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PhD értekezés Kivonata

A sejt-anyag kolcsonhatasok tanulmanyozasa soran az egyik legfontosabb Iépés a
feliileti bevonatok tulajdonsagainak kialakitasa. Doktori munkam soran az volt a célom,
hogy koltséghatékony, egyszertien eldallithatd és hangolhatd, flagellin alapt, feliileti
onszervezddéssel rendelkezé biomimetikus rétegeket hozzak 1étre, amelyekkel
befolyasolni lehet ¢16 sejtek adhézidjat, feliileti viselkedését. Az alkalmazott
flagellinvariansok segitségével sejttaszitdé és erdsen adheziv feliileteket is el6 tudtam
allitani. A kialakitott rétegeken in situ kdvettem nyomon baktériumok és emldssejtek

adhézigjat jeldlésmentes optikai szenzorok és mikroszkopia segitségével.

crer

olddészer és hidratacios burok. A Hofmeister sorba tartozé sok hatassal vannak a
fehérjék masodlagos ¢és harmadlagos szerkezetének kialakuldsara, ezaltal hangolhatjak
oldhatosagukat és stabilitdsukat. Vizsgalataim sordan Hofmeister sokkal befolyasoltam a
fehérjék és a hidrofob modellfeliilet kozotti kolcsonhatast, és megmutattam, hogy a
kiilonb6z6 sok szamottevoen eltérd hatast gyakorolnak a flagellin feliileti adszorpcios
tulajdonsagaira: csokkenthetik, ill. novelhetik a feliiletre adszorbealodott fehérjék

feliileti tomegsiirtiségét.

A biologiai anyagokat utanz6 feliiletek kialakitasara egyre nagyobb az igény. Munkédm
soran vad tipusu flagellin mellett genetikailag modositott varidnsokat is hasznaltam,
melyekben a D3 domén egy olyan szekvenciaval lett helyettesitve, amely egy vagy tobb
RGD-motivumot (Arg-Gly-Asp) tartalmazott. A vad tipusu és a genetikailag modositott
flagellinbdl orientalt és slrli monoréteget hoztam létre hidrofob feliileteken. A
fehérjeréteg tulajdonsdgait optikai hullamvezetd fénymoddus spektroszkopiaval
(OWLS), atomerd mikroszkoppal (AFM) és rontgen fotoelektron spektroszkopiaval
(XPS) is karakterizaltuk.

A biomimetikus feliileteken a baktérium- ¢és az emldssejtek adhézids kinetikajanak
nyomon kovetését optikai hullamvezetd fénymodus spektroszkopidval végeztem. A
bioszenzorral mért adatok kiegészitésére ¢€s alatdmasztasara faziskontraszt és
fluoreszcens mikroszkopiat alkalmaztam. A bioszenzoros és a mikroszkopos
eredmények azt mutattak, hogy a bakterialis E. coli sejtek és az emlés Hela sejtek a vad
tipusu flagellinrétegen nem tudnak Kitapadni, bizonyitva a vad flagellinb6l képzett

orientdlt monoréteg sejttaszitd tulajdonsagat. Az RGD-motivumot kifejezd
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flagellinvaridnsok kiilonb6zé mértékli Hela sejtadhézidt indukéltak a motivum

beépitésére hasznalt linkerektdl fiiggden. Egyszert és koltséghatékony modon sikeriilt a

crcr



Characterization of flagellin-based biomimetic coatings and monitoring of
cell adhesion with label-free optical bionsensors

During my PhD work | investigated the adsorption properties of wild-type and
genetically modified flagellin variants on hydrophobic surfaces. | influenced the
adsorption of the proteins with different salts and | characterized the properties of the
adsorbed layers. Moreover, | monitored bacterial and mammalian cell adhesion in situ
on the assembled protein layers.

The solvation and hydration shell affect the structure and the conformation of proteins.
Some neutral salts have striking effects on protein conformation and aggregation, which
are called Hofmeister effects. The Hofmeister salts influence the secondary and tertiary
structure, thus they can alter the solubility and the stability of proteins. The adsorption
properties of the flagellin layer were influenced by these salts and | demonstrated that
the various Hofmeister ions increased or decreased the surface mass density of the

protein layer.

Creating biomimetic surfaces to control cell adhesion on target surfaces has crucial
importance today. Genetically engineered flagellin mutants were established by
replacing the variable D3 domain with a sequence displaying one or more of the
integrin-binding RGD (Arg-Gly-Asp) motifs. The integration of the RGD motif was
accomplished by applying various oligopeptide linkers. | prepared dense oriented
monolayers using wild-type and engineered flagellin variants. The protein layer
properties were characterized with optical waveguide lightmode spectroscopy (OWLS),
atomic force microscopy (AFM) and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS).

In order to follow the dynamics of bacterial and mammalian cell adhesion on the
fabricated biomimetic surfaces | employed the OWLS label-free biosensor. To complete
and support the biosensor data, | imaged the cells deposited on the created molecular
layers both in phase contrast and fluorescent modes. | proved the anti-adhesive
properties of the wild-type flagellin layers and demonstrated that the RGD-displaying
flagellin variants induced cell adhesion at different levels. Therefore, | proposed
biomimetic coatings to influence the adhesion of E. coli and HeLa cell in an easy and

cost-effective way.



Charakterisierung von Flagellin-basierten biomimetischen Oberflichen und
Vervolgung der Zelladhision mit markierungsfreien optischen Bionsensoren

In meiner Doktorarbeit untersuchte ich die Adsorption von Wildtyp- und genetisch
modifizierten Flagellin-Varianten auf hydrophoben Oberflachen. Ich beeinflusste die
Adsorption der Proteine mit verschiedenen Salzen und charakterisierte die adsorbierten
Schichten. Ich tberpriifte die Adhésion von Bakterien- und Séugerzellen auf den
zusammengesetzten Proteinoberflachen.

Die Losungsmittel und die Hydratationsschale beeinflussen die Struktur und die
Konformation der Proteine. Neutrale Salze haben eine Wirkung auf die
Proteinkonformation und Aggregation, die als Hofmeister-Effekt bezeichnet werden.
Die Hofmeister-Salze beeinflussen die sekundére und tertidre Struktur, so dass sie die
Loslichkeit und die Stabilitit der Proteine verdndern konnen. Die
Adsorptionseigenschaften der Flagellin wurden durch diese Salze beeinflusst und ich
erwies, dass die verschiedenen lonen die Massendichte der Proteinschicht erhdhen oder
verminderten.

Die Herstellung biomimetischer Oberflichen zur Kontrolle der Zelladhédsion auf
verschiedenen Oberflichen hat heute eine entscheidende Bedeutung. Genetisch
veranderte Flagellin-Mutanten wurden durch ein oder mehrere integrinbindende RGD-
Motive hergestellt die ersetzen die variablen D3-Doméne. Die Integration des Motivs
wurde durch Anwendung verschiedener Oligopeptid-Linker erreicht. Ich habe dicht
orientierte Monolagen unter Verwendung von Wildtyp- und genetisch verdnderte
Flagellin-Varianten vorbereitet. Die Eigenschaften der Proteinschicht wurden durch
optische  Wellenleiter-Lichtmodus-Spektroskopie (OWLS), Atomkraftmikroskopie
(AFM) und Rontgenphotoelektronen-spektroskopie (XPS) charakterisiert.

Um die Dynamik der Bakterien- und Séaugerzelladhdsion auf den gefertigten
biomimetischen Oberfldchen zu folgen, verwendete ich den OWLS-Biosensor, der ein
etikettenfreies ~ Sensing-Verfahren aufweist. Um die Biosensor-Daten zu
vervollstandigen und zu unterstiitzen, habe ich die auf den erzeugten molekularen
Schichten abgeschiedenen Zellen sowohl im Phasenkontrast als auch im Fluoreszenz-
Modus abgebildet. Ich bewies die antiadhésiven Eigenschaften der Wildtyp-Flagellin-
Schichten und zeigte, dass die RGD-zeigenden Flagellin-Varianten die Zelladhésion auf
unterschiedlichem Niveau induzierten. Ich habe es geschafft, die Adhédsion von E. coli

und HeLa Zelle auf eine einfache und kostengiinstige Weise zu beeinflussen.



Rovidités jegyzék

AFM atomic force microscopy atomerd mikroszkop

APTES (3-aminopropytriethoxysilane | (3-aminopropil)-trietoxiszilan

BSA bovine serum albumin borji szérum albumin

DPI dual-polarization interferometry | kett6s polarizacios

interferometria

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'- | N-3-dimetilaminopropil-
ethylcarbodiimide hydrochloride | etilkarboimid hidroklorid

FRET fluorescence resonance energy | fluoreszcencia rezonancia
transfer energiatranszfer

GClI grating coupled interferometry | racscsatolt interferométer

HBSS Hank's balanced salt solution Hank-féle normalizalt sooldat

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1- 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-
piperazineethanesulfonic acid etanszulfonsav

HMDS hexamethyldisilazane hexametil-diszilazan

NHS N-hydroxysuccinimide N-hidroxi-szukcinimid

PBS phosphate buffered saline foszfat puffer

PLL-g-PEG poly(L-lysine)-graft-poly poli-etilén-glikollal

(PP) (ethylene glycol) funkcionalizalt poli-L-lizin

PLL-g-PEG-RGD | RGD-functionalized PLL-g- RGD- funkcionalizalt PLL-g-

(PPR) PEG PEG

PVD physical vapor deposition fizikai réteglevalasztas

OWLS optical waveguide lightmode optikai hullamvezet6 fénymodus
spectroscopy spektroszkdpia

QCM quartz crystal microbalance kvarckristaly mikromérleg

RGD arginine-glycine-aspartic acid arginin-glicin-aszparaginsav

RIU refractive index unit torésmutatd egység

SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel SDS-poliakrilamid
electrophoresis gélelektroforézis

SPR surface plasmon resonance feliileti plazmon rezonancia

XPS X-ray photoelectron rontgen fotoelektron-

spectroscopy

spektroszkopia




1. Bevezetés

A baktériumsejtek adhézidja nemcsak a patogenezis soran, hanem az élettelen
feliileteken torténd biofilmformalas esetén is a legels6 1épés. Igazan nagy gondot okoz
megakadalyozni a baktériumok letapadasat mind ipari folyamatok soran, mind orvosi
eszk6zok esetén. Szadmos olyan anyag létezik, mely meggatolja a baktériumok
feliilethez kapcsolodasat. Habar a sejtadhézié mérése fontos, kevés technika alkalmas a
folyamat valos idejli és nagy pontossagi nyomon kovetésére. Leggyakrabban
radioaktiv, ill. fluoreszcens jelolést és festést alkalmaznak [1], azonban ma mar egyre
jobban elterjedt a jelolésmentes bioszenzorok [2], tgymint az OWLS (optical
waveguide lightmode spectroscopy, optikai hullamvezeté fénymoddus spektroszkopia)
[3], a QCM (quartz crystal microbalance, kvarckristaly mikromérleg) [4], vagy az SPR

(surface plasmon resonance, feliileti plazmon rezonancia) [5] hasznalata is.

Emldssejtek esetében a sejtadhézio elengedhetetlen ahhoz, hogy a kiilonallo sejtek
képesek legyenek haromdimenzidos szovetbe rendezOdni. A sejtek nem egyszerlien
egymashoz tapadnak, hanem egy komplex rendszer segitségével tudnak kapcsolatot
létesiteni egymassal. Szamos sejtadhézios mechanizmus felelds azért, hogy a sejteket
Osszekdsse és a citoszkeletalis rendszer segitségével kialakitsa a szovet szerkezetét [6].
Munkam soran az emldssejtek feliilettel torténd kolcsonhatasanak elsé 1épését, a
sejtadhéziot vizsgaltam. Ennek mérésére szamos technikat alkalmaznak napjainkban:
mikroszkopiat [7], [8], AFM-et (atomic force microscopy, atomeré mikroszkop) [9],
mikropipettat [10] és optikai bioszenzorokat [11], [12].

A sejtadhézio sordn a sejtek kolcsonhatasba 1épnek egy feliilettel, egy szubsztratummal
vagy egy masik sejttel, és megfeleld koriilmények kozott hozzakapcsolodnak. A sejtek
tényezok befolyadsoljak ezen kapcsolatok kialakitasat. Ennek egyik modja kiilonb6zo
tulajdonsagu feliileti bevonatok alkalmazéasa, aminek segitségével a sejt-matrix
kolcsonhatasokrol tudhatunk meg tobbet. Ezeknek az informacioknak a segitségével
jobban megérhetjiik, hogy a sejtadhézid6 mechanizmusa hogyan zajlik, melyek azok a
tényezok, amelyek segitségével az adhézid erdsségét befolyasolni lehet, hogyan lehet

indukalni vagy éppen megakadalyozni a sejtek kitapadasat a hordozon.
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Munkdm sordn genetikailag moddositott fehérjékkel bevont feliiletek segitségével

crer

meghataroztam, és részletesen jellemeztem. A kialakitott fehérje- €s polimerrétegek
segitségével Escherichia coli és HelLa sejtek adhézidjat kovettem nyomon in situ. A
kapott adatok informaciét szolgéltatnak a sejtkitapadas elsd 1€pésérdl és a sejtek
viselkedésérdl a kiilonbozo feliileteken. A jelolést alkalmazo és jelolésmentes technikak
segitségével részletes képet kaphatunk a sejtadhézid6 mechanizmusarol és az azt

befolyasolo tényezokrol.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A sejtadhézio mechanizmusa, receptorok

2.1.1.  Baktériumsejtek adhézios mechanizmusa
A baktériumok adhézidja Osszetett folyamat, melyet szamos kiilonbozé faktor
befolyasol, tobbek kozott a feliilet anyagi tulajdonsdgai, a baktérium tipusa, a
kornyezeti paraméterek €s a kiilonbdz6 anyagok jelenléte (pl.: fehérjék, antibiotikumok)
[13], [14], [15]. A mikrobidlis adhézio a sejt feliileti strukturaja és a szubsztratum
feltileti csoportjai kozotti specifikus kdlcsonhatdsok révén megy végbe. A baktériumok
feliilete szerkezeti és kémiai szempontbdl is heterogén pl. a Gram-negativ baktériumok
rendelkeznek kiils6 membrannal, melyek kiilonb6z6 lipopoliszacharidokat tartalmazo
lipid kettdsrétegbol allnak. Az adhézid kezdeti szakaszaban gyakran fontos szerepet
jatszanak a baktérium felileti struktarai (pl.: flagellum, pilus). Mig a
biofilmformalasban a sejtek 4altal termelt nagy molekulatomegli polimerek (foként

poliszacharidok) bizonyultak dont6 fontossagunak [16].

sejtfal

citoszkeletalis filamentumok
plazmid (DNS)

f fimbriak

3D-s telep

peptidoglikan burok
proliferalé kolénia

adheziv ligand-receptor
komplexek

pilusok

YR

2.1. dbra A baktérium adhézio két fazisanak sematikus abrazolasa [17].

Az adhézid mechanizmusat két fazisra lehet bontani (2.1. abra). Az elsé fazis a
reverzibilis fizikai fazis, amelyet fizikai erék iranyitanak (Brown-mozgas, van der

Waals kolcsonhatas, elektrosztatikus erék, hidrofob kolcsonhatas) [15], [18]. Az
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oldatbol a baktériumok fizikai er6k hatdsdra vagy a polimer feliileti struktiraik
segitségével érkeznek a feliiletre [19]. Ezeket a fizikai kolcsonhatasokat tovabb
osztalyozhatjuk hosszii ¢és rovid hatotdvii kolcsonhatasra. A hossza hatotavu
kolcsonhatés jellemzoje, hogy nem-specifikus és 50 nm-nél nagyobb a tavolsag a sejt €s
a feliilet kozott. A rovid hatotava kolcsonhatas esetén a tavolsag kevesebb, mint 5 nm,
kialakitasaban hidrogénkd&tés, ionos, dipdlus és hidrofob kdlcsonhatasok vesznek részt.
A baktériumok a hosszu hatotava kolcsonhatas révén keriilnek a feliilet kozelébe, majd
ezt kovetden a rovid hatétavu kolcsonhatas jatszik fontos szerepet. Tehat a rovid és a
hosszu hatotava kolcsonhatasok elengedhetetlenek a baktériumok felilletre torténd
¢s feliileti toltéseloszlasa) és a feliilet tulajdonsagai (kémiai Osszetétel, feliileti érdesség
¢s a feliilet térszerkezete) nagyon fontos tényezok a bevonat nélkiili feliiletekre torténd

adhézi6 soran [15].

A madsodik fazis irreverzibilis és id6fiiggé molekularis, illetve cellularis folyamatokbol
all. Ennek soran a baktérium feliilete és a szubsztrat felillete kozott specifikus
kolesonhatés jon 1étre, melyben fontos szerepet jatszanak a baktériumok feliileti polimer
struktarai (pl.: kapszulak, fimbriak, pilusok). Ha a feliiletet a célsejt matrix
adheziv matrix molekulakat felismerd mikrobidlis feliileti komponensek (MSCRAMMSs,
microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) iranyitjak [15].
Ezek az MSCRAMM-k nagy affinitassal (fajspecifikusan) ismerik fel az extracellularis
matrix bizonyos komponenseit (pl.: fibronektin, fibrinogén, vitronektin), és elésegitik a
célsejt kolonizacidjat. Amellett, hogy adhézidos molekulaként funkciondlnak, a

virulencidban is fontos szerepiik van [21].

Ezt kovetden szamos baktérium képes biofilm formaldsara. A feliilethez valo tapadast
kovetden osztddnak, sejt-sejt kolcsonhatasokat alakitanak ki, és extracellularis polimer
matrixot termelnek, amelyben tobbrétegli klasztereket alkotnak. A multicellularis
klaszterek kialakuldsat kovetden néhany baktérium levalik, és szétszorodik a
kornyezetben, melynek kdszonhetéen novekedni tud a biofilm [15]. Az érett biofilm
nagymértékben rezisztens a velesziiletett és adaptiv immunrendszerrel szemben,

valamint az antimikrobialis és fert6tlenitészerekkel szemben [22].
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2.1.2. Emléssejtek adhézios mechanizmusa
A sejtadhézio nélkiilozhetetlen a sejtek szovetbe rendezddéséhez. Sokféle adhézids
mechanizmus felelds azért, hogy a sejtek egymashoz ¢€s a feliilethez kapcsolodjanak. A
sejtadhézio kialakitasaban résztvevé multiprotein komplexeket harom f6 csoportba
sorolhatjuk: sejtadhézios molekuldk vagy receptorok, extracellularis matrix fehérjék és

a citoplazmatikus plakk vagy periférias membran fehérjék [6].

