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Bevezetés

A sejtek adhézigja és annak idébeli alakuldsa alapvetd szerepet jatszik szamos bioldgiai és
orvosbiologiai folyamatban, ugyanakkor kvantitativ leirasa osszetett feladat, mivel a mért jelek
tobb, egymassal 6sszefonodd molekularis és mechanikai folyamat ereddjeként jelennek meg.
Jelolésmentes, feliiletérzékeny optikai bioszenzorok, példaul az EPIC BT rendszer, és egyedi
sejteken alkalmazott erémérési technikak, mint a FluidFM, lehetdséget adnak ezen folyamatok
valés idejii kovetésére, azonban a kapott adatok értelmezéséhez elméleti és numerikus
modellek alkalmazasa sziikséges. Az egyik, az év sordn késziil6 munkankban a FluidFM-mel
mért sejtleszakitasi gorbéket egy mechanisztikus modell segitségével irtuk le, amelyben az
integrin—ligand kotések linearis rugokként jelennek meg, és amely ramutat arra, hogy a kotési
helyek stirisége ¢és mechanikai tulajdonsagai alapvetéen meghatdrozzak a mért er6—tavolsag
gorbék jellegét. Az el6z6 félév soran a PHSRN motivum sejtadhéziora gyakorolt hatasat
jelolésmentes bioszenzoros mérések alapjan, kinetikai modellezéssel vizsgéltam, amely a
ligandumkotési és integrin-toborzasi folyamatok kvantitativ leirdsat tette lehetévé. A jelen
félévben ezt a megkozelités mikroszkopos képalkotassal keriilt kiegészitésre: konfokalis
mikroszkdpiaval, zyxin- és vinculin-festés segitségével a fokalis adhéziok szervezddése keriilt
kvantifikaciora PHSRN-kezelt és kontroll HeLa sejtekben. A mérések kiértékelés¢hez sajat
fejlesztésii képanalizis-modszert alkalmaztam, amely lehetdvé teszi az adhézios struktirak
objektiv, kvantitativ jellemzését, és kozvetlen kapcsolatot teremt a bioszenzoros kinetikai
eredmények ¢és a sejtszintll, térben feloldott megfigyelések kozott.

Az aktudlis félévben elvégzett kutatdsok ismertetése

Az aktudlis félév sordn kutatomunkdm kozéppontjdban a sejt—felszin kolcsonhatasok
mechanikai és kinetikai jellemzése allt, kiilonds tekintettel az adhézids folyamatok biofizikai
leirdsara  ¢és  kvantitativ  értelmezésére. A FluidFM-mérésekhez  kapcsolodoan
tovabbfejlesztettem egy mechanisztikus modellt, amelyben a sejtet féelgombszeri testként, az
integrin—ligand kotések rendszerét pedig rugokként irtam le. A modell lehetdvé teszi a tapadasi
erd numerikus meghatdrozasat kiilonbozo kotési stirliség- és rugalmassagi eloszlasok mellett,
valamint a kritikus szakitéerd figyelembevételét, igy alkalmas az er6—tdvolsdg gorbék
kvalitativ és kvantitativ értelmezésére. A szamitott eredmények jO egyezést mutattak a
kisérletileg mért kritikus megnyuldsokkal és erdértékekkel, és alapot teremtenek a modell
kisérleti gorbékhez torténd illesztésére.
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1. Normalizalt elméleti ero—tavolsag gorbék kiilonbozo kétohely-siiriiséeg- és rugalmassagi
eloszldasok esetén. Az abra szemlélteti, hogy az adhézios kotések térbeli szervezodése és
mechanikai tulajdonsagai jelentosen befolyasoljak a sejtfelszakitas soran mért erdprofil
alakjat.

2. Kiserleti FluidFM ero—tavolsag gorbe (fekete) és a rugoalapu adhézios modell illesztése
(piros). A modell reprodukdlja a sejtfelszakitds soran mert fobb jellemzoket, kiilonosen a
tapadadsi minimum helyét és nagysagat, igazolva az integrin—ligand kotések mechanisztikus
leirasdanak relevanciajat.

