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Absztrakt

A gyakran szinergiapeptidként is emlegetett PHSRN egy 5 aminosavbol felépiilé polipeptid
szekvencia (prolin-hisztidin-szerin-arginin-aszparagin), amely a fibronektinen talalhato. Ezen
feltileteken, onmagaban nem elég a sejtek letapadasanak eldidézéséhez. Ezzel szemben az RGD
motivum feliileti jelenléte dnmagaban is képes a sejtadhézio eldidézésére.[1], [2]

A PHSRN peptid szinergikusan fokozza a sejtadhéziot, ha az RGD kis feliileti koncentracioban
van jelen, tehat amikor a sejtek csak gyengén tapadnak a feliilethez. Nagy RGD koncentracio esetén
a szinergiapeptid jelenléte negativan befolyasolja a sejtek tapadasat. A PHSRN lehet6vé teszi a
sejtek adhéziojat és osztddasat alacsony RGD siirtiségii feliileteken.[1]

Szignifikansan magasabb a sejtek osztdddsa PHSRN-G6-RGDS egyiittes hasznalataval, amely
kozel kétszer akkora denzitast okoz, mint az RGDS vagy akdr a PHRSN-RGDS egyiittes
hasznalata. Az RGDS ¢és a PHSRN kozotti tavolsag és orientacio is fontos tényezd e két motivum
szamara a sejtosztodas fokozdsanak szempontjabol.[2]

A PHSRN hatésait kordbban kizarolag feliileten alkalmazva, mikroszkoppal vizsgéltdk, ezzel
gyakorolt hatasanak vizsgalata RGD motivumokat kifejezd feliileteken. A kisérletekhez
jelolésmentes optikai bioszenzort hasznalok, amely kitlinden alkalmas a sejtadhézié idébeni
monitorozasara.[3] Kutatomunkdm f6 kérdése, hogy a PHSRN peptid oldatban is ugyanazt a

szinergetikus hatést fejti-e ki, mint feliileten alkalmazott formajaban.



Abstract

The PHSRN is also known as the synergy peptide, its sequence consists of 5 amino acids (proline-
histidine-serine-arginine-asparagine) and can be found on the extracellular protein fibronectin. This
peptide promotes cell adhesion in the presence of RGD; however, alone it is not enough to induce
cellular adhesion. In contrast, pure RGD displaying surfaces trigger cellular adhesion.[1], [2]
The PHSRN peptide synergistically enhances cell adhesion when RGD is present in low surface
concentrations, so cells adhere weakly to the surface. At high RGD concentrations, the presence of
the synergy peptide negatively affects cell adhesion. PHSRN allows cells to adhere to surfaces with
low RGD density.[1]

Cell division is significantly higher with the use of PHSRN-G6-RGDS on the surface, with nearly
twice the cell density, than with only RGDS or with PHRSN-RGDS. The distance between RGDS
and PHSRN and their orientation are also important factors for these two motifs in enhancing cell
division.[2]

Until now, the effects of PHSRN on cell adhesion has only been studied under a microscope and
with the peptides attached to a surface. The primary goal of my work is to study the effect of
PHSRN solutions in different concentrations on HeLa cancer cell adhesion using RGD displaying
surfaces. During my experiments, I will use a label-free optical biosensor, which is excellent for
monitoring cell adhesion kinetics.[3] The main question is whether the PHSRN peptide has the

same synergistic effect in solution as it has when attached to the surface.
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2. Bevezetés

Sejtadhézi6 az a folyamat, amely soran az él6 sejtek kapcsolatot alakitanak ki egymassal
vagy az extracellularis matrixszal (ECM) kiilonb6zo fehérjekomplexek segitségével. [12]

Kétféle sejtadhéziot kiilonboztetiink meg, a sejt-sejt €és sejt-matrix adhéziot, melyekbdl az
¢l6 szervezetek feléplilnek. Fontos szerepet toltenek be a sejtndvekedésben, migracioban és a
differencidlodasban is. Azok az adherens sejtek, amelyek nem képesek adhézid létrehozasara
egymas kozott vagy az ECM-el, anoikis soran elpusztulnak. Ez a jelenség fontos szerepet tolt be a
tumor kutatas teriiletén.[4] Az adhézi6 kialakitasaban a transzmembréanfehérjék vesznek részt.

