozik meg, hogy a tumorsejtek sejthalalt
eldidézo ingereket figyelmen kiviil hagyjak, a novekedést el0segitd ingereket pedig felerdsitik
[38]. Ennek a jelenségnek az egyik formaja a megvaltozott glikozilacid [39]. Bizonyos
glikozilacios elvaltozasok segitik a tumor sejtek attét képzését és az immunfelismerés elkeriilését,
ilyen gyakran el6forduld elvéltozas példaul a hiperszializacid, ami feltehetden csokkent

neuraminidaz és megnovekedett szialil-transzferdz aktivitas eredménye [25].
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Felhasznalt eszkozok és modszerek

Jelolésmentes optikai bioszenzorok

A jelolésmentes bioszenzorok lehetdvé teszik a sejtek vizsgalatat jel6l6 molekula hasznalata
nélkiil. Ezek a bioszenzorok a vizsgalt sejtek és biomolekuldk bizonyos tulajdonsdgainak
valtozasat kovetik nyomon, példaul optikai torésmutatd, elektromos vezetOképesség vagy
akusztikus hullamok valtozésa.

A jelolésmentes optikai bioszenzorok érzékelési modszerei kozé tartoznak a feliileti plazmon
rezonancia (surface plasmon resonance, SPR), az optikai hullamvezetd fénymodus
spektroszkopia (optical waveguide lightmode spectroscopy, OWLS), kettés polarizacios
interferometria (dual-polarization interferometry, DPI) és a racscsatolt interferometria (grating
coupled interferometry, GCI) [40]. Ezek a mddszerek mind az evaneszcens hullam jelenségén

alapulnak.

6. abra: A kézeghatdaron atlépé fény intenzitasa exponencidalisan csékken, a behatoldsi mélység

(d,) 100-200 nm. Ebben az evaneszcens térben érzékelhetok a biomolekulak kolcsonhatasai [43].
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Az evaneszcens hullam (6. abra) a kozeghataron atlépd fény, aminek az intenzitasa a
szomszédos médiumba érve exponencialisan csokken, behatoldsi mélysége 100-200 nm-ig terjed.
Ez alakitja ki az evaneszcens teret, ami lehetdvé teszi ebben szenzorfelszinhez kozeli a régidban a
biomolekuldk kolcsonhatasainak megfigyelését, ezen kolcsonhatasok altal bekdvetkezett
torésmutato-valtozas érzékelésével. A sejtadhéziot kialakitod receptor-ligandum komplexek ebben
a maximum 200 nm-es tavolsadgban a szenzorfeliilettd]l jonnek létre, ezért az evaneszcens tér-
alapu jelolésmentes optikai bioszenzorok idedlisak a sejtadhézids folyamatok vizsgalatara. Ezen
felil a mért jel nem csak az atlagos sejt-szenzorfeliilet érintkezéstdl fiigg, hanem az optikai
stiriiségtol is, igy a szenzor nem csak a sejtek kiteriilésének mértékérdl, hanem a sejtadhézid

erdsségérdl is informaciot szolgaltat [41].
Epic® BenchTop jelolésmentes optikai bioszenzor

A Corning® Epic BenchTop System egy nagy ateresztoképességii, jelolésmentes evaneszcens
egy rezondns racsos hulldmvezetd (resonant waveguide grating, RWG) technolégian alapul6
szenzor, tehat érzékeli és rogziti a sejtek kitapadasakor megvaltozo torésmutatot. Az érzékelt
hulldmhossz eltolédasbol lehet kovetkeztetni az azt befolyasold bioldgiai folyamatokra. Példaul
megvaltoztatja a torésmutatot a sejtek letapadaskori szétteriilése (7. abra). Szuszpenzidban a
sejtek gomb alaktiak, viszont miutan letapadtak a szenzor feliiletére és kilapulnak, idével
nagyobb feliileten érintkeznek vele. A hullamhossz valtozasat az adhézid soran kialakulo
receptor-ligandum komplexek is befolyasoljak. A miiszer egy mikrotalca leolvasobodl és egy 384

well-es mikrotalcabol 4ll, igy egyidejiileg akar tobb szaz minta is vizsgalhato vele.
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7. dbra: A sejtek kitapaddsa soran egyre nagyobb feliileten
érintkeznek a szenzorlappal [42].

