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I. Bevezeto6 és célkitiizések

A biolégiai barrierek targetaldsdhoz, mint amilyen a véragygat is, kulcsfontossagu

megismerni és megérteni a viselkedését és a mitkodését. A targetalast nagyban megkonnyitené, ha

tobb informacié allna rendelkezésiinkre a barrier mechanikai, illetve a fizikokémiai

tulajdonsagairol.

A disszertacidmban bemutatom, hogy optikai csipesz alapi mikromanipulacios technikakkal

véragygatat alkoto sejtek relevans tulajdonsagait lehet a megismerni. Ehhez specialisan erre a célra

fejlesztett mikrostruktirakat hasznaltam, melyeket kétfotonos-polimerizacioval készitettem SU-8

fotopolimerbdl, és mozgattam optikai csipesszel.

1. Munkam els6 részében €16 human agyi mikrovaszkularis endothél (hCMEC/D3) sejtek

Young modulusat hataroztam meg nagy pontosaggal. Az igy kapott optikai csipesszel

mért eredmények parhuzamba allithatéak az irodalomban publikaltakkal. A munka

soran a kovetkez6 célokat tiiztem ki:

Sejtbenyomodas  vizsgalatahoz specialis mikrostruktura tervezése és
kivitelezése kétfotonos-polimerizacioval

Kisérleti elrendezés fejlesztése, ahol a sejtek egy fiiggbleges falra
néveszthetdek

hCMEC/D3 sejtek Young modulusanak meghatdrozdsa az altalunk

fejlesztett optikai csipesszel manipulalt mikroeszkoz segitségével

2. Munkdm maésodik részében azt vizsgaltam, hogy a glutation (GSH) ami egy hatdsos

nanopartikulum targetalod ligand, milyen adhézids erével tapad eld endothél sejtek

felszinéhez

PEG-alapu funkcionalizacids protokoll fejlesztése, mellyel a GSH kovalens
modon immobilizalhaté SU-8 feliileteken

GSH boritottsag meghatarozasa fluoreszcens mikroszkopia segitségével
Kitapadasi valdsziniiség vizsgalata GSH-funkcionalizalt optikai csipesszel
mozgatott ellipszoidiok segitségével négy kiilonb6zo sejt tipuson
Adhéziés erd mérése GSH-funkcionalizalt SU-8 mikrostruktira

segitségével az altalunk fejlesztett 0j optikai csipeszes modszerrel



II. Anyagok és médszerek
1. SU-8 struktirak és kétfotonos polimerizacio

Az elvégzett kisérletek soran hasznalt mikrostruktirak SU-8 fotopolimer
vékonyrétegekbdl késziiltek. Az SU-8 egy biokompatibilis, kémiailag inert miigyanta, mely nagy
mechanikai er6sséggel és torésmutatoval rendelkezik, és ezen tulajdonsagai miatt kivalo valasztas
optikai csipeszes mérésekhez. A fliggdleges, sejt novesztésre hasznalt falak elkészités¢hez SU-8
2075-6t hasznaltam, melybdl UV-maszk litografiaval megkozelit6leg 100 pm magas strukturak
késziiltek. Az ellipszoidiok, manipulatorok, illetve a blokkok ~16 um vastag SU-8 2007
vékonyrétegekbdl késziiltek, kétfotonos polimerizacioval (TPP). A TPP egy megbizhaté modszer

fényérzékeny anyagok mikrofabrikaciojahoz, amely nagy precizitasi 3D megmunkalast tesz

lehetévé.

1. abra: Pasztdzo elektronmikroszkopos képek a mikromanipulatorokrol. (a) Mikromanipulatorok, skala: 10
um. (b) Adhézios erdmérések soran haszndlt struktiira érintkezé feliilete, skala: 1 um. (c) A tiivégii
mikrostruktira hegye, skala: 100 nm

2. Mikrostruktura funkcionalizacio

Az adhézids er6 méréséhez a sejtek és az optikailag mozgatott és elézetesen funkcionalizalt
mikrostrukturak kozott, ki kellett dolgoznom egy olyan protokollt, mely segitségével kovalens
modon kéthetd ki a vizsgalni kivant ligandum (GSH). Ahhoz, hogy a SU-8 kovalens mdédon
modosithato legyen, els6 1épésként a feliileti epoxy-gytriiket fel kell nyitni, oxidativ kezelésekkel,
mely eredményiil egy aktivalt karboxil-csoportokkal boritott feliiletet eredményez (I. 1épés). A

kovetkezd 1épésben az amino-PEG-maleimid elsddleges aminjat reagaltatjuk el a feliileti karboxil-
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2. abra: Jelentéségteljes lépései a GSH-funkcionalizaciés protokollnak
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csoportokkal igy a linker egy pszeudo-peptid kotéssel immobilizalodik (II. 1épés). Az eddig a
Iépésig kezelt feliiletli SU-8 struktirakat hasznaltam kontrollként az erémérés és a tapadasi-
megoszlas vizsgalata soran. A GSH kikotéséhez a tripeptiden beliili cisztein tiol-csoportjat

reagaltattam el a linker maleimid részével, oxim-éter ktést hozva létre kozottiik (111 1épés).