A sejtadhézids molekuldkat csoportosithatjuk (1. dbra) aszerint, hogy a kotés 1étrejottéhez
sziikséges-e vagy nem Ca’". A Ca’" fiiggd fehérjék a kadherin, integrin és a szelektin. Ca**
fiiggetlen fehérjék az immunglobulin szupercsalddba tartozo sejtadhézios molekulak.

Az integrinek az adhézios molekuldk negyedik csoportjat alkotjak, melynek kiemelt szerepe van a
sejtadhézidos molekulak kozott. Felépitését tekintve a - és - alegységbdl éallnak, amely altal
melyekbdl nagyon sokféle integrin molekulavaltozat keletkezhet. Az asP1 integrin és liganduma az

RGD, amely motivum megtalalhat6 az extracellularis matrixfehérjéken.[5], [6], [k1]

Sejtadhézios molekulak csoportositasa

Szelektinek Immunglobulin Integrinek
Kadherinek szupercsalad

1. dbra. Sejt adhézidban részt vevé moleukdk [i3]



A kotdszovetek (2. abra), sejtekbdl és kotészoveti allomanybol (ECM) felépiild szdveti
struktarak. Az extracellularis matrix kotdszoveti rostokbol és amorf alapallomanybol tevodik
0ssze. Az adherens sejtek az ECM-hez tapadva képesek szovet felépitésére.

Az amorf 4llomanyt két alaptipusba sorolhatjuk; glukézaminoglikdnok, proteoglikanok és
adhézios glikoproteinek. A proteoglikdnok felelnek az ECM stabilitasaért, a sejtek
differencialodasaért és proliferaciojaért. Az adhézioért felelés fehérjék a glikoproteinek, ahova a
fibronektin és laminin sorolhatok.[k1] A rostok csoportjdba az ECM strukturajaért felelds elasztin,
kollagén stb. tartozik.

A kotoszovet alkotoelemei

Sejtkizitti
Sejtek allomany
(extracelluliris
mtrix)
fix mobil rostok amorf allomany
L glukézaminoglilcinols, A adhézios
fibrocyta macrophag kollagén proteoglikinok glikoproteinek
reticulumsejt hizosejt rugalmas
adipocyta Iymphocyta retuculans hialuronsav fibronektin
melanocyta plazmasejt fibrillin kondroitinszulfat laminin
mesoblast neutrophil granulocyta heparinszulfat tenaszein
eosinophil granulocyta keratanszulfat entaktin
dermatanszulfat trombospondin
kiilénbdzo proteoglikanok

2. dbra A kétbszévet alkotoelemeinek csoportositdsa [k1]

crcr

soran, ezért is kulcsfontossagl vizsgalni.[7]

A bioszenzorok olyan érzékeldk, melyek miikddése az ¢élo szervezetekre jellemzd
specifikus reakcion alapul.[8] A hagyomanyos, jeldléses bioszenzorokkal torténd vizsgalathoz
sziikséges kiilonbozo anyagok hasznalata pl. fluoreszcens anyag (fluorofor festék), magneses jelolo
anyag vagy aktiv enzim, hogy biologiai kdlcsonhatasokat vizsgaljuk [9], szemben a jel6lésmentes
bioszenzorokkal. A jeldlésmentes bioszenzorok térhoditasa éppen ennek koszonhetd, hogy
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rendkiviil koltséghatékonyak, nem avatkozik bele a vizsgdlni kivant folyamatokba és nem
sziikségesek kiilonbozo jelolomolekuldk és anyagok a minta vizsgalatdhoz. Ezen kiviil a
legmodernebb jeldlésmentes szenzorok nagy ateresztoképeséggel is rendelkeznek és valds idében
képesek vizsgalni a bioldgiai folyamatokat.