RGD biofunkcionalizalt feliilet

A Kkisérletek sordn a bioszenzorban a sejtek RGD biofunkcionalizalt poli-L-lizinnel
funkcionalizalt poli-etilén-glikol (PLL-g-PEQG) feliileten tapadtak ki (8. 4bra).

A PLL-g-PEG egy spontan dnszervezddd monomolekularis réteget alkot a feliileten. Ennek a
monomulekuldris bevonatnak a gerince a pozitiv toltésti poli-L-lizin (PLL), ez Iép
elektrosztatikus kolcsonhatasba a negativ toltésii oxid feliilettel. A PLL-hez nem tolt6tt, flexibilis,
hidrofil polietilén-glikol (PEG) oldallancok kapcsoldédnak, amik RGD szinergiapeptiddel
biofunkcionalizalhatok [40].

A kisérletekben hasznalt feliileten a PEG 50%-ahoz kotddik RGD motivum, ami lehetévé
teszi a sejtek megfeleld mértékii kitapadasat [1]. Mivel a nem RGD biofunkcionalizalt PLL-g-
PEG kémiailag inert, azaz nem hoz létre sejtadhézios kotéseket és nem 1€p reakcioba a sejtfelszin
molekulaival, a hasznalt PLL-g-PEG-t és PLL-g-PEG-RGD-t 1:1 aranyban tartalmazé feliilet

alkalmas az integrin-RGD bekotddés reakciokinetikai vizsgalatara.
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meggatoljak a fehérjék adszorbciojat a feliiletre (b) PLL-g-PEG-RGD feliiletre ki tudnak tapadni
a sejtek integrin altal [40]

Kisérletek bemutatasa

A méréseket, amiken részt vettem Magyarddi Beatrix végezte Epic BenchTop jelolésmentes
optikai bioszenzorral. A mérés elsd szakasza a feliiletkezelés, mely soran RGD funkcionalizalt
PLL-g-PEG bevonatot alakitunk ki a 384 lyuku mikrotdlcdn. Ennek elsd 1épése a mikrotalca
lyukainak hidratalasa 30 pl/lyuk 10 mM HEPES MQ-val. A mikrotalcat centrifugéljuk, ennek
célja a buborékok eltdvolitasa. Majd 20 percre feltessziik a billegtetére a hidratalé folyadék
egyenletes eloszlatdsa végett. Ezutan eltavolitjuk a hidratalé folyadékot és belekeriil a PLL-g-
PEG-RGD ¢és PLG-g-PEG 1:1 aranyt elegye. Centrifugalas és 30 perc billegtetés utdn mossuk a
mikrotalca lyukait 20 mM HBSS-HEPES pufferrel (pH 7.4), hogy eltavolitsuk beldliikk a
felesleges reagenst. A kiilonb6zd enzim koncentracidkat 20 mM HBSS-HEPES pufferrel (pH 7.4)
higitva készitjiik el, higitasi sorral. A mikrotalcat a megfeleld enzim koncentraciok felvitele utan
berakjuk a szenzorba és felvessziik az alapvonalat. Az alapvonal felvételt altalaban addig érdemes
futni hagyni, amig a mért jelek nem kezdenek el parhuzamossa valni. Miutan beall az alapvonal
felvissziik a sejteket digitalis pipetta segitségével a mikrotdlcara. Ezutan a jelrogzités a
szenzorban 2 6rdig fut. A mérés utan a mikrotélca lyukairdl fénymikroszkoppal 20x nagyitassal

képeket készitiink.
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Sejtfelvétel

A mérésekhez hasznalt sejtkultirak az inkubatorban 37 °C-on, 5% CO, tartalom mellett
voltak fenntartva. A sejtfelvétel elott mikroszkoppal ellendrizziik a csésze konfluencidjat és a
vizfiirdébe melegedni.