A sejtadhézids receptorok altaldban transzmembran glikoproteinek, melyek az
extracellularis feliileten szabalyozzdk a kiilonb6z0 kapcsolatok kialakitasat, és
meghatarozzak a sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix kdlcsdnhatasok 1étrejottét. Ot 6
osztalyat kiilonboztetjiik meg: kadherinek, immunoglobulinok, szelektinek, integrinek
és mucinok. A sejtadhézidt egy vagy tobb sejtadhézidés molekula inditja el, melyek
lehetnek: szoros illeszkedés (tight junction), réskapcsolat (gap junction), sejt-sejt

kolcsonhatas és sejt-matrix kolcsonhatas [23].

Az extracellularis matrix a sejteket szovetté szervezi, koordinalja a sejtek funkcidit,
utvonalat biztosit a migracidhoz, molekulai aktivaljak a klasszikus jelatviteli
utvonalakat, ami indukdlja a sejtndvekedést, a differenciaciot és a génexpressziot. A
matrix f6 komponensei, melyeket maguk a sejtek termelnek, a kollagén rostok, a
proteoglikdnok ¢és a multiadheziv matrix fehérjék. A sejt-matrix kapcsolat kialakitasaért
az integrin receptorok feleldsek, de emellett mas adhézids molekuldk is kapcsolodnak a

matrix fehérjéihez (szelektinek, szindekan proteoglikanok) [23].

Az integrinek heterodimer transzmembran fehérjék, melyek egy a és egy P alegységbdl
¢épiilnek fel. Mindkét alegység egy nagy extracellularis és egy altalaban rovid
citoplazmikus doménbdl all (2.2. abra). A ligand kotOhelyet a két alegység egyiittesen
alkotja. Eml6sok esetében 24 heterodimert kiilonboztetiink meg (18 o és 8 P alegység),
mivel a B alegység tobb a-val is koleson tud hatni. A receptorok a plazmamembran
citoplazmikus oldalan a sejtvaz polimerjeinek ¢és a jelatviteli komplexek
Osszeszerelddését szabalyozza, mig az extracellularis oldalon a matrix makro-
molekuldival vagy a szomszédos sejtek feliiletén 1évé receptorokkal alakitanak Ki
kapcsolatot. Tehat ezek a multifunkcionalis receptorok integraljak a sejtet annak
mikrokdrnyezetébe. Az integrineket ¢és ligandjaikat a molekularis kolcsonhatas
szerkezete alapjan négy f6 osztalyba sorolhatjuk: RGD-ko6té  (arginin-glicin-

aszparaginsav), LDV-ko6té (leucin-aszparaginsav-valin), A-domén [1 integrinek
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(laminin, illetve kollagén kot tulajdonsag) €s aA-domént nem tartalmazé laminin kot
integrinek [24], [25], [26]. Altalaban kis affinitassal ismerik fel a ligandjaikat (uM -
mM tartomanyban [27]), de a tobbszoros gyenge kolcsonhatas szilard rogzitést biztosit
a sejtek szamara a matrixban. Egy ligandot tobb receptor is felismer, igy lehetové valik

a kolcsonhatasok finomhangolasa [23].

B-propelier

2.2. abra Az integrin receptorok szerkezetének ¢és aktivalodasanak
sematikus abrazolasa [28]. Az ektodomének, a TM (transzmembran) és
citoplazmikus domének kozott kialakuld specidlis kapcsolat biztositja az
integrin Osszecsukott allapotat. A ligand bekotésének hatasara a receptor

aktivalodik, és nyujtott konformaciot vesz fel.

A 24 féle integrin receptor koziil 8 ismeri fel az RGD-motivumot kiilonb6z6 affinitassal
[29]. Az RGD-motivum szamos extracellularis matrix fehérjében megtalalhat6, mint
példaul fibronektin, fibrinogén, vitronektin, von Willebrand faktor, illetve szamos

nagyméretli glikoproteinben is kifejez6dik [30].

A sejtek aktin sejtvaza egy nagyon dinamikus halozat, melyet aktin polimerek és ehhez
kapcsolodo kiilonféle fehérjék alkotnak. Az aktin citoszkeleton szdmos esszencidlis
biologiai funkcidt lat el, Ggymint az intra- és az extracellularis mozgas és a szerkezeti
vaz biztositdsa. A fokalis adhézios kontaktusok ¢és az adherens kapcsolatok

membrankapcsolt komplexek, melyek az aktin filamentumok szdmara nukledcios
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pontként szolgalnak, valamint a sejt belseje, a plazmamembran és az aktin sejtvaz
kozotti keresztkotoként funkcionalnak. A fokalis adhéziok szerkezeti szerepet toltenek
be: Osszekapcsoljak a sejten kiviili extracellularis matrixot és a sejten beliili aktin
sejtvazat. A fokalis adhéziok integrin tipusi receptorokat tartalmaznak, melyek az
extracellularis matrixhoz kotdédnek ¢és intercelluldrisan olyan fehérje komplexekhez
kapcsolddnak, melyek vinkulint (univerzalis fokalis adhézids marker), talint, a-aktinint,

paxillint, tenzint és fokalis adhézids kinazt (FAK) tartalmaznak [31], [32], [33].
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2.2. Optikai bioszenzorok

2.3. Jeloloanyagokat alkalmazo bioszenzorika

Szamos bioldgiai eljarasban alkalmaznak valamilyen fluoreszcens jelolést a fehérjék
helyének ¢és aktivacidjanak meghatarozasara, a fehérje komplexek Iétrejottének és
konformacios valtozasainak megértéséhez, illetve a bioldgiai folyamatok nyomon

kovetésére.

2.3.1.  Fluoreszcens jelolések jellemzése

Fluoreszcens jelolésre gyakran hasznalnak fluoreszcens fuzids fehérjéket, amelyeket
génsebészeti eljarasokkal fejeztetnek ki a vizsgalt sejtekkel. A fluoreszcens molekulak
ritkan karosak kozvetleniil a sejt kiilonb6z6 folyamataira, azonban a célfehérjéhez valo
kotodésiik megzavarhatja annak természetes funkcidjat. Sok fehérje dimerként,
multimerként, polimerként vagy fizikai barrierként (pl. membranok) miikodik. A
fehérjék kotohelyei gyakran nagyon specifikusak a kolesonhatod partnereikre, ezért a
nagyméretll fluoreszcens fehérjéket (pl. GFP (green fluorescent protein) 28 kDa és 238
aminosavbol all) ugy kell a jelolend6 fehérjéhez kapcsolni, hogy azok ne zavarjak, és ne
Iépjenek kolcsonhatasba a kotShelyekkel. A jeloldmolekulak méretiikbol addddan
megzavarhatjdk a jelolendd fehérje miikodését. Ebbdl kifolydlag a citoplazmaban
szabadon diffunddldé monomer célmolekuldk altaldban jobban funkcionalnak
fluoreszcens fuzios fehérjeként. Emellett szamos fluoreszcens molekula megfeleld
korilmények kozott klaszterképzddést indukal, amely a fuzids fehérje természetes
lokalizacidjanak megvaltozasahoz vezet. Igy elengedhetetlen, hogy a fluoreszcensen
jelolt fehérjéket tanulmanyozasuk soran megfelelé kontrollvizsgalatoknak vessék ala. A
tesztelésiikre a legjobb modszer a vad tipusti gén mutans génre torténd kicserélése, majd
a vad tipusu és a mutans géntermék fenotipusanak Osszehasonlitasa. Az igy eldallitott
vad tipusu és mutans fehérjék expresszids szintjét is ellendrizni lehet, amely szintén
informaciot szolgaltat arrdl, hogy a mutans fehérje befolyasolja-e a sejtek miikodését
[34].

A szerves fluoroforok szamos elényds tulajdonsaggal rendelkeznek a fluoreszcens
fehérjékkel szemben: kisebb a méretiik, jobb a fotostabilitasuk, széles a spektrumuk és
gyakran nagyobb a fényerejiik [35]. A jel6ld molekulat direkt és indirekt modon is

hozzéa lehet kapcsolni a célmolekuldhoz. Azonban fluoroforok alkalmazéisa esetén a
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legnagyobb probléma a jelolés specifikussagadnak biztositasa ¢és a megfeleld
sztochiometriai arany beallitasa. Ezzel a modszerrel ugyanis nem lehet 100%-os jelolési
aranyt elérni, és a szabad festékmolekulak jelenléte hattérfestédéshez, ill. nem
specifikus jelekhez vezethet. Ezért a jelolt és jeldletlen fehérjéket gyakran elvalasztjak
egymastol ioncserés vagy méretkizarasos kromatografiaval. Emellett indirekt jelolési
modszerek esetében extra aminosavakat visznek be a fehérjébe, amelynek segitségével
késébb konnyebb a tisztitasi procedira [34]. Problémat jelenthet még a festékkel jelolt

fehérjék bejuttatasa az €16 sejtekbe.

2.3.2.  Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer alapu bioszenzorok

Gyakran alkalmazott fluoreszcens szenzorok kozé tartoznak a FRET (fluorescence
resonance energy transfer, fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer) alapa
bioszenzorok (2.3. abra). A FRET alapt szenzorok jele nagymértékben fiigg a donor és
az akceptor molekulak kozotti tavolsagtol, igy ez a modszer értékes informaciot
szolgaltathat a ligand-receptor, a donor-jelolt hatéanyag, valamint az akceptor-jeldlt sejt

kozotti kapcsolatrol.

A FRET egy sugarzasmentes energiatranszfer a gerjesztett allapotban 1év6 fluoreszcens
donor és egy akceptor molekula kozott. Az energiatranszfert az akceptor molekula
fotonemisszidja koveti. FRET akkor torténik, amikor a fluoreszcens donor emisszids
spektruma atfed az akceptor molekula abszorpcios spektrumaval. Ennek kovetkeztében
a donor életideje csokken, és az akceptor fluoreszcencidja érzékenyitetté valik [36]. A
donor és az akceptor molekulak tobbféle modon kertilhetnek egymas kozelébe: az egyik
fluorofort rogzithetik a feliiletre, a masik pedig hozza tud kapcsolodni a kotéhelyéhez.
Két fluorofor is kotddhet egy fehérjéhez, ekkor a kornyezeti koriilmények
konformaciovaltozasra késztetik a fehérjét, amely FRET-et indukal. Gyakran
alkalmaznak olyan kiolté molekulakat, amelyek FRET-akceptorként funkcionalnak.
Képesek energia fogadasara, de nem rendelkeznek emisszios spektrummal. Ennek

koszonhetden javul a jel-zaj arany, és konnyebbé valik az adatok kiértékelése [37].
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2.3. dbra FRET-alapu bioszenzorok miikddési elvei (a) intermolekularis
FRET két kiilon domén ko6z6tt, (b) szenzor domén és effektor ligand kozotti
kolcsonhatas  vizsgalatara szolgald szenzor, (C) egyszer(i genetikai
expresszids egység: a szubsztrat és szenzor fehérje Ossze van kapcsolva,

(d) fluoreszcens szenzor, amely a szubsztrat levagodasat detektalja [37].

Azonban szdmos tényezd megneheziti a FRET-alapti szenzorok alkalmazasat. Az
alkalmazott fluoroféroknak megfeleld gerjesztési és emisszios spektrummal kell
rendelkeznilik, illetve a célfehérje harmadlagos térszerkezetét nem szabad
befolyasolniuk. Nagyon fontos a donor és az akceptor molekulak optimalis aranya is a
megfeleld erdsségti jel eléréséhez. A kisérletek kivitelezését nagyban megneheziti, hogy
elegendden kozel kell egymashoz lennie a donor és akceptor molekulaknak ahhoz, hogy
a FRET jelenség bekovetkezzen. Valamint meg kell talalni a megfelelé fluoreszcens
szirét is, mely szelektiven csak a donort gerjeszti, mig minimalizalja az akceptor

molekula gerjesztését. Emellett €16 sejteken beliili alkalmazasa limitalt [37].

Mindezen okokbol kifolyolag egyre inkabb eldtérbe keriilnek a jelolésmentes
modszerek, melyek szamos elényds tulajdonsdggal rendelkeznek a jeldléses

bioszenzorokkal szemben.
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2.4. Jelolésmentes bioszenzorok

A jelolésmentes bioszenzorika egyre nagyobb teret hodit az orvosi diagnosztika, a
gyogyszerkutatas, az élelmiszerbiztonsag és a hadviselés teriiletén [38]. Ezek a
szenzorok rendkiviil sokféle molekula affinitdsanak ¢€s kinetikdjanak wvalés ideji
meghatarozasat teszik lehetévé, mindezt gy, hogy nincs sziikség jelold anyagok
alkalmazaséara. Tovabbi elényos tulajdonsagaik koz¢ tartozik a nagyfoku érzékenység, a

nagy ateresztoképesség és a koltséghatékonysag [39], [40], [41]. Egyre gyakrabban

crer

A kovetkezOkben négy jellemz6 példan keresztiil szeretném bemutatni az evaneszcens
térérzékelésen alapuld optikai bioszenzorokat. El8szor az evanescens hullam jelenségét
szeretném szemléltetni. Ha egy elektromagneses hullam a kritikus sz6gnél nagyobb
szogben ¢érkezik egy hatarfeliiletre, akkor teljes visszaverddést szenved el a
kozeghataron. Egy kis része a hullamnak azonban képes behatolni a szomszédos
médiumba, létrehozva igy az Gn. evaneszcens teret, melynek intenzitdsa a feliilettdl
tavolodva exponencialisan csokken (2.4. abra). Az evaneszcens térérzékelésen alapulo
bioszenzorok azt a jelenséget hasznaljdk ki, hogy a behatolasi mélységen (d,) beliil a
(bio)molekulak kolcsonhatasa vagy adszorpcidja megvaltoztathatja az effektiv

torésmutatot és a becsatolasi szoget (0) [44].

n,

2.4. dabra Az evaneszcens tér sematikus abrazolasa. Teljes visszaverddés
esetén az evaneszcens tér behatol a hatarolo kozegbe (n2), majd intenzitasa
exponencialisan lecsokken. Az evaneszcens tér behatolasi mélységén (dy)
beliil a (bio)molekuldk feliileti adszorpcidja megvaltoztatja a lokalis

torésmutatot [44].
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2.4.1. Feliileti plazmon rezonancia
Az egyik leggyakrabban alkalmazott jelolésmentes optikai bioszenzor az SPR (surface
plasmon resonance, feliileti plazmon rezonancia). A modszer azon alapszik, hogy egy
vezetO-dielektromos hatarfeliiletet egy specialis szogben adott hullamhosszusaga
fénnyel besugaroznak (2.5. abra), aminek kovetkeztében toltésoszcillacio alakul ki,
amely egy haladé plazmonhullamot hoz 1étre a fém feliiletén. Leggyakrabban prizma
segitségével csatoljak be a fényt, melynek soran a fény teljes visszaverddést szenved, és
létrehozza az evaneszcens teret, ahol a vizsgalni kivant hatarfeliileti események
végbemennek (pl.: adszorpcid, bekotddés). A plazmongerjesztés csak bizonyos
hulldmhossz és megvilagitasi szog esetén torténik meg. Ezen paraméterek valtozasabol
lehet meghatarozni a torésmutato-valtozast, majd ennck segitségével a feliiletre
adszorbealt molekulak feliileti tomegsiiriségét is. A moddszer elénye, hogy a chip
feliilete modosithato, igy sokféle célra felhasznalhat6. Az SPR alkalmas fehérjék, DNS,
polimerek adszorpcidjanak nyomon kovetésére [45], [46], [47]. Az evanescens tér
behatolasi mélysége a hullamhossztél és az anyag dielektromos allanddjatol fiiggden

100-600 nm kozott valtozik [48].
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2.5. dbra Az SPR mikodési elvének sematikus abrazolasa. A szenzor chip
feliiletének kozelében végbemend torésmutato-valtozédsokat detektdlja a
miiszer. Az SPR cstlicsok eltolodnak (I-bdl T allapotba, bal oldali grafikon)
amikor a biomolekula bekotddik, és megvaltoztatja a feliileti réteg
tomegstiriségét. A kapott rezonancia jel aranyos a feliileten végbement

tomegvaltozassal (jobb oldali grafikon) [39].
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2.4.2. Optikai hullamvezeto fénymodus spektroszkopia

Az optikai hullamvezeté fénymodus spektroszkopia (optical waveguide lightmode
spectroscopy, OWLS) egy altalanosan elterjedt jel6lésmentes optikai modszer, melynek
alapja a szenzorfeliilet kozelében végbemend torésmutatd-valtozas nyomon kovetése az
evaneszcens tér felhasznalasaval. igy alkalmas fehérjék, baktériumok és emldssejtek

adszorpcidjanak monitorozasara.

A miszer két fontos egysége az optikai hullamvezetd chip és a precizids goniométer,
mely a chipet a racs hosszanti tengelye mentén forgatja. A hulldmvezetd chip egy
iiveghordozora felvitt 170-220 nm vastagsagi, nagy torésmutatoju (1,7-1,8)
dielektromos film. A fény becsatolasara egy kb. 20 nm mély szinuszos optikai racsot
alakitanak ki a dielektromos rétegben, parhuzamosan a chip hosszanti oldalaval. A racs
segitségével torténik a lézerfény (He-Ne, 632,8 nm) hullaimvezetd rétegbe torténd
becsatolasa, ahol a fény teljes visszaverddések sorozatit szenvedi el, és diszkrét
modusokban terjed. A kilépd fényt a chip szélein elhelyezett fotodiodak érzékelik. A
hullamvezetés €s az evaneszcens tér kialakuldsa csak megfeleld szogek és torésmutatdk
esetén torténik meg. Az evaneszcens térben a torésmutatd valtozdsa a becsatolds
koriilményeit megvaltoztatja, ezaltal moédosulnak a becsatolasi szogek is. A kisérlet
soran a becsatolt fény intenzitasat mérjilk a becsatoldsi szog fiiggvényében, ¢és a
legnagyobb intenzitashoz tartozé becsatolasi szog megvaltozasat kovetjiik nyomon. igy
megkapjuk a modusokhoz tartozo rezonanciacsticsok eltolodasat, ami altal kinetikai

informaciohoz juthatunk a feliilet kozelében végbemend folyamatokrol (2.6. abra) [49].

