Kutatasaink az dnszervezden, sok hasonlo sejt kolcsonhatdsa révén 1étrejovo bioldgiai
rendszerek, ezen beliil elsdsorban az embri6fejlodés sordn kialakul6 érhalozat és
extracellularis matrix (ECM) tulajdonsagainak vizsgdlatara irdnyulnak. Az elvégzett
kutatdmunka szerves része volt a sejtek viselkedésének megfigyelését lehetdvé tevd
mikroszképos és statisztikai elemzé€s technikdk kidolgozdsa is. A munkaterv bontdsa
szerint csoportositva, az OTKA tdmogatas segitségével az alabbi eredmények sziilettek:

1. Az érhalozat kialakulasat 1étrehoz6 sejtmozgasok kisérleti jellemzése.
la. Automatizalt mikroszkodpia és képanalizis.

Mivel az embriondlis szovetek kiterjedt objektumok, €s a fejlodd embrié mozog,
egyetlen statikus mikroszkép 14tdmezd sokszor nem elégséges a szovetszintl folyamatok
vizsgalatdhoz. Ezért, a rendszer automatizalt mikroszképjat egy altalunk kifejlesztett
haromdimenzids padsztazé algoritmussal vezéreljiik. Az eredményiil kapott tobb tizezer
kép automatikus Osszeallitdsat, a fokuszban latszo részletek kivdlogatdsat egy, szintén
altalunk kidolgozott és folyamatosan tovabbfejlesztett, programrendszer végzi. Ez a
kisérleti rendszer képezi alapjat az aldbbiakban ismertett eredmények nagy részének.

Az automatizdlt mikroszképos rendszer fejlesztéseként 1étrehoztunk egy olyan 4j
tipusu mikroszkdépra rogzithetd inkubdtort is, ami egyszerre tobb parhuzamos sejt- vagy
szovettenyészet megfigyelését teszi lehetové, optimalis koriilmények kozott. Jelentds
mértékben javitottunk a mikroszképos rendszert vezérld szoftveren, illetve a
képfeldolgoz6 programjainkon is. Az inkubdtort, illetve az automatizalt mikroszkép
szoftverét kollegdink tobb kutatéhelyen (Kisérleti Orvosi Kutatdintézet; Washigton
University; University of Kansas; The Stowers Institute for Biomedical Research) is
sikerrel alkalmazzak. Szamottevo eredményeket sikeriilt elérniink a sejt- €s szovetmozgas
automatikus képfeldolgozason alapul6 jellemzésére. Ahogy a kovetkezd pontban
részletesen ismertetjiik, egy kétlépcsds, prediktor-korrektor keresztkorrelacids algoritmus
[6] hasznélataval a képsorozatokbol meghatarozunk egy idoben €s térben lassan valtozo
sebességtér komponenst, amellyel a szovetmozgdsokat jellemezziik.

Ib Sebességterek €és trajektoridk meghatarozisa

Bevezettiink, és madarembridkon végzett kisérletekkel alatdmasztottuk a fejlodo
szoveteknek egy olyan képét, amelyben a szévet deformécidira szuperpondlddik a
szovetbe agyazott sejtek aktiv (€s korreldlatlanabb) mozgasa [1,6,7,12,13]. A sejtek aktiv
és passziv mozgdsanak elkiilonitésére kihasznaltuk, hogy a szoveti sejtek tobbségét
kortilvevo sejtkozotti allomdny (extracellularis matrix, ECM) nem képes aktiv mozgéasra,
és ezért az ECM tetszodleges komponensének nagyskaldju (digitdlisan szlrt) elmozdulésai
jol definiéljdk a sejtek kornyezetét alkot6 szovetnek a deformdcidit [7]. Kiillonbozd,
immunjeldlt ECM fehérjék mozgasat digitalis szlirokkel elemezve megéllapitottuk, hogy
az elmozduldsadatok hosszihullimi komponense idoben rendkiviil korrelalt €s minden
altalunk vizsgalt ECM 0Osszetevo esetében hasonld. Ezzel ellentétben, a rovid
hulldmhosszi komponens idoben korreldlatlan és ECM fehérje-specifikus.



