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Kivonat

Munkam soran kiilonféle, természetes eredetii kismolekulds hatéanyagok sejtadhéziora

gyakorolt hatasat tartam fel.

A természetes eredetli hatéanyagok biomolekularis kdlcsonhatasanak vizsgalata a mai
napig kozponti kérdés a biokémia €s gyogyszerkutatas teriiletén, ugyanis e vegyiiletek kémiai
sokszinliségiik és széles bioaktivitasuk miatt igéretes 0j strukturakkal szolgalnak, mintaként

hasznalhatok 1j, potencialis gyogyszerjelolt molekulak kifejlesztésében [1].

A sejtadhézid gatlasa tumorellenes hatdanyagoknal kiemelt jelentOségli az
hatasanak mérése hatékony eszkoz lehet a daganatellenes gyogyszerek tervezésében [2]. A
sejtadhézid sordn megkiilonbdztetiink sejtek kozotti, €s a sejt és a sejten kiviili allomany, az

extracellularis matrix (extracellular matrix, ECM) kozotti adhéziot. Az extracellularis matrix

crer
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A kiilonféle biomolekuléris kdlcsonhatasok vizsgélatara kifejezetten alkalmasak a
jelolésmentes optikai bioszenzor technikak, melyek elénye, hogy a kolcsonhatasokat
esetlegesen befolyasold jelolések nélkiil végezhetjiik méréseinket. A természetes eredetli
vegyliletek altalaban kis molekulatomegliek, ahol a jelolés problémas vagy akar

kivitelezhetetlen is lehet [1].

A sejtadhézio vizsgalatat egy evaneszcens tér alapa jelolésmentes optikai bioszenzorral,
a rezonans racsos hullamvezetd (Resonant Waveguide Grating, RWG) modszerrel végeztem el,
mely valos idejli kinetikai adatokat szolgaltatott a hatdanyagok hatasara végbemend
folyamatokrol. A mérés soran fibronektin bevonatii mikrolemezt hasznaltam. A Holomonitor
M4 mikroszkoppal a mér feliilethez tapadt sejtek hatdanyagok hozzdadéasara torténd sejtélettani
valtozasirdl, koztik a sejtadhéziorol kaptam informaciot. A mikroszkoppal torténé mérések
soran nem alkalmaztam fibronektin bevonatot, a mérés polisztirol feliileten tortént. Kiegészitd
mérésként a fent emlitett jelolésmentes optikai bioszenzor technikdval megvizsgéltam a
hatéanyagok fibronektin feliiletre gyakorolt kdlcsonhatasat is. A kisérletet HeLa rakos

sejtvonalon végeztem el.



A kiértékelés soran vizsgaltam a hatdanyagok olddszereként alkalmazott DMSO
oldatok nem mutattak koncentraciofiiggo jelleget a sejtadhéziot illetéen és a DMSO nem Iépett

kolcsonhatasba a feliilettel.

Altaldnossagban elmondhatd, hogy a hatbéanyagok a fibronektin feliileten kiilonbozd
mértékben sejtadhézido gatld tulajdonsdggal rendelkeztek, egyes hatéanyagok esetében

megfigyelhetd koncentraciofiiggés is.

A kiegészitd mérések soran azt tanulmanyoztam, hogy az egyes hatdanyagok
kolcsonhatasba lépnek-e a feliilettel, valamint lemoshatok-e a feliiletr6l. Az eredmények
alapjan egyes hatéanyagok kolcsonhatasba Iépnek a fibronektin feliilettel és nem mosodnak le
a feliiletr6l, még més hatdéanyagok bizonyos szinten szintén kdlcsonhatasba Iépnek a feliilettel,
azonban a feliiletr6l vald lemosodas tényét az adatok alapjan nem lehet egyértelmiien

megallapitani.

A mikroszkoppal tortént mérés kiértékelésekor a teriilet, az optikai térfogat és az atlagos
optikai vastagsag paramétereket figyeltem, mely adatokbdl a sejtadhézios tulajdonsagokra
tudtam kovetkeztetni. Az eredmények azt mutatjak, hogy a hatéanyagokkal kezelt sejtek és a

kontroll sejtek esetén a felsorolt paraméterekben nincs jelentds eltérés.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a fibronektin bevonaton tortént mérés soran a
vizsgalt hatoanyagok sejtadhéziot gatld hatassal birnak, viszont a bevonat nélkiili polisztirol
feliileten, a mar letapadt sejteken végzett mérés soran az eredmények alapjan a hatéanyagok
nincsenek a sejtadhézidra jelents hatassal. Ennek oka lehet, hogy a hatéanyagmolekulak
kothetnek a fibronektinhez, igy elfoglalva annak kotohelyeit, azonban még tovabbi vizsgalatok
sziikségesek lehetnek ennek pontositdsdra. A vizsgalt hatdanyagok feltételezhetéen csak a
sejtadhéziot befolyasoljak fibronektin feliileten, a sejtekre valosziniileg nincsenek citotoxikus

hatassal.

Az alabb bemutatott modszer egy viszonylag kdnnyti és gyors eljaras az 0ij hatdéanyagok
tesztelésére. A dolgozatban szerepld kisérletet HeLa radkos sejtvonalon végeztem, mely
sejtvonal a mai napig leggyakrabban hasznalt modellorganizmus. A kisérleteket mas,
egészséges sejtvonallal elvégezve és az eredményeket 6sszehasonlitva fény deriilhet a vizsgalt

hatéanyagok esetleges rakellenes hatasara.



Abstract

In my work, | investigated the effects of various natural compounds on cell adhesion.