A fény becsatolasahoz a kovetkezo feltételnek kell teljesiilnie:

A
N=nosina+lx D)

ahol N a gerjesztett hullamvezetdé modus effektiv torésmutatdja, np a levegd
torésmutatoja, o a becsatolas szoge, | a diffrakcios rend (I=1 egymodusa OWLS
hulldmvezetd chipek esetén), 4 a gerjesztd fény hulldmhossza és 4 a racsallandd. A TE

¢s TM polarizéacioji moédusokhoz kiilon becsatolési szog tartozik.
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2.6. dbra Az OWLS szenzor kisérleti elrendezésének sematikus abrazolasa
[49]. A feliilet kdzelében végbemend térésmutatd-valtozasok a becsatolasi
szogek eltolodasahoz vezetnek, melybdl a feliiletre adszorbealodott

tomegstirtiség kiszamithato.

Ha fehérjeréteg adszorbealddik a hullamvezetd feliiletére, akkor ennek a rétegnek a
torésmutatojat (na) €s rétegvastagsagat (da) az alabbi egyenlettel lehet meghatarozni az

(1) egyenletben meghatarozott N segitségével:

mm = 717: nIZ;—NZ (dF+ Adp)
ne\2 (V2 = 12) ne\2 /(N2 = 1)
—arctan (—) — arctan (—) @)
Nc (n2 — N2) Ng (n2 — N2)
N 2 N 2 P
Ay = d, T ("_) +) 1 3)
FoMnz—nZ| [N\2 (Ny?
() + () -1

ahol ng és dp a hullamvezeté réteg torésmutatdja €s vastagsaga, Nc a minta

torésmutatodja, Ng a szubsztrat torésmutatdja p=0 TE és p=1 TM polarizacid esetén [49].
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Ha a két polarizacid terjedése a feliiletre kitapad rétegben kiilonbozd, optikai
anizotropiardl beszélhetiink. Az anizotropia jelensége tobb esetben is felléphet: ha két
vagy tobb komponens eltérd torésmutatoval rendelkezik és a réteg strukturalt, vagy ha a
molekulak a vékonyrétegben nem random orientacidval rendelkeznek, hanem rendezett

rétegrél van szo6 [50].

Egy egytengelyli kettdstord vékonyréteg harom fiiggetlen optogeometriai paraméterrel
jellemezhetd: a rétegvastagsag (da), és az ordinalis és extraordinalis torésmutatokkal (N,
€s Ne). Az adszorbedlodod fehérjék szamara a hullamvezetd sikjaban nincs preferalt irany,
igy my=ny=n, és n,;=n.. (A z tengely merdleges a hullamvezetdé sikjara.). A részletes
szdmolasokban még feltételezhetjilk, hogy a réteg a fény hullimhosszanal joval
vékonyabb (da << 1). Ez altalaban teljesiil fehérjeréteg adszorpcidja és lathatdo fény
esetén. Ebben az esetben a modusegyenletek az alabbiak szerint modosulnak, ahol a

Adg' a vékony uniaxialis réteg miatti perturbaciot jelenti.

2 2 p
, n3—ni (TIIV_C) +(%) 1
Adp N2 — n2 N2 N2 da (4)
TG () 1
_n¢?
B2 = m? [ — 10, )
"

Az adszorbedlt vékonyréteg noveli az hullamvezeté modusok effektiv torésmutatoit €s
eltolja a TE és TM modusokhoz tartozo értékeket (ANte # ANtv). Ezt az effektiv
torésmutato-valtozast jol lehet nyomon kovetni az OWLS segitségével. Azonban a két
fiiggetleniil mért effektiv torésmutatobol nem lehet harom fiiggetlen optogeometriai
paramétert meghatarozni az uniaxialis rétegre. Ahhoz, hogy meg lehessen oldani az
egyenletet és a réteg optogeometriai paramétereit (No, Ne, és da) meg lehessen hatarozni,
az adszorbealédott rétegek atlagos torésmutatojat rogziteni kell. Igy a tovabbi
szamitdsok soran az atlagos torésmutatd értéket np= 1,43 értéken rogzitjik. Ezt a

feltételezést, valamint az
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egyenletet felhasznalva meghatarozhatdé a harom fliggetlen paraméter, mely az

uniaxialis feliileti bevonatot jellemzi.

A részletes szdmolasokat a Horvath Robert altal fejlesztett MAPLE koddal végeztiik
[51], [52].

A de Feijter formula segitségével a feliiltre adszorbealodott tomeg stirtiségét (1) is meg
lehet hatarozni, amennyiben a réteg optogeometriai paramétereit ismerjik:
Ny —N¢

dc

ahol a dn/dc értéke fehérjékre jellemz8en 0,182 cm®/g [53].

Megmutathato, hogy a (7) egyenlettel leirt réteg anizotrdp réteg esetén is kis hibaval a
helyes tomegértéket adja vissza, annak ellenére,hogy a benne szerepld na és da értékek

irrealisak is lehetnek [50].

Az OWLS szenzor érzékenysége a torésmutatot tekintve 3,4x10™ RIU (refractive index
unit, térésmutatd egység) [54], a feliileti tomegstirtiséget tekintve 10 pg/mm?, és tipikus
idobeli felbontasa 2-20 s [55]. Kereskedelmi forgalomban szdmos bevonattal
rendelkez6 chipet lehet kapni, a bevonatok lehetnek SiO,, TiO,, Ta,Os, ITO, ZrO; és
Al,O3 vékony rétegek, PTFE (poli(tetrafluoroetilén)) és szilicium vékonyrétegek
passzivalas céljabol, ill. APTES ((3-aminopropil)-trietoxiszilan) szilanizalasi célokra
[56]. Emellett az optikai chip feliilete tovabb modosithatdo mas eljarasokkal,
amennyiben a bevonat atlatszo marad. Igy az érzékeldmolekulakat sokféleképpen lehet
rogziteni a feliiltre: amino-, epoxi-, tiolszilanizalas utjan, keresztkdtd molekulak
segitségével (pl.: EDC/NHS (etil-dimetilaminopropil-karboimid/N-hidroxi-
szukcinimid), glutaraldehid), fehérjék (pl. avidin), ill. polimerek fiziszorpcidja utjan (pl.
PEI-polietilénimin) [57].

Az OWLS-t széles korben alkalmazzak in situ kisérletekben fehérjeadszorpcio [58],

crer

immunoszenzorként is hasznaljak [61]. Fontos megemliteni, hogy optikai hullamvezeto-

alapu szenzorok ma mar talca formatumban (96, 384) is elérhetéek (Corning Epic BT
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System), és sikeresen alkalmazhatoak sejtadhézios és sejtszignalizacios kisérletekben
[11], [62]. Azonban a talca alapti rendszerek csak kevés fajta feliileti kémiaval

kaphatoak, specialis feliiletkémiai médositasuk még nem megoldott.

Az OWLS szenzor elonyei ko6zé tartozik, hogy segitségével nemcsak kinetikai
adatokhoz juthatunk, hanem informaciot kaphatunk a feliiltre adszorbealodott tomegrél
Is. Az érzékelofeliilet sokféle feliiletkémiai eljarassal modosithatd, igy tobbféle célra is
felhasznéalhatd. Nagy elénye még a modszernek, hogy az optikai chip atlatszo, igy
kozvetleniil a mérést kovetden a kiivetta az optikai chippel egyiitt behelyezhetd a
mikroszkdpba, €s a feliiletrdl felvételeket lehet késziteni, anélkiil, hogy a rendszert szét

kellene szerelni.

2.4.3. Kettds polarizdcios interferometria

A kettds polarizacioés interferometria (dual-polarization interferometry, DPI) egy olyan
hullamvezetd szerkezetet alkalmaz, amely dielektromos rétegekbdl all: egy szilicium-
oxid hordozora négy réteg szilicium-oxinitrid dielektromos filmet visznek fel
(2.7. abra). A masodik és a negyedik réteg nagyobb torésmutatdji, mint a szomszédos
rétegek, igy ezek lesznek a referencia és a mérd optikai hullamvezetd utvonalak. Az
alsé és a felsé hullamvezet6 rétegbe parhuzamos lézerfényt becsatolva a modusok
azonos mértékben gerjesztddnek, és tovabbterjednek a szerkezetben. A 1ézer
polarizacidjanak valtoztatdsaval a hullamvezetd réteg mindkét polarizaciés modusa
gerjeszthetd. A kimenetnél a referencia és a méré hullamvezetd réteg modusa
talalkozik, és interferencia 1ép fel. Mindkét polarizacid interferogramjat mérve
kiszamithaté a minta okozta térésmutato-valtozas és a feliiletre adszorbealodott réteg
vastagsaga. Mivel a DPI gyorsan valt a polarizaciok kozott, ezért valos idejli mérést tesz
lehetové. Ennek koszonhetoen a molekularis kolesonhatasok konformacios valtozasait,
a reakciok sebességi allandoit, affinitasat és termodinamikajat is monitorozni lehet a

segitségével [63].
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2.7. dabra A DPI mikodési elvének sematikus abrazolasa [64]. A

szenzorchip 6t rétegbdl tevodik dssze.

A DPI modszer csak két mdodust tud alkalmazni, ezzel szemben az OWLS tobb mint
kettdt, igy az OWLS segitségével a mérések soran tobb szerkezeti paramétert lehet

megallapitani [65].

2.4.4.  Rdcscsatolt interferometria

A kereskedelmi forgalomban kaphatd jelolésmentes optikai bioszenzorok kozott
jelenleg a legérzékenyebb moddszer a racscsatolt interferometria (grating coupled
interferometry, GCI) (2.8. abra) [66], [67]. A miszer érzékelési modszere egy sik
optikai hullimvezetd chipen alapul, melyen két becsatolo és egy kicsatold racs talalhato.
Egy nyaldbtagitd segitségével a lézerfényt kitagitjak, az egyik felét egy kétcellas
folyadékkristalyos (liquid crystal, LC) modulatoron engedik at (referencianyalab), majd
a két nyaldbot parhuzamosan a két becsatold racsba vezetik. A folyadékkristalyos
modulator egy periodikus jelet generdl, amelyhez képest detektalhato a jelvaltozéas. A
becsatolt mérd- és referencianyalab kozott interferencia 1ép fel. Az interferenciajelet a
harmadik racs kicsatolja egy optikai szalba, mely a detektorba megy. Az érzekeldfeliilet
a két becsatold racs kozott az evaneszcens térben talalhato, ahol a feliiletre érkezo
molekuldk a szenzor felszinének kozelében megvaltoztatjdk a torésmutatot. Ennek
kovetkeztében a mérényalab fazisa megvaltozik a referencianyaldbéhoz képest. A

modszer feliileti érzékenysége kisebb, mint 0,1 pg/mm? [67].
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2.8. abra A GCI miikodésének sematikus abrazolasa. (a) A lézerfény a
nyalébtagiton és az LC modulatoron keresztiil athalad és az 1. és 2. racsokon
keresztiil becsatolodik a hullamvezetd rétegbe. (b) A chip keresztmetszeti
képe. A mérdnyaldb az 1. racson, a referencianyaldb a 2. racson csatolodik

be. Az interferenciajelet a 3. racs csatolja ki az optikai szalba [67].

A Creoptix AG altal forgalomba hozott GCI Wave szenzor segitségével nagy
érzékenységet igényl6é folyamatok valds idejii nyomon kovetése valt lehetové, tgymint
hatéanyagok fragmensalapu sziirése, kismolekulak kotddésének vizsgalata és gyengén

kot molekulak kinetikdjanak meghatarozasa.

A hullamvezeté réteget alkalmazd szenzorok esetében a behatolasi mélység a
hulldmvezetd strukturdjanak valtoztatdsdval hangolhato, igy a detektdlni kivant

objektum (fehérje, virus, sejt) méretéhez igazithato [68].
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2.4.5. Kvarckristily mikromérleg

Az evaneszcens térérzékelésen alapuld optikai bioszenzorok mellett szeretném

megemliteni a széles korben elterjedt piezoelektromos kvarckristaly mikromérleget is.

A kvarckristaly mikromérleg (quartz crystal microbalance, QCM) mérési elve a
piezoelektromos kvarckristaly rezgési frekvencidjanak érzékeny mérésén alapul. A
QCM két elektrodat tartalmaz, melyek a kvarckristaly két oldalan helyezkednek el
(2.9. abra). A két elektroda egy oszcillalo elektromos eréteret hoz 1étre a kvarc lemezre
merdlegesen. Az oszcillald mez6 mechanikai rezgést idéz el6 a kristalyban, melynek
iranya a kristalyracs iranyatdl fiigg. A feliileten végbemend kismértékli tomegvaltozas
megvaltoztatja a kristaly rezgési sajatfrekvenciajat, melybdl kiszamithaté a feliiletre
adszorbealt molekulak mennyisége. A miiszer tdmegérzékenysége 10 pg/mm? alatti

[69].

arany

kémiai
anyagok

L,

2.9. abra A QCM miikddésének alapelve: az adszorbedloddé molekulak
megvaltoztatjdk a  réteg  viszkoelasztikus  tulajdonsagait, ennek

kovetkeztében a rezonancia frekvencia is megvaltozik [70].

A QCM-et szamos célra alkalmazzak, tobbek kozott fehérje adszorpcios [71], aptamer-
fehérje kolcsonhatason alapuld [72], nukleinsav hibridizacios kisérletekben [73],

valamint sejtadhézio tanulmanyozasara is [74].
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2.5. Feliileti bevonatok sejtadhézio vizsgdlatihoz

Vilagszerte egyre nagyobb igény mutatkozik olcsod, nagy mennyiségben eldallithatd,
egyszeriien alkalmazhatd bevonatok Iétrehozasara, melyek segitségével konnyen
fontos szerepet jatszik tobbek kozott a gyogyszerkutatdsban, a bioanyag-kutatasban és a
szovetmérnokség teriiletén is [75], [76], [77]. Ezek a bevonatok alapvetéen két f6 célt

crer

sejtek kitapadasanak eldsegitését (pl. implantatumok).

A leggyakrabban hasznalt anti-adheziv feliileti bevonatok a szintetikus polietilén-glikol
(PEG) alapu polimerek [78], [79] vagy kopolimerek [80]. Gyakran alkalmaznak
feliiletre immobilizalt biopolimereket, mint példaul karboximetil-dextrant (CMD) [81],
[82], alginatot [83] vagy hialuronsavat [84]. Ezek a molekulak jellemzéen nem
alakitanak ki megfeleld sejttaszito feliileteti bevonatot spontan adszorpcio révén, hanem
valamilyen kémiai technika [85] ¢és bonyolult felilletmodositas [86] sziikséges a
sejttaszito réteg létrehozasdhoz. Csak néhany olyan anyag ismert, amely képes spontan
adszorpcioval hatékony sejttaszité réteg kialakitasara. Egy kozismert példa erre a
mucin, amely kdnnyen hozzaférhetd, és kiilonboz6 sejtek kitapadasanak kontrollalasara
alkalmas bevonat készithet6 beldle, ami egyszertien kombinalhato feliileti mintazatokat
1étrehozo technikakkal [87]. Emellett gyakran hoznak létre olyan antibakterialis feliileti
bevonatokat, amelyekben antibakterialis enzimek [88] vagy gyogyszer hatdanyagok

[89], [90] vannak a polimerekhez kapcsolva.

Sejtadhéziot eldsegitd feliiletek 1étrehozasa soran gyakran az extracellularis matrixban
talalhato fehérjéket (pl.: kollagén, fibronektin) hasznaljak fel feliileti bevonatként.
Ezeknek a fehérjéknek csak bizonyos részeit (epitdpok, néhany aminosav) ismerik fel a
sejtek. Igy nincs sziikség a teljes fehérjére, csak ezekre a révid aminosav-szekvenciakra,
melyek mesterségesen termeltethetéek, és hozzakapcsolhatdoak példaul polimerekhez
[91], [92]. Tlyen célokra is elterjedten alkalmazzak a PEG-alapu polimereket, melyeket
valamilyen sejtadhéziot eldsegitd csoporttal funkcionalizalnak, leggyakrabban RGD-
motivummal (fibronektinre jellemzd) [93], [94] vagy GFOGER-motivummal (glicin-

fenilalanin-hidroxiprolin-glicin-glutamat-arginin, kollagénre jellemz6) [95].
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A PLL-g-PEG polimer poli-L-lizin (20 kDa) gerincbdl és polietilén-glikol (2-5 kDa)
oldallancokbol épiil fel. A negativan toltott oxid feliilet és a pozitivan t6ltott PLL
(<pH 10) kozott elektrosztatikus kolcsonhatas 1ép fel. A PLL a feliiletet jo
lefedettséggel boritja be, hozza fésliszerien kapcsolodnak a PEG lancok
(2.10. (a) abra). A PEG oldallanc hidrofil, nem t6lt6tt, flexibilis, nagy viztartalmua és
PEG oldallancok egy részét funkcionalizalhatjak is a felhasznalasi céltol fiiggden, ekkor
a funkcionalizalt oldallanc tipikusan hosszabb, hogy a csoportok megfelelé6 mértékben
hozzaférhetéek legyenek. RGD-funkcionalizélds esetén jellemzdéen a PEG lancok
6-15%-ahoz kotnek RGD-motivumot (2.10. (b) abra) [96].

47 RGD

motivum

PEG I +«—PEG
oldallancok oldallancok
PLL vaz PLL vaz
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oxid felulet—p="= = = = = = == === - - - - | [m==-m = - m=-mm - == <«— oxid felllet

a b

2.10. dbra PLL-g-PEG és RGD-funkcionalizalt valtozatanak sematikus
abrazolasa. A kopolimer vizes oldatbol a negativan t6ltott feliiletre a PLL-en
keresztiil adszorbealodik. (a) A PEG oldallancok meggatoljak a fehérjék, a
baktériumok ¢és az emléssejtek adszorpcidjat a feliiletre [96]. (b) Az RGD-

ey
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2.6. Flagellin fehérje és specidlis tulajdonsagai

A baktériumok mozgésszervei a flagellumok. A flagellumok harom 6 részbdl épiilnek
fel: a molekularis motorbol, a kampdobdl és a helikalis filamentumbol (2.11. (a) abra).
Az H" ionok 4ltal hajtott motor tengelyét az erésen gorbiilt szerkezetli kampo koti dssze
az 5-10 um hosszasagu helikalis filamentummal [98]. A filamentum kiilsé atmérdje

~20 nm, és tobb ezer flagellin (F1iC) molekula alkotja.

sapka

filamentum

$ 0sszekot6 zona
kampo
kiils6 memran bazalis test

citoplazmikus
membran o
[—

export apparatus

filamentum

flagellin

2.12. dbra (a) A bakterialis flagellum szerkezetének sematikus abrazolasa

[99]. (b) A filamentum és a flagellin szalagmodelles szerkezeti képe [100].