Eloészor steril fiilke alatt leszivjuk a DMEM tapot. Ezutan eltavolitjuk a sejttormeléket 2 ml
DPBS-el. A fokalis adhézios korongokat 1 ml tripszin-EDTA hozzaadasaval vagjuk el, amit 2
percig hagyunk allni a sejteken. A tripszin egy sejtfelszedésre haszndlt szerin protedz, ami a
fokalis adhézioban részt vevd fehérjék peptid kotéseit elvagja a lizin és az arginin C-
terminalisanal. Az EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) egy kelatképzé: Ca*, Mg** ionokkal
komplexet képez. Az EDTA ezaltal javitja a tripszin hatékonysagat. A tripszin-EDTA leszivasa
utan hozzaadunk 1 ml DMEM tapot. A csészét megdontve az aljardl ki kell pipettdzni az oldatot
és a tetejérdl visszadnteni. Igy addig kell mosni a sejteket, amig a csésze alja mar nem opalos.
Ezutan atpipettaztuk a sejteket Falcon-csObe és 5 percig centrifugaljuk 6ket. Ezutan ledntjiik a
folyadékot a pellettel atellenes oldalon és hozzaadunk 1 ml HBSS-HEPES-t. 5 perc centrifugalés
utan ismét ledntjiik a feliiluszot a pellettel atellenes oldalon. Ezutdn hozzdadunk 1 ml HBSS-
HEPES-t.

Alapos szuszpendalds utan a sejtes oldatbol 10 pl-t a Biirker-kamrara pipettazunk és

crc

kisérletek soran a mikrotitertalcara 8000 sejt/lyuk keriilt.
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Elméleti modell és programleiras

Integrin-RGD kotések reakciokinetikai modellje

Azon feltételezés alapjan, hogy az integrin-RGD komplexek kialakulasa soran egy integin
kapcsoldodik nem kovalensen egy RGD ligandumhoz, felirhaté a kovetkezd reakcidegyenlet:
4) L+I=2-B

Ahol k; az asszociacios, k, pedig a disszocidcios sebességi egyiitthatok, B jeloli a létrejott
integrin-RGD komplexet, L a szabad RGD ligandumokat, I pedig a szabad integrineket. A
disszociacids €s asszocidcids reakciosebességi egyiitthatok hanyadosa a “2D” disszocidcios

allando:
) K==

Az altalaban hasznalatos, irodalmi értékekkel Osszevetésre alkalmas “3D” disszociacios

alland6 ebbdl ugy szamithato ki, ha elosztjuk az atlagos sejt-szubsztrat tavolsaggal, ami 100 nm
[1]:

(©) PRy =

l. = 100nm

A sejt kitapadasa sordn ellaposodik és a szenzorlappal nagyobb feliileten érintkezik, tovabba
képes integrint toborozni az aktiv adhézids zoénaba, emiatt a modellben szamitasba kell venni az
ezaltal bekdvetkez0 szabad integrinszdm ndvekedést. Ez alapjan felirhatdé a kovetkezd

differencialegyenlet rendszer [2]:

dB
1 — =k L-1—-kyB
(1 7 1 2

dL

— =k L-1 B
(2) o k1 + ko

dl

(3) az—le-I—f—kQB—f‘kBB'(Im—I)

rrrrrr

------

ks: integrintoborzas sebességi egyiitthatdja az adhézids zonaba

20



Imax: maximalis integrin koncentracié a sejtfelszinen az adhézids zoénaban
B: integrin-ligandum komplexek felszini koncentracioja
L: szabad RGD ligandumok felszini koncentracioja
I: szabad integrinek felszini koncentracidja

A kialakult komplexek felszini koncentracidja aranyos a sejt kitapaddsa soran mért
hullimhossz-eltolodassal. Az illesztéshez a pm-ben mért adatokat at kell valtani (um)? -be.
Kanyo és munkatarsai meghataroztak a hullamhossz-eltolodas és a kialakult komplexek felszini

koncentracioja kozotti konverziot:

7 1 Hl( )2
(7 pm & oos(pm

Mivel a kisérletek sordn a sejtek legalabb 2 oraig tapadnak ki a szenzorfeliileten, elérik a
maximélis kitapadési szintet. fgy a gorbe maximuméan mar beéllt az egyensuly, amire a modell

alapjan felirhato a kovetkez6 képlet:
ki Lo-In
ko  2PKy

crer

(8) Bmam ~ Be = LO : Im :

B.: a modell szerint az integrin-ligandum komplexek feliileti koncentracidja egyensulyban
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Modellilleszto kod leirasa