A feliileti GSH boritottsag meghatarozasoshoz CY-5 asszocialt amin reaktiv fluoreszcens
festéket hasznaltam, mely a glutation elsédleges aminjat tudja megfesteni. Ehhez TPP-vel készitett
blokkokat funkcionalizaltam a fenti protokoll 3 fébb 1épéséig, ezeket megfestettem a CY-5
festékkel, majd megvizsgaltam széles latoteri és konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal.
Valamint PEG-bisamin kezelt feliiletet is megfestettem CY-5-tel és ezt is megvizsgaltam pozitiv

kontroll gyanant.
3. Sejtkultirak

A kisérletek soran hasznalt primer patkdny agyi asztrocita, pericita és endothél sejtek
(RBEC), mind részt vesznek a véragygat felépitésében. Ezenfeliill human hCMEC/D3 sejtvonal
sejtjeit hasznaltuk. Ahhoz, hogy elésegitsiik a sejtek tapadasat mind az SU-8 falakhoz, mind az
iveg hordozohoz, valamint ahhoz, hogy konfluens réteget alkossanak, a megfeleld adhézids
promotert hasznaltuk: Matrigélt, patkanyfarok kollagént vagy poli-L-lizint. Ezenfeliil egy PID-

vezérelt fiitéelem garantalta a mintatér 37 °C-os hdmérsékletet a kisérletek soran.
4. Holografikus optikai csipesz (HOT) és optikai er6mérés

A sejtelaszticitds vizsgalatdhoz, a tapadasi valdsziniiség meghatarozashoz, illetve az
adhézids erdmérésekhez a kutatocsoportunk HOT rendszerét hasznaltam. A tapadasi valosziniiség
vizsgalatok soran az ellipszoidok csapazashoz csak egy fokuszt hasznaltam, viszont az elaszticitas
¢és az adhézids erémérések soran 4 fokuszt hasznaltam, mellyel a mikromanipulator 4 gombjét
lehetett csapdazni ¢s ezzel a struktirat nagy pontossaggal mozgatni. Ezen fokuszok egy térbeli
fazismodulatorral (SLM) lettek 1étrehozva, melyek 6 szabadsagi fok mentén manipulalhatéak. Az
optikai csapdaval tortént er6mérésekhez el6szor meg kellett hatdrozni a mikrostrukturak
csapdaallandoit, melyek a sejtelaszticitas vizsgalatahoz hasznalt manipulatorra 16.49+2 pN/um-
nak adédott, az adhézids erémérésekhez hasznaltra pedig 25.8+2 pN/um-t mértiink. A nagy
kiilonbség a két struktira csapdaallandoja kozott valosziniileg a csapdazott gombjeik atmérd-

kiilonbségebol adodik.

4.1: Sejtelaszticitas vizsgalata




Ezen kisérletekhez a hCMEC/D3 sejteket UV-maszk litografiaval késziilt SU-8 falakra
novesztettiik, amelyek egy kerek fedlemez szubsztraton voltak elkészitve. gy a manipuldtorok
merdleges iranybol kozelithették meg a vertikalis falakon levd sejteket. Elsé lépésként a
mikromanipulatorokat pipettahegy segitségével letortiik az tiveghordozordl és atpipettaztuk 6ket
a sejteket is tartalmazo mintdba (3. dbra, 1. 1épés). Ezen a ponton a mikrostruktarak
véletlenszeriien voltak szétszorédva a mintatérben. Egy individualis struktrat csapdaztam a HOT
nyalabjaival és elemeltem a hordozd iiveg felszintdl megkozelitdleg ~10 um-rel, a csapdazod
mikroszkdp objektivjét mozgatva. Mindezek utan a csapda poziciok manipulalasaval a struktira 4
golydja altal kifeszitett sikot merélegesbe hoztam az optikai tengellyel, a struktira hossztengelyét
pedig a sejteket is hordozé fallal. Ezenfeliil megkozelitettem a kiszemelt sejtet kb 1-2 pm-re a
targyasztal mozgatasaval (2. 1épés). Ezutan a poziciok finomhangolasa tortént a nyalabok
manipuldlasaval, valamint az objektivvel valo fokuszalassal a sejt sziluettjét fokuszba hoztam tigy,
hogy a mikrostruktira hegye folyamatosan fokuszban maradjon (3. 1épés). Az utolsé (4.) Iépésben
a sejtbenyomast hajtottam végre, mely sordn a manipuldtor pozicidjat mar csak a HOT
segitségével mozgattam 10 nm-es Iépésekben 0.05 pm/s-os atlagsebességgel, és minden 1épés utan
egy vilagos latoterii képet vettem fel.

Step 1: adding the

microtools to the mble Step 2: the microtool is trapped,  Step 3: the microtool is rotated Step 4: cell indentation

the sample is moved around it 1o point towards the target cell experiment
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3. abra: Sejtrugalmassag mérésének vazlata: Manipulatorok a mintatérbe lettek pipettazva (1.1épés) a célsejt
megkozelitésé a targyasztal mozgatasaval (kék nyilak, sarga keresztek az optikai csapdakat reprezentaljak)
(2.1épés) a zold nyilak pedig a csapda poziciok mozgatasat mutatjak (3-4.1épés)
Miel6tt a struktura hegye hozzaért volna a sejt felszinéhez vagy a falhoz (a kontroll kisérletek
soran), a mikroeszkdz csapdazott gdmbjeinek kozéppontja és a csapda pozicid azonos volt.
Amikor a hegy elérte a *célpontot’ a csapda pozicidk mozgasa folytatodott kb. 1 pm-en, mig a

manipulator ehhez képest lemaradt.