A jelolésmentes bioszenzorok négy csoportba sorolhatok a jelatalakitdé alapjén;
elektrokémiai, optikai, akusztikus hulldm alapt és félvezetd alapu.
A sejtadhézid erdssége meghatdrozhaté a levalasztashoz sziikséges erdbdl, melyhez egy
fokozatosan novekvd kiilsd erét (amely lehet mechanikai, hidrodinamikai vagy gravitacios)
alkalmazunk a vizsgélt sejten. Ez az erd korreldl a jelolésmentes optikai bioszenzoron mért jellel,
hogy mennyire teriil el a sejt az adhézi6 soran.[10]
Geometriailag a sejtadhézid (3. dbra) a sejt atalakulasa egy gdmbszerii objektumbdl egy
ellaposodott, kitapadt formaba a térfogat megdérzésével. A folyamat soran a sejt kiteriilés
mértéke jol jellemezhetd a sejt—szubsztrat érintkezési feliilettel.[11]

A feliiletérzékeny jelolésmentes optikai bioszenzorok kozé sorolhatd az optikai hullimvezetd
fénymodus spektroszkopia (OWLS), feliileti plazmonokat felhasznalo eszk6zok (SPR), a rezonans
racsos hullamvezetd (RWG). Ezek a modszerek az evaneszcens hulldm alapu érzékelést
alkalmazzak a szenzor feliiletén elhelyezett bioldgiai mintan. [12],[13]

Ilyen RWG alapu jelolésmentes optikai bioszenzor az Epic® BenchTop (BT)-t (Corning
Incorporated, Corning, NY, USA). A késziilékkel tobb szaz minta egyidejii mérése valt lehetdveé a
96 ¢és 384 lyukkal rendelkezé mikrotalcék segitségével.

A szenzorra beesd fény (4. 4dbra) a racson becsatolddik, ahol teljes visszaverddést szenved a
hullamvezetd belso feliiletein és fazisa minden egyes visszaverddésnél eltolodik. A faziseltolodas
a vizsgalt réteg torésmutatojatol is fligg és ez altal akar molekularis biologiai valtozasok is
eldidézhetik; pl. adhézios kotés kialakulasa és sejt szétteriilése. RWG esetében a fazistolas
kovetkezményeként 1étrejovo rezondns hullimhossz eltolodasat 0.25 pm-es érzékenységgel rogziti

az EPIC BT bioszenzor meghatarozott idonként (min. 3 s).
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Erintkezési feliilet

3. dbra Adhézid soran megvadltozik a sejt geometridja [11]

Evaneszcens tér -=

VAR
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4. abra Az Epic BT jelélésmentes optikai bioszenzor miikédési elvének vazlatos rajza. [i4]

2.3 PHSRN

A sejtadhézio kialakitasdban egyik nélkiilozhetetlen aminoav szekvencia az RGD
(argigin-glycin-aszparaginsav), amely eldsegiti a sejt kapcsolodasat az ECM-hez. Az integrinek
fontos szerepet jatszanak, ugyanis ezek felismerik és kotédnek az RGD-hez a specifikus RGD-
kotd helyeik segitségével. Az RGD megtalalhatd az ECM-et alkotd fehérjéken, pl. a

fibronektinen, fibrinogénen, vitronektin és osteopontinen.[14]



Az RGD mellett felfedezheté még egy rovid peptidszekvencia, amely eldsegiti a sejtek
tapadasat. A PHSRN (egy 5 aminosavbol felépiilé szekvencia: prolin-hisztidin-szerin-arginin-
aszparagin), amely a fibronektinen taladlhato a 9. tipust III. domén, az RGD peptidet (10-14)
tartalmazé 10. domén mellett.[15] Onmagéaban a PHSRN-hez a sejtek nem képesek hozzakétni,
viszont az RGD-vel egyiittmiikodve képes fokozni az adhéziot. A PHSRN hatasmechanizmusa
még részletesen nem ismert, feltételezett miikodése az 5. dbran lathatd. Az abran lathato elso
modell szemlélteti, hogy egyetlen integrin a alegységének egyik oldalan bek6tédé PHSRN noveli
az integrin RGD kotd affinitdsat az ECM felé. A madasodik modellen, a versengd kotddés
(kompetitiv hatdsmechanizmus) esetében, mindkét peptid egy €s ugyanazon kotéhelyre szeretne

bekotni.