A programozasi nyelv kivalasztasakor a f6 szempont az volt, hogy a nyelvhez tartozzon olyan
differencialegyenlet megoldd csomag ami jol kezeli a numerikusan instabil ,,stiff”” modelleket. A
biologiai rendszereket leir6 modellek illesztésekor gyakran felmeriil a numerikus instabilitas
probléméja, ami azt jelenti, hogy a megoldas soran keletkez6 hiba tovabboroklodik. Az
optimalizalas soran fontos, hogy a differencialegyenletek megoldasa ne csak pontos, hanem gyors
is legyen, hiszen az optimalizacio soran kiilonb6z6 paraméterekkel sokszor meg kell oldani a
legjobb illeszkedés megtaldlasdhoz. Emiatt olyan programozasi nyelvet kerestem a
modellillesztéshez, amiben sok numerikus mddszer koziil lehet valogatni és a Jacobi-matrixot is
meg lehet adni analitikusan a megoldas gyorsitdsdhoz és pontositasdhoz. Ezeket a szempontokat
figyelembe véve a modellillesztéshez a Julia-t valasztottam.

A Julia egy viszonylag 10j, nyilt forraskodu, dinamikusan fejléddé programozési nyelv, amit
leginkabb tudoményos szamitdsok, gépi tanulds és adatbanyaszat teriiletén hasznalnak. Egyik
eldnye a nagy gyorsasdga, ami a C ¢s a Fortran programozasi nyelvekéhez hasonld. A
differencialegyenlet rendszer megoldasdhoz a Christopher Rackauckas altal fejlesztett
DifferentialEquations.jl csomagot hasznaltam.

Tobb kiilonb6zd megoldasi modszerrel is kisérleteztem. A legpontosabbak a Rosenbrock23()
analitikusan definidlt Jacobi-matrix hasznalataval és egy Sundials.jl segitségével meghivott C
nativ Newton-Krylov mddszer voltak. Az utébbi a Jacobi-matrix analitikus definidlasa nélkiil a
pontossdgot nagyon magas iteracidval éri el. Ennek a megoldasi ideje hosszabb 100 ps-nal, ezért
inkdbb a Rosenbrock23()-t hasznaltam. Ennek a megoldasat nem csak pontositja, hanem gyorsitja
1s a Jacobi-matrix (9) analitikus definidldsa a numerikus kozelitése helyett, igy a megoldasi 1d6t le

tudtam csokkenteni 39,8 ps-ra.

& 98 9B — ks ky - T ky- L
© J=|% & o= ko —~ky -1 —k1-L
oI EJj ol kg—{—]{?g(lm—l) —kll —le—kgB

OB oL oI
A differencidlegyenlet megoldasakor a kovetkezo kezdeti értékeket hasznaltam:

(10) By =0 (um)~2, Lo=15000 (um)~2, Iy=0.1(um) >
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Ahol By, Ly, Iy az integrin-RGD komplexek, szabad ligandumok ¢€s szabad integrinek felszini
koncentracidja a t = 0 s iddpillanatban. A mérés idejét a sejtek szenzorlapra pipettdzasatol
szamitom.

A gorbeillesztést nem egy altaldban hasznalatos funkcidval végeztem, mint példaul a
scipy.optimize.curve fit, mert ezek a gradiens mddszer nehézségei miatt hajlamosak beragadni
egy lokalis minimumnal. Ennek a problémanak a kikiiszobolésére a BlackBoxOptim.jl csomagot
valasztottam, ami alkalmas a sok paraméteres, szamitdsigényes problémak globalis
optimalizalasara. Az optimalizalashoz irtam egy legkisebb négyzetek veszteségfiiggvényt, amit
minimalizaltam BlackBoxOptim.jl csomag algoritmusainak segitségével.

A kiértékeld kod beolvas két excel fajlt: a szenzorbdl kijott adatokat és egy tablazatot, ami
tartalmazza a mikrotalca lyukaiban talalhat6 enzimkoncentracidkat. Ez alapjan a kod hasznos
vizualizacidkat (9. dbra) készit a kapott eredményekrdl, majd elmenti az adatokat a pm <> (um)
konverzié utan jld2 formatumban, amiket az illesztéshez hasznalt kod be tud olvasni. Julia-ban
definidltam egy struktirat, ami hasznos a mért adatok ¢és illesztett paraméterek eltarolasara jld2

formatumban. Ez a struktira lehetdvé teszi sok mérés gyors 0sszehasonlitasat és kielemzését.