Studying biomolecular interactions of naturally occurring active compounds is still
essential in the field of biochemistry and drug discovery, as these compounds provide new
structures with promising effects due to their broad chemical diversity and bioactivity spectrum
and can be used as a template model for the development of new potential drug candidate

molecules [1].

Inhibition of cell adhesion is of particular importance for antitumour agents to prevent
metastasis. Measuring the effect of bioactive substances on cancer cell adhesion can be a
powerful tool for the design of anticancer drugs [2]. Two types of cell adhesion are
distinguished: adhesion between cells and adhesion between a cell and the extracellular matrix
(ECM). Fibronectin is one of the components of the extracellular matrix, which has a major
role in cell adhesion, growth, migration and differentiation. Certain compounds affect cell

adhesion resulting a significant impact on cell function.

The advantage of label-free optical biosensors is that we can perform our measurements
withouth the need for labelling that may affect biomolucular interactions. Natural compounds

usually have small molecular weight where labeling can be problematic or even impossible [1].

| used an evanescent field-based label-free optical biosensor, the Resonant Waveguide
Grating (RWG) method to record the cell adhesion kinetics in the presence of the active
compounds on fibronectin-coated surface. Another technique, the Holomonitor M4 microscope
was used to obtain information on cellular changes, including cell adhesion, in response to the
addition of active substances to cells already adherent to the surface. This measurement was
performed on a polystyrene surface withouth fibronectin coating. As a complementary
measurement, | also investigated the interaction of the active substances on the fibronectin
surface using the above mentioned label-free optical biosensor technique. The experiments

were performed on living HeLa cancer cell line.

During the evaluation | revealed the effect of DMSO, which was a crucial step as DMSO
was used as the solvent for the active substances. Control solutions containing the same
concentration of DMSO as the drug solutions did not show any concentration-dependent

character for cell adhesion and DMSO did not interact with the surface.



In general, the active compounds exhibited different degrees of antiproliferative effects

on fibronectin surface, regarding some compounds | observed also concentration dependence.

In additional measurements, | studied whether each of the active substances interacted
with the surface and whether they could be washed off the surface. The results show that some
of the active substances interact with the fibronectin surface and do not wash off the surface,
and other active substances also interact with the surface to some extent, but the fact that they
wash off the surface cannot be clearly established from the data.

Furthermore, using the Holomonitor technique, | observed how the active substances
affect certain parameters including area, optical volume and average optical thickness, from
which data the cell adhesion properties could be inferred. | found that there is no significant

difference in these parameters between drug-treated cells and control cells.

The results show that on a fibronectin-coated surface the tested compounds have
antiproliferative effects, whereas on an uncoated polystyrene surface, the results show that the
compounds do not have a significant effect on the adherent cells. This may be due to the fact
that the drug molecules can bind to fibronectin, thus occupying its binding sites, further studies
needed for clarification. It is assumed that the tested active substances only affect cell adhesion

at the fibronectin surface and probably have no cytotoxic effect on cells.

The method described below is a relatively easy and quick way to test new active
substances. The experiment in this thesis was performed on HeLa cancer cell line, which is the
most used model organism to date. By performing the experiments on other healthy cell lines

and comparing the results, the potential anticancer effects of the tested agents can be elucidated.
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1 Bevezetés

A sejtek szervezetlink legkisebb egységei, melyek szovetekké szervezddnek az
ugynevezett sejtadhézio révén. A sejtadhézid soran megkiilonboztetiink sejtek kdzotti, és a sejt
¢és a sejten kiviili allomany, az extracellularis matrix (extracellular matrix, ECM) ko6zotti

adhéziot. Az extracellularis matrix egyik komponense a fibronektin, melynek jelentds szerepe

crer
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sejtek egymassal és az extracellularis matrixszal torténé kommunikaciojat is, igy jelentds
hatassal lehetnek a sejtek mukodésére. A sejtadhézid gatlasa tumorellenes hatdanyagoknal
kiemelt jelentdségli az attétképzddések megakadalyozasa miatt. A bioaktiv anyagok rékos

crcr

gyogyszerek tervezésében [2].

Munkam soran egy evaneszcens tér alapu jel6lésmentes optikai bioszenzorral, a
rezonans racsos hullamvezeté (Resonant Waveguide Grating, RWG) mddszerrel valos idében
vizsgaltam az ¢16 sejtek adhézids kinetikajat kiilonb6z6 természetes eredetii hatdoanyagok

jelenlétében, fibronektin bevonaton.

A modszer altal szolgaltatott adatokbdl szamos sejtélettani folyamat idébeli lefolyasat
lehet nagy érzékenységgel kovetni. A jelolésmentes optikai bioszenzorok el6nye, hogy a
biomolekularis kolcsonhatasokat esetlegesen befolyasold jeldolések nélkiil végezhetjiik
méréseinket. E technikak analitikai jelentdsége vitathatatlan napjainkban az orvosbiologiai

kutatasok, egészségiigy, gyogyszeripar €s a kornyezetvédelem teriiletén.



2 Irodalmi attekintés

2.1 A sejtadhézio és jelentosége

A sejtek szervezetlink legkisebb egységei, melyek szovetekké szervezddnek az
ugynevezett sejtadhézio révén. A sejtadhézié olyan alapvetd bioldgiai folyamat, amely sordn a
sejt specifikus receptor—ligandum kapcsolatain keresztiil 6nmagat képes a megfelel6 aljzathoz
rogziteni vagy képes masik sejthez kapcsolodni, €s igy szoveteket létrehozni. Az adhézi6 soran
a sejt sejtvazat atszervezve kiteriil, és felveszi a sejttipusra jellemz6 morfologiat [3]. Emellett
még kiemelkedd szerepet jatszik tobbek kozott az immunités, a sejtek kozotti kommunikécio,

a génexpresszio, a tulélés, a proliferacio és a rak metasztazis folyamataban is [4].