Szinergikus hatasmechanizmus Kompetitiv hatasmechanizmus

A &4

Lipid
kettds
réteg

Citoszol

HOOC COOH HOOC COOH
o alegység P alegység o alegység palegység

. Fibronektinen taldlhaté 9. tipusu III. domén

@ Fibronektinen talalhaté 10. tipusi III. domén

5. dbra. A PHSRN és az RGD lehetséges kotddési helye és a lehetséges miik6dési mechanizmus sematikus rajza. [15]

Mitsuhiro €s m.tarsai altal készitett tanulmanyban a PHSRN hatésat 6sszehasonlitottak az

RGD-vel. Mikroszkopos mérések segitségével megallapitottdk, hogy a PHSRN-nel bevont
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feliileten csekély, elhanyagolhaté mértékben volt adhézio ellentétben az RGD-vel bevont feliilettel.
Utobbi esetében sokkal nagyobb mértékii sejtadhéziot tapasztaltak.

Abban az esetben, amikor PHSRN-RGD molekulaval bevont feliiletet vizsgaltak, nem tapasztaltak
a sima RGD-vel bevont feliileten kivaltott sejtadhézional nagyobb mértékii sejt kitapadast. Viszont
amikor a PHSRN és RGD molekulak kdz¢ még egy G6 spacert is beiktattak, akkor ezzel a PHSRN-
G6-RGD moleukulaval bevont feliilleten kozel kétszeres sejtadhéziot mértek a sima RGD-vel
bevont feliilethez képest. Ebbdl kideriilt, hogy kiemelten fontos a motivumok kozotti tavolsag €s a

konformaécio is.[2]
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3. Célkituzés

Munkam célja volt megvizsgalni, hogy a PHSRN oldatban is ugyanazt a szinergikus hatéast
valtja-e ki az RGD-vel, mint amikor mindkét szekvencia a feliiletre van kikotve.
Mivel eddig a PHSRN peptid hatdsa csak mikroszkopos mérésekkel volt vizsgalva, ezért célom
volt megvizsgalni a PHSRN oldat hatasat jelolésmentes optikai bioszenzor felhasznalaséaval,

fibronektinnel és RGD-vel kezelt feliileten egyarant.
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4. Anyagok és modszerek

A legrégebbi és leggyakrabban hasznalt immortalizalt tumoros sejtvonal, melyet 1951-ben
tavolitottak el egy Henrietta Lacks nevii beteg cervix carcinoma-jabol. Rendkiviil jol szaporodo és
ellenalld sejtvonal, ezért is hasznaljak vilagszerte széleskoriien a tudomanyos kutatasok soran.

A rutinszertien tenyésztett sejtkulturat polisztirol Petri-csészében, parasitott inkubatorban
(37 °C, 5% CO2) taroltam a felhasznalasig DMEM médiumban, amely ki lett egészitve 10%
magzati borjuszérummal (FBS), 4 mM L-glutaminnal, 100 U/mL penicillinnel és 100 pg/mL

sztreptomicinnel.

A mérésekhez egy nagy ateresztOképességii ) generacids rezonans hullamvezetd racsos
optikai bioszenzort hasznaltam (6. &bra), az Epic® BenchTop (BT)-t (Corning Incorporated,
Corning, NY, USA). Ez az optikai bioszenzor, a biologiai sejt valaszokat rogziti a sejt
tartozik 96-os ¢és 384 lyukkal rendelkez0 mikrotalca is, melyek koziil én a 384 lyukkal
rendelkezdvel dolgoztam.