10 r 7 2000
illesztett gérbe
= meért hulldmhosszeltoldédas
8 r 1 1600
(=
é L 1 1200 é
$ 4 {800 £
M Q
2 400
0 . . . . . 0
0 20 40 60 80 100 120
idé (perc)

9. dbra: Példa illesztett sejtadhézios gorbére és pm  (pm)?
konverziora
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Enzimek hatasa a maximalis kitapadasra és az illesztett

paraméterekre

Az illesztés soran kapott értékek konnyebb Osszehasonlitdsdhoz a paramétereket és a gorbe

maximumat a nem enzimmel kezelt kontrollt 1-re normalva abrazoltam.

10. abra:
o Biyay : mért hullamhosszeltolodas mazimuma
egészséges sejtvonal 1 egeszseges sejtvonal 2 rakos sejtvonal
=
colutmmton b fo B *
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A 10. abran lathato, hogy a rakos sejtvonal kitapadasat megneheziti mindegyik enzimes
emésztés, de legnagyobb mértékben enzim 1 és enzim 3. A legeltérobb hatast rakos és egészséges
sejtek kitapadasara enzim 1 gyakorolt. Az egészséges sejtek kitapadasat kis mértékben segitette, a
rdkosakét pedig nagy mértékben csokkentette. Tovabba az egészséges sejtvonalaknal
megfigyelhetd, hogy a sejtadhézid enzim 2 ¢és 3 hatdsdra csak a 0,1 U/ml-nél nagyobb

enzimkoncentraciok hatdsara valtozik meg jelentés mértékben.

A glikokalix emésztésének rakos sejtek kitapadéasat gatld hatasa tiikr6zédik a modellillesztés
soran meghatarozott hatalmas disszocidciés 4llandd6 novekedésben. A rdkos sejtvonal
disszociacids allanddja nagy enzim koncentraciok esetében akar egy nagysagrendet is valtozhat

(11. abra). Ebbdl is latszik, hogy adhézidjuk mennyire érzékeny az enzimek hatasara.
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11. abra:

10.0

7.5

5.0

2.5

hataséara, de nem ennyire nagy mértékben (12.

Az egészséges sejtvonalak disszociacids

K, disszociacios  Allandd
egészséges sejtvonal 1 egészséges sejtvonal 2 rékos sejtvonal
e 0o [|§ 100 || e H
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allandgja is valtozik a glikokalix emésztésének

abra). A disszociacids allandét dbrazoltam a rakos

sejtvonal és enzim 1 esetében meghatarozott nagy érték nélkiil is, hogy a tobbi enzim hatésa is

lathat6 legyen (12. abra).
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13. abra:
k, 1 asszocidcios reakcidsebességi  egyiitthatod
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A k; asszociacios sebességi egyiitthatd minden sejtvonal — enzim kombinéacidnal egyértelmi
tendenciat mutat (13. dbra). Enzim 1 hatdsara k; enyhén n6 az egészséges sejteknél, a rdkosaknal
pedig nagy mértékben csokken. Enzim 2 k;-et az dsszes sejtvonal esetében csokkentette.

14. abra:
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A k, disszociacios €s a ki asszocidcios sebességi egylitthatok megvaltozasa altalaban azonos
tendenciat mutat az egészséges sejteknél (13. és 14. dbra). k; és k, kozott ez a viszony rakos
sejteknél nem all fenn, tendencidjuk lehet ellentétes. Ez leginkabb latvanyos az enzim 1 esetében,
amire a kitapaddsuk nagyon érzékeny. Enzim 1 hatasdra a k; csokken ¢és a k, nd az
enzimkoncentracid ndvekedésével. Ezek hanyadosa a disszociacios allandd, ami ebben az esetben
radikalis novekedést mutat. Az egészséges sejtvonal — enzim kombinacional nemcsak a k; és a ko,
hanem ez a két paraméter a maximalis kitapadas mértékével is megegyezd tendencia szerint
valtozik. Tehat az egészséges sejteknél az adhézio csokkenése soran az integrin-RGD asszociacio
¢és disszociacio is lelassul, adhézid novekedés esetében pedig felgyorsul. Ez a jelenség rakos

sejtek esetében nem volt megfigyelhetd.