Az altalunk javasolt felbontdsa az empirikusan észlelhetd sejtelmozdulasoknak
egy passziv és aktiv komponensre szamos eddigi, a sejtek aktiv mozgdasara épiild
fejlodésbioldgiai képet megviéltoztat: Egyes, fluoreszcens festékkel megjeldlt sejtek
mozgasat Osszehasonlitva az ECM elmozduldsokbdl szamolt szovetmozgasokkal
megmutattuk, hogy a madarembridk gasztruldcidja sordn hagyomanyosan aktiv
sejtmozgdsként értelmezett sejttest elmozduldsok jelentds része szarmaztathat6 az
elsoként altalunk szdmszerlsitett szovetmozgasokbdl, azaz valgjdban nem aktiv, hanem
passziv (advektiv) mozgas [12].

Az érfalat alkot6 sejtek az embriondlis fejlodés sordn, még a szivmiikodés kezdete
elott, egy halozatot hoznak 1étre [2,13]. Melegvéri gerincesekben ezt a hdl6zatot gyakran
tekintik onszervezonek: egyrészt az egyes szegmensek elhelyezkedése nagyfoku
valtozatossdgot mutat; mdsrészt nem azonositottak az egyes szegmensek jelenétével vagy
hianydval korreldlé géneket.

Fejlodd madarembridk automatizalt mikroszképos megfigyelésével megmutattuk,
hogy a kezdeti érhél6zat -- szamos kordbbi elképzeléssel ellentétben -- egy, az
axonnovekedéshez nagyon hasonlé sejtinvazidval torténik [2]. A kezdeti, egyenes
szegmensekbdl 4ll6 érhaldzatot ugyanis egy olyan, kollektiv sejtmigracids folyamat
hozza létre, ami sordn néhdny sejt egyiittesen, egy hosszu nyulvanyt formalva behatol a
sejtmentes ECM rostok kozé. Molekularis perturbacios kisérleteink alapjdn a
folyamatban kulcsszerepet jatszik egy, a sejt-ECM kapcsolddasért felelds (avb3) integrin
[2], és az ECM lebontdséaért felelds enzimcsalddok tobb tagja, igy az MMP2 is [18].

A kordbbi, nem fejlosd embridkban hanem in vitro vizsgalatok alapjan felallitott
elméleti modellek ezzel szemben egy olyan dinamikdt mutatnak, amiben a kezdeti
egyenletes sejtsliriiségben fokozatosan novekvo "lyukak" (avaszkuldris teriiletek)
jelennek meg. Az éltalunk leirt folyamatot sarjadzé vaszkulogenezisnek (vaszkulogenic
sprouting) neveztiik el [2,13]. Kisérleti vizsgélataink azt is megmutattak, hogy a
nagyskaldji szovetmozgasok szdmottevden hozzdjarulnak a korai foerek teriiletén a
sejtstriség megnoveléséhez [13].

Mesterséges (in vitro) koriilmények kozott tenyésztett sejtkulturdkat vizsgalva
megmutattuk, hogy szdmos sejttipus hajlamos a sarjadz6 vaszkulogenezis esetén
megfigyelt erdsen elnyult, tobbsejtl, linedris szegmensekbdl all6 konfiguricid
kialakitdsara [16]. Ez tehat egy generikus, sokféle sejttipus esetén is megfigyelhetd
jelenség -- ha a sejtslirliség elég magas ahhoz, hogy szdmottevd sejt-sejt kolcsonhatdsok
alakuljanak ki. A sejttenyészetek in vitro viselkedésének analizdldsaval rdmutattunk,
hogy a linedris szegmensek kialakitasdnak egyik fontos mozgatdeleme a sejtek
megvaltozott mozgésa erdsen anizotrop kornyezetben. A legfontosabb ilyen anizotrép
kornyezetet elnyult alaki, szomszédos sejtek jelentik. Feltételezéseink szerint ez annak
koszonhetd, hogy az elnyult sejtek merevebbek, €s szamos sejttipus preferdlja a merevebb
kitapadasi felszineket. Amint arrél a 3. pontban részletesebben beszamolunk, ezekre az
emprikus megfigyeléseinkre alapozva feldllitottuk a vaszkulogenezis egy uj elméleti
modelljét.