Minden egyes lyuk alja tartalmaz egy 2 x 2 mm-es rezondns hullamvezetd racs (RWG)
érzékelot. Alulrél megvilagitva a racsteriiletek a beesd szélesspektrumu fényt a Nb20s
hullamvezeté rétegbe (vékony, magas torésmutatoju réteg) csatoljak, igy létrejon egy olyan
evaneszcens elektromagneses tér, amely exponencidlisan cseng le az érzékeld feliiletétél mért

tavolsaggal és képes kolcsonhatni a hullamvezetd feliiletére helyezett mintaval.
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6. dbra Epic® BenchTop (BT) (Corning Incorporated, Corning, NY, USA)

4.3 Feliilet keszitése

Kutatdsom soran kétféle feliilettel dolgoztam; fibronektinnel és PLL(20)-g[3.5]-
PEG(2)/PEG(3.5)-RGD-vel fedettel. A kisérleteim egy részében hasznalt fibronektinnel kezelt
felilletethez a gyartd altal értékesitett 7. abran lathaté 384 lyukkal rendelkezd valtozatot
hasznaltam (Corning® Epic® 384 Well Fibronectin Coated Cell Assay Microplate). Ez a
mikrotalca kompatibilis a sejtekkel, lehetdvé teszi tobbek kozott az adhézids sejtek

kapcsolodasat a feliilethez és novekedésiiket. [il]

7. abra Fibronektinnel bevont RWG mikrotdlca [i1]
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Kutatdsom masik részében PLL(20)-g[3.5]-PEG(2)/PEG(3.5)-RGD szintetikus polimert
hasznaltam a feliiletek eldkészitéséhez, amellyel eldsegitettem a HelLa sejtek megfeleld

A PLL-PEG-RGD molekula (8.4abra) segitségével lehetéségiink adodik szimulalni az in
vivo koriilményeket. A PLL(poli-L-lizin) réteg vonja be a feliiletet, amelyhez jol tapadnak a
sejtek. Viszont ez az anyag nem fordul el a szervezetiinkben, igy nem célszerl vizsgalni. Az
RGD (arginin-glicin-aszparaginsav) olyan aminosavszekvencia, amely szdmos sejtmatrix-
alkotoban megtalalhato, igy alkalmas in vivo koriilmények szimulalasara. Sziikséges egy ujabb
réteg 1étrehozasa PEG(polietilén-glikol) molekuldkkal. Ez taszitja a sejteket, ehhez nem képesek
tapadni, csupan egy koztes segédréteget képez. A PEG a PLL-hez tapad, igy meggatolja, hogy
a sejtek a PLL-hez kdssenek, igy mi csak az RGD-vel torténd kapcsolatot vizsgalhassuk.

RGD RGD (Arg-Gly-Asp)

6] W

- i el o

{L\ j" s % :1" Polietilén-glikol
Ay a2

Poly-L-Lizin

Polisztirol livegfeliilet

8. dbra PLL-PEG-RGD szerkezete [2]
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Az 1 mg/ml-es PLL-g-PEG-RGD torzsoldatot dupldjara higitottam 10mM pH:7,4 HEPES-el, igy
a lyukakba kertiil6 oldat 0,5 mg/ml-es volt.

A kutatashoz 384 lyukkal rendelkezé mikrotalcat (Corning Incorporated, Corning, NY,
USA) hasznaltam, melynek megfeleld lyukjaiba hidratalas céljabol 20 pul 10mM pH:7,4 HEPES-t
pipettdztam. Centrifugdltam a buborékok eltavolitasa miatt 100 x g, 10 mp-ig, majd ezutan
kiraztam a HEPES-t a steril fiilkében. Az els6 sort feltoltottem 30 pul 10mM pH:7,4 HEPES -el.
Minden tovabbi lyukba PLL-g-PEG-RGD feliiletet készitettem 30 ul 0.5 ml/ml-es PLL-g-PEG-
RGD oldat lyukakba pipettazasaval. Ismét centrifugaltam a mikrotalcat 100 x g-n, 10 mp-ig, a
buborékok eltavolitasa érdekében, majd 30 percig billegtetdre helyeztem. 30 perc utan kiiitogettem
az oldatokat és atmostam a lyukakat el6szor 30 pul 10 mM pH:7,4 HEPES -el, majd 30 pl 20 mM
pH: 7,4 HBSS-HEPES-el.