15. abra:
k, i integrintoborzas sebességi egyiitthato
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A ks integrintoborzas sebességi egyiitthatd valtozasdban a legtobb esetben nem lehet
egyértelmi trendet megfigyelni az enzim koncentracid ndovekedésének fiiggvényében (15. abra).
A maximalis felszini integrin koncentracié az adhézios zénaban enzim 1 hatisara mindig nd,

akkor is amikor az adhézi6 csokken (16. abra).
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16. abra
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A paraméterek kozotti kapcsolat
Az egészséges ¢€s rakos sejtvonalaknal is megfigyelhetd, hogy az enzimek hatasara az [, €és a

k> azonos trend szerint valtozik. Ez magas enzim 1 koncentracioknal ... és a k. novekedését

jelenti (17.4bra).
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17. abra: egészséges sejtvonal 2 és enzim 1 esetében latvanyos az azonos tendencia k> és Lnax
esetében. Alacsonyabb koncentrdcioknal mindkét paraméter értéke csékken. Magasabb, 0,1

U/ml feletti koncentrdcioknal mindkét paraméter novekvo tendenciat mutat.
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k, reakcidsebességi egiyiitthatd ! adhézids  zomaban
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18. abra: Egészséges sejtvonal 2 és enzim 2 illesztésekor kapott k> és 1. értékeken is

megfigyelheto az azonos tendencia

Ezzel szemben a nagy enzim 2 koncentraciokndl az ... és a k, egyiittes nagy mértékii
csoOkkenése figyelheté meg az egészséges sejtvonalaknal (14., 16. és 18. 4bra).

A paraméterek kozotti szoros Osszefiiggések konnyebb vizualizalasaért készitettem egy
hotérkép diagramot a paraméterek kozotti korrelaciorél minden méréshez (19. dbra). A kiszamolt
korrelaciobdl is latszik az . €és a k, kozotti szoros Osszefiiggés. Egy mérés kivételével L. €s a
k> korrelacidja +0.9 feletti érték. Kicsit kisebb pozitiv korrelacioja az I .« €s a k; paramétereknek
1s van, de csak az egészséges sejtek esetében.

A k; esetében az enzimkoncentracié fliggvényében nem volt lathatd olyan latvanyos trend
mint a tobbi illesztett paraméter esetében. Viszont a vizsgalt egészséges sejteknél a ks és a tobbi
paraméter valtozd nagysagu negativ korrelacioja figyelhet6 meg. A vizsgalt rakos sejteknél ez a
viszony a k; €s ks paraméterek esetében nem all fenn.

A 19. abran lathat6, hogy az egészséges sejtek esetében kapott hotérkép diagramok hasonloak.

Ez igaz az egészséges sejtekre leginkdbb enzimenként lebontva, és bizonyos mértékig

altalanossagban is.
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19. abra: A paraméterek korreldcioja hotérkép diagramon abrdzolva minden sejtvonal - enzim

parositads esetében

Abréazoltam a paraméterek és a By, korrelaciodjat is h6térkép diagramokon. A 20. dbran
lathatd, hogy a rakos sejtek esetében az illesztett paraméterek és a B korrelacioja sokkal
kisebb, mint az egészséges sejtek esetében, ez alol kivétel a k. A k; és a Bnax rdkos sejteknél az

enzimkoncentraci6é novelésével mindig egyiitt csokken (10. és 13. 4bra).
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20. abra: A paraméterek és a kitapadas soran mért maximalis integrin-RGD komplex felszini
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Eredmeények értelmezése

A kisérletek egyértelmiien demonstraljak, hogy a glikokélixnak szignifikdns hatasa van az
integrin-RGD komplexek altal kialakitott sejtadhéziora. A legtobb vizsgalt enzim és sejtvonal
parositas esetében megfigyelhetdk trendek a reakciokinetika megvaltozasaban.

A megvaltozott sejtadhéziét okozhatja az integrin glikozilacidjanak modosulédsa, hiszen
glikozilaciojuk befolyasolja a receptor mukodését. Alulglikozilaltsdguk megneheziti a sejtek
kitertilését. Ez a sejtadhézid csokkenésére nagy enzim koncentraciok esetén egy lehetséges
mert a glikozilacié csokkenése megsziintetheti az asszociacio szterikus gatlasat. A k; asszociacios
sebességi egyiitthatd ndvekedése csak az enzim 1 esetében megfigyelhetd, igy ez a potencialis
asszociaciot segité mechanizmus jelentds mértékben valoszinlileg csak enzim 1 esetében
érvényesiil.