A flagellaris filamentum Onszervez6dé tulajdonsaggal rendelkezik, vagyis a flagellin
monomerek megfeleld koriilmények kdzott spontan modon tudnak dsszeallni a nativval
megegyezd szerkezeti filamentumokka. A filamentumok 60-70 °C-os hdkezelésnek
alavetve, vagy sav hozzdadasdval monomer egységeikre esnek szét. A monomerekhez
un. magokat (rovid filamentumszalak) vagy precipitaloszereket (pl. ammonium-szulfat)

adva ujra képesek szalla szervezddni [101].
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A filamentumok masik érdekes tulajdonsdga a polimorfizmus. A kornyezeti
paraméterektdl fliggden, reverzibilis modon, egymastél jol megkiilonboztethetd
helikalis stabil allapotokba képesek atrendezddni. Ezek az atrendezddések
eldidézhetéek a homérséklet, az ionerdsség, a pH valtoztatasdval vagy mechanikai
erOhatassal [98]. Ennek a tulajdonsagnak kodszonhetéen szamos megjelenési formaja
lehet a filamentumnak: egyenes (lehet R (jobbra)- és L (balra d6l6)- tipusu), normal,

spiralis).

A Salmonella typhimurium baktérium flagellinje 494 aminosavboél épiil fel, és négy
doménbdl all: DO, D1, D2 és D3 (2.12. (b) abra). A filamentum belsé gyiiriijét (magjat)
a DO és D1 domének alkotjak, melyek helikalis kotegeket (coiled-coil) alkotnak. A D1
domén N-termindlis helikalis kotegét két B-redd és B-kanyar koveti, melyek feltehetden
a baktérium uszasa kozben az R- és L-tipusu helikalis konformacié kozotti valtasért
felelosek. A D2 és D3 domének nagyrészt B-red6bol épiilnek fel és a kdzponti
filamentum magbol kinyulva az oldat iranyaba néznek [102]. A flagellin terminalis
régioi, melyeket a DO és DI domének alkotnak, 180 N- és 100 C-terminalis
aminosavbol allnak, erds szekvencidlis homologidt mutatnak, azaz konzervéltak. A
centralis szegmenseket alkoto D2 ¢és D3 domének ezzel szemben nagymértékii
szekvencialis és hosszbeli variaciot mutatnak [103], [104]. A S. typhimuriumbol
szarmazo flagellin 66 N- és 44 C-terminalis régioi oldatban nem rendelkeznek kompakt,
stabil térszerkezettel [105]. A rendezetlen terminalis régiok szerepet jatszanak a sejten
beliili polimerizaci6 megakadalyozasaban. A rendezetlen végl alegységek nem képesek

egymashoz kotddni, €s a régiok nem tudjak egymast rendezni az intracellularis térben
[106].

A polipeptid lancon beliil a hidrofob aminosavak 7-es ismétlédései talalhatoak [107],
igy a rendezetlen régiok nagy valoszinliséggel amfipatikus helikélis hélixeket alkotnak.
A szerkezeti predikciok arra engednek kovetkeztetni, hogy a régiok monomer
allapotban rendezetlenek. Feltehetdleg ezek a rendezetlen régidk rendezddni és

stabilizalodni tudnak megfeleld hidrofob felszinen.

A hipervariabilis D3 domén nincsen kapcsolathan a szomszédos alegységekkel, nem
vesz részt az  alegységek  kozotti  kapcsolatok  kialakitasaban, igy a
filamentumformalasban sem. Tehat a D3 domén nagymértékben fiiggetlen része a FliC-

nek, amely lehetdvé teszi eltavolitasat, ill. helyettesitését mas oligopeptidekkel [108],

33



[109], anélkiil, hogy megzavarna a szal oOnszervez6dését. A S. typhimurium
flagellinjének felépitésében a 190-284 aminosav-szekvencia vesz részt. Ez a domén egy
B-hordd, mely négy B-lancbodl és egy rovid a-helikalis szegmensbdl épiil fel [100],
[104]. A D3 domén kiilsé kozeg felé nézd részét harom hurokrégio alkotja, melyek
aminosav-szekvenciainak modositasaval specifikus kotohelyek alakithatéak ki. Fontos
megjegyezni, hogy nemcsak a beépiteni kivant kotohely tulajdonsagait kell figyelembe
venni, hanem a beépitésre hasznalt linkereknek is megfelelének kell lennitik. A flagellin
szerkezetébdl adoddan olyan linkerpart kell valasztani, mely biztositja a kdtdmotivum

szamdara a megfeleld orientaciot.

A flagellin monomer szamos olyan tulajdonsaggal rendelkezik, amely érdekessé teszi a
nanobiotechnoldgia szaméra. A fehérje jol elkiilonithetd hidrofil és hidrofob
egységekbdl épiil fel, ami lehetdvé teszi hidrofob kolcsonhatasok révén a monomerek
gyors ¢és hatékony Onszervez6dését [100]. Oldatban a DO ¢és D1 domének részben
rendezetlenek, ennek Kkoszonhetéen konnyen tudnak alkalmazkodni a lokalis
kornyezetiikh6z [105]. Emellett a hipervariabilis D3 domén a filamentum kiilsé
felszinén helyezkedik el és erdsen hidrofil tulajdonsagokkal rendelkezik annak
érdekében, hogy meggatolja a filamentumok egymashoz, valamint a baktériumsejt
felszinéhez vald tapadasat. A filamentum a sejten kiviil helyezkedik el, igy a vad és a
genetikailag modositott flagellinek kinyeréséhez nem sziikséges a sejt feltarasa, ami
nagymértékben csokkenti a fehérje kinyeréséhez és tisztitisahoz sziikséges idot és

koltségeket.

Kuwijama és mtsai. megmutattak, hogy genetikai modositas soran kiilonb6z6 deléciok
vihet6k be a hipervariabilis kdzponti régioba (D3 domén helyére) anélkiil, hogy a
flagellin szalformalasi képessége megvaltozna [110]. Ennek kdszonhetéen az idegen
peptid-, ill. fehérjeszekvenciak beépitésének 6 célpontja a FIiC gén kozponti régidja,
aminek hatasara bakterialis filamentum a kivant terméket fogja kifejezni a felszinén. A
természetes, ill. a genetikai modositassal 1étrehozott delécios mutansok altalaban
mechanikailag nem stabilak, és megvaltozott polimorfia jellemzé rajuk. Korabbi
munkdk azt is megmutattdk, hogy a D3 domén eltavolitasa szignifikdnsan nem
befolyasolja a filamentum stabilitasat, abban az esetben, ha a tobbi 3 domént nem érinti
valtozas [109]. Igy a D3 domén kivald célpont heterolog szekvencidk beépitésére,

mikdzben megodrzi stabil filamentum formald képességét is. A flagellin ezen
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tulajdonsagat kihasznalva Sikeresen épitettek be magnetit-koté domént [111], ill. xilanaz
enzimet [112], [113] is a D3 domén helyére.

Irodalmi adatok szerint a flagellin nem adszorbealodik hidrofil feliileten, ellenben
hidrofob feliileten tomor ¢és stabil monoréteget alkot [52]. Megallapitottak, hogy a
flagellin a DO és D1 rendezetlen régiokon keresztiil kotddik a hidrofob feliilethez, igy a
hipervariabilis D3 domén az oldat iranyaba néz [52], [114]. Ennek készonhetden a vad
tipusu fehérjék esetében a D3 domén, ill. a genetikailag modositott variansok esetében a
beépitett peptidszekvencia az oldatban kdnnyen hozzaférhetd lehet kiilonbozo sejtek

szamara.
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2.7. Hofmeister sok

A fehérjék a feliilet kozelébe érkezve nagy valosziniiséggel adszorbedlodnak. Az
adszorpcidt szamos belsé és kiilsé tényez6 befolyasolja. A bels6 tényezOk kozé tartozik
a fehérjék masodlagos és harmadlagos térszerkezete, melyet a hidrofil, a hidroféb, ill. a
pozitivan €s a negativan toltott oldallancok nagymértékben meghataroznak. Kiilsd
paraméterek lehetnek a homérséklet, a pH, az ionerdsség és a puffer Osszetétele. A
hémérséklet az egyensulyi allapotra és az adszorpcié kinetikajara is hatassal lehet. A pH
meghatarozza a fehérje elektrosztatikus allapotat. Az izoelektromos ponton (pl) a
fehérjék oOssztoltése nulla, mig alacsony pH-n (pH<pl) altalaban pozitivan toltottek,
magasabb pH-n (pH>pl) negativan toltottek. Az adszorpcido sebessége nagyobb,
amennyiben a felillet és a fehérje ellentétes toOltéssel rendelkezik. Az olddszer
ioner6ssége is nagymértékben befolyasolja a fehérje adszorpcidjat [115]. Minél
nagyobb az ionerdsség, annal rovidebbek az elektrosztatikus kodlcsonhatasok a toltott
részek kozott. Ennek kdvetkeztében a toltott fehérjék vagy fehérje domének ellentétesen
toltott felliletekhez vald kotodése gatolt, mig azonos toltést feliiletre valo adszorpcidja
kedvezményezett [116]. Ezek az elektrosztatikus hatasok befolyasolhatjak a fehérjék
adszorpcidjdnak kinetikdjat. A fehérjék elektromos potencialjanak hatékony
arnyékolasa csokkenti a lateralis kdlcsonhatdsokat, amelyek gyakran elektrosztatikus
természetliek. Ez viszont novelheti a fehérje kitoltési stiriségét (packing density), a
kooperativ hatasok megsziinését vagy a fehérje-fehérje repulzidkat. S6t a nagy

crer

[115].

Elészor 1888-ban irtak le a Hofmeister effektust, amely az ionokat aszerint rendezte
sorba, hogy milyen hatassal vannak vizes kozegben a fehérjék és a kolloid részecskék
oldhatosaganak valtozasara, a denaturaciora, valamint az enzimkinetikara [117].
Eredetileg azt feltételezték, hogy a viz szerkezete megvaltozik az ionok hatasara.
Azonban bebizonyitottak, hogy az anionok nincsenek hatdssal a viz dinamikéajara még
nagy sokoncentracio esetén sem. Nem valtoztatjdk meg a hidrogénkotési halozatot az
anion kozvetlen kornyezetében. Ennek eredményeképp azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy nincsenek hosszutava szerkezetépitd vagy szerkezetrombold hatasuk ezeknek a
soknak [118]. Hofmeister kutatisai alapjan bizonyos ionok (elsésorban anionok)
kozepes vagy nagy koncentrdcioban (>100 mM) a fehérje tulajdonsagaitol fiiggden

novelik vagy csokkentik azok oldhatosagat. Ezeket az ionokat az un. Hofmeister sorba
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rendezte, aszerint, hogy milyen hatékonysaggal csapjak ki a globularis fehérjéket
(2.13. abra) [117].

KATIONOK
N(CH,),” NH,” Cs" Rb" K’ Na' Li’ Mg* ca™

F sO,” HPO,” CH,CO0 CI NO, Br CIO, I ClO, SCN’

ANIONOK
1 fellleti feszlltség J fellleti fesziltség
nehezebb vizkiszoritas kényebb vizkiszoritas
| fehérjék oldhatésaga T fehérjék oldhatosaga
aggregacio (kisdzas) szolubilizacié (besbdzas)
| fehérje denaturacio T fehérje denaturacio
1 fehérje stabilitas } fehérje stabilitas

2.13. dabra Tipikus Hofmeister sor anionokra és kationokra [118], [119].

A Hofmeister sorban anionok esetében a semleges (legkisebb hatasu) Cl™ iontol balra
talalhat6 sokat kozmotropoknak hivjak, melyek erdsen hidrataltak, erdsitik a hidrofob
kolesonhatést, a fehérjékre és a makromolekuldkra stabilizalo és kis6z6 hatasuk van. A
CI" iontdl jobbra 1évé sokat kaotropoknak hivjak, melyek a feltekeredett fehérjék
szerkezetét destabilizaljak, csokkentik a hidrofob kolcsonhatast [118].

A leglijabb kutatasok szerint a Hofmeister hatas abban rejlik, hogy a sok befolyasoljak a
kozvetlen ion-molekula, ill. a vizmolekulak és a makromolekulak elsé hidratacids burka
kozotti kolesonhatasokat. Bizonyos megkozelitések szerint a kicsapdszerek eldsegitik a
H-kotések 1étrejottét a  vizmolekuldk kornyezetében (kozmotropok), mig a
szolubilizaloszerek tonkreteszik a H-kotéseket (kaotropok). Mas megkdzelitésben a

diszperzids erdket teszik feleldssé a Hofmeister hatasért [120].

Bogar és mtsai. nemrégiben kidolgoztak egy olyan egységes elméletet, amely szerint a
Hofmeister effektus a molekula-viz hatarfeliileti fesziiltség sofiiggésén alapszik és
fenomenologiai leirast adnak a Hofmeister hatas eddig ismert formaira [121].
Altalanossagban elmondhato, hogy a hatarfeliileti fesziiltséget, az érintkezé fazisokban
és a fazisok kozott fellépd kohézids és adhézids kolcsonhatisok hatarozzak meg.
Fehérje-so rendszer esetén a feliileti fesziiltséget a kovetkezd harom faktor befolyasolja:
a feliileten jelenlévé aminosavak természete (mely magatdl a fehérjétdl fiigg), a

vizmolekulak kozotti H-kotés erdssége és a feliilet és a felszin kozotti oldott anyagok
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koncentraciokiilonbsége [122]. Oldott anyagként a rendszerhez Hofmeister sot
hozzéadva a s6 az utdbbi két faktort fogja befolydsolni. A hatarfeliileten az oldott anyag
felhalmozodasa a feliileti fesziiltség csokkenését, mig annak hidnya a feliileti fesziiltség
novekedését eredményezi. Ez azt jelenti, hogy fiiggetleniil attol, hogy az ionok hatassal
vannak-e globalisan vagy lokalisan a viz H-kotésszerkezetére, nagy sokoncentraciok
esetén a kaotropok hozzdjarulnak a fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltségének
csokkentéshez, mikozben a kozmotropok novelni fogjak azt. A fehérje-viz hatarfeliileti
fesziiltség koncepcid segitségével a Hofmeister effektus soran fellépé konformacios
valtozasok leirasa is lehetévé valt. Szamos fehérje konformacioja nyitott és zart allapot
kozott valtozik. A fehérjék fobb konformdcids valtozésait a fehérje-oldoszer feliileti
régid valtozasai kisérik. A kaotrop sok csokkentik a feliileti fesziiltséget, mig a
kozmotropok novelik azt. Ebbdl kovetkezik, hogy a kozmotrépok a zart, mig a
kaotropok a nyilt konformacidt stabilizaljak, figyelembe véve a molekula eredeti
alapallapotat. A sofiiggd feliileti hatarfesziiltség-ingadozéasi koncepcid a Hofmeister

effektus széles korének mindségi leirasat teszi lehetové, beleértve a szokatlan eseteket is

[121], [123].

Osszefoglalva a Hofmesiter effektus pontos hatdsmechanizmusa még nem ismert.
Kétségkiviil mindezen mikrofizikai paraméterek szerepet jatszanak a folyamatban,
azonban még mindig nem teljesen tisztazott, hogy pontosan mi is okozza. A kulcslépés
feltehet6leg a feliilet kdzelében az anionok/kationok felhalmozodasa/kizarasa. Azonban
még mindig vitatott kérdés, hogy ezeket a folyamatot pontosan mi szabalyozza: a
hatarfeliileten a viz szerkezetének megvaltozasa és/vagy az ionok specifikus
polarizalhatosaga. Szamos jelenség van, amely legtobbszor igaz a Hofmeister
effektusra: altalaban elektrosztatikus kdlcsonhatasok esetén 1ép fel, foként az anionokra
jellemzd, fliggetlentil a vizsgalt tulajdonsagoktol a kiilonbozd toltésii feliiletek ellentétes

sorrendbe rendezik a sokat [124].

A Hofmeister sok hatasat szamos fehérjére vizsgaltdk mar. Az erre alkalmazott
technikak ko6zott van a neutronszoras, a differencialis pasztazd kalorimetria és az
infravords spektroszkopia. Ezen moddszerekkel bebizonyitottdk, hogy a kaotrop és
kozmotrop sok eltéréen befolyasoljak a fehérje szerkezetét [120]. Kisszogi
rontgenszorassal vizsgaltak lizozimot, y- és o-krisztallint és aszpratat karbamoil

transzferazt, ahol a pH-tol fiiggben a Hofmeister hatasnak megfeleléen vagy
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ellentétesen viselkedtek a fehérjék [125]. Tovabba a bakteriorodopszinra és a vizoldhato
mioglobinra gyakorolt Hofmesiter hatast abszorpcios spektroszkopiai kisérletekkel
elemezték [123], A sok NaSCN lizozim adszorpcidjara gyakorolt hatasat pedig OWLS-

sel is tanulmanyoztak [126].
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3.  Célkitiizés

cres

bevonatot terveztem létrehozni, amelyek konnyen eléallithatéak, hangolhatoak és
tulajdonsagai szabalyozottan valtoztathatoak. Valasztasom a flagellin fehérjére esett,
mert az elézmények alapjan kivald jeloltnek bizonyult: kdnnyen eldallithato,
génsebészeti eljarasok révén egyszerlien moddosithatd, hidrofob feliileteken kompakt
monoréteget alkot, valamint adszorpcios tulajdonsagai kontrollaltan befolyasolhatoak.
Célul tiiztem ki a feliileti rétegek onszervezddésének valos idoben, optikai bioszenzorok

alkalmazasaval torténd karakterizalasat.

A flagellinréteg stabilitdsanak és boritottsaganak novelése céljabol vizsgalni kivantam a
Hofmeister sorba tartozé sok alkalmazhatosagat. A Hofmeister sok segitségével a
flagellin ¢és a hidrofob felillet ko6zott kialakuld kolcsonhatast térképeztem fel,
optimalizaltam a réteg tulajdonsagait, a szerkezetét és a felszin boritottsagat. A
bioszenzoros adatok analizalasaval vizsgaltam az Onszervezddés folyamatainak

kinetikajat, valamint a réteg struktarajat.