A sejtek Young modulusanak meghatarozasoshoz mind azt az erét, amivel a mikrostruktira
nyomja a sejtet mind pedig a sejt benyomédését mérni szﬁkséges, Mindkét erd meghatérozéséhoz
nyalabokéhoz képesti eltérésével aranyos. A sejtek benyomodasat ugy tudtuk meghatarozni, hogy
a kontroll kisérletek soran mért csapdakitéréshez viszonyitottunk. Az igy kapott kiilonbségbdl

tudtuk kiszamolni a Young modulust, melynek modjat a késébbiekben ismertetem.
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4.2 Adhézids erdmérés

Ezen kisérletek soran RBEC és hCMEC/D3 sejteket novesztettink SU-8 falakra az
elébbiekben leirt médon, valamint az elkésziiletek €s a célsejt megkozelitése (itt 100 nm-es
Iépésekkel) is hasonloképpen tortént. Miutan a sejt és a manipulator érintkezo feliiletei 9sszeértek
(ezt vizualisan hataroztuk meg) a struktirat még tovabb mozgattam a sejt irdnyaba a csapdazo
nyalabokkal kevesebb mint egy mikront Gigy, hogy par 10 pN-os erét fejtsen ki a sejttel szemben.
Amikor a manipulator hozza lett nyomva a kivalasztott sejt felszin¢hez AX (a kiilonbség T csapda
poziciok és M a csapdazott gombok tomegkozéppontjai kozott) negativ. 10 masodperc kontaktidd
utan hatrafelé mozgattam a mikromanipulatort a nyalabok segitségével 250 vagy 50 nm-es

Iépésekkel, melyek: 0.5 um/s és 0.1 um/s sebességnek feletethetdek meg.

A visszahuzas elején a struktira nem mozdul meg, valamint AX tovabbra is negativ, de
lassan novekszik, ahogy a csapdapoziciok tavolodnak a sejttél. Ha nincs adhézid a sejt és a
manipulator k6zott, AX nulla marad és a csapdazott manipulator koveti az 6t tartd csapda
pozicidkat. Ha van a sejt és a manipulator k6zott adhézio, akkor egy id6 utan AX pozitivva valik,
és észlelhet6 huzoer6t fejtenck ki az optikai csipesz csapdai a manipulatorra. Amikor az optikai
erd nagyobba valt, mint az adhézids er6 a sejt €s a manipulator kozott, akkor a struktura elvalik a
sejt felszinét6l és a csapdazott gombok tomegkdzéppontjai ujra egybe fognak esni a
csapdapoziciokkal, azaz AX nulla lesz. Ezek utan vagy ugyanaz a mikrostruktirat, vagy egy
masikat hasznaltam a kovetkezd sejt vizsgalatdhoz (maximum 3-szor hasznéltam ugyanazt a

manipulatort erdmérésre).
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kép alatt egy hozzdtartozo sematikus oldaliranyii nézet, mely mutatja a csapdazo nyalabok relativ pozicidjat a
mikrostruktirdhoz viszonyitva. A voros vonal mutatja a csapda poziciot (T), a fekete viszont a manipulator
gombjeinek tomegkozéppontjat (M).



5. Adatok kiértékelése

5.1. Sejtelaszticitasi mérések kiértékelése

A mikromanipulator pozicidja az endothél sejt vagy fal kozelitése soran késziilt vided
minden egyes képén egy korrelacios modszerrel lett meghatarozva, ahol a referencia az elsé képen
meghatarozott pozicid volt. A manipulator csapdazott 4 gdmbjének pozicidit egymastol
fliggetleniil determinaltam ugy, hogy az elsé képbdl készitettiink minden gdmbre egy-egy
templatot, melyek a felvétel Osszes tovabbi képeivel lettek Gsszehasonlitva. Ez egy korrelacios
matrixot adott eredményiil, melynek a maximuma a gémbok helyének kozelében van, de amelyek
pozicidit csak egy pixel pontossaggal tudtunk meghatarozni, ami jelen estben 120 nm volt. Ahhoz,
hogy szub-pixel pontossaggal meg tudjuk hatdrozni a csapdazott gombok pozicidit a matrixok
maximumainak kornyékeit 2D Gauss fiiggvénnyel illesztettik meg, és a Gauss fliggvény

maximumanak helye adta meg a gdmbok pozicioit. Ezek utdan a mikrostruktura hegyének a

pontossaggal tudtuk meghatarozni.

Végezetiil a kiértékelés minden sejt benyomasra egy hegy pozicié versus csapda pozicid
gorbét adott, melyek két jol elkiilonithetd részre bonthatoak: az els6 a struktira mozgasa a sejttel
val6 kontaktus el6tti szakaszon, ahol a csapdazott struktura folyamatosan koveti a csapda
pozicidkat és a gérbe meredeksége 1. Miutan a manipulator hozzaért a sejthez elkezd lemaradni a
pozicidja a csapdapoziciokhoz képes, és a gorbe meredeksége itt kisebb, mint 1. A kiértékelést
kovetden kétféle gorbe egyiittessel rendelkeztiink, egy a sejtelaszticitas mérésekbdl, a masik pedig
a késObbiekben referenciaként hasznalt sejtek nélkiili falhoz val6é hozzanyomasokbol szarmazott.