Elkészitettem a peptid oldatokat kiilonb6z6é koncentracioban. PHSRN port beoldottam
500 pul 20mM pH:7,4 HEPES-HBSS-ben. Ez megfelelt a 2000 pg/ml-es PHSRN

koncentracionak, ezt hasznéltam a tobbi koncentracio higitasanak kiindul6 pontjanak.

4.4.1 Higitasi sor készitése:

Kihelyezett Eppendorf csovekbe készitettem el a higitdsi sort, el0szor az elézd
HEPES pipettazasaval.

A feliiletkezelés végeztével kitlitdgettem az oldatokat, majd az adott mérésnek megfeleléen
haladtam a legalacsonyabb koncentracidok fel¢. Centrifugaltam a mikrotalcat 100 x g, 9 mp
beallitassal, majd az EPIC BT-be helyezve elinditottam az alapvonal mérést. Addig vartam az

alapvonallal, mig parhuzamosan kezdtek el futni a lyukakbol érkez6 jelek egymassal.
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Az inkubatorban tarolt (37,5°C; 5 % CO2) HeLa sejteket eldszor 10x-es nagyitas
segitségével megvizsgaltam fénymikroszkdp alatt. A csésze konfluenciajat ellendriztem, illetve

Elsdként eltavolitottam a sejtekrdl a tadpoldatot, amely a sejteknek a folyamatos tapanyag
utanpotlast biztositotta az inkubalas ideje alatt. A sejttormelékek eltavolitdsanak céljabol 2 ml
1x DPBS-el (Dulbecco fizioldgias foszfat puffer) mostam 4t a sejteket. 1 ml 1x tripszin-EDTA-
t adtam a sejtekhez pontosan 2 percig, majd eltdvolitottam. A tripszin felhasitja a sejtek és a
feliilet kozotti kapesolat, mivel meggyengiti a fokalis adhézids kotést a Petri-csésze és a sejtek
kozott. Az EDTA kelatképzd; a Ca*" és Mg?* ionokkal képez kelatot. Ez sziikséges a sejt-sejt
kapcsolatok megszakitasara, a sejtek ionigényes folyamatainak gatlasara van hatassal, foként a
Ca’" és Mg?* ionok eltavolitdsa miatt.
1 ml DMEM-et adtam a sejtekhez, mellyel lemostam a sejteket a Petri-csészérdl ¢és
belepipettaztam egy 15 ml-es Falcon-csébe és centrifugaba helyeztem és 200 x g-n 5 percig
centrifugéltam.
A feliiluszo ledntését kovetden 2 ml 20 mM pH 7.4 HEPES-HBSS-t adtam a sejtekhez, majd
szuszpendalast kovetden ismét centrifugaba helyeztem 6ket 200 x g bedllitassal 5 percre. Ismét
ledntottem a feliiluszot, majd 1 ml 20 mM pH 7.4 HEPES-HBSS-ben felszuszpendaltam a
sejteket.
A sejtszamolast Biirker-szamlalo segitségével végeztem €s tigy higitottam a sejtes szuszpenziot,

hogy egy-egy lyukba 8000 sejt keriiljon.

Miutan a PHSRN oldatokat rahelyeztem a feliiletkezelésekre, elinditottam a mérést,
felvettem az alapvonalat. Addig vartam az alapvonallal, mig parhuzamosan kezdtek el futni a
lyukakbol érkezd jelek egymassal. Ezt elérve gjrainditottam a jel rogzitését a sejtfelvétel

megkezdésekor, hogy a mérés soran parhuzamos jelekkel dolgozhassak.
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A megfeleld mennyiségili sejthez a kiszamitott mennyiségii 20 mM pH 7.4 HEPES-HBSS
hozzéaadasat kovetden rahelyeztem a sejteket (8000sejt/lyuk) oszloponként egyszerre az EPIC BT
szenzor lyukjaiba. A mérést mindaddig folytattam, amig a szigmoid gorbe, minden egyes lyukbol

érkezd jele parhuzamosan futott a tobbivel. Ez 202 és 217 percig tartott.