A sejtadhézid soran megkiilonbdztetiink sejtek kozotti, €s a sejt €s a sejten kiviili
allomany, az extracellularis matrix (extracellular matrix, ECM) koz6tti adhéziot. A sejtadhézid
a sejt felszinén talalhatd receptor molekuldk segitségével valosul meg, ilyen molekuldk az
integrinek, kadherinek, szelektinek €s az immunoglobulin szupercsaladba tartozé sejtadhézios
molekuldk. Az extracellularis matrix komponensei (példaul fibronektin, vitronektin, kollagén)

¢s a sejt kozotti kapcesolat kialakitasaért az integrinek felelések [5].

A rakos sejtek terjedésében is kulcsfontossagu a sejtadhézidé a metasztazis,
attétképzodés miatt. A sejtadhézid hidnyaban az adherens sejtek nem képesek tovabb

szaporodni, elpusztulnak [6], [7]

crer

sejtek egymas és az extracellularis matrixszal torténé kommunikécidjat is, igy hatassal lehetnek
a sejtek miikodésére. A sejtadhézid gatlasa tumorellenes hatdanyagoknal kiemelt jelentdségii
gyakorolt hatdsanak mérése hatékony eszkdz lehet a daganatellenes gyogyszerek

tervezésében [2].

2.2 Fibronektin

A fibronektin az extracellularis matrixban taldlhaté glikoprotein, valamint a plazma
(300 pg/ml) és mas testnedvek oldott alkotoeleme is. A fibronektin altalaban dimerként van
jelen, mely két kozel azonos, koriilbeliil 250 kDa-os alegység kovalens kapcsolodasabol all. E

glikoprotein a sejtek extracelluldris matrixszal torténd kolcsonhatasok széles skalajat kozvetiti,



crer

differencidloddsaban. A fibronektin kritikus fontossagi a gerincesek fejlodésében. Bar mar
régota tanulmanyozzak, még mindig izgalmas felfedezések targya (példaul ) integrin- ¢€s

heparin kotéhelyek megtalalasa) [7].

2.3 Hela sejtvonal

A Hela sejteket 1951-ben izolaltak egy Henrietta Lacks nevli méhnyakrakban elhunyt
né daganatos sejtjeib6l. Ez volt az elsd sikeres kisérlet human eredetli sejtek in vitro
fenntartasara és szaporitasara. A sejtvonal gyors osztddasi sebessége ¢és tuléloképessége miatt,

a mai napig leggyakrabban hasznalt modellorganizmus [8][9].

Meghatarozott szdmu osztddas utan az egészséges sejtek elpusztulnak, azonban a HelLa
sejtek szinte halhatatlanok. E tulajdonsagukat a benniik talalhato telomeraz enzim nagy
aktivitdsanak koszonhetik. A telomerdaz enzim a DNS végén talalhatd telomer szakasz
fenntartasaért felelds, melynek kopdsa a sejthalalhoz, apoptézishoz vezet. A HelLa sejtek
genomja is jelent6sen eltér az egészséges human genomtdl. A méhnyakrakos megbetegedések
jelentds tobbségéért a géntranszferrel beépllt HPV18 (Human Papilloma Virus)
DNS-¢ felel6s [9].



3 Célkituzések

A természetes eredetli hatdbanyagok vizsgalata a mai napig fontos kérdés a biokémia és
gyogyszerkutatas teriiletén, ugyanis e vegyiiletek kémiai sokszintiségiik és széles bioaktivitasuk
révén igéretes, eddig nem latott strukturakkal rendelkezhetnek, és igy mintaként szolgalhatnak

uj, potencialis gyogyszer molekulak és terapias szerek kifejlesztésében [1].

A sejtadhézio gatlasa tumorellenes hatéanyagoknal kiemelt jelentdségli az

ey
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egymassal és az extracellularis matrixszal torténé kommunikaciojat is, igy jelentés hatassal

lehetnek a sejtek miikodésére.

A kiilonféle biomolekuléris kdlcsonhatasok vizsgélatara kifejezetten alkalmasak a
jelolésmentes optikai bioszenzor technikak, melyek elénye, hogy a kolcsonhatasokat
esetlegesen befolyéasold jelolések nélkiil végezhetjilk méréseinket. A természetes eredetli
vegyliletek altalaban kis molekulatomegiliek, ahol a jelolés problémas vagy akar

kivitelezhetetlen is lehet [1].

Munkam soran kiilonféle természetes eredetli kismolekulas hatéanyagok sejtadhéziora
gyakorolt hatasat tartam fel. A hatdéanyagokat hazai gydgyndvényekbdl izolaltak az Eotvos
Lorand Tudoményegyetem kutatoi. A kutatdsom f6 célja, hogy az 0j kivonatok koziil kisziirjiik
az esetlegesen rakellenes hatassal rendelkezoket gyors, nagy ateresztOképességli bioszenzor

modszerekkel.

