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Bevezetés és célkitiizések

Az agyi attétképzodés és az amiotrofids lateralszklerozis (ALS) egyardnt sulyos
részletes megismerése alapvet fontossagli a korai diagnosztikai eljarasok és hatékony
terapiak kifejlesztésében. Munkank soran atomer6 mikroszkop (AFM) felhasznalasan
alapuld6 nanomechanikai moddszereket alkalmaztunk, ezen betegségek kiilonb6zo

aspektusaira vonatkozé fontos kérdések megvalaszolasara.

A nano-biomechanika egy fejl6d6 kutatasi tertilet, mely hidat képez a fizikai és
bioldgiai tudomanyok kozott és célja az é16 szervezetek hanomechanikai aspektusainak
feltardsa [1]. Ezen atfogo terllet eszkdztardnak fobb elemei az atomeré mikroszkop, a
magneses csipesz, az optikai csipesz és aljzat-deformacids (tracion force) mikroszkopia.
A fentiek kozul talan az AFM a legsokoldalibb, mely a nano-skalaju erék pontos €s

megbizhaté meghatarozasara képes.

Munkank fobb célkitiizései:

e A metasztatikus tumorsejtek €s endotél réteg kozotti kolcsonhatasok
nanomechanikai paramétereinek kozvetlen szamszerisitésével, és pontos térbeli
feltérképezésével, bepillantast nyerni a daganatos sejtek felszini kitapadasi

mechanizmusaiba, azok agyi parenchimaba térténé extravazacioja soran.

e Osszehasonlitast végezni kiilonbdzé rosszindulati melanéma sejtek mechanikai
fenotipusara vonatkozoan, azt vizsgalva, hogy a metasztatikus potencial mennyiben

mutathato ki a tumorsejtek nanomechanikai tulajdonsagaiban.

e Tanulméanyozni a citotoxikus T-sejteknek az ALS pathomechanizmusaban jatszott
szerepét, meghatarozva a CD8" T sejtek és a motoneuronok kozétt mért rovid

id6tartamt tapadasi erdket.

e Az ALS kialakulasanak korai jeleit keresve, atfogd 6sszehasonlitast végezni ALS
eredetli valamint egészséges egyedekbdl szarmazo differencialt vazizomsejtek

rugalmassagara vonatkozoan.



Alkalmazott modszerek

Az AFM egy nem-optikai mikroszkopiai eljards, amely egy nagyon hajlékony konzol
végén elhelyezked6 rendkivil hegyes tiire gyakorolt er6k mérésének segitségével egy
felilet nagyfelbontasi haromdimenzids leképezésére képes [2]. A nagy felbontasl
képalkotas mellett az AFM er6-spektroszkdpiai mérések révén alkalmazhato kilonféle
mintak fiziko-kémiai tulajdonsagainak kvantitativ jellemzésére [3]. Tovabbi fontos
elénye, hogy nem igényel bonyolult minta elokészitést és lehetové teszi azok a

fizioldgiait kozelitoé kdrnyezetben vald meérést.

Eré-spektroszkopiai mérések soran a konzol vizszintes (x,y) pozicidja rogzitett, mig
fliggbleges iranyu (z) elmozdulasa és a ra hat6 erék okozta elhajlasa regisztralasra kerdil,
un. er6é-tavolsag gorbék formajaban. Ezekbdl sokoldalt informacié nyerhetd ki a minta
mechanikai tulajdonsédgaira, valamint a feliilet és a tii kOlcsonhatasara vonatkozoan,
ugymint rugalmassagi (vagy Young) modulus, adhézids erdk, de akar egyéni szakadasok
szama, mérete és az erintkezési ponttdl mért tavolsaga is meghatarozhatd. A mintéara egy
racsszerkezetet vetitve, majd minden egyes racspontban erémérést végezve
feltérképezheté egy teljes szovet, sejt, vagy akar egyes szubcellularis részecskék
mechanikai jellemzdinek térbeli eloszlasa. EQy tovabbfejlesztett eljards az egy-sejt erd-
spektroszkopia (SCFS) [4], ahol akdr maguk a biolégiai mintak is szolgalhatnak
szondaként. A tit kiilonboz6é molekuldkkal funkcionalizdlva [5], specifikus molekuldk
kozti kotések mérhetéek. A tii baktériumokkal vald funkcionalizalasa esetén [6], azok
kiilonbozod feliiletekhez valdo adhézidja vizsgalhato. Ugyanakkor €16 sejtek is

rogzithetéek a konzolra, mely a sejtek kozti er6k kozvetlen mérését teszi lehetévé [7].