Miutan a sejtek adhézids gorbéjének a mérését leallitottam, athelyeztem Oket a
fénymikroszkopba (Axio Observer Z1 mikroszkop (Carl Zeiss) inverz fénymikroszkop) és

Cellsorter program segitségével 10 x nagyitas alatt képeket készitettem roluk.
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5. Eredmények

A PHSRN mérés célja volt megvizsgalni, hogy hogyan tapadnak a sejtek kiilonbozo
feliileteken, igy kiilon megmértem a fibronektinnel bevont feliileten, illetve RDG-vel készitetten

egyarant.

A jelolésmentes optikai bioszenzorral mért adatokat dbrdzoltam az atlag, illetve a szoras
szerint (9. abra). Minden koncentracional 3 parhuzamos lyukbdl érkezd adattal dolgoztam.
Legmagasabb adhézio a 700 pg/ml-es PHSRN érték esetében, mig legalacsonyabb érték a 0 pg/ml-
es PHSRN-t kapott kontroll sejtek mutattak. A kontroll sejteknél minden iddpillanatban, minden
PHSRN-t kapott HeLa sejt magasabb hulldmhossz eltolodast mutat a 217 perces mérés soran.

20001 — 700 pg/ml PHSRN
—— 490 pg/ml PHSRN
—— 245 pg/ml PHSRN
1750 4 1400 pg/ml PHSRN
171,5 pg/ml PHSRN
2000 pg/ml PHSRN
60,025 pg/ml PHSRN
—. 15004 ue/
£ 85,75 pg/ml PHSRN
o 30,0125 pg/ml PHSRN
“; — 0 pg/ml PHSRN
M0 12504 —— Puffer
o
0
]
=
D 1000 -
N
wu
wn
o
£
E 750
L
=
T
500 4 ,
250 -
0 50 100 150 200

Id6 (min)

9. dbra A Hela sejtek bioszenzoros jelének dtlaga és szérdsa (3 pdrhuzamos mérésbél) RGD-vel bevont feliileten kiilbnb6z6
PHSRN koncentrdcidkndl

19



A doézis-maximalis hulldmhossz eltolédas grafikonjan (10. abra) egyértelmii trend
abrazolodik. Lathato, hogy az adhézio novekedik a 700 pg/ml-es PHSRN koncentracioig, ezt

kovetden az adhézio lecsokken.
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10. dbra Dézis-maximalis hulldmhossz eltolédds grafikon dbrdzoldsa RGD-vel kezelt feliilet esetén (3 pdrhuzamos mérésbél)

Mivel a hullamhossz eltolodas korrelal a sejtadhézio mértékével, igy a bioszenzoros jelbol
kovetkeztetni lehet a sejt és a feliilet kozott lejatszodod folyamatokra.
A fenti dézis-maximdlis hulldmhossz eltolodas grafikonon lathatd trend egyik lehetséges
magyarazata az, hogy a feliileten 1évé RGD motivumok nem foglaljak el az 6sszes integrint. Tehat
maradnak {iires integrinek, ahova a PHSRN moleukulédk be tudnak szabadon kotédni. Kis PHSRN
koncentracio esetén azért van a maximalis hullamhossz eltolodasban jelndvekedés, mert a PHSRN
bekotddés noveli az adhézidt, viszont a kompeticio még elhanyagolhato az RGD és PHSRN kozott.
A nagy koncentracié esetén viszont a PHSRN elkezdi jelentés mértékben kiszoritani a

kotohelyekrdl az RGD-t, igy az adhézié csokkenni kezd egy maximalis értékhez képest (700
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pg/ml-es PHSRN koncentracid). Ez a kisérlet a kompetitiv hatdsmechanizmust tdmasztja ala (5.

abra).