Mindkét gorbecsoportnal kivalasztottunk egy-egy referencia gorbét és ahhoz igazitottuk a tobbit.

5.2. Adhézids erémérések kiértékelése

Az elkésziilt képsorozatokat egy masik, szintén altalunk irt Matlab koddal értékeltik ki.
Minden képen a program egy-egy kort illesztett a manipulator csapdazott gombjeire, és ezen korok
kozéppontjait tekintettiik az egyes gombok tomegkozéppontjainak. Ezutan kiszamitottam a négy

illesztett kor kdzéppontjanak atlagos helyzetét, és abrazoltam az optikai csapda mozgdsanak irdnya
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pottyok). Ezt kovetden egy egyenest illesztettem a linearisan novekvo részére a gorbének, melyet
extrapolaltam a nulla csapda pozicidhoz, majd a korok atlagolt pozicidt kivontam beldle, igy

kaptam meg a AX értékeket (5. dbra /c piros pottyok).
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5. abra: (a) és (b) egy-egy tipikus adhézios eromérés gorbéjét mutatja (a) egy PEGilalt /kontroll
Sfunkcionalizalt (b) GSH-funkcionalizalt mikrostruktira egy hCMEC/D3 sejtek 50 nm-es lépéskozokkel
vizsgalva, melyen lathato az erds adhézio kettejiik kozott (c) AX meghatarozasat illusztralja, melyen a
mikrostruktiira pozicidja a csapdazo nyalabok helyének fiiggvényében vannak (0 pozicié a struktira
visszahuzasanak kezdetét mutatja). A sziirke pottyok a kép koordinata -rendszerben a visszahizas iranyaban
a modellezett mikromanipuldator poziciojat mutatjak. A példaban a 0-3 um tartomanyban a manipulator nem
mozdul a sejt és kozte haté adhézio miatt. Viszont 3 mm-nal elvalik a sejttdl és folvamatosan koveti a
csapdazo nyalabok pozicioit. A zold vonal illeszkedik ehhez az utolso, 3-5 um szakaszhoz. AX ugy szamitjuk
ki, hogy kivonjuk a manipulator pozicioit az illesztett vonalbol.

Az optikai erdét gy kaptam meg, hogy a kapott AX értéket megszoroztam a struktira
rugéallandodjaval (kg = 25.8+ 2 pN/um). Az adhézids er$ az a hirtelen csokkenése az optikai

erének, ami a sejtmembran és a struktura kozotti kapcsolta szakadaskor 1ép fel (5. dbra /b).

3. Eredmények és diszkusszio
1. Endothél sejtek Young modulusianak meghatirozasa

Az endothél sejtek Young modulusanak meghatarozasahoz az optikai csapdazasos és
atomerd-mikroszkopias eljarasoknal széleskorben hasznalt Hertz modellt hasznaltuk. A modellt
leird egyenletben a Young modulus kiszamolasdhoz a sejt membranjan ejtett benyomodas

mértekét, az ehhez hasznalt erét és a benyom¢ feliilet geometrigjat kell ismerni.

Az sejt-elaszticitds mérésekor az er6k meghatdrozasahoz a mikrostruktira pozicidjat
abrazoltuk a csapda poziciok fiiggvényében. A sejt és a manipulator kontaktusa eldtt a szerkezet

koveti a csapdak pozicidjat, utdna azonban a struktira mozgasa folytatodik ugyan tovabb kozel

mar csak kevesebb, mint 150 nm-t mozog. A struktira hegye ritkan oldal iranyba is elmozdult a
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sejtmembranon ~100 nm-t. Az atlagolt gorbék, amiket a kontroll kisérletekbdl kaptunk (sejt
nélkiili SU-8 falakhoz nyomtuk a manipulator hegyét, piros gorbe) és egy ehhez igazitott gorbe

amikor sejt elaszticitast mértiink (z61d gorbe) a 6/b abran lathatok.

(8)42‘5 trace 1 (l,)_) 04
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T trace 3 S 0.2 >
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= =
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Trapping beam position [im] PPing P [km]

6. abra: Manipulator hegyének pozicio gorbéi és az endothél sejtek Young modulusnak meghatdarozasa
(@) hegy pozicio gorbék a csapda pozicio fiiggvényében abrazolva még az dsszerendezés eldtt. Az
dsszerendezés utani allapotot a (b) mutatja, valamint a falhoz nyomott referencia mérések gorbéje