Eredmények és kiértékelésiik

I. A metasztatikus melanéma nanomechanikaja

A rak egyik legfenyegetobb aspektusa az attétképzOdés, mely a rakban szenvedo betegek
clhalalozasanak legfobb oka is egyben. Mindkozil az agyi attéteknek a legrosszabb a
prognozisa [8]. A melandma, annak ellenére, hogy a rakos megbetegedések 1-2%-ért
felel6s, mégis az egyik leggyakrabban agyi attétet képezo raktipus [9]. Ugyanakkor a
legagresszivebb és a terapiakkal szemben leginkabb ellenall6 raktipusnak tartjak. Mivel
a kozponti idegrendszer nem rendelkezik klasszikus nyirokhal6zattal, a tumor sejtek
csupan a vérér haldzat utjan kertilhetnek az agyba. Egy malignus tumorsejt, ahhoz, hogy
agyi attétet képezhessen el6szor le kell szakadnia az elsédleges daganatrdl, behatolnia a
kozeli szovetekbe, majd attérve az érfalat intravazacidval bekerulnie a verkeringésbe.
gy jut el tavolabbi szoévetekhez, szervekhez, ahol extravazacioval elhagyja az
érhaldzatot, behatol az agyi kotszovetbe €s ott osztddas révén masodlagos tumorokat
képez. Az agyi metasztazis kialakulasaval kapcsolatos AFM-alapd nanomechanikai
méréseink célja a vérben keringé daganatsejtek a vér-agy gatat alkotd endotél-réteghez

torténé kitapadasadnak modellezése és vizsgélata volt.

I.1. Melandma - endotél sejt kdlcsonhatasok kozvetlen feltérképezése

A metasztatikus raksejteknek agyi kotOszovetbe vald extravazacidjaban szerepet jatszo
,,pasztazd” mechanizmusok modellezéséhez er6-térképeket készitettlink, egy-sejt
eréméréseket végezve az attétképzé melandma és az agyi endotél-sejtek kozott. A
konfluens agyi endotél sejtréteg tapadasi és rugalmassagi tulajdonsagainak kdzvetlen
feltérképezéséhez egyetlen daganat-sejttel funkcionalizalt konzolokat alkalmaztunk
szondaként. Az igy funkcionalizalt szonda alkalmas szamos nanomechanikai paraméter
meghatarozasara. Célunk a melanoma sejt és az agyi endotel réteg kozotti tapadasi erék
és rugalmassagi jellemzOk térbeli eloszlasanak meghatarozasa és elemzése volt. A
szakirodalomban sajnos nem talalhato egyértelmi modell, amely két éI6 (tetszbleges
alaku) sejt 6sszeérintése soran kapott gorbek alapjan leirja azok rugalmassagi jellemzait.
Ennek ellenére a  koOlcsonhatds  kiilonb6z6  munka-szeri  paraméterei  a

hattérmechanizmusok jo indikatorai lehetnek. Méréseink soran meghatéaroztuk a teljes



elasztikus (vagy deformaciés) munkat, amely a konzol elhajlasara és a ket sejt
deformécidjara forditodik, tovabba a mérési ciklus alatt disszipalt munkat, maximalis
tapadasi er6t, valamint a teljes tapadasi (vagy szétvalasi) munkat és két komponensét

(kdzeli és tavoli munka), amely a két sejt szétvalasat jellemzi.