A vad tipusu flagellinbdl eldallitott orientélt réteg jol modellezi a bakteridlis filamentum
feliiletét, mely hipotézisiink szerint sejttaszitd tulajdonsagokkal rendelkezik. Ennek a

feltevésnek az igazolasa érdekében bakterialis E. coli és human HeLa sejtek

crcr

Genetikai modositas révén a flagellinbe olyan motivumokat lehet beépiteni, melyek
elosegithetik a sejtadhézidt. Az igy létrehozott fehérjerétegekre rakos HelLa sejtek
adhézios kinetikajat nagy érzékenységii jelolésmentes optikai bioszenzorokkal
tanulmanyoztam. Megvizsgaltam, hogy a beépitett kotdmotivumok szédma ¢és az

alkalmazott linkerek hogyan befolyasoljak az é16 sejtek feliileti kitapadasat.
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4.  Anyagok és modszerek

4.1. Alkalmazott feliiletek tisztitdasa

Kisérleteim soran 3 kiilonb6z6 hordozot hasznaltam: iiveg targylemezt, szol-gél SiO,-
TiO, optikai hullamvezeté6t (OW2400 chip, MikroVakuum Kft.) és arany bevonattal
rendelkez6 Si/SiO, hordozot (4.1. tablazat).

A targylemezeket és OW2400 chipeket standard tisztitasi protokollnak vetettem ala. A
hordozokat 3 percre kromkénsavba martottam, majd Milli-Q ultratiszta vizzel mostam,
ezt kovetéen 1 M KOH oldatba meritettem, majd tobbszor oblitettem vizzel. A folyamat
végére a hordozok feliilete hidrofil lett. A hordozokat ezt kovetden N, géazzal

leszaritottam.

Az arany bevonattal rendelkezé Si/SiO; hordozot 5 perces oxigén plazma tisztitasnak

vetettem ald (Plasma Prep 11, Structure Probe Inc.).

hordozo modositas | felhasznalas
iiveg targylemez szilanizalas | XPS, fluoreszcens mikroszkopia
optikai hullamvezetd chip szilanizdlas | OWLS, faziskontraszt mikroszkopia

arany bevonattal rendelkezd | szilanizalas | AFM

Si/SiO, hordozo

4.1. tablazat Az alkalmazott hordozok felhasznalasa.

4.2. Hidrofob feliiletek eliallitasa

A hidrofobizalas soran zart reaktoredénybe 95 ml Xilolt mértem be, majd belehelyeztem
a chiptartot a kiilonb6z6 hordozokkal. A chipek aktiv feliilettel lefelé helyezkedtek el a
chiptartéban. Az edényt elektromos melegitdre helyeztem, és egy flit6halot tettem koré,
majd elkezdtem melegiteni, amig a xilol forrni nem kezdett. Ezt kovetden ellendriztem
a xilol szintet az edényben, és 5 ml hexametil-diszilazant (HMDS) pipettaztam lassan az

edény falara.

A kialakult refluxot 5 oraig biztositottam a rendszerben. A reakcido az alabbi

reakcidegyenlet alapjan megy végbe:
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2 (= Si— OH) + (CHj)sSi— NH — Si(CHz)s — 2 (= Si— 0 — Si — (CHs)3 ) + NH,

5 ora elteltével a hordozokat azonnal xilolba helyeztem. Ezt kdvetéen xilol, metanol,
xilol, metanol mosasnak vetettem ala Oket, N, gazzal szarazra szaritottam, és iiveg
oralemezre helyeztem a hordozokat. A beégetési 1épés soran 110 °C-on 1 o6ra alatt
kialakult a kovalens kotés a hordozok felillete és a szilan kozott. A hordozok
hidrofobicitasat kontaktszog méréssel ellendriztem. Az igy kezelt szilanizalt feliileten
90-95° peremszoget mértem. A hordozokat felhasznalasig exszikkatorban taroltam
[127].

4.3. Peremszog meghatarozasa

A peremszogek meghatarozasat szobahOmérsékleten végeztem. Egy zart vizgdzzel
telitett tivegkamraba helyeztem a hordozot, ~5 pl vizet cseppentettem a feliiletre, majd
10 perc mulva felvételt készitettem a csepprél. Az Image) szoftver DropSnake

modszerét hasznaltam a peremszogek meghatarozasara [128].

4.4. Arany bevonattal rendelkezé Si/SiO, hordozo létrehozdsa és
fehérjével tortéeno bevondsa

Bar az AFM modszernek nagyon nagy a vertikalis felbontasa, a bevonat vastagsaganak
meghatdrozasahoz sziikséges a szubsztrat szabadon hagyott eredeti feliilete a bevont
felillet mellett. Olyan bevonat esetén, ahol a szubsztrat nincs beboritva teljesen a
bioréteggel, a rétegvastagsag konnyen meghatarozhat6. Ellenkezd esetben gondoskodni
kell a referens feliilet megérzésérol. A mikrotechnologiai eljarasok soran rutinszeriien
alkalmazott Si/SiO, hordozon litografiai modszerrel egy két részre osztott téglalapot
alakitottak ki, melynek egyik fele lakkal fedett, masik fele fedetlen. Fizikai
réteglevalasztas segitségével (PVD, physical vapor deposition) a szilard arany forrast
melegitéssel gézfazisba vitték, és a paraméterek megfeleldé megvalasztasaval egy kb.
60 nm vastag aranyréteget valasztottak le a feliiletre. Mivel az arany gyengén tapad az
oxidhoz, a bioréteg levalasztasat kovetéen mechanikailag konnyen eltavolithatd, egy

¢les lépcsot eredményezve az eredeti szubsztrat és bevont feliilet kozott.
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A részben arannyal bevont SiO/SiO; hordozoét tisztitottam, majd hidrofobizaltam a
(RGD-1L) oldatot cseppentettem ra, majd 30 perc elteltével ledblitettem PBS-sel, majd
MQ vizzel, és N, gazzal leszaritottam. Az arany bevonatot egy csipesz segitségével
eltavolitottuk, az alatta 1évé feliiletet az arany megvédte, igy itt a modositatlan SiO/SiO,
feliiletet kaptuk vissza. Az aranyréteg eltavolitdsanak koszonhetden tehat egy éles
1épcs6 alakult ki a bevonat nélkiili (SiO/SiO;) és a HMDS-sel és flagellinnel bevont
feliiletek kozott.

4.5. Fehérjék eloallitasa és genetikai modositasa

Kisérleteim soran Salmonella typhimurium altal termelt vad és mutans fehérjéket
hasznaltam. A Pannon Egyetem Bio-Nanorendszerek Kutatolaboratériumban a D3
domén helyére a GRGDS pentapeptidet épitették be, mivel az RGD-motivumot hatarolo
aminosavak az irodalmi adatok alapjan tovabb novelik a kotés erdsségét. A D3 delécids
mutdnst tartalmazé pKOT-alapu plazmidba kiilonboz0 linkerek segitségével juttattdk be
a kodold6 DNS szekvenciat. A Salmonella sejtek elektroporacié utjan vették fel a
plazmidokat. Harom varianst allitottak el, melyek az alabbiak voltak:

RGD-1 (FIiC_LETGGRGDSEL), RGD-1L (FIiC_LEGRGDSTGEL), ¢s RGD-4
(FIC_LE(GRGDS)4EL).

A flagellin preparalasa soran S. typhimurium sejteket 2 | térfogati torzsoldatban
novesztették. Ezt kovetden ultracentrifugalassal elvalasztottak a filamentumot a
baktériumsejttél, majd kiilonb6z0 sebességli centrifugéalassal szeparaltdk az egyes
frakciokat. A fehérje tisztitasa soran a filamentumot tobbszér monomerizaltak, és Gjra
polimerizaltattdk 1 M ammonium-szulfat hozzdadasaval. Végiil a tobbszordsen
polimerizaltatott filamentumot kromatografiaval tisztitottdk, és csapadék formdjaban

taroltak.

A filamentum csapadékot PBS-ben oldottam be, majd 15 perces 70 °C-os hdkezelésnek
vetettem ala, melynek koszonhetéen a szalak depolimerizalodtak, és monomer
egységekké estek szét. Az esetleges szaltoredékek eltavolitasa érdekében a mintat
9.500xg-n 100 kDa névleges molekulatomegtél atereszté centrifugalis sziir6n

(Millipore, UFC510008) sziirtem at (4.1. abra).
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vad tipusu

flagellin
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4.1. dbra (a) Flagellin preparacioja filamentum oldatbol. A filamentum
oldatbol hokezelést €s sziirést kovetden kapjuk meg a flagellin oldatot. (b) A
fehérjék tisztasagat SDS-PAGE gélelektroforézissel ellendrizziik.

4.6. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjemintak mindségét 12,5%-os poliakrilamid gélen ellendriztiik. A gélfuttatashoz
3 ul eldfestett fehérje markert (Thermo Scientific) és 4 pl fehérjemintat alkalmaztunk.
Az elektroforézist konstans 30 mA aramerdsségen 30 percig végeztik. A gélt

Coomassie Brilliant Blue festékkel festettiik meg a savok lathatova tételéhez.

4.7. Alkalmazott Hofmeister sooldatok

A fehérjék adszorpcidjanak befolyasolasara kiilonb6z6, a Hofmeister sorba tartozo
sokat hasznaltam. Ezek az aldbbiak voltak a kozmotropoktol a kaotropok felé haladva:
Na,SO4, NaF, CH3COONa, NaCl, NaBr, Nal, NaNOs, NaClO,. A sokat 10 mM PBS-

ben oldottam fel 720 mM koncentracioban 7,4-es pH-n.
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4.8. Kontrollfeliiletek létrehozdsa

A PLL-g-PEG és RGD funkcionalizalt formajat (SuSoS AG, Svajc) 10 mM HEPES-ben
(pH 7,4) 1 mg/ml-es koncentracioban oldottam be, majd steril szlirést kovetéen
porcidzva -20 °C-on taroltam. A PLL-g-PEG és PLL-g-PEG-RGD-t a kromkénsavval
megtisztitott hidrofil hordozok feliiletére vittem fel. Chipek esetén a kiivettaba
pipettaztam 500 pl-t, 30 percig hagytam rajta, majd kipipettazast kovetden mostam a
felszint 500 ul PBS-sel. A targylemezek esetén a polimer oldatokat racseppentettem a
feliiletre, és 30 perc elteltével PBS-sel lemostam a feliiletr6l. Ezt kovetéen keriiltek a

sejtek a polimerrel bevont feliiletekre.

4.9. Vizgsgalatok AFM-mel

A felhasznalt Si/SiO, hordozdk részben 60 nm vastag aranyréteggel voltak boritva,
annak érdekében, hogy a létrehozott réteg vastagsdgat meg lehessen hatarozni. A
plazmatisztitast kovetéen hidrofobizaltam a hordozokat, bevontam flagellinnel, majd az
aranyréteget csipesz segitségével lehtiztuk a feliiletr8l. igy visszakaptam az eredeti
feliiletet ¢és a szilanizalt, valamint fehérjével bevont feliiletet egymas mellett. Az AFM
képeket egy SmartSPM 1000 miiszer (AIST-NT) segitségével készitettem. A kisérlethez
szilicium tit (a normal tii gorbiileti sugara kevesebb, mint 10 nm) hasznaltam kopogtatd
modban. A kopogtatd mod optimalis frekvenciaja 320 kHz-re volt beéllitva, és a tipikus
letapogatasi sebesség 0,5 és 1 Hz kozott volt a beolvasott teriilet méretétdl fiiggden. Az

AFM adatokat a Gwyddion szoftver segitségével értékeltiik ki [129].

4.10. Vizsgalatok XPS-sel

A bevonatok vastagsaganak ¢€s Osszetételének meghatarozésa rontgen fotoelektron-
spektroszkopiaval tortént. A mérések soran a mintat egy aluminium andd altal
kibocsatott rontgensugar gerjesztette. A mintdbol tadvozo fotoelektronok kinetikus
energia szerinti szeparalasat egy eléfékezéses mez6t alkalmazd, specialis hengeres tiikor
analizator végezte (ESA 105, Staib Instruments Ltd.), amely igy allando, 1,2 eV energia

felbontasu fotoelektron-spektrumot allitott elo.
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XPS méréseink soran 20 x 20 mm méreti HMDS-sel, ill. flagellinnel boritott mintakat
vizsgaltunk. A bevonatkészitést kovetéen a leszaritott mintakat a méréshez biztositott
ultranagy vakuumba (ultra-high vacuum, UHV) helyeztiik, és 48 oras 70 °C-0s
hokezelésnek vetettiik ala, végezetiil az UHV rendszer enyhe kiégetésére is sor keriilt (a

végsd elért vakuum 1 x 10 mbar volt).

A 6 elemkomponensek detektalt vonalai a kdvetkezdek voltak: C 1s (kotési energia:
285-289 eV), O 1s (531 eV), Si 2p 3/2 (103 eV (oxidalt allapotban)), N 1s (401 eV). A
mintdk S tartalmat nem vizsgaltuk, mivel ez az XPS detektalasi hatara alatt volt. A
mintadk vakuumban stabilnak bizonyultak, azonban fél 6rds rontgen besugarzast
kovetden a csticsok alakja valtozast mutatott, mely a minta degradalodasara utalt. Ennek
kovetkeztében a nagyobb jel/zaj viszony érdekében végzett hosszabb mérések elvégzése

nem volt lehetséges, igy a kapott spektrumok viszonylag zajosak.

A fotoelektron-spektrumok kiértékelésekor a Shirley-tipust hattér levonasat kovetden a
csucsokat Gauss/Lorentz-tipusu fiiggvényekkel illesztettiik. Minden komponens esetén
ezt a modszert alkalmaztunk a csticsok teriiletének meghatdrozasara. A kvantitativ
eredményeket a flagellin és HMDS rétegek vastagsaganak szamitdsdhoz hasznaltuk,
feltételezve, hogy az Osszetételik sztochiometrikus. A szdmitadsokban kétréteges
modellt alkalmaztunk, melyben az {iiveghordozora keriilt a két szerves réteg
(iiveghordoz6/HMDS/flagellin). Az elemdsszetevok jelének sulyozasahoz hasznalt

érzékenységi faktorok az irodalombol szarmaztak [130].

4.11. OWLS kisérletek menete

Az OWLS kisérleteket OWLS 210 és BIOS-1 miiszereken végeztem (MikroVakuum
Kft). A kisérletek kétféle modon, atfolyo és nyitott kiivettaval zajlottak.

Atfolyé kiivetta esetén a mintat egy Ismatec Reglo 8 gorgds perisztaltikus pumpa
segitségével juttattam a kiivettaba 1 ul/s aramlasi sebességgel. Stabil PBS alapvonal
felvételét kovetéen 30 percig aramoltattam a fehérje/baktérium oldatot. Ezt egy

30 perces pufferes lemosas kovette.

Nyitott kiivetta esetében pipetta segitségével juttattam az oldatokat a kiivettaba,

mikozben a mérést 20 masodpercig sziineteltettem. Stabil PBS alapvonal felvételét
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kovetden pipetta segitségével kicseréltem a puffert 500 pl fehérje/polimer oldatra,
30 perc utan 500 pul PBS/10 mM HEPES (pH 7,4) mosas kovetkezett Gijabb 30 percre.
Ezt kévetéen 500 ul 20 mM HEPES HBSS (pH 7,0) puffert juttattam a kiivettaba, majd
stabil alapvonalat vettem fel, végiil 500 pl 60.000 sejtet tartalmazd Sejtszuszpenziot

pipettaztam bele a kiivettaba, és 2 oraig mértem az adhézidjukat.

4.12. A Hofmeister sok altal eldidézett valtozasok kinetikai
kiertekelesehez hasznadlt modellek

A flagellin adszorpcidja €s deszorpcidja sordn meghatarozott feliileti tomegstiriiség
értékekre a kinetikai modellezés soran a kdvetkez6 differencidlegyenleteket alkalmaztuk
[131]:

aM

T = kaGy® — kgM, ®)
dM:
_dtl = kiCVCD (9)

Azt feltételezziik, hogy a fehérje a feliileten kétfajta adszorbealt allapotot tud felvenni.
Az elsé allapot a reverzibilis allapot, mely esetben a fehérjék feliileti tomegsiiriiségét
M-rel jeloljiik. A masik az irreverzibilis allapot, melyet M; feliileti tomegsiriiséggel
jelolink. A reverzibilisen adszorbeal6dé molekulak a szenzorfeliilet feletti térfogatbol a
hatarfeliiletet k, sebességi allandoval tudjak megkozeliteni, az irreverzibilisen
adszorbealddo molekulak ki sebességgel. A reverzibilisen adszorbealt molekulak Ky
sebességi allandoval hagyjak el a felilletet. A modell egyenletekben c, a
fehérjekoncentraciot jeloli a diffuzids hatarrétegben, @ a szabadteriilet-fliggvény,

melyet numerikus szimulaciobdl allapitottak meg [132]:

(1-0)*

= 10
1—1.403-0 + 0.895 - 02 (10)

)
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o=i( M M ) (11)

O \m/a, m/aq;

ahol @ a feliileti boritottsag, m a fehérje molaris tomege, a; és a, a irreverzibilisen és

reverzibilisen adszorbealt fehérje 1abnyoma.

A hatarfeliilet feletti koncentraciot az alabbi differencialegyenlettel lehet meghatarozni:

dc,

1 —
E—g( Co — Cy

é

+ kaMy — (kg + k)cy®) (12)

ahol ¢ a diffazios hatarréteg vastagsaga, D a diffazios egyiitthatd, ¢, a

fehérjekoncentracio a tdmbfazisban.

A fehérjeadszorpci6 kinetikai analizisé¢hez felhasznalt modellt MATLAB kodba Kovacs
Noémi és Horvath Robert implementalta. A kod tovabbfejlesztését és a részletes

kinetikai analizist Saftics Andras és Horvath Robert végezte.

4.13. GFP termeld baktériumok

Kisérleteimben BL21 C+RIL Escherichia coli sejteket hasznaltam, melyek pVJsGFPa
GFP kédolo plazmidot tartalmaznak. A baktérium nagy mennyiségben termel GFP
fehérjét, igy fluoreszcens mikroszkopban zolden vilagitanak a sejtek. A sejtek 10%
glicerint tartalmazd PBS-ben -20 °C-on taroltam. A felolvasztast kovetden 5 percig
855xg-n  centrifugdltam, majd PBS-ben ujraszuszpendaltam. Kisérleteimben
3x10’ sejt/ml  koncentracidban alkalmaztam ©Oket. A sejtszamot hemocitométer

segitségével hataroztam meg.

4.14. Faziskontraszt mikroszkopia

A sejtekr6l a faziskontraszt mikroszkopos képeket Zeiss Axio Observer.Z1

mikroszkoppal készitettem.

