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Bevezetés

Jelolésmentes bioszenzorok jelolémolekula nélkiil képesek a bioldgiai folyamatok nyomon
kovetésére. A rezonans racsos hullamvezet6 alapt bioszenzorok kivaldan alkalmasak a feltilet
feletti rétegben érzékelni a torésmutatd valtozast nagyon jo térbeli és idobeli felbontassal. A
biomolekuldk vagy ¢l6 sejtek feliilethez torténd adszorpcidja soran megvaltozik a lokalis
torésmutato, igy ezek a folyamatok vizsgalhatok. Egyedi sejtek vizsgalata is lehetséges ezekkel
a bioszenzorokkal ennek a jelentdsége abban rejlik, hogy eddig féként csak sejtpopulaciokra
Iéteznek ilyen mérések. Az utdbbi években kutatocsoportunk szamos fontos Iépést tett a fenti
maodszerek Kiterjesztéseben nagyszamu egyedi sejtek parhuzamos vizsgalatara.

A kutatasom egyik célja a biomolekuldk szenzor-feliilethez torténé adszorpcidjanak és a
sejtadhézi6 folyamatanak vizsgalata kiilonbozd biofizikai moddszerekkel, mint FluidFM,
szamitogépvezérelt mikropipetta, holomonitor és rezonans racsos hulldmvezeté alapu
bioszenzor, hangsulyt fektetve a jelenségek egyedi sejt és populacio szintli vizsgalatara.
Kutatdsom masik célja egyedi sejtek manipulécidja és vizsgalata volt.

Az el8zd8 hdrom félévben elért kutatdsi eredmények 0sszegzése

A PHSRN szinergiapeptid oldatban kifejtett hatasat vizsgaltam RGD-vel funkcionalizalt
feluleten jelolésmentes optikai bioszenzorral (Epic BT). Tervezem a peptid fellletre valo

Annak érdekében, hogy a sejtadhézids folyamatot molekularis szinten is elemezni tudjuk
kifejlesztettink egy kinetikai modellt, ami figyelembe veszi az adhézi6 alatt lejatszodo
legrelevansabb biomolekularis kolcsonhatasokat. A modell egy csatolt kdzonséges
differencialegyenlet rendszerrel leirhato, igy a bioszenzoros méréseket meg lehet illeszteni és
tobblet informacié nyerhet6 a mérések soran lejatszodo folyamatokrol. Tervezem mar
elvégzett mérések kielemzését, a mindig az adott problémahoz igazitott modell segitségével.

A fentebb emlitett jel6lésmentes optikai bioszenzor nagyobb felbontasu valtozataval (Epic
Cardio), képesek vagyunk egyedi sejtek adhézids gorbejének mérésére. Ennek az eszkdznek a
segitségével tobb kiilonbozo esetekben vizsgaltam a sejtadhézio nagysaganak eloszlasat adott
sejtpopulécidban, tobbek kozott nyole kiilonbozd sejtvonalat két kiilonbozo feliileten, harom
kiillonboz6 sejtfelszedési modszer hatasat harom kiilonbozé feliileten és a ChrABC enzim
hatését.

Folytattam a diplomamunkamként elkezdett kutatast is, ahol egy olyan méréberendezést
fejlesztettem és teszteltem, ami kompatibilis a laborban megtalalhaté optikai bioszenzorral és
képes a fellletre kitapadt sejtek és a szenzorfelilet felett aramoltatni a puffert. Részletesebben
kiértekeltem a diplomamunkamhoz végzett méreseket, illetve eszkozfejlesztés is tortént: az
eddigi elrendezés egy referencia wellbdl és egy 'mérd’ wellbdl allt, amiben az aramlést
letrehoztuk, a tovabbfejlesztés 1ényege az volt, hogy az egy nagy térfogat *'méré’ wellet harom
kisebb térfogatd *'mér6’ wellre cseréljik.


http://physics.elte.hu/phdreport3

Az aktualis félévben elvégzett kutatasok ismertetése

Ebben a félévben HelLa sejtek injektaldsdval foglalkoztam. A mérésekhez egy
mikrofluidikai csatornaval ellatott AFM tlit hasznaltam a FluidFM nevli miszerrel. A
modositott tii végén egy a rugdlapka végénél a lapka aljan egy piramis taldlhatd, aminek a
lehetvé teszi a sejtmembran atszirasat. Ennek a piramisnak a hegyénél talalhato egy 200 nm
atmérojii nyilas, amin keresztiil jut a sejtbe a tiibe toltott oldat.