A vizsgélt enzimek altal emésztett glikanok megtaldlhatok a legtobb glikolipiden,
glikoproteinen ¢és proteoglikanon. Mivel az enzimek nem specifikusan bizonyos fehérjék
glikozilacidjat modositjak, igy a kimutatott adhéziobeli valtozas kivaltd oka nem feltétlen csak az
integrin  glikozilacidjanak megvaltozdsa, hanem a glikokalix egészének biofizikai
tulajdonsagainak megvaltozasa.

Az enzimes kezelés megvaltoztathatja a glikokalix toltésslirliségét negativ toltésii
komponensek emésztése altal. A glikokalix toltése nem csak a sejt-sejt interakcid szempontjabol
fontos, hanem a negativ toltésii poliszacharid oldallancok kozotti taszitasban is, ami szerepet
jatszik a glikokalix makromolekuldinak térbeli elrendezddésének kialakitasaban.

Az glikokalix vastagsdga is megvaltozhat az enzimes emésztéskor. A vastag glikokalix
csokkentheti az integrin-RGD komplexek kialakulasdnak k;, sebességi egyiitthatdjat, viszont
kedvezhet a fokalis adhézios korongok Ilétrejottének, ezaltal segitve a sejt kiterlilését és az
integrintoborzast.

Az integrinek maximalis felszini stirlisége az adhézidés zondban nagy mértékben valtozik az
enzimek hatasara. Ez az érték néhet sejtek kiteriilése és az integrin transzfer altal. A

sejtmembranban a legnagyobb integrin sirtiség maximalis kitapadaskor az aktiv adhézids
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zonaban van. Az integrinek maximalis felszini slirisége az adhéziés zondban enzimkezelés
hatasara altalaban valtozik, ennek az oka lehet az adhézio csokkenésekor a szenzorfeliilettel vald
kisebb érintkezés. Enzim 1 viselkedése abban is eltérd, hogy ezt a felszini integrin slirtiséget
mindig noveli attdl fliggetleniil, hogy a kitapadast segitette vagy gatolta az adott sejtvonal
esetében. Ezt kivalthatja a glikokalix megvaltozott biofizikai tulajdonsagaibol eredé6 modosult
integrin transzport.

A megillesztetett paraméterek korrelacidja sok esetben 1-hez vagy -1-hez kozeli. Ennek egy
lehetséges oka a hattérben zajlo bioldgiai folyamat, ami szoros Osszekottetést teremt a
paraméterek kozott. Egy ilyen bioldgiai rendszernél meglepd lenne, ha a megillesztett
paraméterek korrelacioja 0-hoz kozeli lenne. A biologiai kapcsoltsagon kiviil a kapott korrelacio
oka lehet még az egyenletrendszer ¢és az optimalizalas numerikus jellege is. Mivel egyelére nem
tudjuk bizonyitani, hogy a kapott korrelaciok bioldgiai kapcsoltsagbol vagy az egyenletrendszer
¢s optimalizaciés modszerek numerikus jellegébdl fakadnak, ezért az aldbbiakban felsorolt
mechanizmusok csak lehetséges hipotézisek, bizonyitasuk célzottabb kisérletek elvégzését
igényli.

A rédkos és az egészséges sejtek esetében is megfigyelhetd, hogy a k» disszociacios sebességi
egyiitthatod és az Imn.x maximalis integrin felszini koncentracié az aktiv adhézios zonaban azonos
trend szerint valtozik. Ez igaz a vizsgalt rdkos és a vizsgalt egészséges sejtek esetében is. A ks és
Inax kOZOtt1 szoros Osszefliggést igazolja ezen paraméterek 0.9 feletti korrelacidja a legtobb mérés
esetében. Az az észrevétel, hogy az I..x €s a k, értékek azonos trend szerint valtoznak felveti azt
az ¢érdekes hipotézist, hogy a sejtek érzékelik az integrinek kotéseinek stabilitasat és ennek
megfelelden ezzel ardnyos mértékben juttatnak integrineket az adhézidés zonaba. Ennek oka az
lehet, hogy az integrin transzport energiaigényes folyamat és emiatt a sejt nem szallit tobb
integrint az adhézids zonaba, mint amennyit feltétlen sziikséges.