Azok a mintdk, melyek abszorbedljadk a megvilagitd fény egy részét, ezaltal
megvaltoztatva annak amplitidojat, konnyen vizsgdlhatoak vilagos latoter

mikroszkoppal. Azonban szamos biologiai objektum (pl. sejtek) nem képes
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megvaltoztatni a fény amplitudojat, igy vilagos latdterti mikroszkopban csak megfestés
utan valnak lathatova. A sejt kiillonb6z6 részeinek, mint példaul a membrannak vagy a
kiilonboz6 sejtorganellumoknak eltérd a torésmutatdja, igy amikor fény halad at rajtuk a
fény fazisa megvaltozik. A vastagabb és nagyobb torésmutatdju részeken a fény

nagyobb fazistolast szenved el.

A féaziskontraszt mikroszkopiaban ezt a kiillonb6z6 mértéki faziseltolodast hasznaljuk ki
(4.2. abra). A megvilagito fény egy gylridiafragman athaladva megvilagitja a
vizsgalandé mintat és annak kornyezetét. Ezt kovetden a fény két tton halad tovabb. A
fény azon része, amely nem halad 4t a mintan, a fazislemez fazismoduldlé mintazatara
keriil, és megvaltozik a fazisa. Azok a fénysugarak, amelyek athaladnak a vizsgalando
minta kiilonb6zd térésmutatojii részein lelassulnak, és faziseltolodast szenvednek. Ha
ezt a fazisdifferencidt a fényateresztd fazisgylrii segitségével A/4 hulldmhosszal
megndvelik, akkor a referenciafény és a mintan athaladé fény kozott interferencia 1ép
fel, ennek kovetkeztében a keletkezd kép a faziskésést okozd helyen kornyezeténél

kontrasztosabb lesz. Igy az objektum tisztan lathatova valik [133], [134].

képsik
...... ' __ digitalis
fényelhajlast kamera
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4.2. dbra A faziskontraszt mikroszkop és a faziskontraszt optikai ut
sematikus abrazolasa. A miikodési elve azon alapszik, hogy a faziseltolodast

amplitudo kiilonbséggé alakitja [135].
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4.15. Fluoreszcens mikroszkopia

A sejtekr6l a fluoreszcens mikroszkopos képeket Zeiss Axio Observer.Z1

mikroszkoppal készitettem.

Fluoreszcens mikroszkdép miikodése (4.3. abra) azon a jelenségen alapszik, hogy
megfeleld hullamhosszi fénnyel gerjesztve a minta fény kibocsajtasaval adja le a
gerjesztés soran kapott energia egy részét, mely detektalhatd. A minta lehet Gnmagaban,
természetes uton fluoreszcens, vagy festhetd fluoreszkaldé anyagokkal. A gerjesztd
fényforras egy filteren keresztiil halad at, amely a gerjeszteni kivant fluoreszcens
molekulanak megfelelé hullamhosszsaga fényt enged at. A besugarzo6 fény gerjeszti a
vizsgalandd6 minta kromoforjait, melynek soran az elektronok egy magasabb
energiaallapotba keriilnek. Amikor az elektronok visszatérnek alapallapotukba, egy
alacsonyabb energiaszintre, akkor fényt bocsajtanak ki. Ahhoz, hogy a gerjeszt6 fény
mellett a kibocsajtott fényt lathatova tegyék, egy masodik sziir6n vezetik at. A
fluoreszkalo teriiletek konnyen észlelhetéek a mikroszkopban, és nagy kontraszttal
vilagitanak a fekete hattérben. A technika segitségével nemcsak a sejtek, hanem a
sejtalkotok részletei is jol megfigyelhetéek. A fluoreszcens mikroszkopia dinamikusan
fejlodik, segitségével mar 3D-s képeket is képesek rutinszerlien késziteni a vizsgalt
mintakrol [136].

digitalis
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4.3. dabra A fluoreszcens mikroszkdép mitkddésének sematikus dbrazoldsa
[136].
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4.16. Humadn sejtek fenntartisa

A Hela sejtek (93021013 Sigma-Aldrich) 10% FBS-t (fetal bovine serum, magzati
borjaszérum), 4 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint, 100 ug/mL sztreptomicint és
0,25 pg/mL amfotericin B-t tartalmazo DMEM médiumban (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) 37 °C-on 5% CO; atmoszféraban voltak tenyésztve. A kisérletek eldtt
standard tripszinezési protokollal (0,05% (m/V) tripszin, 0,02% (m/V) EDTA)
tavolitottam el a sejteket a Petri-csésze aljarol. A sejtekhez ezt kovetéen 20 mM
HEPES-t, ill. Ca®* és Mg?" ionokat tartalmazé HBSS-t adtam (pH 7,0). A sejteket
380xg-n 3 percig centrifugdltam. A  sejtilledéket a  kisérleti  pufferben

ujraszuszpendaltam. A sejtszadmot hemocitométer segitségével hataroztam meg.

A kisérleteket kovetden faziskontraszt mikroszkopos felvételeket készitettem a feliileten

1év6 sejtekrdl egy Zeiss Axio Observer.Z1 mikroszkop segitségével, 20x objektivvel.

4.17. Human sejtek fluoreszcens jelolése

A bioszenzoros kisérletekkel parhuzamosan emldssejtek esetében sejtfestéses
kisérleteket is végeztem. A kisérlet azonos mddon zajlott, mint az OWLS kisérlet. A
méretre vagott, tisztitott €s szilanizalt targylemezeket 24 lyuku steril talcaba rogzitettem
kétoldalti biokompatibilis ragasztoval (Adhesives Research Inc.). A hordozokra
fehérje/polimer oldatot cseppentettem, lefedtem, és 30 percig vartam. Ezt kovetéen
PBS/10 mM HEPES (pH 7,4) pufferrel mostam a lyukakat. Végiil atoblitettem
20 mM HEPES HBSS-sel (pH 7,0), és 60.000 sejt/lyuk sejtszuszpenzidt tettem a

feliiletre. 2 6ra elteltével megkezdtem a sejtfestéses eljarast.

Az aktin citoszkeleton ¢és fokalis adhézios jel6lo kit (Millipore FAK100) segitségével
végeztem a human sejtek jel6lését. A vinkulint monoklonalis anti-vinkulinnal, az
F-aktint (H+L) FITC-konjugalt anti-egér IgG antitesttel és TRITC-konjugalt
falloidinnal ¢és a sejtmagot DAPI-val festettem meg. Zeiss Axio Observer.Z1

mikroszkop 20% objektivjével készitettem felvételeket a megfestett sejtekrol.

A sejteket szobahdmérsékleten 4% paraformaldehiddel 20 percig fixaltam, kétszer
mostam 0,05% Tween-20-t tartalmaz6 PBS pufferrel (moso puffer), majd 0,1% Triton

rrrrrr
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alatt billegtetd gépre tettem a lemezt. Ezt kovetden Gjra kétszer mostam a moso
pufferrel. 1% BSA-t tartalmazo PBS-sel blokkoltam 30 percig, mellyel csokkenthetd a
hattérfestédés mértéke. Hozzaadtam 300 pl/lyuk 1:100 higitott elsédleges anti-vinkulin
antitestet, és 60 percig inkubaltam. Haromszor mostam a mosé pufferrel: 1. 1épésben
5 perc utan, 2. és 3. 1épésben 10 perc utan. A kdvetkezd 1€pés a kettds jelolés volt. Ezen
1épés soran haszndlt festékek fényérzékenyek, igy aluminium folidval letakartam a
lemezt. 300 pl/lyuk festékoldatot adtam a lyukakhoz, melyben 1:200 FITC-konjugalt
masodlagos antitest és 1:500 TRITC-konjugalt falloidin volt majd 60 percig inkubaltam.
Ujra haromszor mostam a lyukakat a mosé pufferrel, a kordbban leirt modon.
300 pl/lyuk 1:1000 higitott DAPI-val festettem a sejtmagokat 5 percig. A mosé
pufferrel haromszor mostam, végiil 0,01% natrium-azidot tartalmazé PBS-ben,
parafilmmel lezarva, alufolidval becsomagolva, 4 °C-on taroltam a lemezt a

mikroszkdpos felvételek készitéséig.
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5.  Eredmények és értékelésiik

5.1. A létrehozott flagellinrétegek karakterizalasa OWLS, XPS és AFM
technikakkal

A vad tipusu és az RGD-motivumot kifejez6 fehérjékbdl hidrofobizalt OWLS szenzor
chipen, hidrofobizalt targylemezen ¢és hidrofobizalt arany bevonattal rendelkezd
SiO/SiO; hordozon alakitottam ki rétegeket. A chipeket az OWLS kisérletek soran
hasznaltam fel a fehérjék adszorpcidjanak meghatarozasara. Ezekbdl a chipekbdl
limitalt mennyiség allt a rendelkezésilinkre, ezért az XPS kisérletekhez szilanizalt
iiveglemezeket hasznaltam fel. Az iiveglemezeken kialakitott HMDS réteg
feltételezéseink szerint megfelel az OWLS chipen kialakitott rétegnek. Korabban
probaltam az OWLS chipeket AFM-mel tanulmanyozni, azonban a feliilet
elektrosztatikusan feltoltodott, igy nem lehetett képeket késziteni rola. Ebbdl kifolyodlag,
valamint a litografiai modszer gyakorlata miatt alkalmaztunk SiO/SiO; hordozét az
AFM Kkisérletekhez. Mindezek mellett azt feltételezziik, hogy a szilan azonos médon

kapcsolodik a feliiletekhez és a kialakitott réteg tulajdonsagai is azonosak.

A kiilonb6z8 hordozokon a peremszdg értéke 85°-90° kozott valtozott. Az

tiveghordozdkon a flagellin felvitelét kdvetden is megmértem a kontaktszdget, amely

70°+ 4°-nak adéddott.

Az 5.1. abran a fehérjeréteg eldallitasanak 1épései lathatoak a fehérje eldallitasatol a

hidrofob feliilet bevonasaig.
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51 dbra A (a) vad tipusa ¢és (b) genetikailag modositott

flagellinvaridnsokbol kialakitott rétegek eldallitasanak sematikus dbrazolésa.

A fehérjével (RGD-1, RGD-1L, RGD-4 és vad tipusu flagellin) bevont és fehérje
nélkiili hidrofob mikroszkop targylemezeket XPS-sel vizsgaltuk meg. Az XPS mérés
lehetdvée tette, hogy meghatarozzuk a bevonatok elemi Osszetételét és rétegvastagsagat.
Minden minta esetén meghataroztuk a C, O, N ¢és Si jeleket, a C 1s vonalat pedig
részleteiben is kielemeztiik. A rétegvastagsagot a mért elemi intenzitas adatok alapjan
egy kétrétegli modellt (két fedOréteg és egy hordozod réteg) alkalmazva optimalizacids
eljarasban hataroztuk meg. Ennek soran ugy valasztjuk meg a rétegvastagsagokat, hogy
az visszaadja a mért intenzitasaranyokat. Ehhez sziikséges, hogy minden rétegnek
(esetlinkben: iiveghordozo, szilanréteg, flagellinréteg) ismerjiik a névleges Gsszetételét,
mely adatok a rendelkezésiinkre alltak. Az elemosszetétel azt mutatta, hogy az
tiveghordozén egy vastag réteg talalhatd szignifikdns N tartalommal. Ezzel szemben a

referenciafeliileten egy vékony réteg mutatkozott magas C tartalommal, valamint az
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tiveghordozoéra jellemzd Si és O vonalak is detektalhatok voltak. A bevonatok
rétegvastagsdganak meghatarozésa soran figyelembe vettiik az 6sszes mért komponenst.
A Kkétréteges modell rendkiviil jol illeszkedett a kisérleti adatokhoz. A részletes
szamitasok szerint, fliggetleniil a flagellin tipusatol, a flagellinréteg vastagsagara 2,3 nm

adddott.

Az 5.2. abran lathato a referencia és a flagellinnel bevont feliileteken a mért szén 1s jel
kotési (oxidacids) allapotok szerinti felbontasa. A flagellinréteg kovetkeztében
megjelend O=C-N kotésallapoti C atomok nagymértékben megvaltoztattdk a csucs
alakjat. Az XPS nagy felbontdsa lehet6vé teszi, hogy a teljes szén jelet a kémiai
kotéseknek  megfeleléen szubkomponensekre felbontva a  szubkomponensek
mennyiségét is meghatarozhassuk. Eszerint a C 1s jel tobbféle ilyen szubkomponensre
volt felbonthatd. A C atom 284,8 eV-nal 1év0 szigma C-C kotése mellett az alabbi szén
allapotokat és a hozzajuk tartozo kotési energidkat tudtuk megkiilonboztetni: C atom és
karboxil csoport kozotti kotés (C-COOH) 285 eV-nal, C atom és O vagy N atom kozotti
kotés (C-N vagy C-O) 286,5 eV-nal, C atom peptid-kdtésben (O=C-N) 288,1 eV-nal,
valamint C atom karboxil csoportban (COOH) 289,2 eV-nal [137]. Tehat amig a
szilanizalt feliileten a szén jorészt C-C szigma kotési allapotban taldlhato, addig a
flagellinnel bevont feliileten szignifikans mennyiségben mérhetéek C-N/C-O és O=C-N
kotések is. A rontgensugarzas hatasara roncsolddik a fehérje, melynek kovetkeztében a
kotésallapotok lassan, de jol lathatd mértékben megvaltoznak. Ez a valtozas a mérés
kezdete utan 15 perc elteltével tapasztalhatd, igy a sokszorosan atlagolt mérés 3-4 oraja
alatt nagymértékben torzul a csucs. Emiatt a C és N kiértékelésben csak az elsé 15 perc

adatat hasznaltuk fel.
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5.2. dbra Az XPS mérés soran nyert fotoelektron-spektrumok C 1s csticsa a

hidrofob iiveghordozon a fehérje felvitele el6tt () és utan (b).

A vad tipust flagellin adszorpciojat és deszorpciojat az 5.2. fejezetben bemutatott
moédon vizsgaltam. A genetikailag modositott RGD-1L fehérje adszorpciojat és
paramétereit a homogén izotrép modell segitségével allapitottuk meg [50], [52]. Ez a
varians nagyon hasonléan viselkedik a kutatocsoportunk altal korabban vizsgalt
AD3 FliC fehérjehez. Ahogyan a AD3 FliC-nél, ugy az RGD-I1L fehérjénél is
szignifikans pozitiv optikai kettdstorést mértiink (~0,01), ami arra utal, hogy orientalt

réteg alakul ki a feliileten (5.3. abra).
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5.3. abra Az anizotrop optikai modell segitségével szdmitott rétegvastagsag

(da) és optikai kett6storés (ne-no) az RGD-1L flagellin adszorpcidja soran.

A réteg kompaktsaganak tesztelésére 1 mg/ml BSA oldatot hasznaltunk, amely nem
okozott jelvaltozast, bizonyitva ezzel feltevésiinket, hogy kompakt flagellinréteg alakult

ki a feliileten (5.4. abra). A fehérjeréteg atlagos rétegvastagsaga 2,3 nm-nek bizonyult.
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5.4. dabra RGD-1L flagellin adszorpcidja in situ OWLS kisérletben. A
fehérje adszorpcidja és deszorpcidja soran mért torésmutatd-valtozas.
1 mg/ml BSA oldat kiivettaba juttatidsa esetén nem valtozott a bioszenzor

jel.
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A kialakitott fehérjeréteg vastagsagat AFM segitségével is meghatdroztuk. A részben
arannyal bevont SiO/SiO, hordozot hidrofobizaltam, RGD-1L fehérjével boritottam,
PBS-sel mostam, majd N, gazzal leszaritottam. Az aranyréteg -eltavolitasanak
koszonhetéen éles 1épcsé alakult ki a bevonat nélkiili (SiO/SiO,) és a HMDS-sel és
flagellinnel bevont feliiletek kozott, ami lehetévé tette a kialakult réteg vastagsaganak
meghatarozasat (5.5. abra). Ha szamitasba vesszik a HMDS réteg 1-2 nm-es
vastagsagat, akkor a fehérjeréteg vastagsaga 2-3 nm-nek adodik, ami megfelel az XPS-

sel és az OWLS-sel végzett kisérletekbdl nyert adatoknak.

0.0 pm 0.5 1.0 1.5

8.4 nm

0.4

5.5. dbra Az aranyréteggel bevont Si/SiO, hordozon késziilt AFM felvétel a
szilanizalt ¢és flagellinnel bevont feliileteken. Az aranyréteg litografia
lehetdvé tette, hogy egy éles 1épcsd jOjjon létre a bevonat nélkiili és a

HMDS és flagellinréteggel bevont oldal kdzott.
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5.2. A hidrofob kélcsonhatds jelentosége, Hofmeister sok hatdsa a
flagellinréteg onszervezddésére

o g7

5.2.1. A feliileti tomegsiiriiség idobeli valtozdsa
Kisérleteim soran a 4.12. fejezetben talalhaté egyenletek felhasznalasaval a feliilet
kozelében végbement torésmutato-valtozas segitségével meghataroztam a feliiletre
adszorbealodott fehérjék tomegét. A Hofmesiter-sorban semleges NaCl esetén kapott
tomegértékeket Osszehasonlitva a tobbi soéval kapott értékekkel, az aldbbi
megallapitasokat tehetjiik: a Na;SO4, a NaF ¢és a CH3COONa (azaz a kozmotrop sok)
novelték a feliiletre adszorbealodott fehérje mennyiségét, mig a Nal, a NaClO,4 és a

NaBr (azaz a kaotrop sok) csokkentették a fehérje feliileti tomegstriségét (5.6. abra).

——Na S0,
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5.6. dbra Reprezentativ abra a Hofmeister sok 4altal okozott feliileti
tomegstirliség valtozasrol. A semleges NaCl s6hoz képest a kozmotrop sok
noveltél, mig a kaotrop sok csokkentették a feliiletre adszorbeédlodott

fehérjék mennyiségét.
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Ezt a tendenciat az 5.7. abra még inkabb kiemeli, ahol a feliileti tomegsiiriiség értékek a
maximumot elérve (Mmaximum), ill. a lemosast kovetden (Memosas wan) vannak abrazolva.

A kozmotrop sok ndvelték az adszorpciot, mig a kaotropok csokkentették.
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5.7. abra A Hofmeister hatas jol lathato a feliileti tomegsiiriiségben okozott

valtozasban. Az M értéke a kaotropok soktol a kozmotrop sok irdnyaba nd.