pirossal van abrazolva, a sejtelaszticitas mérések pedig zolddel

nm-en értékeltiik ki a kontaktus utan, mivel ebben a régioban ez a mozgas elhanyagolhatdan kicsi.
Ez az az effektus akkor is megfigyelhetd volt, amikor a manipulator hegyét az SU-8 falnak
nyomtuk, ezért az érintkezés utdn a szerkezet még mozdult a fal irdnyaba. Mivel ez a
sejtelaszticitas mérése kozben is el6fordulhat, ezt a megfigyelt tobbletmozgast korrekcioként
hasznaltuk a sejtes mérésknél. Az 6/b abran két tipikus pozicio gorbét lathatunk melyeket a Hertz
falhoz ¢s sejthez nyomas kozott hatdrozza meg a benyomodas nagysagat. Ezt kévetéen minden
sejtes pozicid gorbe linearis szakaszara egyenest illesztettiink (6. dbra /b cian szaggatott vonal).
csapda poziciokbdl valo kitérését. A benyomashoz sziikséges erdt a kitérés és a csapdaallando (k)
szorzataként kaptuk meg, és az igy kapott erék 1-5 pN kozé estek, mely az AFM-mel minimalisan
mérhetd erd értéke alatt van. Mind a kitérési, mind a benyomddasi gérbéknek 2,5 um koriil van a
toréspontjuk, de 400 nm-el a kontaktpont utan mar nagy hibakat produkalnak, igy megbizhatéan
a Young modulus csak a 2,5-2,9 pm tartomanyon beliil hatdrozhaté meg. A 7-es dbra a
meghatarozott Young modulusokat mutatja, melyek a 220 Pa és 1,5 kPa tartomanyba estek,
viszont a 2,5-2,6 um (benyomoddasok 0,01 és 0,02 pum kozott) kozotti csapdapoziciokra
meghatarozott ért¢kek nagymértékii zajt tartalmaznak. A kapott adatokat 4 mikrostruktiraval, 6

sejten Osszesen 19 mérés eredményeként kaptuk.
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Ezen eredményeink parhuzamba vonhatdak AFM technikaval meghatarozott Young
modulusokkal: példdul pulmondris artéria endothél sejtjeinek 400-1500 Pa, borju artéria endothél
sejteknek 700-2700 Pa, valamint ugyanezen sejteken magneses csipesz technikaval 400 Pa értékek
adodtak. Erdekes modon az AFM alapa méréseknél a Young modulus egy nagysagrenden beliil
valtozhat ugyanazon sejteknél. A legvaloszinlibb okok a mért modulusok széles tartomanyara a
mérési kondiciokra vezethetdek vissza, Uigy, mint az alkalmazott a benyomodas mértéke és
sebessége és a struktura formaja, ami a sejttel érintkezik a mérés soran. Az irodalomban ismert,
hogy a benyomasi rataval novekszik a mért Young modulust a viszkdzus hatasok miatt, valamint
a viszkozus disszipacio alsé hatara megkozelitéleg 0,25 pm/s szondasebesség. Az altalunk végzett
optikai csipeszes mérések altalaban 1 percig tartottak és csak a csapdazod fokuszok mozgasanak
utolso hatodaban érte el a struktura hegye a sejtet, amikor is az benyomodik a sejtmembranba kb.
60 nm-el; mivel a benyomasi eré 6 pN koriil alakult, ami 1 pN/s loading rate-nek (az irodalomban
ez az odanyomas sebességének feleltethetd meg) felel meg, mely érték joval kisebb, mint az AFM-
es technikak esetén. A kisérleteink soran az alacsony benyomasi rata miatt, ugy gondoljuk, hogy

a viszkozus hatasok elhanyagolhatéak

a Young modulus mérésekor. ° |
Ezenfeliil, amikor a benyomoddas tal .
@ 2000 F 1
nagy mértékii akkor a citoszkeleton is o,
0
befolyasolja a mérést, és nem csak a .g 1500 b= % 4
membran elasztikus tulajdonsagait 3
£
mérjik. A kisérleteink sordan a 6,1000 I
c
rendelkezéstinkre allo optikai erbvel 3
> S00p
és a 300 nm-es gorbiileti sugaru
mikrostruktirakkal maximalisan 90 ol— H H |

0.01 0.02 0.03 004 005 006 0.07 0.08

nm-es benyomddast tudtunk elérni, ez .
Indentation [;:m]

a tartomany azonban a késébbiekben

. 7.abra: Az ésszes hCMEC/D3 sejteken mért Young
bovithetd, amennyiben nagyobb modulus. A kék péttyok mind a 800 pontpdrt
reprezentaljak (40 csapdapozico x 19 kisérlet) mig a
piros korok az atlagaikat jelolik 60 région a 0-0,09
Atmérdji gdmboket hasznalnank a pm benyomadasi tartomanyon beliil

intenzitasu csapdazo nyalabokat vagy kisebb

mikrostruktiira csapdazasahoz.



2. GSH boritottsag meghatarozasa SU-8 felszinen

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a SU-8 GSH-val val6 boritottsagat, elséként meghataroztuk az
integralt fluoreszcens intenzitasat egy individualis CY-5 molekulanak (8. dbra /a); a részeletes
leirdsa a moédszernek a tézisem Anyagok és modszerek fejezetében taldlhatd. Az integralt
fluoreszcens intenzitasa egy individualis CY-5 molekulanak 200+39 pixel intenzitas egységnek
adoédott (n=71) (8. dbra /b). Ezt kdvetden meghataroztuk az atlagos fluoreszcencia intenzitast
minden pixelre (ahova a mintatér 100 x 100 nm-es teriiletét képeztiik le) a GSH-val funkcionalizalt
mintan, amire 6727+349 (n=7) értéket kaptunk, illetve a PEGilalt mintdkon, ahol 17944224 (n=21)
értéket. A PEGilalt és a GSH funkcionalizalt mintak kozotti pixel intenzitas kiilonbség egy um? ra
vetitve ¢és osztva az individudlis CY-5 molekula intenzitdsaval adta eredményiil a GSH
boritottsagat, ami 2464+770 molekula/um*nak adodott. Azt feltételezvén, hogy egy CY-5
fluorofor egy GSH-hoz két, egy négyzet mikron SU-8 felilleten megkozelitéleg 2500 GSH

molekula immobilizalhato kovalens kotéssel.
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8. dbra: Individualis CY-5 molekula integralt intenzitasa fluoreszcens képekbdl (a) melyet a
homogén médon funkcionalizalt SU-8 feliiletek CY-5 boritottsaganak meghatdarozasoshoz
hasznaltunk (a szinskala a fluoreszcens intenzitast mutatja pixel szam egységekben) Mivel az
individualis CY-5 molekula intenzitasa uniform, igy egy jol meghatarozott atlag intenzitas értéket
kaptunk (b)

