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Bevezetés

Az egyedi sejtek adhézioja kulcsfontossagli tényezd a bioldgiai €s orvosbiologiai
kutatasokban, azonban ennek pontos mérése nagyszamu sejt esetén tovabbra is kihivast
jelent. A sejtek adhéziojat jol jellemzi az az erd, amely sziikséges a tapado sejtek
levélasztasahoz a feliiletrdl. Ez az eré mérhetd kozvetleniil és kozvetetten is. A kozvetett
erdméréshez jol alkalmazhatok a jelolésmentes, feliiletérzékeny optikai bioszenzorok. Az
altaluk mért jel intenzitdsa aranyos az adhézios zoénaban 1évo anyagmennyiséggel, és az
eredményekhez kinetikai gorbék illeszthetdk. Az optikai jelek egyedi sejtekre torténd
erdkalibralasa révén a modszer alkalmassa valt nagy sejtszam mellett is az adhézios
er6gorbék pontos meghatarozasara. A kdzvetlen erémérés egyik eszkdze a mikrofluidikai
csatornaval és nyomaskontrollerrel kombinalt atomerd-mikroszkép (FluidFM). Nincs sziikség
hosszu varakozasi iddre a sejt-feliilet kapcsolatok kialakuldasahoz, mivel mar tapadt sejtek is
mérhetdk révid idon beliil. Az igy nyert er6—tavolsag gorbék lehetdveé teszik az adhézids erdk
nagy pontossagii meghatarozasat. Kutatasom célja az adhézios folyamatok vizsgalata a fenti
modszerek alkalmazéasaval: mérések tervezése és kivitelezése, valamint optikai és biofizikai
modellek kidolgozasa.

Az aktudlis félévben elvégzett kutatdsok ismertetése

A félév soran egy mechanikai modellt fejlesztettem tovabb, amely a sejtek és a felszin kozotti
adhézios kolcsonhatasokat irja le geometriai és fizikai paraméterek alapjan. A cél az volt,
hogy a sejt felszinére hat6 tapadasi eréket numerikusan jellemezzem, kiilonos tekintettel
azokra a kotési er6hatdsokra, amelyek a sejtfelszin és az aljzat kozott alakulnak ki kiilonb6z6
kotési stirliség €s rugalmassagi eloszlasok mellett. A modellben a sejtet egy félgdmbszerti
testként értelmeztem, amely kiilonbdz6 sugarak mentén rugokkal kapcsolddik az adhézios
felszinhez. Ezek a rugok a sejt és a felszin kozotti kotéseket reprezentaljak. A rugdk nyujtasa
¢és a hozzajuk tartozo erd kiszamitdsa a geometriai paraméterek (sejtméret, nyugalmi hossz,
deformécios magassag) és a rugoallandok fiiggvényében torténik. A tapadasi erd vertikalis
komponensét numerikus integralassal hataroztam meg, figyelembe véve az adott sugaraknal
fellépd rugoerdket és kotési stirtiségeket. A modell fontos jellemzdje, hogy képes figyelembe
venni kiilonboz6 eloszlasokat, mind a kotéhelyek stiriségében (p(7)), mind a rugdk
merevségében (fo(r)). Kiilonbozo eloszlasi fliggvényekkel — példaul linedris, kvadratikus,
vagy Gauss-jellegli — vizsgaltam, hogyan valtozik az adhézios erd tdvolsag fliggvényében.
Emellett bevezettem egy kritikus erd (f.) paramétert is, amely felett a kotések elszakadnak,
ezaltal a modell a teljes kiités felszakadasanak hatésait is képes szimulalni. A szamitasok
végén a teljes tapadasi er6t normalizalt formaban dbrazoltam a sejt deformacios
magassaganak fiiggvényében, igy jol lathatova valt az eré—tavolsag (vagy eré—deformacio)
kapcsolat kiilonbozé adhézids és mechanikai eloszldsok mellett. A modell jo6l hasznélhat6 az
adhézios zonak mechanikai jellemzésére, és potencidlisan illeszthetd kisérleti erd—tavolsag
gorbékhez is.
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A félév soran sejtes bioszenzoros kisérletekbdl szarmazo kinetikai adatok elemzésével is
foglalkoztam, kiilonds tekintettel a SARS-CoV-2 tiiskefehérje S1 alegysége és a HeLa sejtek
felszinén természetesen jelen 1évé RGD-specifikus integrinek kozotti kolcsonhatas
modellezésére. Ehhez egy korabban publikalt kinetikai modellt hasznaltam, amely egy
differencidlegyenlet-rendszer segitségével irja le az integrin—ligand kapcsolatok iddbeli
alakulasat a sejtek ¢és a S1-gyel boritott felszin kozott. A modell harom f6 valtozot
tartalmazott: a szabad integrinek (I), a szabad ligandok (L), valamint a kotott komplexek (B)
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A paraméterek koziil a kq és k, az asszociacios €s disszociacids sebességi allandok, k5 pedig
az adhézids zonaba torténd integrin-rekrutaciot jellemzi, mig I,,,, az elérhetd szabad
integrinek maximalis felszini stirlisége. A modellillesztés soran a HeLa sejtek valds ideji
kotott komplex koncentraciokka, kihasznalva a kalibracids Osszefiiggést: 1 pm eltoldédas =
0.005 kotott integrin/pm?. A numerikus illesztést Pythonban végeztem, a
scipy.integrate.odeint segitségével szimulaltam a dinamikus folyamatokat, mig a
paraméterillesztést a scipy.optimize.curve _fit fliggvénnyel végeztem el, tobbszori illesztéssel,
kiilonbozo kezddértekek melletti racsalapt kereséssel. Az egyes illesztések koziil azt
valasztottam legjobbnak, amelyik a R? értéket adta. A modell segitségével meghataroztam a
SARS-CoV-2 Sl-integrin kolcsonhatas kétdimenzios disszociacios allandojat (°Ky), amely
276.96 + 0.252 molekula/pm? értéket adott. Ezt a koncentraciot egy feltételezett 100 nm
vastag adhézids zonaval és az Avogadro-szammal 3PK4-vé (4.62 + 0.03 uM) konvertaltam,
amely jol 0sszehasonlithatdo mas mérésekkel. Az eredmények nemcsak kvantitativ médon
jellemezték az S1—integrin kotést, hanem ravilagitottak arra is, hogy a teljes hossziisag S1
alegység sejtfelszini kotddése jelentds affinitdssal torténik, annak ellenére, hogy az RGD
motivum véletlenszerli orientadcioban van a felszinen. Ez alatdmasztja az integrinek szerepét a
SARS-CoV-2 alternativ sejtfelvételi utvonalaiban, és lehetdséget nyjt 0j antiviralis
stratégiak kifejlesztésére, amelyek ezen kdlcsonhatas gatlasara irdnyulnak.
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A tovabbiak soran célom a PHSRN peptid és sejtfelszini integrinek kozotti kotési dinamika
kvantitativ jellemzése volt egy optikai bioszenzoros rendszer (resonant waveguide grating —
RWG) adatai alapjan. A mért bioszenzoros jelek a sejt-feliilet adhézios kdlcsonhatasanak
iddbeli valtozasat tiikrozik, és egy tobbkomponensii kinetikai modell segitsé¢gével
értelmezhetdk, amely figyelembe veszi az RGD- és PHSRN-ligandumokat, valamint az
integrinek szabad és kotott formdit. A hasznalt modell ismételten egy differencidlegyenlet-
rendszer, amely az alabbi f6 komponenseket koveti: szabad integrinek (1), szabad RGD-
ligandumok (Lrgp), szabad PHSRN-ligandumok (Lpysrn), kotott RGD-komplexek (Brgp ),
kotott PHSRN-komplexek (Bpysry)- A modell illesztése soran a PHSRN