A modell altalanos viselkedését az 1. abra szemlélteti, ahol kiillonb6z6é kotOhely-stirliség- €s
rugalmassagi eloszldsok mellett szamitott elméleti eré—tavolsag gorbék lathatok. Az
eredmények azt mutatjdk, hogy az adhézios kotések térbeli szervezddése és mechanikai
heterogenitdsa jelentds hatdssal van a mért erdprofil alakjara, ami magyarazatot adhat a
kisérletileg megfigyelt gorbék kozotti variabilitdsra. A FluidFM-mérések értelmezésére
kifejlesztett mechanisztikus modell érvényességét kisérleti adatokkal vetettem Ossze. A 2. abra
egy reprezentativ HeLa sejt FluidFM erd—tavolsag gorbéjét és a hozza illesztett elméleti
modellt mutatja. A modell jol reprodukalja a sejtfelszakitas soran megjelend fobb jellemzoket,
kiilonosen az adhézidés minimum helyét és nagysagat, ami azt jelzi, hogy az integrin—ligand
kotések rugodalapu leirdsa alkalmas a mérési adatok mechanisztikus értelmezésére.

A korabbi félévben megkezdett, PHSRN peptidhez kapcsolddo kutatdsokat ebben a félévben
modszertanilag tovabb bdvitettem. Mig kordbban a PHSRN sejtadhéziora gyakorolt hatasat
jelolésmentes bioszenzoros mérések és kinetikai modellezés segitségével vizsgaltam, az
aktualis félévben mikroszkopos képalkotast alkalmaztam a sejtes valaszok térbeli felbontasara.
Konfokalis mikroszkopidval, zyxin- és vinculin-festések segitségével elemeztem a fokalis
adhéziok szervezddését PHSRN-kezelt és kontroll HeLa sejtekben. A képek kiértékeléséhez
sajat fejlesztésli, Python-alapii képanalizis-modszert alkalmaztam, amely automatikus
sejtszegmentalast és adhézids struktura-detektalast tesz lehetové. Ez a megkozelités kozvetlen
kapcsolatot teremt a bioszenzoros kinetikai eredmények és a sejtszintli, térben feloldott
megfigyelések kozott, és kiegésziti az adhézids folyamatok mechanisztikus értelmezését. A
konfokalis felvételek alapjan jol kdvethetd volt, hogy a PHSRN koncentracié novelésével a
fokalis adhéziok szervezddése €s sejten beliili eloszlasa megvaltozik. A zyxin- és vinculin-
festések képei azt mutattdk, hogy a PHSRN-kezelés hatasara az adhézids struktarak
kiterjedtebbé valnak, €s a sejtek peremén hangsulyosabb lokalizacio jelenik meg, mikdzben a
sejtek morfologidja és az aktin citoszkeleton szervezddése is modosul. A hatds nem monoton,
hanem koncentraciofiiggd modon valtozik, ami arra utal, hogy a PHSRN nem pusztan erdsiti,
hanem atrendezi az adhézids kapcsolatokat. Kvantitativ médon elemeztem a fokalis adhéziok



teriiletét és atlagos intenzitasat. A fokalis adhézios teriilet normalizalt értékei mind zyxin, mind
vinculin esetén koncentraciofiiggd valtozast mutattak, ami &sszhangban van a vizudlisan
megfigyelheté adhézios atrendezddésekkel. Az atlagos fluoreszcencia-intenzitds elemzése
alapjan a vinculin és a zyxin eltéré6 médon reagal a PHSRN jelenlétére, ami arra utal, hogy a
kiilonboz6 adhézios fehérjék nem azonos kinetikaval és stabilitassal vesznek részt a kialakuld
adhézios struktarakban.

FA mean intensity vs PHSRN concentration
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4. FA area vs PHSRN concentration
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3. A4 fokalis adhéziok atlagos fluoreszcencia-intenzitasa a PHSRN koncentracio fiiggvényében
zyxin- és vinculin-csatornakban. Az eltérd koncentraciofiiggo trendek arra utalnak, hogy a
két adhézios fehérje kiilonb6z6 modon vesz részt a PHSRN altal modositott adhézios
folyamatokban.

4. A fokalis adheéziok altal lefedett teriilet normalizalt aranya a PHSRN koncentracio
fiiggvényében zyxin- és vinculin-festések alapjan. Az abra a PHSRN-kezelés hatasara
bekovetkezo, nemlinearis valtozdasokat szemlélteti, amelyek az adhézios strukturak
dtrendezodésére utalnak.
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