3. Tapadasi valésziniiség vizsgalata 4 kiilonb6z6 sejt tipuson

Az adhézios erdmérések elbtt, eldzetes kisérletként egyszerii, TPP-val készitett SU-8
ellipszoidokkal tapadasi valosziniiséget vizsgalod kisérleteket hajtottam végre 4 kiilonbozo sejt
tipuson; primer patkany agyi asztrocita, pericita, endothél (RBEC) és human agyi endothél
sejtvonal (h\CMEC/D3) sejtjein, hogy demonstraljam, hogy a GSH-val funkcionalizalt ellipszisek
nagyobb hatékonysaggal tapadnak ki a sejtek felszinéhez, mint a PEGilaltak. (Ezen kisérletek

soran a sejteket az iiveg hordozora novesztettiik a falak helyett.) A kisérletek soran azt vartuk,
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hogy a GSH-val funkcionalizalt SU-8 ellipszisek joval nagyobb tapadasi aranyt émek majd el,
mint a PEGiléltak. Minden sejt tipussal legalabb 2 mérést hajtottam végre kiilonb6z6 napokon és
kultarakon. Egy tapadasi esemény a kovetkezoképpen zajlott; egy individualis, elézetesen
funkcionalizalt ellipszoidot (PEGilalt vagy GSH-val bevont) az optikai csapda fokuszaval a sejt
felszinhez nyomtam a sejtmag kozelében oda, ahol mar viszonylag lapos volt a sejt. 10 masodperc
kontaktidd utdn az optikai csapda lassi felfel¢ irdnyuld mozgatasaval megprobaltam az
ellipszoidot eltavolitani a sejtt6l. Ennek binaris kimenete lehetett; ha nem volt elég adhézio a sejt
¢és az ellipszoid kozott akkor az eltavolithat6 volt a membrant6l (nem-tapadasi esemény), ha elég
nagy adhézio volt a struktura és a sejt felszin kozott akkor, akkor optikai erékkel nem lehetett

eltavolitani az ellipszoidot (tapadasi esemény). A 9-es dbran az ellipszoidos kisérletek

Control (PEGylated) functionalized GSH-functionalized (PEG-GSH)
ellipsoid binding ellipsoid binding
120 14.4% 122%  16.7% 13.5% 140 1%-'% 93.8%  65.4%  65.6%
o 101 120
100
80 70
80 70
60 60
45 60
40 26 37 40
40 30
17 14 21
0 0
PRIMER D3 CELL LINE PRIMER PRIMER PRIMER D3 CELL LINE PRIMER PRIMER
ENDOTHEUAL ASTROCYTE PERYCITE ENDOTHEUAL ASTROCYTE PERYCITE
~ Bound event [ Non-bound ~ Bound event [ Non-bound

9. dabra: Ellipszoid tapadasi valosziniiségei 4 kiilonbozd sejt tipuson, bal oldalon a kontrollként hasznalt PEGilalt
struktirdkkal végzett kisérletek eredményei lathatoak, mig a jobb oldalon GSH-nal funkcionalizaltaké

eredményei lathatoak, ahol a tapadasi valosziniiségek szazalékértékként jelenitettem meg
(tapadasi események osztva az dsszes eseménnyel). Minden sejttipusra nézve jol 1athaté modon a
GSH-val funkcionalizalt ellipszoidok joval nagyobb valdszinliséggel tapadtak ki, mint a
kontrollként hasznalt PEGilalt struktarak.

Ezen kisérletek két fontos tényre vilagitottak ra: egyik, hogy a GSH egy hatékony
targetalo ligandum a véragy-gatat alkot6 sejtek szamara, a masik pedig, hogy a végsé adhézids
erdmérések soran a pericitak és asztrocitdk nem lesznek hasznalhatoak a kiterjedt térbeli alakjuk
miatt, ami nagyban megnehezitené a megkozelitésiiket, amikor az SU-8 falakon lennének. A masik
két endothél sejttipus sokkal laposabb, igy Oket joval konnyebb vizsgalni a végsd kisérleti
elrendezéssel. Amikor a GSH jelen volt az SU-8 feliileten az ellipszoidok 81%-os es¢llyel tapadtak
hozza primer endothél sejtek feliiletéhez, mig a PEGilaltaknak (kontroll) csak a 14%-a. Hasonlo
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eredményeket értiink el hCMEC/D3 sejteknél is, ahol a GSH funkcionalizalt struktirak 93%-a
tapadt a sejtekhez, a PEGilaltaknak pedig csak a 12%-a. Ezenfeliil hasonlé médon funkcionalizalt
(GSH/PEGilalt) hegyes szilicium AFM szondakkal végeztiink méréseket h\CMEC/D3 sejteken,

mely alatadmasztotta az ellipszoid tapasztasos kisérletek soran latottakat.
4. Adhézios eromérés GSH-nal funkcionalizalt mikrostruktiarakkal