A sejtadhézid vizsgalatait Epic BT jelolésmentes optikai bioszenzor technikaval
végeztem el, mely valds idejii kinetikai adatokat szolgaltatott a hatdéanyagok hatdséara
végbemend folyamatokrol. A mérés soran fibronektin bevonatii mikrolemezt hasznéaltam. A
Holomonitor M4 mikroszkdppal a mar feliilethez tapadt sejtek hatdanyagok hozzdadéasara
torténd sejtélettani  valtozasirol, koztik a sejtadhéziordl is informacidt kaptam. A
mikroszkoppal torténd mérések soran nem alkalmaztam fibronektin bevonatot. Kiegészitd
mérésként vizsgaltam a hatéanyagok fibronektin feliiletre gyakorolt kolcsonhatasat is. A

kisérletet HeLa sejtvonalon végeztem el.
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3.1 Vizsgalt hatéanyagok

A mérések alkalmaval 9 természetes eredetli hatéanyagot vizsgaltam, mely vegyiiletek
a turbolya nemzetségbe tartozd novényekben taldlhatok. Ezen kismolekulds hatéanyagok
(M=300-500 g/mol) deoxipodofillotoxin- vagy rokon szarmazékok, az irodalomban kevés adat
talalhaté réluk. Valdszinlileg erds antiproliferativ (sejtosztodast és sejtnovekedést gatlo,
daganatellenes) tulajdonsaggal birnak. A hatéanyagokat az ELTE Novényszervezettani
Tanszékétdl kaptuk (Dr. Boldizsar Imrétél €s Dr. Bdésze Szilviatol (ELTE Peptidkémiai
Kutatocsoport).  Szerkezetiiket  nagyfelbontasu  tomegspektrometrids és  tandem-
tomegspektrometrias adataik alapjan azonositottak. Ezen hatdéanyagok még kisérleti fazisban
vannak, hatasuk még nincs publikalva, igy jelen dolgozat keretei kozott az alabbi jelolésekkel

hivatkozom ezen anyagokat.

S1, S2, S3, AS éter és AS metanol
NI1. N42, AN éter és AN metanol
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4  Alkalmazott technikak

4.1 Az Epic BenchTop jelolésmentes optikai bioszenzor technika

Az Epic BenchTop (Corning, NY, USA, tovabbiakban Epic BT) rezonans racsos
hullamvezetd (Resonant Waveguide Grating, RWG) optikai bioszenzor 96-lyuku és 384-lyuka

mikrolemezekkel miikodik (1. abra).

—

1. dbra: A bal oldali képen a méréshez hasznalt mikrolemez lathaté, a jobb oldali képen az
Epic BT mérémiiszer.

A mikrolemez aljdn iliveg szubsztraton egy nagy torésmutatoji, biokompatibilis
niobium-pentoxid optikai hullamvezet6 réteg talalhatd. A miszer alapelve az evaneszcens tér
jelenségén alapul. A hullamvezeto rétegbe optikai racson keresztiil megfeleld szogben becsatolt
fény a rétegben teljes visszaverddések sorozataval terjed. A feliilet felett koriilbeliil 150 nm
vastagsagban kialakul egy ugynevezett evaneszcens tér, mely intenzitdsa a hullamvezetd
feliiletétdl tavolodva exponencidlis lecsengésti. E tér exponencidlis sajatossiga miatt a
mérdfeliilet kdzvetlen kozelében 1évd valtozdsokat tudjuk detektilni. A miiszer a rezondns
hulldmhosszt detektalja egy metal-oxid félvezetd kameraval (CMOS), a kamera felbontasa
90x90 pum?. A kicsatolt fény hullimhosszanak eltolod4sa aranyos a feliiletre tapadt molekulk,

sejtek miatt bekovetkez6 torésmutato valtozassal [10], [11].

A lemezen talalhato 6sszes lyukhoz egy 4 mm? teriiletii négyzet alakii mérofeliilet
tartozik. Mindegyik lyuk (well) esetében beagyaztak egy-egy optikai racsot a hullamvezetd
rétegbe, igy a miiszerrel az egyes lyukakat egyidejiileg és egyénileg is tudjuk vizsgalni [10],
[11].

12



A 2. 4bra hullimvezetd bioszenzorral mért varhatéd jeleket abrazol kiilonb6zo sejt —

feliilet kapcsolat esetén.

A B

Adlszo:I'pcicl'J gc'i?be

Nincs jel

becsatolt / \ kicsatolt becsatolt f ‘ kicsatolt

fénynyalab fénynyalab fénynyalab fénynyalab
Szigmoid gérbe A
= ] o |
ST =
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= i ==
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Hulldmhossz (pm)

evaneszcens tér

fibronektin bevonat

f ‘ _ bioszenzor hullamvezetd rétege
becsatolt kicsatolt ’ ‘bioszenzor szubsztrat rétege

fénynyalab fénynyalab

2. dabra: Az A abrdn a bioszenzor nem érzékeli a sejtet, mivel az az evaneszcens téren kiviil,
felette helyezkedik el. A B abradn a sejt a feliiletre tapad, azonban nem teriil ki. Ebben az esetben
adszorpcios jellegii kinetikai gorbét kapunk. A C abran a sejt kiteriil, igy a sejtadhéziora
jellemzo tipikus szigmoid lefutasu gorbét lathatunk. A D dbra a ki- és becsatolt fénynyalab
hullamhosszanak kiilonbségét, a miiszer altal detektalt hullamhossz valtozast abrazolja. Az

dbra Péter és munkatarsai publikacioja alapjan késziilt [10].
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4.2 Holomonitor M4 transzmisszios mikroszkép

A Holomonitor M4 transzmisszids holografikus mikroszkop (Phase Holographic
Imaging AB, Lund, Svédorszag) egy nagy felbontasu képalkotd technika, amely valos idejii
képalkotast és a sejtmorfoldgiai és fiziologiai paraméterek kvantitativ mérését teszi lehetové a
megfigyelt sejtek megjelolése nélkiil. A mérési elrendezés a 3. dbran lathatd. A technika a
mérdnyaldb és a referencianyalab kozti faziseltolodas elvén alapszik. A besugarzott 1€zerfényt
a minta bizonyos mértékben visszaveri vagy atereszti, a faziseltolodas mértékét a minta optikai
vastagsaga hatarozza meg. Az optikai vastagsag fligg a vizsgaland6 torésmutatotdl és a targy
fizikai vastagsagatdl (3. abra). A moddszerrel a vizsgalni kivant minta optikai vastagsag

nanométeres pontossaggal mérhet6 [12]. Az eszkdzzel 3D-s felvételeket is készithetiink.