Bar a sejt-sejt kozotti adhézids merések egyre tobb tanulmany alapjat képezik, mostanaig
egy €16 sejtréteg masik sejttel vald rugalmassaganak és tapadasanak térbeli leképezését
még nem publikaltak. Mivel a rovid-ideji intercellularis adhézids méréseink soran a
kdlcsonhatést kovetéen mindkét sejt deformaciot szenved, a kinyert paraméterek nem az
egyedilalld sejteket, hanem az "egész" rendszert jellemzik. Az egyes paraméterek
egymastdl valé fliggésének jobb szemléltetése érdekében kereszt-korrelaciés diagramot
készitettiink. Erdekes modon adataink azt mutattak, hogy a tapadasi tulajdonsagok csak
kismeértékben fuggenek az elasztikus jellemzOkt6l. A mért paraméterek kereszt-
korrelaciéinak vizsgalata kimutatta, hogy a szakadasok (tavoli-szétvalasok), a
deformacioval (kozei-szétvalasok) ellentétben, erésen hozzajarulnak a maximalis
tapadasi er6hoz és a teljes tapaddsi munkéhoz, ugyanakkor ravilagitott az elnyult

panyva-szerii kotések fontossagara a sikeres kitapadasban.

1.2. A melandma sejtek agyi endotél rétegre vald kitapadasanak dinamikaja

Mar évtizedek Ota ismert, hogy az egyes rakos sejtek alacsony rugalmassagi modulust
mutatnak az egészséges sejtekhez képest, ahogyan ez a legtobb rak tipusnal kidertlt [10].
Azonban az, hogy miképpen kapcsolodik a metasztatikus potencial a tumorsejt autonom
és mas sejtekkel szembeni nanomechanikai tulajdonsagaihoz, kevésbé feltart tertilet [11-
14]. Egy kovetkezd kisérletsorozatban, egy-sejt eré-spektroszkopiat alkalmazva, a
malignitas kiilonb6z6 szintjei és a tumor-endotél kolcsonhatdsok nanomechnaikai
paraméterei kozti kapcsolatot vizsgaltuk. Harom, kiilonb6z6 invazivitasi szinttel
rendelkez6, melanoma sejttipust (WM35, A2058 és A375) hasonlitottunk 0ssze. Az
intercellularis kolcsonhatasok mérése mellett minden esetben, ugyanazon melanoma
sejteknek a Petri-csésze sejtmentes feliiletével szembeni kolcsonhatasat is ellendriztiik.
Mivel nincs megfeleld modell, amely leirnd a két sejt 6sszenyomasabdl adodo elasztikus
és plasztikus jellemzoket, ezért a vizsgalt sejttipusok in situ rugalmassaganak

Osszehasonlitasa céljabdl egy 0j paramétert vezettink be, amelyet relativ



elasztikussagnak neveztlnk el. Ez a viszonylagos dimenzié nélkili paraméter a rendszer
altal végrehajtott remanens és teljes munka aranyaként volt meghatarozva. Az értékei 0
és 1 Kkozott valtoznak, ahol 0 a tokéletes plasztikussagnak, mig 1 a tokéletes
rugalmassagnak felel meg. A Young modulus, mint a leggyakrabban hasznalt paraméter
a sejtek rugalmassaganak jellemzésére, szintén meghatarozasra kerdilt. A tovabbi vizsgalt
paraméterek a maximalis tapadasi erd, valamint az egyéni szakadasi események szama,

mértéke és erintkezési ponttdl szamitott tavolsaga voltak.