Az egészséges sejtekben az Inac-al €s ko-vel azonos tendenciat mutat a k; viselkedése minden
enzimes emésztés esetében. A rakos sejtekben viszont a k; korrelacioja ks, €s In.x paraméterekkel
is negativ. Ez az ellentétes tendencia a rakos sejtek esetében minden enzim hatasara csokkend k;
€s novekvo ks €s Inax paramétert jelent. Ezt az eltérést a rakos és egészséges sejtek kozott fakadhat
a rakos sejtek vastag, erdsen glikozilalt, sok mucint €s hialuronant tartalmazé stirti glikokalixabol.

Ezek az elvaltozasok enzimkezelés nélkiil a sejtek szamara lehetnek eldényosek, ellenallova és
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adherenssé teszik oket. Viszont a negativ toltésti komponensek elemésztése altal csokkent taszitas
a hosszt szénhidrat oldallancok kozott egy eleve makromolekulakat nagy stirtiséggel tartalmazo
glikokdlixban az integrin mikrokdrnyezetében még nagyobb makromolekula stirtiség altali
szterikus gatlast képezhet. Ez a potencialisan kialakuld szterikus gatlds eredményezheti az
integrin-RGD komplexek kialakuldsanak csokkent sebességi egyiitthatdjat.

Tovabba megfigyelhetd a rakos sejtvonal esetében az az érdekes jelenség, hogy az
enzimkezelés hatasara valtoz6 paraméterek korrelacidja a Brac-al ki kivételével 0-hoz kozelebb
van, mint az egészséges sejtvonalaknal. Amennyiben azt feltételezziik, hogy a nagyobb
korrelaciokat a hattérben zajld bioldgiai folyamatok altali kapcsoltsag teremti meg, akkor
elképzelhetd, hogy a rdkos sejtek esetében meghatdrozott kisebb nagysagi korrelaciok a

glikokalix emésztés hatdsara leromld regulacids folyamatok kovetkezménye.

34



Konkluzio

Munkdm soran azt taldltam, hogy a glikokélix enzimes emésztése mindegyik sejtvonal
esetében befolyasolta az adhézid kialakuldsanak reakcidkinetikajat. Ez a jelenség ravilagit a
glikokalix biofizikai tulajdonsagainak és a sejtfelszin glikozilacidjanak jelentds sejtadhéziot

befolyasold szerepére.

A modellillesztés soran meghatirozott paraméterek €s a maximalis adhézid kozott
megfigyelhetd  Osszefiiggések ramutatnak az adhézid6 megvaltozasanak Ilehetséges
mechanizmusaira. Az integrinek glikozilacidjanak emésztése a sejtadhézidvaltozas egyik
elképzelhetd oka. Nagy mértékii alulglikozilaltsaguk miatt sériilhet funkcidjuk, ami a kitapadast
megnehezitheti. Ezzel ellentétben a receptor miikodését nem ellehetetlenitd valtozas a

------

csokkentése altal.

Tovabba, megfigyelhetdk kiilonbségek az enzimek rakos és az egészséges sejtekre gyakorolt

crer

vizsgalt rakos sejtekét pedig csokkenti.

A vizsgalt rakos ¢€s a vizsgalt egészséges sejtek kitapadasaban tapasztalt eltérést valdsziniileg
a rakos sejtekre jellemzd megvaltozott glikokalix szerkezet okozza, melynek biofizikai
tulajdonsdgait az enzimek modositjdk. Az enzimekkel emésztett glikokalix megvaltozott
vastagsaga, toltéssiiriisége ¢és a benne taldlhatdé makromolekuldk egymaéshoz képesti
elrendezOdése hatassal van az adhézid reakciokinetikédjara. Feltételezésem szerint, ez a hatas a
membranban torténd receptordiffuzido és az integrinek szterikus gatlasanak megvaltozasan

keresztiil érvényesiil.

Ezeknek a kimutatott hatisoknak a részletesebb megértése kiemelten fontos az integrin
kozvetitett sejtadhézio és a rakos sejtek viselkedésének glikokalixtol wvald fiiggésének
értelmezésében. Jovobeli tervem a kapott jelenségek mélyebb megértése tovabbi céliranyosabb

kisérletek altal.
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