Legmagasabb adhéziot a 0 pg/ml-es PHSRN érték (kontroll sejtek) esetében mértem, mig
legalacsonyabb értéket az 1000 p/ml-es PHSRN-t kapott sejtek mutattak (11. dbra).
A kontroll sejteknél minden idépillanatban, minden PHSRN-t kapott HeLa sejtek esetében kisebb

hullamhossz eltolodast mutattak a 202 perces mérés soran.

— 0 ug/mlPHSRN

85 pg/ml PHSRN /”',
30 pg/ml PHSRN :

1700 pg/ml PHSRN —

2000 - 60 pg/ml PHSRN
— 245 ug/ml PHSRN
2000 pg/ml PHSRN
171 pg/ml PHSRN
700 pg/ml PHSRN
490 pg/ml PHSRN
1500 4 1400 pg/ml PHSRN
1000 pg/ml PHSRN

1000

Hulldmhossz eltolédéds (pm)

500 -

0 50 100 150 200
Id6 (min)

11. dbra A Hela sejtek bioszenzoros jelének dtlaga és szordsa (2-3 pdrhuzamos mérésbél) fibronektinnel bevont feliileten
kiilbnbéz6 PHSRN koncentrdcidkndl

A doézis-maximalis hulldmhossz eltolédas grafikonjan (12. abra) lathato, hogy az adhézio a
kis koncentraciok esetében csokken az 1000 pg/ml-es PHSRN koncentracioig, majd ezt kovetden

novekszik a magasabb PHSRN koncentracioknal.
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12. abra Dozis-maximdlis hullamhossz eltolédds grafikon dbrdzoldsa fibronektinnel kezelt feliilet esetén (2-3 parhuzamos
mérésbdl)

A fibronektines feliilettol azt vartuk, hogy meredekebb és magasabb maximumot mutasson,
mint az RGD-vel kezelt esetében mivel a fibronektinen a PHSRN is megtaldlhat6. Ha ilyen
fibronektinen bevont feliilleten adunk még PHSRN-t oldatban a sejtekhez, akkor az optimalisnél
nagyobb koncentracidoban lesz jelen a PHSRN, elkezdi kiszoritani az RGD-t, ahogy az RGD-s
feltileten végzett mérésnél tapasztaltuk. Ebben a mérésben az elsé 9 koncentracional ez az effektus
megfigyelhetd. A harom legnagyobb koncentraciondl a varttal ellentétben nem csdkkent tovabb a

maximalis-hullamhossz eltolodas, ezért a kisérlet megismétlése sziikséges.
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6. Osszegzés

Munkdm soran jelolésmentes optikai bioszenzor felhaszndldsdval megvizsgaltam, hogy a
PHSRN oldatban is szinergikus hatast valt-e ki az RGD-vel, mint amikor mindkét molekula a
feliiletre van kikotve.

A méréseim soran kétféle feliilettel dolgoztam; fibronektinnel és RGD-vel bevonttal. A
fibronektines feliiletet a gyartotdl vasaroltuk kész allapotban, ezzel szemben az RGD-s feliiletet a
mérés elott készitettem el.

Az RGD-vel kezelt feliilet esetében egyértelmii trendet tapasztaltam a maximalis hullamhossz
eltolodasban, a dozis fliggvényében. A 700 pg/ml-es PHSRN koncentracioig adhézié novekedést,
ennél magasabb koncentracid esetében adhézid csokkenést tapasztaltam.

A fibronektinnel kezelt feliilet esetében az adhézi6 a kis koncentraciok esetében csdkken az 1000
ug/ml-es PHSRN koncentracioig.

Ezek a mérések arra engednek kovetkeztetni, hogy a PHSRN ¢és az RGD peptideknek ugyanaz a
kotdhelye és kompeticio 1ép fel kozottiik ha mindkettd jelen van.

A nem teljesen egybehangzd eredmények miatt, tovabbi mérések sziikségesek, a PHSRN

hatasmechanizmusanak pontos megértésének érdekében.
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