figyelembe véve az adhézios zona feltételezett vastagsagat (10 nm), az Avogadro-szdmot és a
térfogat—feliilet atvaltasi tényezoket. Ez lehetdvé tette, hogy az RWG-mérésekbdl szdrmazod
kinetikai gorbéket kdzvetleniil felhasznaljuk a kotési dinamikat leird egyenletek illesztéséhez.
A paraméterillesztés egy iterativ Iépéssorozatban tortént. Az illesztéshez hasznalt modell:
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e = 0,232 értékkel. Az € paraméter értékét iterativ illesztési eljarassal hatdroztuk meg.
Kezdetben az € -t szabad paraméterként kezeltiik az illesztési folyamat soran, mig a tobbi
modellparamétert rogzitettiik. Ezen illesztésekbdl tobb adathalmazra kiterjedden € értékek
halmazat kaptuk, és ezek atlagat vettiik elézetes becslésként. Ezt az eldzetes € atlagot
felhaszndlva a fennmaradé modellparamétereket meghatarozott paraméterhatdrokon



illesztettiik. Ezen eredményekbdl a nagy valtozékonysagot mutato illesztéseket, nevezetesen
azokat, amelyek paraméterértékei egy nagysagrendnél nagyobb mértékben eltértek a
tobbségtol, a szorasuk alapjan kizartuk. Ezt kovetden a modellt a frissitett € atlag
felhasznalasaval Ujra illesztettiik, amelyet most rogzitettiink. A fennmarado
modellparaméterek illesztési értékeit elmentettiik és rogzitettiik a kovetkezo 1épéshez. Az
utolso szakaszban az € értéket ismét szabad paraméterként kezeltiik, de ezuttal egyetlen
legjobban illeszkedd értéket hataroztunk meg az 6sszes koncentraciora egyidejileg. A
modellt ezutan ezzel a végso, globalisan optimalizalt € értékkel ujra illesztettiik, amelyet
végig rogzitettiink. A megfeleld eredményeket végsd paraméterkészletként mentettiik. Az igy
kapott eredmények:
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