A sejtmentes Petri csésze fellleten végrehajtott kontroll erémérések azt mutattak, hogy a
kapott viszonylagos rugalmassag tulnyomorészt a melanoma sejtek jellemzdje, melyhez
az endotélsejtek csak kis mértékben jarulnak hozza. Emellett a viszonylagos
rugalmassagban a melandmasejt-tipusok szerinti erds fiiggés volt megfigyelhetd, ahol a
WM35 sejtek bizonyultak a leginkabb rugalmasan deformalhaténak, melyeket az A2058
majd az A375 sejttipusok kovettek, egyre plasztikusabb alakvaltozast mutatva. A
viszonylagos rugalmassaghoz hasonléan a WM35 sejtek rendelkeztek a legmagasabb
rugalmassagi modulus értékekkel, majd az A2058 és végul A375 sejtek mutatkoztak a
legpuhdbbnak. A melandma sejtek és az endotélréteg dsszenyomasakor mért maximalis
adhézios erdk értékei a metasztatikussag meértékével ardnyosan novekedtek. Ugyanez az
endotél-mentes fellilet esetében nem volt megfigyelhet. Tovabba a maximalis adhézids
er6 forditott aranyossdgot mutatott a viszonylagos rugalmassaggal, mig egyenes
aranyossagot a szakadasok szamaval szemben. igy a nagymértékben metasztatikus sejtek
kulcs-jellemz6inek az alacsony viszonylagos rugalmassag, az erés tapadoképesség és a
nagyszamu egyéni szakadds mutatkozott. Az egyedi szétszakadasi események
mértékének és el6fordulasi tavolsaganak szamszersitése ugyanakkor rdmutatott, hogy
az invaziv melanoma panyva-szer(i kapcsolodasai meghatarozoak a metasztazis
képzddés folyamataban. A konfluens agyi endotél réteg és a hdrom kiillonbozd
invazivitdsu melandéma sejt kozott mért adhézids erddinamikai adatok ravilagitanak a
mechanikai tulajdonsdgok fontossagara az intercellularis folyamatokban. Emellett a

rugalmassagi és a tapadasi er6k biomarkerkent valo alkalmazasat is eldrevetitik.



I1. Az amiotrofias lateralszklerozis (ALS) nanomechanikai aspektusai

Az ALS egy haldlos neurodegenerativ betegség, amely az emberi mozgasrendszer
fokozatos leépulését okozza. Az ALS eredete az esetek 5-10%-aban 6rokletes, vagy
familiaris (fALS), mig a diagnosztizalt betegségek nagyobb része sporadikus eredeti
(SALS) [15]. A réz/cink- ion-kot6 szuperoxid-diszmutaz (SOD1) génjének mutécioja a
betegség kialakulasanak egyik f6 oka [16], mely a familiaris ALS 20%-aban [17] és a
sporadikus ALS 5%-ban mutathaté ki [15]. Az SOD1°%** mutans human gént kifejezd
transzgenikus egér j6 modellnek bizonyult a human ALS betegség esetében [17].
Kisérleteinkben ezen egérmodellbél izolalt primer sejtek nanomechanikajat vizsgaltuk,
mégpedig a limfocitak motoneuronokkal valo kélcsonhatasat, valamint a miotubulusok
elaszticitasat, melyek mind hozzajarulhatnak az ALS kialakulasanak pontosabb

megértéséhez.

I1.1. Kélcsonhatasi er6k motoneuronok és ALS egérmodellbdl izolalt T-sejtek

kozott

A T- sejtek, vagy mas néven T limfocitdk, kulcsszerepet jatszanak a sejtes
immunitasban, a potencialis korokozok felismerésében és Kiklszobolésében. Ezen
folyamatokban résztvevé erék és molekularis kapcsolatok leirdsara mar tébb tanulméany
szlletett, feltdirva az immunvalasz szamos aspektusat [18,19]. Ezen veégzetes
neurodegenerativ betegség patoldgidja dsszetett, amely nem korlatozodik az idegsejtek
autonom pusztuldsara, hanem tobb sejttipus hozzajarulasat és gyulladasos folyamatokat
is magaban foglal. Megéllapitottak, hogy az ALS korai szakaszat a segit6 (helper) T-
sejtek felhalmozodésa jellemzi [20]. Azonban a betegség eldrehaladtaval citotoxikus
CD8" T sejtek is behatolnak a kdzponti idegrendszerbe [21]. Ezen kolcsonhatasok
tanulmanyozasaval célunk az ALS egérbdl szarmazo CD8" T-sejtek, egyiittmiikoddink in
vitro ko-kulturas kisérleteiben kimutatott [22], kontakt-fiiggé neurotoxikus aktivitasanak
szamszeriisitése volt. Osszehasonlitva a vad tipusbdl és a mutins egérbdl izolalt
(SOD1%%*) CD8" citotoxikus T-sejteknek a vad tipusa egerekbdl izolalt
motoneuronokkal szembeni adhézids tulajdonsagait, szignifikans kilonbségeket
tapasztaltunk. A mutans egerekb6l szarmazd T-sejtek megnovekedett adhézids erdt

