Doktori munkam soran az ELTE TTK Biolégiai Fizika Tanszéke és az MTA EK Nanobioszenzorika
Lendiilet kutatécsoportja kozotti egytittmiikodés keretében egyedi sejtek adhézids tulajdonsagait
vizsgalom optikai, mikrofluidikai és nanomechanikai technikak segitségével. Nanomechnaikai
oldalrél a FluidFM BOT mikrofluidikai oldalrél pedig a CellSorter automatizalt mikropipetta az a
két eszkoz amellyel €16 sejtek adhézidjat egyedi sejt felbontassal és nagy ateresztéképességgel lehet
mérni. Az el6bbi médszer egy olyan AFM tiin alapul amelybe egy nanofluidikai csatorna van
vezetve, amire pozitiv nyomast illetve vakuumot lehet kapcsolni. A ti végén elhelyezett lyuk
segitségével egy adott sejtet vakuummal meg lehet fogni, majd a feliilett6l felemelve a
hagyomanyos AFM elvét kovetve fel lehet venni a kitapadas er6gorbéjét. Ezzel a modszerrel tehat
kvantitative vizsgalhatjuk az egyedi sejtek kitapadasat. Munkam soran, az er6gorbébdl kinyert
informacio és egy egyedi sejt felbontasu optikai bioszenzor kinetikai jelének 6sszehasonlitasan is
dolgoztam. A kiilénb6z6 elven miikod6é eszkozok dsszehasonlitasanak kovetkezo 1épésében az
automatizalt mikopipetta és a Fluid FM altal szolgéaltatott informacio korrelaciojanak felderitése a
cél. A mikropipetta erdmérése numerikus szimualaciokon alapszik amelyek a sejtet egyszerii
gombként (vagy félgombként) kezelik, ezért a kalibralas szempontjabdl é16 sejtek helyett
célszerlibb 10 mikrométer armérdjii polisztirol gyongyokkel dolgozni. Ehhez egy 1ij feliiletkezelési
eljaras bevezetése sziikséges aminek segitségével a gyongyoket a feliilethez tudjuk kotni egy ismert
és kontrolalhato erdsségli molekularis kapcsolaton keresztiil. Erre a biotin-avidin kémiai rendszert
valasztottuk ki melynek el6nye, hogy a késébbi munkam soran a gyongyok felszinére kiilonb6z6
biolégiai szempontbél érdekes fehérjéket vagy szénhidrat lancokat kothetiink ki. A
tobbkomponensii feliilet 1étrejottét az Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy (OWLS)
modszerével lehet monitorozni, amely a lokalis térésmutatovaltozasok kévetésével mutatja meg a
molekularis rétegek egymasraépiilését.

A Fluid FM illetve optikai bioszenzor €16 sejteken mért jelének 6sszehasonlitdsa meglehetGsen
bonyolult eljaras, igy sziikséges volt egy egységesitett kisérleti és adatfeldolgozasi protokoll
létrehozasa. Az altalam véglegesitett protokol alapjan sikeres méréseket végeztiink, amelyek
eredményeit a kovetkezo6 abrak illusztraljak:
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1. Abra: Az optikai bioszenzor altal mért hulldmhossz-eltol6das id6beli alakulasa egyedi HELA
sejten. A jel egyenesen aranyos a sejt kitapadasa miatt 1étrejott torésmutatovaltozassal. Alakja jol
illeszthetd szigmoid gorbével, amelynek paraméterei (maximuma, illetve meredeksége) a
sejtkitapadasanak dinamikajat jellemzik.
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2. Abra: Az 1. 4bran jellemzett egyedi sejt adhézi6s gorbéje. A kék vonal a Fluid FM hegy
kozelitését jelenti, mig a sarga a feliilett6l valé tavolodast. A gorbébdl kinyerhetd két legfontosabb
paraméter a maximalis adhézios er6 (a sarga gorbe minimuma) illetve az adhézids energia (a gorbe
integralja).

Egy mérés soran tehat kiilonb6z6 elven (optikai és mechanikai) miik6dé modszereket kombinalunk
a sejtek kitapadasanak jellemzésére. Egy mérés folyaman 10-20 sejtet sikeriilt lemérni, ami
meghaladja a hagyomanyos AFM alapu mérések ateresztoképességét. A technikai attérés abban
rejlik, hogy a kétféle mérést ugyanazon a sejten tudjuk elvégezni, a kapott adatokat tehat
kozvetleniil tudjuk korrelaltatni. A munka kévetkez6 szakaszaban ezen eredményekre épitve
szeretnénk meghatarozni a leglényegesebb paraméterkombindcidkat és azok korrelacigjat.

Az eredmények alapjan a cikk irasat elkezdtiik, az elkdvetkezend6 honapokban szandékozzuk
beadni a kéziratot.

Az els6 féléves projektem masik iranyvonala az automatizalt mikropipetta Fluid FM BOT
segitségével torténo kalibracidja. Kisérleti rendszernek a biotin-avidin kdlcsonhatast valasztottuk,
amely a természetben el6fordulé leger6sebb nem kovalens molekuléris kdlcsénhatéas. Az avidin egy
66 kDa-os fehérje mig a biotin egy kis szerves molekula amelyet kémiai titon kovalensen lehet
hozzakétni polisztirol gyongyok feliiletéhez. Amennyiben ezeket a gyongyoket egy avidinnal kezelt
feliiletre helyezziik, azok a biotinnal valé kélcsonhatas miatt kitapadnak. Az avidin adszorbciéjat
kezeletlen tivegfeliileten OWLS segitségével lemértem, melynek eredményét a 3. dbra mutatja.

