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Bevezetés

Jelolésmentes bioszenzorok jelolémolekula nélkiil képesek a biologiai folyamatok nyomon
kovetésére. Az rezondns racsos hullamvezetd alapu bioszenzorok kivaldan alkalmasak a feliilet
feletti rétegben érzékelni a torésmutatd valtozast nagyon jo térbeli és idObeli felbontassal. A
biomolekuldk vagy €16 sejtek feliilethez torténd adszorpcidja soran megvaltozik a lokalis
torésmutato, igy ezek a folyamatok vizsgalhatok. Egyedi sejtek vizsgalata is lehetséges ezekkel
a bioszenzorokkal ennek a jelentésége abban rejlik, hogy eddig foként csak sejtpopulacidkra
léteznek ilyen mérések. Az utdbbi évben kutatocsoportunk szadmos fontos Iépéseket tett a fenti
modszerek kiterjesztésében nagyszamu egyedi sejtek parhuzamos vizsgalatara.

A kutatasom célja a biomolekulak szenzor-felillethez torténd adszorpcidjanak és a
sejtadhézi6 folyamatdnak vizsgélata kiilonboz6é biofizikai modszerekkel, mint FluidFM,
szamitogépvezérelt mikropipetta, holomonitor és rezonans racsos hullamvezetd alapl
bioszenzor, hangsulyt fektetve a jelenségek egyedi sejt és populacio szintli vizsgalatara.

Az aktualis félévben elvégzett kutatasok ismertetése

Az irodalomban ismert az effektus, hogy ha a PHSRN szinergiapeptid is jelen van RGD-vel
funkcionalizalt feliileten akkor gyengén tapado sejteknél a szinergiapeptid noveli az adhézid
mértékét, viszont magaban nem képes az adhézi6 létrehozasara. Ez a megallapitas
mikroszkopos képek alapjan tortént, mi részletesebben szeretnénk a folyamatot vizsgalni
jeldlésmentes optikai bioszenzor segitségével. Elso kisérleteim sordn nem a feliiletre kotottem
ki a PHSRN-t hanem oldatban adtam a sejtekhez kiilonb6z6 koncentracioban mig a feliiletet
végeztem.

Az la. abran lathatoak a bioszenzor altal mért adhézios gorbék, mig az 1b. abran lathato a
gorbék maximuma az alkalmazott PHSRN koncentraci6 fiiggvényében. A bioszenzoros jelek a
sejtadhéziondl jol ismert szigmoid alaktak voltak. A gorbék maximuma jol lathatéan nétt 700
pg/ml PHSRN koncentracidig, onnantdl pedig csokkent. Ez azt jelenti, hogy kisebb
koncentracioknal a PHSRN ndvelte a sejtadhéziot, majd egy adott koncentracio felett az
adhézio elkezdett csokkeni. Ezt az effektust gy lehet magyardzni, ha feltessziik, hogy az RGD-
nek és a PHSRN-nek ugyanaz a kétéhelye az integrinen, mert ha nincs elég RGD a felszinen,
hogy minden kotdhelyet elfoglaljon akkor a maradék helyekre a PHSRN be tud kotni erdsitve
az adhéziot, viszont ha a PHSRN nagy koncentracioban van jelen, akkor elkezd Kiszoritani a
kothelyekrdl az RGD-t igy csokkentve az adhéziot.

Tervezek tovabbi méréseket foleg a 700 pg/ml feletti koncentracié tartomanyban, hogy
jobban alé tudjam tdmasztani ezt a fenti mérést, illetve tervezek olyan méréseket végezni, ahol
a PHSRN-t az RGD-vel egyiitt a feliiletre kotom ki.
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1. abra: a) Optikai bioszenzor dltal mért kitapadasi gorbék Hela sejtek esetén kiilonbozé6 PHSRN
koncentrdcidoknal. b) Az optikai bioszenzor dltal mért gorbék maximalis értéke a PHSRN koncentracio
fliggvényében dbrdzolva [Magyarodi Beatrix: PHSRN polipeptid oldat hatdsa a HeLa sejtek

crer

Annak érdekében, hogy a sejtadhézids folyamatot molekularis szinten is elemezni tudjuk
kifejlesztettiink egy kinetikai modellt, ami figyelembe veszi az adhézid alatt lejatszodod
legrelevansabb biomolekularis kdlcsonhatasokat. A modell az integrin-ligand kotés asszociojan
kinetikus sebességi allandok segitségével. A csatolt kozonséges differencialegyenlet
rendszerben az egyenletek a ligand (L), a szabad integrin (I), és az integrin-ligand komplex (B)
iddbeli valtozasara lettek felirva:

dB
B = Jyl 1~ k;B ()
a _ —k,L+1+ k,B ()
dt

% = —kL*xI+kyB+k3B(Ipax — 1) )

ahol k4, és k, az integrinek és a ligandnak az egymashoz torténd ki- és bekdtédésének a
sebességi allandodja, ksaz integrinek toborzodasanak sebességi allandodja az adhézids zonaba.
Imax az integrinek maximalis lehetséges feliileti koncentracioja az adhézidés zonaban, ezt azt
jelenti, hogy amikor az integrin koncentracio eléri ezt az értéket akkor ledll az integrinek
toborzodasa. (2a. abra)