5.2.2. Az adszorpcios és deszorpcios gorbék, illetve a réteg szerkezetének

kinetikai kiértékelése
A kinetikai modell illesztésébdl kapott eredmények két tipikus esete lathatdo az
5.8. abran. Az 5.8. (a) abra a kozmotrop NaF hatasat mutatja a flagellin adszorpciora.
A NaF jelenléte a feliileti tomegstirtiséget 168 ng/cmz-re novelte, mig a semleges NaCl
s6 esetében 94 ng/cm? volt ez az érték. Az adszorbealddott fehérjetomeg nagyobb része
irreverzibilisen tapadt ki a hidrofob feliltre, a reverzibilisen kitapadt fehérje
mennyisége elhanyagolhato. Az 5.8. (b) abra a kaotrop NaClO4 so hatasat mutatja a
flagellin adszorpcidjara. Az irreverzibilisen adszorbealodott tomeg 58 ng/em’-re

csokkent a kaotrop s hatasara. Ez két és félszer kisebb tomeg, mint a NaF esetében.
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5.8. dbra Reprezentativ gorbék a (a) kozmotrop NaF és (b) kaotrop NaClO4
sOk okozta feliileti tomegstiriség valtozasrol (piros-mért, fekete-illesztett,

zold-reverzibilis, narancssarga-irreverzibilis).

A kinetikai kiértékelés soran meghatarozott paraméterek az 5.9. abran lathatoak. A
reverzibilisen adszorbedlodd molekuldk a szenzorfeliilet feletti teljes térfogatbol a
hatarfeliiletet k, sebességi allandoval tudjak megkozeliteni, és Ky sebességi allandoval
hagyjak el a feliiletet. Az irreverzibilisen adszorbealt molekulak k; sebességgel kozelitik
meg a feliiletet. A k, és ki értékek (5.9. (a) és (c) abra) a kozmotrop sok iranyabdl a

kaotrop sok iranyaba csokkennek, mig a kg (5.9. (b) abra) ugyanezen iranyban né.
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5.9. dbra A Hofmeister sok hatasa a ka, Kg és ki sebességi allandokra.
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A reverzibilisen (ay) és irreverzibilisen (&) kitapadt fehérjék labnyoma az 5.10. abran

lathato. Az a, és a; értékek a kozmotrop sok iranyabol a kaotrop sok iranyaba nottek.
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5.10. dbra A fehérje labnyomanak valtozasa a (a) reverzibilisen és

(b) irreverzibilisen adszorbealodott fehérjék esetében.
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Az eredmények azt mutatjdk, hogy a Hofmeister sorba tartoz6é sok nagymértékben
befolyasoljak a vad tipusu flagellin adszorpcigjat hidrofob feliiletekre, igy a feltételezés,
hogy a kitapadast els6sorban a hidrofob kolcsonhatas vezérli, aldtamasztast nyert. A
kaotrop sok hatasara a fehérje ldbnyoma alapjan azt mondhatjuk, hogy a DO domén
alakit ki kolcsonhatast a feliilettel, és a D3 domén az oldat iranyaba néz. Mig kozmotrop
sok hatdsdra a fehérje valoszinlileg a hosszanti tengelye mentén adszorbealodik a

feliiletre, ennek koszonhetéen jelentdsen nagyobb a labnyoma (5.11. abra).

kozmotrép sék hatasa

" p

Y7
Kd
; tﬂtﬁ% W&

.

kaotrop sok hatasa

74
e

| | Lﬁﬁ

5.11. dabra A flagellin fehérjék adszorpcios kinetikajanak modellje hidrofob

felilleteken. (&) A kozmotrop sok hatasara né a feliiletre adszorbealodott
fehérjek feliileti tomegstirisége. A fehérje ldbnyoma azt mutatja, hogy a DO
domén alakit ki kolcsonhatast a feliilettel. (b) A kaotrop sok hatasara
kevesebb flagellin adszorbeal a feliiletre, a labnyom alapjan a hosszanti

tengelylik mentén.
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5.3. A vad tipusu orientdlt flagellin fehérjékbol létrehozott réteg
sejttaszito hatdsa E. coli esetén

A bakteridlis filamentum f0 feladata a mozgéas biztositasa a sejtek szamara. A
filamentumok egyetlen nagy helikalis koteggé allnak 6ssze és a baktérium uszasa soran
Osszehangolt forgasukkal propellerként hajtjak eldre a sejtet. A mozgasuk sebessége
20-30 pm/s is lehet [98]. Ahhoz, hogy a filamentum képes legyen kdtegeket formalni,
majd ezt a koteget nyugalmi dallapotban felbontani, sziikkség van arra, hogy a
filamentumok ne tapadjanak sem egymashoz, sem pedig magahoz a baktériumsejthez.
Tehat a filamentum bakterialis struktirakhoz nem tapad hozza. Feltételezésiink szerint a
vad tipust orientalt flagellinréteg a filamentum felszinét utanozza, és ebbdl kifolyolag
feltehetdleg baktériumtaszitd tulajdonsagokkal rendelkezik. Ezért a létrehozott vad
tipusu fehérjerétegeken E. coli sejtek adszorpcidjat vizsgaltam in situ OWLS kisérletek

soran. Kontrollként hidrofob chip feliiletet alkalmaztam.

A kisérlet soran mind a TEg mind pedig a TMy mddusokat detektaltam. A fehérjéket
perisztaltikus pumpa segitségével juttattam a kiivettdba. A fehérje oldat kiivettaba
érkezését kovetden a jel 5 perc utan szaturalodott, vagyis a feliilet telitédott fehérjékkel.
A négyrétegli rétegmodellt és a de Feijter formulat hasznalva megéllapitottam a fehérje
feliileti tdmegstirtiségét, amely 195 ng/cm?nek adddott. Figyelembe véve a vad tipust
flagellin molekulatomegét, egyetlen fehérje atlagosan 44,1 nm? teriiletet foglal el. Ha
szamitasba vessziik a fehérje méretét és bonyolult alakjat is, akkor mindez alatamasztja

a fehérjeréteg jo térkitoltését [52].

A fehérjeréteg kialakitasat kovetden a feliiletet 30 percig mostam pufferrel. Ennek soran
a felliletre nem vagy gyengén kotddott fehérjék lemosodtak a feliiletrdl. Ezt kovetden 30
percig injektaltam a baktérium szuszpenziot, majd Gjabb 30 perces mosast végeztem. Jol
lathaté az 5.12. abran, hogy a baktérium oldat nem okozott jelentds jelvaltozast a vad
tipusu flagellinnel bevont feliileten, és a mosas sordn a kismennyiségli baktériumsejt,

ami adszorbealodott a feliletre, lemosodott rola.
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5.12. dbra (a) Egy reprezentativ kisérlet soran mért térésmutato-valtozas a
fehérje- és baktériumadszorpcid soran. A kisérletet 25 °C-on szilanizalt
szenzor chipen végeztem. (b) A torésmutato-valtozasbol meghatarozott

feliileti tomegstiriség. A nyilak azt az idOpontot jelolik, amikor a minta a

miszer érzékelési tartomanyaba kertilt.

A kontrollkisérletben hidrofob feliileten vizsgéltam a baktériumok adszorpcigjat. A
baktérium oldat injektalasat kovetden folyamatos jelndvekedés volt tapasztalhatdo. A
baktériumok irreverzibilisen kitapadtak a feliiletre, és a mosast kovetden sem

tapasztaltam jelcsokkenést (5.13. abra).
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5.13. dbra (a) Egy reprezentativ kisérlet soran mért térésmutato-valtozas a
baktériumadszorpcié soran. A kisérletet 25 °C-on szilanizalt szenzor chipen
végeztem. (b) A  torésmutatd-valtozasbol —meghatarozott — feliileti

o

tomegstlriiség.

Az 5.14. abran lathat6 a két kisérlet dsszehasonlitasa. A flagellinnel bevont feliileten
csak néhany sejt tapadt ki, de ezek is csak reverzibilisen, mosas segitségével el lehetett
tavolitani Oket a feliiletr6l. A hidrofob feliileten ezzel szemben a sejtek irreverzibilisen
tapadtak ki és mosast kovetden sem lehetett 6ket lemosni a feliiletrél. A fluoreszcens

mikroszkopos képek is alatdmasztjak a bioszenzorral kapott adatokat.
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5.14. dbra (a) Az in situ OWLS kisérlet soran meghatarozott feliileti
tomegsiliriség a bevonat nélkiili (fekete gorbe) és a flagellinnel bevont
(sziirke gorbe) feliileten. (b) Reprezentativ fluoreszcens képek a bevonat

nélkiili (bal oldalon) és a flagellinnel bevont (jobb oldalon) feliiletekrl.

A kisérleteket tobb alkalommal megismételtiik és a flagellinréteg baktériumtaszitd
hatasa jol reprodukélhaté volt. A hidrofob feliileten a baktériumadszorpcid kevésbé
pontosan volt reprodukalhato, a mért feliileti tomegstriiség értékek 10-20%-0S szorast
mutattak. A mért gérbék alakja minden esetben hasonld volt: monoton novekedést és

telitddést mutatott.

Figyelembe véve egy baktérium tomegét (~1,5 pg) és a mikroszkopos képeken
manudlisan meghatarozott sejtszamot, a feliileti tomegsiiriségnek 945 ng/cmz-nek

kellett volna adddnia. Ezzel ellentétben az OWLS kisérlet soran mért adatokbodl
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123 ng/cm?-es tdmegsiirtiséget szamoltam. Az OWLS szenzor a kitapadd sejteket a
feliilet kozelében csak 100-200 nm-es magassagig érzékeli, igy a kiilonbség a mért és
szamolt adatok kozott realis, tekintetbe véve, hogy az E. coli baktériumok palcika
alaktiak, hosszanti tengelyiik mentén fekszenek a feliileten és atlagos atmérdjiik 700-

800 nm.
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5.4. Az orientdlt vad tipusu flagellinréteg sejttaszito képességének
vizsgdlata emldssejtes modellel

Bizonyos emléssejtek felszinére képesek kitapadni a baktériumok. Ebben a folyamatban
a legfontosabb adhézids struktaranak a filamentum bizonyult. A filamentum csak akkor
tud Kitapadni a sejtre, ha a célsejten van megfelelé receptor, amely képes felismerni. A
flagellin egységeken talalhatdo ismétlodd epitopok nagymértékben hozzajarulnak a
kolcsonhatas kialakulasahoz [138], [139]. Az esetiinkben alkalmazott HeLa sejtek nem
rendelkeznek filamentumot felismerd receptorral, igy a filamentum nem funkcional
adhézios struktaraként. Ebbdl kifolyolag feltételezhetd, hogy a flagellin sem fogja
tulajdonsagokkal rendelkezd PLL-g-PEG és a sejtadhéziot indukalo PLL-g-PEG-RGD

polimereket alkalmaztam.

A kisérlet soran a fehérjeréteg esetében tisztitott és hidrofobizalt, polimerrétegek
esetében tisztitott Szenzor chipet hasznaltam. A PBS/10 mM HEPES (pH 7,4) alapvonal
felvételét kovetden a puffert kipipettaztam a kiivettabol és bemértem a flagellin/polimer
oldatokat. A kialakitott fehérje-, ill. polimerrétegeket PBS/10 mM HEPES (pH 7,4)
pufferrel mostam a reverzibilisen adszorbealodott molekuléak eltavolitasa érdekében. Ezt
kovetéen 20 mM HEPES HBSS-re (pH 7,0) cseréltem a puffert. A stabil alapvonal

felvételét kovetden pipetta segitségével a kiivettaba juttattam a sejtszuszpenziot, €s

crer

A fehérjeadszorpcido sordn a TMp hulldmvezetd modus valtozasait detektaltam (a
torésmutato-valtozast és a ANy-t). A Hela sejtek a mérés két oraja alatt a vad tipusu
flagellinrétegen és a PLL-g-PEG rétegen az OWLS jelben nem okoztak jelvaltozast,

ami arra utal, hogy nem tudtak kitapadni.

A ANty jelek a vad tipusu flagellinrétegen, ill. a PLL-g-PEG rétegen a sejtes kisérlet
teljes idGtartama alatt az alapvonalon maradtak (5.15. (a) abra). A ANpy aranyos a
sejtadhézio mértékével [55], [140], igy azt mondhatjuk, hogy mindkét feliilet
nagymértékben sejttaszitd tulajdonsagi. A PLL-g-PEG-RGD feliileten szigmoid alakt

gorbét kaptam, mely az aktiv sejtadhéziora jellemzo [140].
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5.15. dbra Sejtek hozzaadasat kovetéen mért OWLS jelek. (a) A ANty jelek
a PLL-g-PEG-gel és a vad tipusu flagellinnel boritott feliileten a kisérlet két
oraja alatt nem valtoztak. A PLL-g-PEG-RGD feliileten kapott szigmoid
gorbe a sejtadhéziora jellemzd. (b) A félértékszélesség adatok is
alatamasztjak azt, hogy a sejtek nem tapadtak ki a PLL-g-PEG-gel és a vad
tipusu flagellinnel boritott feliileten, mig a PLL-g-PEG-RGD feliileten
kitapadtak.

A TMy rezonanciacsucs félértékszélességének (full width at half maxima - AW)
valtozasat is mértem. Az emldssejtek a feliiletre érkezés és a kiteriilés kovetkeztében
megvaltoztatjdk a mikrométeres skaldjii optikai inhomogenitast a feliilet kozelében. A
sejtek feliiletre torténd kitapaddsdnak modellezésére az tgynevezett LIME (local
interference method, lokalis interferencia modszer) modszert alkalmazzak, mely

magaba foglalja a hulldmvezetésbdl és a diffrakciobol eredd hatasokat.
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A numerikus szimulaciokbol az dertilt ki, hogy a felvitt réteg optikai inhomogenitasai
megnovelik a rezonanciacsucs félértékszélességét, abban az esetben, ha az
inhomogenitdsok mérete minimum 5 um-es. A HelLa sejtekbdl képzett réteg
inhomogenitadsainak mérete tipikusan 10-100 um, tehat ebben az esetben jelentds
félértékszélesség valtozasok 1épnek fel. A szimulaciok arra is ramutattak, hogy a
félértékszélesség 50%-os lefedettségnél a maximalis [51], [141]. A vad tipust
flagellinrétegen ¢és a PLL-g-PEG rétegen a sejtek elhanyagolhatéd valtozast idéztek elo,
bizonyitva ezzel, hogy nem volt jelentés sejtadhézio (5.15. (b) abra). A PLL-g-PEG-
RGD feliileti bevonat esetén a AW jel monoton nétt, elérte a maximumot, majd
csokkenni kezdett. Ez a fajta kinetikai viselkedés arra utal, hogy a feliileti boritottsag
meghaladja az 50%-ot, tehat a PLL-g-PEG-RGD esetében a sejtek a feliilet tobb mint
50%-4at beboritottak.

A Dbioszenzoros adatokat a faziskontraszt és a fluoreszcens mikroszkopos képek jol
sejtek figyelhetéek meg a vad tipusu flagellinnel és PLL-g-PEG-gel bevont feliileteken
(5.16. (a) és (b) abra). A PLL-g-PEG-RGD-vel bevont feliileten a kitapadt sejtekre
jellemz6 morfologia lathaté (5.16. (C) abra).

A fluoreszcens képeken hidrofob tiveghordozéra felvitt vad tipusu flagellin,
PLL-g-PEG és PLL-g-PEG-RGD rétegeken lathatoak a sejtek, 120 perccel a sejtek
rahelyezését kovetden. A fluoreszcens képeken a kék szin a sejtmagot, a piros az
F-aktint, a z6ld a vinkulint jeloli. Hasonl6an a faziskontraszt képekhez, a vad tipusu
flagellinnel és a PLL-g-PEG-gel bevont feliileteken is gomb alaku sejtek lathatoak, ahol
a sejtmag jol elkiiloniil, de a fokalis adhéziés kontaktusok nem lathatoak
(5.17. (a) és (b) abra). A PLL-g-PEG-RGD feliileten jol latszodik az F-aktin és a

vinkulin is (5.17. (c) abra), ami bizonyitja a sejtkitapadast.
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VAD FLAGELLIN o PLL-g-PEG

5.16. dabra Faziskontraszt mikroszkopos képek az OWLS kisérleteket
kovetden (a) vad tipusu flagellinnel, (b) PLL-g-PEG-gel, (c) PLL-g-PEG-
RGD-vel bevont feliileteken. A gyengén kitapadt sejtek gomb alakuak.

C

5.17. abra Parhuzamos kisérletekben hidrofobizalt tiveglemezen késziilt
fluoreszcens mikroszkopos képek (piros: F-aktin, kék: sejtmag, zold:
vinkulin) az (a) vad tipust flagellinnel, (b) PLL-g-PEG-gel, (c) PLL-g-
PEG-RGD-vel bevont feliileteken késziiltek.
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5.5. Sejtadhézio genetikailag modositott, RGD-motivumot kifejezo
flagellinvariansokbdl kialakitott rétegeken

A flagellin szdmos eldnyds tulajdonsaganak koszonhetéen génsebészeti eljarasokkal
konnyen modosithatd. Munkdm soran olyan varidnsokkal dolgoztam, melyekbe
kiilonbozé linkerek segitségével épitették be a sejtadhézidt indukalni képes GRGDS
pentapeptidet. Az igy létrehozott fehérjékbdl kialakitott rétegeken teszteltem Hela
felismerni a fehérjébe épitett motivumot, és hogy ezt a felismerést befolyasoljak-e az

alkalmazott linkerek.