Dioda léezer

Szenzor

Hologram

3. dbra: A Holomonitor M4 sematikus dbrdja. A lézernyalab méro- és referencianyaldbra
oszlik. A mintan és az objektiven dthaladt méronyalab egyesiil a referencianyalabbal,
faziseltolodast detektalunk. Az dbra a hivatalos weboldalon talalt abra alapjan késziilt [il].
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Felhasznalt anyagok

o vizsgalt kismolekulas hatéanyagok (S1, S2, S3, AS éter és AS metanol, valamint N1, N42,
AN éter és AN metanol jelolésekkel)

e puffer: 20mM HBSS-HEPES (49 ml HBSS+ 1 ml 1M HEPES, pH 7.4) (HBSS: Hanks’
Balanced Salt Solution (Sigma), HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin etanszulfonsav 1M,
(Biochrom))

e dimetil-szulfoxid (DMSO), (VWR International)

e Hela sejtek fenntartasdhoz hasznalt tap: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
10% magzati borjuszérummal (FBS), (Biowest SAS, France) 4 mM L-glutaminnal,
100 U/mL penicillinnel, 100 pg/mL sztreptomicinnel (Merck) és 0,25 pg/mL amphotericin
B-vel kiegészitve

e DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline) (Gibco, UK)

e Tripszin-EDTA

5.2 Felhasznalt HeLa sejtvonal, sejtpasszalas

A felhasznalt HeLa sejteket (ECACC 93021013 huméan méhnyakraksejtek) rutinszeriien
Petri-csészében (Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Austria), inkubatorban
(37 °C, 5% CO?) tenyésztették. A sejtek taptalaja DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s

medium) volt.

A konfluens sejteket a passzalds soran vettem fel a tenyészcsészébdl. A folyamat elso
1épéseként DPBS 1 ml oldatat atfolyattam a Petri csésze feliiletén, ez a 1épés a melléktermékek,
sejttormelékek eltavolitdsara szolgalt. Kovetkezd 1épésben két percre 1 ml Tripszin-EDTA
oldatot pipettdztam a sejtekre. A tripszin egy protedz, mely a fokalis adhézidos komponensekre
van hatéssal, a masik komponens, az EDTA egy kelatképz6, mely foként a Ca®* ionokkal és
Mg?* ionokkal képez kelatot, igy gatolja a sejtek ionigényes folyamatait, a sejt-sejt kapcsolatok
felbonthatok. A meggyengitett tapadasu sejteket a HeLa sejtek tapjaval, DMEM-mel

felszuszpendaltam.

A sejtes szuszpenziot 300 G-n 5 percig centrifugaltam, a sejtek kitapadasaval atellenes

oldalon ledntdttem a feliiluszot. Ezt a 1épést 1 ml HBSS-HEPES pufferrel is megismételtem.
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A sejteket Biirker-kamra segitségével megszamoltam, majd a sziikséges sejtszam

alapjan megfeleld térfogatt HBSS-HEPES pufferrel higitottam a sejtes szuszpenziot.

5.3 Meérések Epic BT bioszenzorral

5.3.1

Alkalmazott higitasi sor

A hatoéanyagokat DMSO-ban oldottam (térzsoldat, S0 mM), majd a higitashoz HBSS-

HEPES puffert haszndltam. A torzsoldatbdl készitett 200 uM-os oldatot felezd higitassal

egészen 6,25 pM-ig higitottam.

DMSO kontroll esetén 0,004% DMSO tartalmu oldatokat készitettem, ez a 200 uM-0s

oldat DMSO tartalmaval megegyezd koncentracid. Az oldatokat felezd higitassal allitottam el

0,000125% DMSO koncentracioig.

5.3.2

Mérés menete

A mérés soran 384-lyuku fibronektin bevonata mikrolemezt hasznaltam.

Mérési lépések a sejtadhézio vizsgalatara:

1.

HBSS-HEPES (30 ul) pufferrel felvettem az alapvonalat. A buborékok miatt
centrifugalas (100 G, kb. 5-10 masodperc) is sziikséges. Megvartam, amig beall az
alapvonal.

A wellekbdl eltavolitottam a puffert.

oldatokat a megfelelé wellekbe pipettaztam (30-30 pl). A tovabbi wellekbe 30-30 pl
puffer keriilt. A mérés 90 percig tartott.

A kovetkezd 1épésben 12000 sejt/well pipettazasa (30 ul) tortént a wellekbe, a sejt
nélkiili wellekbe puffer kertilt. A mérés 2 6raig tortént.

A mérés végén a sejtekrdl képet készitettem Axio Observer Z1 (Carl Zeiss) inverz

fénymikroszkoppal.

A mérés kezdetén a wellek ellendrzése AutoAlign programmal, a mérés felvétele

Epiclmager programmal tortént.

Megjegyzendd, hogy a mérés sordn a hatéanyag és DMSO kontroll koncentraciok

felez6dnek a sejtszuszpenzid hozzdaddsa miatt.
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Mérési 1épések a hatéanyag-fibronektin kolcsonhatas vizsgalatara:

1.