Ahhoz hogy a modellel a bioszenzoros adatokat ki lehessen értékelni el kellett végezni egy
kalibraciot, mivel az altalunk hasznélt optikai bioszenzor a beesd €s visszaverddott fény
hulldmhossz eltolodasat méri, ami aranyos a hullamvezetd réteg feletti 150-200 nm-es rétegben
1étrejovo  strtiségvaltozassal, mig a modellt feliileti koncentraciora irtuk fel. Mivel a
bioszenzoros jel maximuma 1200 pm koriil szokott lenni HeLa sejtek esetén, igy ez felel meg
az integrinek maximalis feliileti stiriségének. A Hela sejteknek kitapadt allapotukban a
teriiletiik mikroszkopos képek alapjan 1000 um, és ugy becsiiltiik, hogy ekkor az adhézios
zonaban 6000 kotott integrin van jelen. Ezek alapjan kiszamoltuk, hogy 1 pm hulldmhossz
eltolodas nagyjabol 1/200 um~2kotott integrin feliileti stirliségnek felel meg HeLa sejtek esetén.
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2. abra: a) A sejtadhéziot leiro kinetikai modell szemléltetése. b) Optikai bioszenzorral mért
kitapadasi gorbék kiilonbozd enzim koncentracioknadl (szinessel) illetve a modell illesztése az adatokra
(fekete). c-d) Az integrin, ligand illetve integrin-ligand komplex feliileti stiriiségének valtozdsa az
adhézio soran két kiilonbozd enzim koncentracio mellet. [1]

Az els6 alkalmazasa a modellnek HeLa sejtek adhézidjanak valtozasat vizsgalta kiilonb6zo
téve annak vizsgalatat, hogy a glikokalix milyen hatdssal bir a sejtadhézid sordn. A
bioszenzoros adatokra MatLab kod segitségével illesztettem meg a modellt (2b. abra). Az
illesztett paraméterek a kq, k,, k3 és Imax VOltak, a kezdeti feltételek pedig a kovetkezoek: a
ligand feliileti siirlisége 15000 um~2 (a mérés soran alkalmazott feliiletkezelésre jellemzd), az
integriné 0,1 pm~2 és kotott integrin-ligand komplex pedig nem volt jelen. Az integrin, ligand
illetve integrin-ligand komplex feliileti stirliségének valtozasa az adhézio soran két kiilonb6zo
enzim koncentracio mellet a 2c. illetve 2d. dbran lathato.

Az illesztett paraméterek értékei az enzim koncentracié fliggvényében a 3a-d. abrakon
lathatoak, a K¥ és 2PK¥ értékei a 3e. bran valamint az adhézio soran a kotétt integrin-ligand
komplex maximalis feliileti stirlisége a 3f. abran lathatd. Az enzim koncentracid novelésével,
tehat glikokalix emésztésével az integrin és ligand asszociacio, az integrinek toborzdodasa és a
kotott integrin-ligand komplex maximalis feliileti stirlisége csokkent, mig az integrin-ligand

.....

------



a ) S— i § § 5 b 040

0.0004 |- 035}
0.30 }
R 0.0003 | gl l l
w —
o~ 2 o020t | I i il
E 0.0002 T % a2 | 4
2 Sost | 1 |
e A
= 010+ -2
0.0001 }- .
0.05}
0.0000 “——, L 4 - L L 0.00 L, L " L . "
0.00 10" 10° 10* 10" 10° 0.00 10* 10° 10? 10" 10°
ChrABC (U/ml) ChrABC (U/ml)
C 12— . . ; ; . d - . . . .
A
1.0 } { A 08k
s | l
s | 11
o~ 06f £
£ | i 3 J I
= 60.4 1
™04} A
02} A 1 0.2+% s ia
00_1_/ '} Il d V] L Oo_g_/l |4 |3 |2 || |°
0.00 10" 10° 107 10" 10° 0.00 10 10° 10° 10 10
ChrABC (U/ml) ChrABC (U/ml)
€ 3000 — : : ; : — 50 f s
A 7
2500 | {40 =z I 3
7 l %
2000 + l 3 b 2
e 430 . <‘,‘A P i
g 1500 l l 2_, g 614 o 10 10° 100 10 10
= J-_ 20 = Vx ChrABC (U/ml)
1000 i < £
Q A A + Q 5
500 L& i i A 410 i
00—10—6// - '.3 L - o ale o g g : : e
. 10 10 10 10 10 0.00 10* 10° 10? 10" 10°
ChrABC (U/ml) ChrABC (U/ml)

3. dbra: a-d) A kinetikai modell paramétereinek illesztett értékei az enzim koncentrdcio fiiggvényében.
e)A Kclf és 2P KX értckei illetve f) az adhézio sordn a kétott integrin-ligand komplex maximalis feliileti
stirtisége az enzim koncentrdcio fiiggvényében. [1]

Publikaciok
1. Kanyo, N., Kovacs, K.D., Saftics, A. et al. Glycocalyx regulates the strength and kinetics of

cancer cell adhesion revealed by biophysical models based on high resolution label-free optical
data. Sci Rep 10, 22422 (2020). https://doi.org/10.1038/s41598-020-80033-6

Kinga Déra Kovacs, Martin Novak, Zoltan Hajnal, Csaba Hos, Balint Szabo, Inna Székacs, Ye
Fang, Attila Bonyar and Robert Horvath. Label-free tracking of whole-cell response on RGD
functionalized surfaces to varied flow velocities generated by fluidic rotation (Journal of
Colloid and Interface Science, biralat alatt)

Tanulmanyi tevékenység az aktualis felevben

Evolucios jatékelmélet, Az érzékelés biofizikaja EA
Témavezetés

Magyar6di Beatrix, Egészségiligyi mérnok MSc hallgat6, BME Kari TDK I. hely
4