Ezekhez a kisérletekhez TPP-vel készitett, optikailag mozgatott mikromanipuldtorokat
hasznaltam, melyek lapos kontaktfelillettel rendelkeztek, valamint a sejtek hasonldéan az
elaszticitas-mérésnél bemutatott elrendezéshez, egy fliggéleges falra voltak novesztve. Minkét
sejttipussal legalabb két mérést hajtottam végre, mas napokon és mas kultirakon. Az egyes
mérések elején a csapdazott szerkezetet a sejt felszinéhez nyomtam, és az adhézié mérése a
szerkezet eltavolitasa soran tortént. A manipulatorok eltavolitasa a sejtekkel vald kontaktus utan
(10 mp kontaktidé elteltével) a csapdazd fokuszok automatizalt 1éptetésével tortént. Ezek az
eltavolitasok kétféle 1épéskozokkel torténtek: 50 és 250 nm-es 1épesekkel, melyek 0,1 um/s és
0.5 um/s sebességeknek feleltek meg. Amennyiben volt adhézié a manipulator és a sejt kozott,
ugy a kezdeti nyomo er6 hizo erévé valik az eltavolitas soran, ellenkezd esetben a manipulator
elvalik a sejt felszint6l és nem alakul ki huzéerd. Amikor volt adhézid, akkor a sejtmembranra egy
bizonyos csapdapozicidig huzoerdt fejtett ki a struktiira, ahol pedig a kapcsolat megsziint kettejiik
kozott, az optikai eré visszatért nullara. A szétvalaskor megfigyelt optikai eré definialja az
adhézids erdt a struktira és a sejtmembran kozott. Erdekes modon nem talaltunk semmilyen

korrelaciot a kezdeti nyomo er6 és a mért adhézios erd kozott.

40 v r v T 40 \
- a RBEC . b RB"EC
Z& 5] cells ‘ E 5] cells
3 8
L L
S 5§ oy
7] 723
(] [}
S 5
< 1 < .90k N=17 |
, PEG 20 PEG-GSH
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Trap position [;:m] Trap position [m]

10. abra: Adhézios erd gorbék az dsszes 50 nm-es lépéskiozzel RBEC sejteken végzett kisérletekbdl (a) PEGilalt
mikromanipulatorokkal (b) GSH funkcionalizaltakkal
A 10-es abra a és b része az 9sszes RBEC sejtek vizsgalatabol szarmazé adhézids erégorbét

tartalmazza melyeket GSH, illetve PEGilalt mikromanipulatorokkal végeztem 50 nm lépéskozzel.
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Megfigyelhetd, hogy az adhézids eré mindig szignifikansan nagyobb, amikor a GSH jelen volt az
SU-8 felszinen, a kontroll csoporthoz képest akar nyolcszoros is lehet az eltérés. A GSH
funkcionalizalt mikrostruktirak esetén a két kiilonb6z6 1épéskoz (50 ill. 250 nm) kozotti adhézios
erdkiilonbségek nem tekinthetdek statisztikailag szignifikansnak.

A 250 nm-es lépéskozzel végrehajtott mérések soran 9 + 6.6 pN atlagos adhézids erét mértem
az RBEC sejteken és 16.4 + 6 pN-ta hCMEC/D3 sejteken amikor a GSH jelen volt, mig a PEGilalt
mikrostruktirakkal csak 2.2 + 3 pN-t az RBEC, valamint 2 + 4.3 pN atlagos er6ket a hCMEC/D3
sejtekre.

Amikor a kisebb 50 nm-es 1épéskozt hasznaltam, az atlagos adhézios er6é a GSH-val bevont
strukturdkra 12.1 + 9.5 pN-nak adodott RBEC sejteken és 10.2 + 7.2 pN a hCMEC/D3-on, ezzel
szemben a PEGilalt struktiraknal 3.4 + 4.9 pN az RBEC sejtekre és 3.8 + 3.2 pN atlagot kaptunk
a hCMEC/D3-ra. A hCMEC/D3 sejteknél megfigyelhetok voltak nagy platoszerti gorbék, mig ezt

a tendenciat nem lattam sem a masik sejtnél, sem a nagyobb sebességnél.
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11. dbra: Osszegzése az adhéziés eréméréseknek GSH illetve PEGildlt struktirdkkal agyi
endothél sejteken, két kiilonbozd lépéskoz haszndlataval (a) és (b), a feltiintetett értékek
atlagok ahol a standard deviaciot is abrazoltuk. Valamint a (¢) az adhézios erémérés a

GSH bevonatii kolloidalis AFM szonda és az endothél sejtek felszine kozott: A kék
négyzetek az atlagaik, a bajuszok pedig az SD.

Hasonlé modon GSH-val funkcionalizalt kolloiddlis AFM szondaval is végrehajtottunk
méréseket agyi endothél sejteken, ahol egy 5 pm sugart mikrogémb volt a tii végére erdsitve (11.
dbra /c részlet). Azért véalasztottuk ezt a specidlis AFM szondat, mivel hasonlé méretii kontakt
feliilettel rendelkezik, mint az altalunk hasznalt mikromanipulator. Az AFM mérések soran 3-6-
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szor nagyobb adhézids er6ket mértiink, mint az optikai alapu modszeriinkkel (HOT); az RBEC
sejtekre (38+18 pN), és a hCMEC/D3 sejtekre (57428 pN) (a mérések szama mindkét esetben 247
volt).