HBSS-HEPES (30 pl) pufferrel felvettem az alapvonalat. A buborékok miatt
centrifugalas (100 G, kb. 5-10 méasodperc) is sziikséges. Megvartam, amig bedll az
alapvonal (~1 6ra).

A wellekbdl eltavolitottam a puffert.

tartoz0 DMSO kontroll oldatokat a megfelelé wellekbe pipettaztam (30-30 ul). A
tovabbi wellekbe 30-30 pl puffer keriilt. A buborékok miatt centrifugalas (100 G, kb. 5-
10 méasodperc) is sziikséges. A mérés 90 percig tartott.

A wellekbdl eltavolitottam az oldatokat. Az oldatot tartalmazd welleket négyszer
atmostam pufferrel, majd a wellekbe 30-30 pl puffer keriilt. A buborékok miatt
centrifugalas (100 G, kb. 5-10 mésodperc) is sziikséges.

A mérés kezdetén a wellek ellendrzése AutoAlign programmal, a mérés felvétele

Epiclmager programmal tortént.

5.4 Mérések Holomonitor M4 mikroszkoppal

54.1

Alkalmazott higitasi sor

A hatéanyagokat DMSO-ban oldottam (térzsoldat, 50 mM), majd HBSS-HEPES

pufferrel a térzsoldatbol 200 uM-os oldatot készitettem. DMSO kontroll esetén 0,004% DMSO

tartalmu oldat szolgalt.

5.4.2

Mérés menete

A mérés soran 24-lyuka bevonat nélkiili mikrolemezt hasznaltam.

Mérési lépések:

1.

A wellekbe 25000 sejt/well pipettazasa (150 pl tapban) tortént. A tap a sejtvonalaknak
megfeleld. A 24-lyukt mikrolemezt 2 6rara inkubatorba helyeztem, hogy a sejtek
letapadjanak a feliiletre.

Megtortént a tap eltavolitasa.

100 pul HBSS-HEPES ¢és 100 pl 200 uM koncentracioji hatdanyag oldat keriilt a

sejtekre.

4. A mérés 2 oraig tartott, 10 percenként kép késziilt a wellekrdl.

A mérés felvétele a Hstudio M4 programmal tortént.
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6 Eredmények és értékelésiik

Az Epic BT bioszenzorral végzett mérés utan a hullamhossz eltoldédast abrazoltam az
id6 fliggvényében. A hullamhossz megvaltozasabdl a kitapadas mértékére kovetkeztethetiink.
A sejtadhéziora gyakorolt hatds vizsgalatanal a sejtek bepipettazasa utani elsé mérési pontot
vettem a nulladik idépillanatnak, igy a kapott gorbék csak a sejtadhéziot abrazoltak (1. szamu
melléklet). A kiértékelés soran vizsgaltam a DMSO kontrollok hatasat is. A hatéanyag oldatok
DMSO koncentracidjaval megegyez6 DMSO tartalmi oldatok nem mutattak
koncentraciofiiggd jelleget a sejtadhéziot illetéen, a DMSO nem lépett kdlcsonhatasba a

fibronektin feliilettel.

Altaldnossagban elmondhato, hogy a hatbéanyagok a fibronektin feliileten kiilonbozé
mértékben sejtadhézio gatld tulajdonsaggal rendelkeztek, a kontroll mintahoz képest kisebb

hullamhossz  eltolédast detektaltunk. Egyes hatoanyagok esetében megfigyelhetd

cre

csokken.

A kiértékelés soran kapott eredményeket az 1. tdbladzatban foglaltam Ossze, a
sejtadhézids jelek a 4. abran lathatdéak. Egy hatoanyagot akkor tekintettem sejtadhéziot
befolyasold hatasunak, ha az adott sejt DMSO kontroll sejtadhézidos gorbéitdl jelentOs
mértékben eltért. Koncentraciofiiggést abban az esetben feltételeztem, amikor a hatéoanyag
kiilonbozo koncentracids oldataival kezelt sejtek jelei koncentracio szerint sorban kovették
egymast, jol elkiilonithetden. Amennyiben a sejtadhéziora koncentraciotol fiiggetleniil volt
hatassal a hatdéanyag, a kapott jelek kozel azonos nagysagtiak voltak, a kontrolltol jol

elkiloniltek.
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4. abra: A mért hullamhossz eltolodas az ido fiiggvényében (az dsszes sejtes kinetikai jel a 0-
ba toldasaval). A: DMSO kontroll, B: AN éter, C: S1, D: AN metanol, E: S2, F: N1, G: S3,
H: N42, I: AS éter, J: AS metanol jelolésii hatoanyagok hatasara mért sejtadhézios gorbék.

Tovabbi kisérletben megvizsgéaltam, hogy az egyes hatdanyagok kolcsonhatasba
Iépnek-e a feliilettel, valamint lemoshatok-e a feliiletr6l. Ha a hatéanyag feliiletre torténd
pipettazast kovetden mért jel elérte a 200 pm-t a legmagasabb koncentraciokat illetéen, akkor
feltételezhetd, hogy valamilyen kolcsonhatasba Iépett a fibronektin feliilettel. A feliiletrdl
lemos6dés valdsziniiségét a hatdanyag wellekbol torténd kimosdsa utan bekodvetkezd
jelcsokkenés mértékébol allapitottam meg. A kiértékelés soran kapott eredményeket az 1.
tablazatban foglaltam Ossze. A vizsgalt hatéanyagok mérési jelei az 5. abran lathatoak. Az
eredmények alapjan az AN metanol, AN éter, AS metanol és AS éter hatdanyagok
kolcsonhatasba 1épnek a fibronektin feliilettel. Ezen hatéanyagok esetében a feliiletrdl torténd
lemosast kdvetden is magas jeleket detektaltam, valdsziniileg nem mosodott le a hatdanyag a
feltiletr6l. Az N1 és N42 hatéanyagok esetében nem tapasztaltam sejtadhézio gatlo hatast, a
hatdéanyag bepipettdzasa utan mért jelek alacsonyak, a legmagasabb koncentracio kivételével
Az S1, S2 és S3 hatéanyagok a fibronektinnel bizonyos szinten kdlcsonhatasba 1épnek, azonban
a feliiletrdl valé lemosodas tényét az adatok alapjan nem lehet egyértelmilen megallapitani a