Az igy létrehozott avidinréteg specifikusan képes kotni a biotinalt gyongyoket, azaz a fehérje nativ
allapotaban, szabad kot6helyekkel tapad ki az iivegre. A specifcitast olyan gyongyokkel
ellendriztem amelyek egy éjszakan keresztiil avidinoldatban alltak, igy a biotinjaik kotott allapotba
keriiltek, inaktivalodtak. Az ezt kovet6 mikropipettas mérések tanulsaga szerint az igy létrejott
fehérjeréteg nem tapad erdsen az liveghez, igy a gyongyok immobilizadsara nem alkalmas. Ezen
problémat megoldando, a kdvetkezd 1épésben az iivegre els6ként egy PLL-PEG-biotin réteget
visziink fel, majd erre keriil az avidin. Mivel egy avidin fehérje 4 kot6hellyel rendelkezik, ezzel a
felépitéssel is marad szabad kapacitas a biotinalt gyongyok megkotésére. Ezen rétegfelépités
OWLS-sel torténd elemzése jelenleg is folyamatban van.
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3. Abra: OWLS optikai jelébsl szamolt tomegstirtiség kezeletlen iivegfeliileten. Az els6 1épésében
az avidin tapad ki az iivegre, majd mosast kovetGen a deaktivalt biotinnal bevont gyéngyodk
keriilnek a rendszerbe ezek azonban lathatéan nem adnak jelet. A nem deaktivalt gyongyok viszont
kitapadnak a felszinre, igy bizonyitva a feliileti rendszer specificitasat.

Ezen iranyvonal kovetkez6 1épése a PLL-PEG-biotint tartalmazo rétegen a gyongyok adhéziojanak
mérése els6ként automatizalt mikropipettaval, majd FluidFM-el. A kapott er6értékek
osszehasonlitasa fontos informéacioval szolgal majd a két technika komplementer alkalmazasarél
valamint a mikropipettara vonatkozé numerikus fluidikai szimulaciok megbizhat6sagardl. A
biotinnal bevont gyongyok a jov6ben tovabbi felhasznalasra taldlnak majd. Terveink kozott szerepel
egy baktériumadhézios modell kialakitasa, amelyben a biologiailag fontos fehérjéket a gyongyok
felslzinére kotve szimuldlunk egyes biolégiai folyamatokat. Ezen kutatast a 2018 juniusaban
esedékes Biosensors 2018 nemzetkozi konferencian szeretném bemutatni, melyre az absztrakt
leadasa ,,Single cell adhesion force measurements using computer controlled micropipette, Fluid
FM BOT and optical biosensors to model the interactions of bacterial and mammalian cells" cimmel
megtortént.

A fenti két 6 kutatasi tertileten kiviil tovabbi projektekben is részt vettem, ezeket ismertetem
roviden a kovetkez6kben. Az ELTE Biologiai Fizika Tanszékén felallitott automatikus
mikropipettaval az Immunoldgiai Tanszékkel folytatott kollaboracio keretein beliil sejtadhézids
méréseket végzek immunsejtek integrin receptorait vizsgalva. A diplomamunkam alapjaul szolgald
mikrofluidikai emulzidk stabilitasanak felderitését célzo kisérleti és elméleti kutatast is folytatok.
Ezen témabol szintén kéziratot terveziink leadni a kovetkezd félév soran. A Nanobioszenzorika
csoportban FluidFM méréseket végeztem a glifozat novényvéddszer sejtadhéziora gyakorolt
hatdsanak kimutatasa céljabol. Sikeriilt egy oOra alatt akar 60 sejtet lemérni ami a mddszer kiilonésen
nagy ateresztoképességét bizonyitja.

A 2017 tavaszan Erasmus program keretében a University of Montpellier laborjaban végzett
munkam eredményeirdl sz616 publikacio kézirata jelenleg elkészités alatt all ,,Effect of pore size on
hydroxapatite crystallization on porous silicon scaffolds” cimmel. Ennek beadasat a kovetkez6
hénapban tervezziik a Journal of Physical Chemistry C folyoiratba. Ezen munkat 2018 marciusaban



Le Grand Motte-ban a Porous Semiconductors Science & Technology konferencian poszter
formajaban mutatom be.

A kutatasi tevékenységek mellett az ELTE-n foly6 oktatasba is bekapcsolédtam a Bioldgiai Fizika
Tanszék altal meghirdetett Modern Fizika Laboratorium Optikai spektroszképia c. mérésének
vezetésével. A labort 12 alkalommal tartottam a félévben. A munkahoz tartozik a hallgato
jegyzokonyvek és beugré ZH-k értékelése is.

A doktori iskola kurzusa keretében részt vettem, december elején a ,,Modern Light Sources and
Applications” 3 napos nemzetkozi iskolan a szegedi ELI kozpontban.
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