mutattak az egészséges egyedekbdl izolalt limfocitakéhoz kepest. Tovabba, a felismerd



folyamatokban résztvevé pMHC-I és a TCR molekuldk kozotti specifikus kotéseket
blokkolva, a mutans T-sejtek esetében szignifikdns adhézids-er6 csokkenés volt
megfigyelheté, mig a vad tipusu T-sejtek csak kis mértékben vagy egyaltalan nem
mutattak valtozast. Mindezek megerdsitik a citotoxikus T-sejtek hozzajarulasat az ALS

kialakuldsdhoz, mint az idegrendszeri degeneracid aktiv résztvevoi.

I1.2. ALS egérmodellbdl szarmazo miotubulusok elaszticitasa

Az izomsejt-képzodés egy tobblépéses és rendkivil szabalyozott folyamat. Az
alakulnak ki a miotubusok, amelyek tobb, centralisan elhelyezkedd sejtmagot tartalmazé
fejlod6é izomrostok. Bar szamos tanulmany megvizsgélta a kiilonb6zé eredetti, és
kiilonb6z6 differencialtsagi szinttel rendelkezd egészséges vazizomsejtek mechanikai
tulajdonsagait [23-25], kevesen kutattdk a betegségek vazizomsejtek rugalmassagara
gyakorolt hatasat, ezek kozil is a legtobb tanulmany féként az izomdisztrofiakra iranyult
[26-28]. Egy tovabbi tanulmany soran atfogd dsszehasonlitast végeztiink az egészséges
és az ALS-ben szenvedd egerekbdl szarmazé differencialt primer izomsejtek Young-
modulusara vonatkozéan. Nagy felbontdsu nanomechanikai térképeket készitettlink
egyedi  megnydlt mioblasztokrél és  kiilonb6zé  vastagsagi  multinuklearis
miotubulusokrél. Az egyedi mioblasztok esetében mért Young modulusban szignifikans
kilonbség mutatkozott azok centralis részein és végnydlvanyain mért értékek kozott.
Megvizsgaltuk tovabba a sejtek aktin és miozin tartalmanak az elaszticitasra gyakorolt
hatasat. Immunfluoreszcens képeken kimutattuk, a fuzié elétt allo aktinban gazdag
kapcsolddasi régidkat. Emellett szamszerisitettiik a kiilonb6z6 aktin és miozin kodolo

gének expresszids szintjét.

A miotubulusokra vonatkozoan kilénbségeket tapasztaltunk a vékony és vastag vad
tipusu miotubulusok rugalmassaga kozott, utalva a ket populacio kozti érettségi
kilonbségekre. Hasonld jelenség a SOD1 mutans miotubulusok esetében nem volt
megfigyelhetd. A vékony, kevéshbé érett miotubulusok rugalmassagi modulusa nem
mutatott szignifikans eltérést a vastagabb, ezért érettebb miotubulusokhoz képest. Ez a

megfigyelés, amely az ALS-eredetii miotubulusok fokozott autondm keményedéset



mutatja, lényeges lehet ezen gydgyithatatlan neurodegenerativ betegség lefolyasanak

megertésében.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy sejtszinti mechanikai vizsgéalataink két sulyos
betegseg  kllonb6z6  aspektusaira  irdnyultak, nagyban hozzajarulva azok
hattérfolyamatainak megértéséhez. Munkank, ugyanakkor alatamasztja az AFM-alapu
nanomechanikai moédszerek relevanciajat és fontos szerepét a kiilonb6z6é betegségek

patofizioldgiajanak,  kialakulasanak,  diagnosztikajanak  és  progresszidjanak

megismerésében, hozzajarulva akar uj hatékonyabb jovobeli terapiak kifejlesztéséhez.
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