nagy szoras és az alapjel eltolodasa miatt.
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5. abra: A mért hullamhossz eltolodas az ido fiiggvényében. A kinetikai gorbéken lathato a
hatéanyagok hozzdaaddasa és lemosasa. A: DMSO kontroll, B: AN metanol, C: AS metanol,
D: AS éter, E: AN éter, F: S3, G: S2, H: S1, I: NI, J: N42 jelolésti hatoanyagok esetén mért
jelek a hatoanyagok és a feliilet kolcsonhatasanak vizsgalata soran.
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1. tablazat: A hatoanyagok sejtadhéziora gyakorolt kozvetlen hatdsa a HeLa sejtvonalon és a
hatoanyagok kélcsonhatasa a fibronektin feliilettel

Hel a sejtekre gyakorolt hatas Kolcsonhatas a
fibronektin
Hatéanyagok ..
o Hatas Koncentraciofiiggés feliilettel
jelolése
S1 van hatas nincs koncentraciofiiggés van
S2 van hatas van koncentraciofiiggés van
S3 van hatas nincs koncentraciofiiggés van
N1 van hatés van koncentraciofiiggés nincs
N42 van hatés nincs koncentraciofiiggés nincs
AN metanol van hatés van koncentraciofiiggés van
AN éter van hatés van koncentraciofiiggés van
AS metanol van hatas van koncentraciofiiggés van
AS éter van hatas van koncentraciofiiggés van
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A Holomonitor M4 transzmisszids mikroszkoppal tortént mérés kiértékelésekor a
teriilet [um?], optikai térfogat [um3] és atlagos optikai vastagsdg [um] paramétereket
vizsgaltam. A kiértékelés soran atlagosan 5-9 sejtet kovettem nyomon. A kapott mérési gorbék
az 1-3. szamu mellékletekben talalhatoak, a vastagabb fekete gorbe a kiértékelt adatok atlagat
jeloli.

A teriilet és az atlagos optikai vastagsag valtozasabol a hatéanyagok letapadt sejtekre
gyakorolt esetleges hatasara lehet kovetkeztetni. A feliiletre tapadt sejtek teriiletének jelentds
idébeli  csokkenése esetén feltételezhetnénk, hogy a sejtek adhézio hidnyaban
felgdbmbolyodnek, ekkor az atlagos optikai vastagsdg jel nagymértékben néne az 1d6
fliggvényében. A kapott eredmények alapjan azonban nem tapasztaltam nagymértékii eltérést a
kontroll jelekhez képest, sem a teriiletet, sem az atlagos optikai vastagsagot illeten. Az optikai

térfogat gorbék is konstansnak vehetdek.

Az eredmények azt mutatjadk, hogy a fibronektin bevonaton tortént mérés soran a
vizsgalt hatéanyagok sejtadhéziot gatld hatassal birnak, viszont a polisztirol feliiletre (tissue
culture plate) letapadt sejteken végzett mérés soran az eredmények alapjan a hatéanyagok

nincsenek a sejtadhéziora jelentds hatassal.

A fent bemutatott eredmények oka lehet, hogy a hatéanyagmolekulak kothetnek a
fibronektinhez, igy elfoglalva annak kotohelyeit, azonban még tovabbi vizsgalatok sziikségesek
lehetnek ennek pontositasara. A vizsgalt hatdanyagok feltételezhetden csak a sejtadhézidt

befolyasoljak fibronektin feliileten, a sejtekre valdsziniileg nincsenek citotoxikus hatassal.
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7 Osszefoglalas

Munkam soran jelolésmentes optikai bioszenzorokkal vizsgaltam természetes eredetii
kismolekulas hatdéanyagok sejtadhézidra és sejtmozgasra gyakorolt hatasat. A kisérletekben
9 hatbéanyagot alkalmaztam a HeLa sejtvonalon, a sejtélettani folyamatok idébeni lefolyasat

nagy érzékenységgel tudtam kovetni.

A mérések alkalmaval 9 természetes eredetii hatdanyagot vizsgaltam, mely vegyiiletek
a turbolya nemzetségbe tartoz6 ndvényekben talalhatok. Ezen kismolekulas hatéanyagok
deoxipodofillotoxin- vagy rokon szarmazékok, valdsziniileg erds antiproliferativ (sejtosztodast

¢s sejtnovekedést gatld, daganatellenes) tulajdonsaggal birnak.