Erre az eltérésre az lehet a magyarazat, hogy az AFM mérések soran a sejthez a szondat 100
pN-os erével nyomtuk oda, ami majd egy nagysagrenddel nagyobb, mint a HOT-os méréseink
soran alkalmazott (10-30 pN-t hasznaltunk atlagosan), igy tobb kotés tud 1étrejénni a szonda és a
sejt felszine kozott. Ezenfeliil az AFM mérési hatara 10 pN koriil mozog, emiatt csak azon mérések
keriiltek bele a végs6 szamitasba melyek ezt a limitet meghaladtak.

A HOT méréseinkkel kapott 10-15 pN-os adhézios er6 a GSH bevonattal rendelkezd
mikromanipulatorok esetén azt sugallja, hogy ez egyetlen kétés felhasadasbol szarmazo esemény.
Ezenfeliil a sejtek és a GSH kozotti interakcid specifikusnak tiinik, mivel nélkiile az adhézié csak
2-4 pN volt. A funkcionalizaci6 sordn a GSH tripeptid kdzépsé cisztein tiol csoportjat hasznaltuk
arra, hogy a PEG-linker maleimid funkcidscsoportjahoz kossiik kovalens kotéssel, melybdl azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy az nem jatszik szerepet az adhézio kialakitdsa soran.

Az altalunk Gjonnan kifejlesztett adhézios erdmérési modszerrel a jovoben szeretnénk
kiilonbo6z6 ligandumok tesztelését elvégezni, habar eléfordulhat, hogy ha nagyobb szamu kotés
jon létre a mikrostruktura és a sejtek kozott, akkor az alkalmazott optikai erd mar nem lesz elég a
kotések felszakitdsdhoz. Ebben az esetben vagy a funkcionalizaciés protokollt vagy a manipulator
kontakt feliiletének méretét, formajat konnyen tudnank adaptalni a célnak megfelelen. Kisebb
modositasokkal az altalunk fejlesztett modszer kiterjeszthetd tobb tucat ligandum vagy targetald

molekula vizsgélatara, koszonhetéen a PEG-linkerek széles valasztékanak.
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4. Konkluzié

Tézisemben bemutattam, hogy optikai csipeszen alapul6 technikdk hogyan hasznalhatoak ¢é16
sejtek fizikai, illetve biokémiai tulajdonsagaik vizsgalatara. A modszer segitségével é16 endothél
sejtek Young modulusa is meghatarozhatd, ezekhez a kisérletekhez precizen mozgatott TPP-vel
késziilt feladatorientaltan tervezett SU-8 mikromanipulatorokat hasznaltam. A sejtelaszticitas
mérési technikak nagy szoérassal adnak eredményeket a kisérlet paraméteritél fliggden. Ha nagy
gorbiileti sugarral rendelkez6 feliilettel és kis loading rate-tel (ami kis eréket is jelent) vizsgalunk
egy sejtet akkor specifikusabban tudjuk vizsgalni a tisztan linedris elaszticitasat a sejtnek. Az
altalunk kidolgozott modszer teljességgel beleillik ezen vizsgalodasi korbe

Valamint munkdm sordn megmértem GSH-nal kezelt feliiletek adhézios erejét agyi endothél
sejteken (\CMEC/D3 and RBEC), az altalunk bemutatott HOT mérési technikankat adaptalva a
tapadasi erd mérésére. A kisérletek soran hasznalt SU-8 mikromanipulatorok, képesek
minimalizalni a csapdazo 1ézer sejtet karosito hatésait, tovabba a 1ézeres mikrofabrikacio lehet6vé
teszi, hogy a kisérleti elrendezéshez a legmegfelelobb geometridji szondat készitsiink. Mindkét
kisérlet sorozatban olyan elrendezést hasznaltunk, melyben a sejtek egy maszk-litografiaval
késziilt falakra voltak novesztve, mely lehetévé tette, hogy az optikai tengelyre merdlegesen
tudjuk mérni az elaszticitasukat vagy az adhézids erdt, a csapdazott mikromanipulatorokat
lateralisan mozgatva.

A méréseink soran 10-15 pN-os adhézios er6ket mértiink GSH-nal funkcionalizalt strukturak
¢és a sejtek kozott, ami annak fényében, hogy a targetald ligand nélkiil a kontroll (PEGilalt)
mérések soran 3-8-szor kisebb eréket mérve specifikus kolesonhatasnak tekinthetd. Az altalunk
mért adhézids erék egy nagysagrendbe esnek azokkal erdkkel, melyet az szakirodalomban
publikaltak receptor ligandum parokra optikai csipeszes mérésekb6l. Az altalunk bemutatott
modszer kiterjesztheté lesz, hogy megkiilonboztethetéek legyenek egyes és dupla tapadési
események, mellyel informaciot kaphatunk a vér-agygatat targetalo ligandumok adhézios erejérél
¢l6 sejteken. Valamint a funkcionalizacids protokollban szerepld PEG-linker modositasaval

konnytiszerrel tobb tucatnyi célmolekula immobilizalhat6 a mikrostruktira feliiletére.
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