Az RGD-motivumot kifejezé flagellinrétegeken a sejtek folyamatos jelndovekedést
okoztak a ANty jelben a maximum értékig. Hasonld viselkedést mutattak a PLL-g-
PEG-RGD rétegeken is. A kapott gorbék szigmoid alaktiak, ami az aktiv sejtadhéziora
jellemz6 (5.18. abra) [140]. A kisérletek végén a kapott ANty OWLS jelek az alabbiak
voltak: 0,0021+0,0001 az RGD-1L esetén, 0,0017+£0,0001 a PLL-g-PEG-RGD esetén,
0,0008+0,0001 az RGD-4 esetén és 0,0004+0,0001 az RGD-1 esetén. A PLL-g-PEG
rétegen 0,00008+0,000005, ill. a vad tipusu fehérjerétegen 0,00003+0,000002 adodott
ez az értek. Mivel az alkalmazott sejtszdm azonos volt, igy a nagyobb jel, erésebb
sejtadhéziot jelent, tehat amelyik feliilet a legnagyobb ANty értéket indukalta, azon volt
a legnagyobb a sejtadhézi6 mértéke. Ezek alapjan a legjelentdsebb sejtadhézio az
RGD-I1L feliileten volt, majd a PLL-g-PEG-RGD-n, az RGD-4-en ¢és végiil az RGD-1-
en. Tehat a harom kiilonbozd fehérjerétegen a sejtek eltéré mértékben tapadtak ki, ami
azzal magyarazhato, hogy az RGD-motivumok kiilonboz6 linkerekkel lettek beépitve a
fehérjébe. Az RGD-1L esetében egy rovidebb N-terminalis linkert (LE) és egy hosszabb
C-terminalis (TGEL) linkert hasznaltak. A hosszabb C-terminalis linkernek
koszonhetéen a motivum kissé kiemelkedik, és az oldat irdnyaba néz, melynek
kovetkeztében jobban hozzaférhetd a sejtek szdmara. Az RGD-4 varians azonos N- €s
C-terminalis linkereket (LE) és a GRGDS pentapeptidbdl négy ismétlést tartalmaz. A
varttal ellentétben ez a varidns kisebb adhéziot indukal, melyre részben magyarazatul
szolgalhat az, hogy az RGD-motivumok esetén az RGD-RGD tavolsag csokkenésével a
sejtadhézio nd, azonban 10 nm tavolsagnal ez az érték szaturdlédik. RGD-1 esetében
egy hosszabb N-terminalis (LETG) és egy rovidebb C-terminalis (EL) linkerpar
segitségével integraltdk a motivumot. A hosszabb N-termindlis linkernek koszonhetéen

a GRGDS pentapeptid inkdbb a feliilet irdnyaba néz, nehezen hozzaférhetd a sejtek

74



szamara. Mindez bizonyitja, hogy az alkalmazott linkerek eltéré hozzaférhetéséget és

rugalmassagot biztositottak a sejtek szamara, kihatva ezzel a sejtek kitapadasara.
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5.18. dbra (a) A mért ANty értékek korrelalnak a sejtadhézido mértékével.
Az RGD-motivumot tartalmazé bevonatok indukaltdk a sejtadhéziot, mig a
vad tipust flagellin és a PLL-g-PEG meggatolta. (b) A félértékszélesség
50%-os boritottsagnal (RGD-1L és PLL-g-PEG-RGD) éri el a maximumot.
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A rezonanciacsucs félértékszélessége az RGD-t tartalmazo variansokkal bevont
feliileteken a sejtadhézio soran kiilonb6zé mértékben valtozott. Korabbi eredmények és
numerikus szimulaciok azt mutatjak, hogy sejtkiteriilés hatasara a W érték ndni kezd.
50% sejtboritottsdg esetén eléri a maximumot, ezt kovetden pedig visszacsokken az
eredeti értékre. Tehat a W valtozasanak nyomon kovetése a feliilet inhomogenitasanak
meghatdrozasara szolgal. A W ¢értéke elméletileg 50%-os feliileti boritottsagnal éri el
maximumat, minimumahoz pedig két eset tartozik: vagy nincs sejt a feliileten vagy
pedig a teljesen feliilet boritott kiteriilt sejtekkel [141].

Az RGD-4 és RGD-1 variansokkal boritott feliileten a W monoton nétt a kisérlet végéig,
de nem érte el a maximumot. Ez azt jelenti, hogy a feliileti boritottsag nem érte el az
50%-ot. Ezzel szemben az RGD-1L ¢s a PLL-g-PEG-RGD esetében a jel monoton nott,
elérte a maximumot, majd csdkkenni kezdett. Ez a fajta kinetikai viselkedés tehat arra
utal, hogy a feliileti boritottsag meghaladja az 50%-ot, mivel a félértékszélesség elérte a
maximumot, majd ujra csokkenni kezdett, de nem érte el a minimum értékét. Mindezek
alatamasztjak azt az eredményt, hogy a legjelentdsebb sejtadhézié a RGD-1L és a PLL-
g-PEG-RGD esetében volt.

A faziskontraszt mikroszkopos képeken jol lathatd, hogy a felvételeken a sejtadhézid
mértéke jol korreldl a bioszenzorjelekkel. Egyre nagyobb mennyiségi kiteriilt sejt
lathat6 a képeken az RGD-1 flagellinbevonattol az RGD-1L flagellinbevonatig haladva
(5.19. (b), (c), és (d) abra). A fluoreszcens képeken a HeLa sejtek sejtmagja (kék), a
vinkulin (z61d) és az aktin citoszkeleton (piros) lathato. Az F-aktin jelolésére TRITC-
konjugalt falloidint, a fokalis kontaktusokhoz anti-vinkulint, mig a sejtmaghoz DAPI-t
hasznaltam. A fokalis adhézios kontaktusok jol lathatoak az 5.20. b, ¢, d és e abran. A
képeken szignifikans kiilonbség lathato a sejtadhéziot elésegité rétegeken kiteriilt sejtek
lamellopodiai és a sejttaszitd rétegeken lathatdo nem kiteriilt sejtek kozott. A
fluoreszcens mikroszkopos képek is jol alatamasztjdk a bioszenzorral kapott

eredményeimet.
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kontroll feliiletek

5.19. dbra Faziskontraszt mikroszkopos képek az OWLS kisérleteket
kovetéen (a) vad tipusu flagellinnel, (b) RGD-1 flagellinnel, (¢) RGD-4
flagellinnel, (d) RGD-1L flagellinnel, (e) PLL-g-PEG-gel, (f) PLL-g-PEG-
RGD-vel bevont feliileteken. A gyengén kitapadt sejtek gomb alakuak.
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a

5.20. dbra Parhuzamos kisérletekben hidrofobizalt tiveglemezen késziilt
fluoreszcens mikroszképos képek (piros: F-aktin, kék: sejtmag, zold:
vinkulin) (a) vad tipusu flagellinnel, (b) RGD-1 flagellinnel, (c) RGD-4
flagellinnel, (d) RGD-1L flagellinnel, () PLL-g-PEG-gel, (f) PLL-g-PEG-
RGD-vel bevont feliileteken.

A sejtfestéses kisérletek célja az volt, hogy szemléltessem, hogy a sejtek hogyan
viselkednek a kiilonb6z6 bevonatokon és lathatova tegyem a sejtadhézioban szerepet
jatszo fokalis adhézios kontaktusokat. Ennek érdekében annyi sejtet tettem a lyukakba
(melyek feliilete és térfogata is nagyobb, mint az OWLS kiivettd¢), hogy biztosan ne
alakuljon ki teljesen konfluens sejtréteg. Lyukanként 50.000 sejtet tettem, mig az
OWLS kisérletekben 60.000 sejt keriilt a kiivettdba. Ennek kovetkeztében a feliileti

sejtboritottsag biztosan kisebb lesz, mint az OWLS kisérletek esetében.
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A fluoreszcens képeken az aldbbi 4bran lathato lefedettség a jellemzd (n=3)

(5.21. abra):
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5.20. dabra A fluoreszcens mikroszkopos képeken a sejtek 4ltal lefedett

tertilet aranya.

Az OWLS és fluoreszcens jeloléses kisérletek kozotti sejtszam kiilonbség miatt jobb
kiértékelésnek bizonyulhat a sejtek altal atlagosan elfoglalt teriilet Gsszehasonlitasa
(n=3) (5.21. abra). Amely megmutatja, hogy az RGD-1L és PLL-g-PEG-RGD
bevonatokon voltak leginkabb kiteriilve a sejtek. Ezt koveti az RGD-4 és RGD-1
flagellinbevonatokon mért sejtkiteriilés mértéke. A sejtek a legkisebb teriiletet a vad
tipusu és PLL-g-PEG feliileteken foglaltak el.
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5.21. dbra A sejtek atlagos kiteriilésének mértéke a kiilonbdzd bevonatokon.
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5.5.1.  Polimer és fehérje feliileti siiriiség és RGD-RGD ligand tavolsag
Kisérleteim azt mutattdk, hogy a kiilonboz6 linkerek segitségével beépitett
RGD-motivum eltéré mértékben hozzaférhet6 a sejtek szamara. Azonban azt is
figyelembe kell venni, hogy az adhézié mértéke nemcsak a hozzaférhetdségtol, hanem
az RGD-RGD tavolsagtol is figg [11], [142], [143]. A feliiletek fehérjével/polimerrel
valé bevonasa soran mért OWLS adatok felhasznalhatdak arra, hogy megbecsiiljik a
ligand-ligand tavolsagokat. Az Nte és Nty értékekbdl meghatarozhatdo a feliileti
tomegstrtiség (M). Az M-et és a fehérjék, ill. polimerek molekulatomegét felhasznalva
meg lehet allapitani a molekuldk feliileti strtiségét (p). Ezt kovetben az atlagos

RGD-RGD tavolsagot (drgp-rep) az alabbi egyenlet alapjan lehet megbecsiilni [144]:

2 1

drGp-RrGD = J30-N,

(13)

ahol Na az Avogadro allando.

Az atlagos RGD-RGD tavolsag PLL-g-PEG-RGD esetében 7 nm-nek, az
RGD-motivumot kifejezé flagellinvariansok esetében atlagosan 6 nm-nek adddott.
Fontos megjegyezni, hogy az RGD-RGD tavolsag csokkentése noveli a sejtadhéziot, de
az effektus 10 nm kornyékén szaturalodik [11], [145]. Igy a megfigyelt kiilonbségek
nem az RGD-RGD tavolsagok kozotti eltérésbdl, hanem az RGD-motivum eltérd

orientaciojabol, flexibilitasabol és hozzaférhet6ségébdl erednek [146].
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6. Osszefoglalas

PhD munkam soran vad tipusii és genetikailag modositott flagellinvariansok
adszorpcios kinetikajat €s rétegformalasi képességét vizsgaltam jeldlésmentes optikai
bioszenzorral. A kialakitott rétegek részletesebb karakterizalasara is sor keriilt AFM és
XPS technikak alkalmazasaval. A kialakitott orientalt vad tipusu és genetikailag

crer

jelolésmentes optikai bioszenzorral, faziskontraszt és fluoreszcens mikroszkoppal.

A kialakitott fehérjeréteg tulajdonsagait kiilonbozé technikakkal karakterizaltam. Az
XPS mérések bizonyitottak, hogy a hidrofob feliileten kialakult a flagellinréteg,
melynek vastagsaga 2,3 nm. A genetikailag modositott flagellinvariansok adszorpcios
kinetikajat OWLS segitségével ellendriztem, és igazoltam, hogy a varidnsok a vad
tipust flagellinhez hasonldan, orientalt monoréteget hoznak 1étre hidrofob feliileteken.
A réteg kompaktsagat BSA oldat hozzdadédsaval teszteltem, amely nem okozott
jelvaltozast. A fehérjeréteg vastagsaga az OWLS mérések eredményeib6l Kiszamitva
szintén 2,3 nm-nek addodott. Ezt kovetéen AFM-mel is karakterizaltuk a réteget.
Aranyréteg segitségével egy éles 1épcsot sikeriilt kialakitani a bevonat nélkiili, valamint
a HMDS-sel és fehérjével bevont feliiletek hataran. Ha szamitasba vesszilk a HMDS
réteg 1-2 nm-es vastagsagat, akkor a fehérjeréteg vastagsaga 2-3 nm-nek adddott, ami

megfelel az XPS és OWLS mérésekbdl szamitott vastagsageértékeknek.

A vad tipust flagellin adszorpcidjat a Hofmeister sorba tartozé kozmotrdp és kaotrop
sOk segitségével befolyasoltam, és OWLS-sel tanulmanyoztam a hidrofob feliileten
létrehozott rétegek tulajdonsagait. A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a kaotrop
sok hatasara a fehérje nagyobb mennyiségben adszorbealddik a feliiletre, a DO domén
alakit ki kolcsonhatast a feliilettel, és a D3 domén az oldat irdnyaba néz. Ezzel szemben
a kozmotrop sok csokkentették a feliiletre adszorbedlt fehérjék mennyiségét. A
szamitasok alapjan kapott labnyom értékek arra utalnak, hogy a fehérje a hosszanti
tengelye mentén adszorbealodik a feliiletre. Az er6s Hofmeister effektus egyértelmiien

bizonyitotta a hidrofob kolcsonhatds dominanciajat az adszorpcids folyamatban.

Feltételezésiink szerint a vad tipusi orientdlt flagellinréteg nagyon hasonlit a
filamentum felszinéhez, ezért baktériumtaszité tulajdonsagokkal rendelkezik. Vad

tipust flagellinbdl feliileti bevonatot hoztam létre, és ezeken a rétegeken vizsgéltam
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E. coli sejtek adszorpciojat in situ OWLS kisérletek soran. Kontrollként a bevonat
nélkili hidrofob feliiletet hasznaltam. A bioszenzor kisérletek és a fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatok megmutattak, hogy a baktériumok nem tapadtak ki a vad
tipusu flagellinnel bevont feliileten, €s a néhany kitapadt sejt mosas utjan eltavolithatd
volt. Mig a bevonat nélkiili hidrofob feliileten a sejtek kitapadtak, €s intenziv mosas

kovetden sem lehetett eltavolitani 6ket.

Kontrollként PLL-g-PEG (sejtadhéziot gatlo) és PLL-g-PEG-RGD (sejtadhéziot
elésegitd) szintetikus polimereket hasznaltam. A Hela sejtek nem rendelkeznek
filamentumot felismerd receptorral, igy a filamentum nem funkcional adhézids
molekulaként. Feltehet6leg maga a flagellin sem funkciondl adhéziés molekulaként, igy
jelek a vad tipusu flagellinrétegen, ill. a PLL-g-PEG rétegen a sejtes kisérlet teljes
idotartama alatt az alapvonalon maradtak. Mivel a ANty aranyos a sejtadhézio
mértékével, igy azt mondhatjuk, hogy a vad tipusu flagellinbevonaton, hasonldéan a
PLL-g-PEG polimerhez, a sejtek nem tapadtak ki. A TMy rezonanciacsucs
félértékszélességében elhanyagolhato valtozast idéztek eld a sejtek, bizonyitva ezzel,
hogy nem volt jelentés sejtadhézido a vad tipust flagellinrétegen és a PLL-g-PEG
rétegen. A bioszenzor adatokat a faziskontraszt és a fluoreszcens mikroszkopos képek

cre

sejtek lathatoak.

A flagellin kivalo célpont a genetikai modositasra, mivel a D3 domén helyére kiilonféle
szekvenciak épithetoek be, anélkiil, hogy a fehérje szalformalasi képessége
megvaltozna. A Pannon Egyetem Bio-Nanorendszerek Kutatolaboratoriumaban a D3
domén helyére a sejtfelszini integrin receptorok felismerési motivumat, a GRGDS
pentapeptidet épitették be kiilonbozo linkerek segitségeével. A kiilonbozo linkerek eltérd
hozzaférhetdséget €s flexibilitast biztositanak a sejtek szdmara. A munkam soran harom
varianst hasznéltam:

RGD-1 - 1 RGD-motivum, LETG és EL linkerekkel,

RGD-1L - 1 RGD-motivum LE és TGEL linkerekkel,

és RGD-4 - 4 RGD-motivum, LE és EL linkerekkel.
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A Kkapott ANty gorbék szigmoid alakja a sejtadhéziora jellemzd. A harom kiilonboz6
fehérjerétegen a sejtek eltérd mértékben tapadtak ki, ami azzal magyarazhatd, hogy az
RGD-motivumok kiilonboz6 linkerekkel lettek beépitve a fehérjébe. A félértékszélesség
adatok is azt mutatjak, hogy a legjelentdsebb sejtadhézié az RGD-1L rétegen volt, ezt
koveti az RGD-4, majd az RGD-1 flagellinbevonat. A faziskontraszt és a fluoreszcens
mikroszkopos képeken a sejtadhézido mérteke jol lathatd, és korrelal a bioszenzorral

kapott eredményekkel.

A munkam soran eldallitott fehérjebevonatokat részletesen karakterizaltam. Sikeriilt
olyan flagellinbevonatokat létrehoznom, melyek segitségével befolyasolni tudtam az

crer

hatassal volt az alkalmazott mutans fehérjék tipusa.

Bebizonyosodott, hogy a flagellin alkalmas feliileti bevonatok 1étrehozasara, és elényods
tulajdonsagainak kodszonhetden genetikai modositdsok révén szamos tovabbi
sejtadhéziot elsegitdé motivum beépitése is lehetséges. Igy nemcsak az RGD-RGD
tavolsag hangoldsa valosithatd meg a rendszerrel, hanem a kiilonb6zd receptorok
kozotti esetleges szinergia, erdsités vagy gyengités is tanulmanyozhatova valik.
Emellett a mérési rendszer tovabbfejlesztése is folyamatban van. A sejtes kisérletek
gyorsabb ¢és konnyebb elvégzése érdekében lemezalapti bioszenzor feliiletek

fejlesztésén is dolgozom, hogy egyszerre tobb parhuzamos kisérletet lehessen elvégezni.
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Tézispontok

Optikai hullamvezetd fénymodus spektroszkopiaval (OWLS) jellemeztem a
Hofmeister sok hatasat vad tipust flagellin adszorpcidjara. Megmutattam, hogy
a kozmotrop sok novelték a flagellin adszorpciojat, ezzel szemben a kaotrop sok
csokkentették a fehérje adszorpcidjat. Bebizonyitottam, hogy ezek az ionok
hidrofob felilleteken szignifikansan befolyasoljak a monomer flagellin
rétegformalasi tulajdonsagat. Igazoltam, hogy a hidroféb kolcsonhatds fontos
szerepet jatszik a flagellin adszorpcidjanak folyamataban [T3].

Jelolésmentes optikai bioszenzorika és fluoreszcencia mikroszkopia kombinalt
alkalmazasaval megmutattam, hogy a flagellaris filamentumot alkot6 flagellin
monomerekbdl hidrofob feliileten 1étrehozott orientalt monoréteg a filamentum
A vad tipust flagellint felilleti bevonatként hasznaltam Hela sejtek

crer

[T1].

Megmutattam, hogy az RGD-motivumot kifejez8, genetikailag modositott
flagellinvaridansokbdl kialakitott monorétegek kiilonbozé mértéki sejtadhézidt
indukélnak. A sejtadhézidé mértéke a motivum beillesztésére szolgalo linkerektol
¢és a beillesztett motivumok szdmatol fiigg. Az elvégzett kisérletek eredményei
arra utalnak, hogy a megfelelé linker megvalasztasaval befolyasolhatd a

kotohely rugalmassaga és hozzaférhetésége [T1].
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