A sejtadhézios kinetikat egy evaneszcens tér alapu jeldlésmentes optikai bioszenzorral,
a rezonans racsos hullamvezeté (Resonant Waveguide Grating, RWG) moddszerrel rogzitettem
a hatoanyagok jelenlétében. A Holomonitor M4 mikroszkoppal a mar feliilethez tapadt sejtek
hatdanyagok hozziadaséara torténd sejtélettani valtozasirdl, koztiik a sejtadhéziorol kaptam
informaciot. A sejtadhézids kinetikat fibronektin bevonaton mértem és 6 koncentraciot
vizsgaltam 6,25 uM ¢és 200 uM kozott (a sejtszuszpenzid hozzdadasakor a koncentracidok

felezddnek), a holografikus mikroszkoppal torténd mérések soran nem alkalmaztam fibronektin

crer

A Holomonitor technikaval megfigyeltem, hogy a hatéanyagok hogyan befolyasoljak a
teriilet, optikai térfogat és atlagos optikai vastagsag paramétereket, mely adatokbol a
sejtadhézids tulajdonsdgokra tudtam kovetkeztetni. Az eredmények azt mutatjak, hogy a
hatéanyagokkal kezelt sejtek és a kontroll sejtek esetén a felsorolt paraméterekben nincs

jelentds eltérés.

A fent emlitett jelolésmentes optikai bioszenzor technikaval kiegészitd méréseket
végeztem, mely mérések soran vizsgaltam, hogy az egyes hatdanyagok kolcsonhatisba
Iépnek-¢ a feliilettel, valamint lemoshatok-e a feliiletr6l. A hatdéanyagok 6,25 uM ¢és 200 uM
kovetden mért jel elérte a 200 pm-t a legmagasabb koncentraciokat illetden, akkor
feltételezhetd, hogy valamilyen kolcsonhatasba 1épett a fibronektin feliilettel. A feliiletrdl
lemosodas valoszinliségét a hatéanyag wellekbdl torténd kimosésa utdn bekodvetkezd
jelcsokkenés mértékébdl allapitottam meg. Az eredmények alapjan az AN metanol, AN éter,
AS metanol és AS éter hatdanyagok kolcsonhatasba Iépnek a fibronektin feliilettel, a hatdéanyag

nem mosodott le a feliiletrdl, illetve az S1, S2 és S3 hatéanyagok a fibronektinnel bizonyos
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szinten kolcsOnhatasba 1épnek, azonban a feliiletrdl vald lemosddas tényét az adatok alapjan
nem lehet egyértelmiien megallapitani a nagy szoras miatt és az alapvonal vandorlas miatt. Az
N1 és N42 hatéanyagok a hatéanyag bepipettazasa utan mért jelek alacsonyak, a legmagasabb
koncentracio6 kivételével belesimulnak az alapvonalba, igy a kolcsonhatas tényét nem tudtam

egyértelmiien megallapitani.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a fibronektin bevonaton tortént mérés soran a
vizsgalt hatéanyagok sejtadhéziot gatld hatassal birnak, viszont a bevonat nélkiili polisztirol
feltileten, a mar letapadt sejteken végzett mérés soran az eredmények alapjan a hatéanyagok
nincsenek a sejtadhézidra jelentds hatassal. Az eredmények oka lehet, hogy a hatdanyag
molekuldk kothetnek a fibronektinhez, igy elfoglalva annak koétéhelyeit, azonban még tovabbi
vizsgalatok sziikségesek lehetnek ennek pontositasara. A vizsgalt hatéanyagok feltételezhetéen
csak a sejtadhéziot befolyasoljak a fibronektin feliileten, a sejtekre valoszintileg nincsenek

citotoxikus hatassal.

A kiértekelés sordn vizsgaltam a DMSO kontrollok hatasat is. A hatéanyag oldatok
DMSO koncentracidjaval megegyez6 DMSO tartalmi oldatok nem mutattak
koncentraciofiiggd jelleget a sejtadhéziot illetéen. A DMSO nem 1ép kolcsonhatasba a

fibronektin felilettel.

A hatoéanyagok hatasara mért sejtadhézids gorbék a 4. dbran, a hatéanyagok hozzaadasa
¢s lemosasa soran mért kinetikai gorbék az 5. abran lathatok. A hatéanyagok sejtadhéziora
gyakorolt hatasat és a hatdoanyagok kolcsonhatasat a fibronektin feliilettel az 1. tablazatban
foglaltam 6ssze. A Holomonitor technikaval megfigyelt paraméterek (teriilet, optikai térfogat
¢és atlagos optikai vastagsag) valtozasa a hatdéanyagok hozzaadasat kovetéen az 1-3. szamu

mellékletekben talalhatoak.

Jovébeli terveim kozé tartozik a kisérletsorozat folytatasa a diplomamunkam keretein
beliil. Az alabb bemutatott modszer egy viszonylag konnyi és gyors eljards az 0j hatdbanyagok
tesztelésére. A dolgozatban szerepld kisérletet HeLa radkos sejtvonalon végeztem, mely
sejtvonal a mai napig leggyakrabban hasznalt modellorganizmus. A kisérleteket mas,
egészséges sejtvonallal elvégezve és az eredményeket 6sszehasonlitva fény deriilhet a vizsgalt
hatéanyagok esetleges rakellenes hatasara. A dolgozatomban bemutatott, bioszenzoros
méréseket alkalmazdé modszer igy segitségiil szolgalhat 0j, potencidlis gyogyszerjelolt

molekulak gyorsabb tesztelésében és kifejlesztésében.
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Mellekletek

1. szamii melléklet: A feliiletre tapadt sejtteriilet [um?]| viltozdisa a HeLa sejtvonal
hatoanyagokkal kezelése utdin
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2. szamii melléklet: Az optikai térfogat [um3) viltozdsa a HeLa sejtvonal hatéanyagokkal
kezelése utin
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3. szamu melléklet: Az dtlagos optikai vastagsig [um] vdltozasa a HeLa sejtvonal
hatoanyagokkal kezelése utin
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