A félév soran ket fajta injektalast végeztem. Az egyiknél GFP-vel jel6lt extracellularis
vezikulakat injektaltam a sejtekbe, majd fixalas nélkiil az el sejteket vizsgaltuk konfokalis
mikroszkoppal 20 oran keresztil. A sejteket el6z6 nap 20.000 sejt/csésze szamban raktam ki
egy 35 mm-es racsozott Ibidi Petri-csészébe, igy csak par sejt jut egy négyzetbe a racson, ami
megkonnyiti a sejtek késObbi azonositasat és nyomon kovetését. A vezikula oldatnal Ugy
garantaltuk, hogy 200 nm-nél nagyobb vezikula Keriiljon a tiibe és eltomitse azt, hogy 10.000
x g-n 20 percig centrifugaltuk majd a felliliszobol toltottiink a titbe. A mérés soran a sejtek
végig tapban voltak 5% CO; szint mellett 37 °C-on. Egy mérés soran 20-60 sejtet sikerlt
injektalni, amiket festés utan mikroszkoppal vizsgaltunk.
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1. &bra: a) 4 tavolsag (zold) és a fesziiltség (narancssarga) az idé fiiggvényében abrazolva
egy a) sikeres es b) sikertelen injektalasnal. A sikertelen injektalas ebben az esetben a sejt
kipukkadasat jelenti.

2



Az mérés soran rogzitettem és megvizsgaltam, hogy egy sejt injektalasa soran, hogyan
valtozik a ti magassaga és a mért fesziiltség. Ezek alapjan kideriilt, hogy a fesziltség-idé
goOrbék segitségével megallapithatd, hogy a sejt injektalasa sikeres volt-e. Az 1.-es dbran lathatd
egy kezdeti csucs a feszlltség-id6é gorbén, ez jelenti a membran atszarasat majd, ha a jel nem
marad stabil (1.b &bra), akkor a sejt kipukkadt az injektalas soran. Régebbi mérésekben
talalkoztunk olyan goérbével, ahol a kezdeti csucs hianyzott, ebben az esetben is sikertelen az
injektalas, mert ilyenkor a tii at sem lyukasztotta a sejtet. A konfokalis mikroszkdpos képen (2.
abra) pedig jol lathatok a lizoszomak és vezikulak a sejtben.
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2. abra: Konfokalis mikroszkopos kép injektalt HeLa sejtekrdl. Kékkel a DNS festés, pirossal
a lizoszoma festés és zolddel az extracellalukaris vezikulak lathatok.

- A félév soran végzett masik fajta injektalasnal pedig arany nanorészecskéket injektaltunk
HeLa sejtekbe. A sejteket itt is el6z6 nap kikészitettiik a Petri-csészébe (amibe egy racsozott
Uveglemezt ragasztottunk szilikonzsirral), amibe masnap az injektalas zajlott, viszont most
sokkal nagyobb sejtsiiriiség volt a cél, hogy a TEM-es mintdban minél nagyobb
valoszinliséggel legyen injektalt sejt. Ennél a merésnél a sejtek pufferben voltak
szobahémérsékleten az injektalas soran. A nanorészecske oldatot 220 nm-es centrifugasziirén
sziirtiik at és 1:1 aranyban kevertilk 2 mg/ml-es Lucifer Yellow oldattal a tlibe toltés eldtt. A
Lucifer Yellow oldattal szemmel is nyomon kovethetd volt az injektalas, mivel a sikeres
injektalasnal a sejtek fluoreszcens megvilagitasnal zolden vilagitottak, ahogy az a 3.a abran
lathatd. Az injektdlas utan a sejteket rogton vagy 24 ora elteltével fixaltam, majd
elektronmikroszkopos felvételek késziltek.

A

3. abra: a) Fluoreszcens mikroszkoppal késziilt kép az injektalt HeLa sejtekrol injektalas
utan. A kék vonalak az injektalt sejteket jel6lik. b) Faziskontraszt mikroszkdopos kép az
injektalt sejtekrol. A kék vonalak az injektalt sejteket jelolik. A kép kozepén a FluidFM tii
lathato.



A 4.-es abran egy ilyen elektronmikroszkopos kép lathaté a rogton fixalt mintardl. Jol
lathatok a nanorészecskék a citoplazmaban, viszont nincsenek jelen a sejt kozotti térben.
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4. abra: Elektronmikroszkopos kép az injektalt Hela sejtekrdl. A sejtek rogton az injektalds
utan lettek fixalva.
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