A sejtmotilitds egy olyan Osszetett biofizikai folyamat, aminek kvantitativ



elemzésére felhaszndltunk szdmos, a véletlen bolyongasok vizsgélatandl alkalmazott
statisztikai fizikai médszert. Mesterséges in vitro koriilmények kozott, egy
tenyésztdoedény aljan mozgd sejtekbol allo kisérleti rendszerekben meghatarozzuk a
sebesség autokorreldciok (illetve integraltja, a négyzetes eltdvolodds) idofiiggését, a
mozgés korrel4cids (perzisztencia) idejét, valamint esetleges szuperdiffuziv jellegét.
Ezek a statisztikai jellemzok jelentds mértékben a kornyezet, pontosabban a sejtfelszini
receptorok dllapotdnak a fiiggvényei. Ez, a sejtpopuldciok mozgasit jellemzd modszer igy
lehetdvé teszi a sejttenyészetekben bekovetkezd, gyakran molekuldaris szinth
beavatkozdsok funkciondlis hatdsainak érzékeny elemzését.

A sejt-ECM kolcsonhatasoknak kiemelkedden fontos szerepiik van a sejtek
szovetalkotasdndl. Ezért, munkédnk sordn megvizsgaltuk szamos, a sejt kornyezetét alkotod
ECM fehérje sejtmozgdsra gyakorolt hatasat. Az ECM fehérjék tobbségének specidlis,
sejtmozgdst szabalyozé funkcidja van az embriondlis fejlodés kiilonféle szakaszaiban, és
igy kozvetett titon a vandorl6 szoveti sejtek pozicidit hatirozzdk meg. Egy ECM fehérje
kiilonbozo sejfelszini receptorosztalyhoz kotddhet, €s ezek nem egyenrangi hatést
valtanak ki: J6l elkiiloniild receptorfunkcidkat azonositottunk a laminin esetében: a
laminin-1 legaldbb két receptorcsalddhoz is kotddik, az integrinekhez és a
disztroglikdnhoz [4]. Megmutattuk, hogy bar mindkét receptorcsaldd aktivéldsa noveli a
mozgéas atlagsebességét, de a mozgas perzisztencidjat a disztroglikdn receptor nem
valtoztatja meg [ref]. Az ilyen vizsgélatok egyrészt lehetdvé teszik a sejtviselkedés
célzott valtoztatasat a sejtfelszini receptorok specifikus blokkoldsdval vagy aktivalasaval,
madsrészt segitenek feltérképezni a sejtmozgast szabdlyz6 biokémiai reakcidhdlézat
miikodési logikdjat.

A sejtek mozgédsanak statisztikai elemzésére kidolgozott mddszereinket sikerrel
alkalmaztuk mas, az érhal6zat kialakuldsatol kiilonbozo, idegtudoményi problémék
esetén is. Embriondlis idegsejtek és asztrogliasejtek tenyészeteit vizsgdlva megmutattuk,
hogy az idegi differencidciéért részben felelds retinsav forrdsa az idegszovetben jelenlévo
asztroglia lehet [3]. Granulasejt tenyészetekben a sejtmagok mozgasidnak
nyomonkovetésével statisztikusan jellemztiik a granulasejtek differencidlédédsa sordn
bekovetkezd valtozasokat [5], valamint meghataroztuk az NMDA receptorok
alegységeinek funkciondlis hatdsat a sejtmag mozgdasara [17]. Megmutattuk, hogy a
differencial6dé idegsejteken végbemend NMDA receptor alegységeinek cseréje (2B
alegységrol 2C alegységre) szerepet jatszhat az éretlen neuronokra jellemzd motilis
fenotipus elvesztésében. Ezek az eredmények jol mutatjdk a sejtszintl fenotipusok
(motilitds, perzisztencia, sejt-sejt kapcsolatok stabilitdsa, stb) djszer(l statisztikus
elemzésében rejlo lehetoségeket.

2. Az embriondlis szovet viszkoelasztikus deformdcidinak vizsgdlata.

Az embritfejlodés megértése a temészettudomdnyok egyik legrégebbi kihivdsa. Az
anatomiai struktdrak kialakuldsat kisér0 sejt- €s szovetmozgasok szisztematikus



felderitése az elmult évtizedben valt lehetové, részben a fluoreszcens jel6ld molekulédk és
a szamitogépvezérelt optikai mikroszkopia technikdk (konfokalis, pasztazo, time-lapse)
elterjedése révén. A sejtek szovetalkotdsa, azaz a sejt-ECM szerkezet kialalkuldsa
nemcsak a fejlodésbioldgia egyik klasszikus problémdja, hanem a mesterséges szovetek
létrehozdsanak (tissue-engineering) egyik alapvetd kérdése is.

A fejodés korai szakaszdban az embri6 szerkezete drdmai mddon 4talakul:
maddarembridk esetében egy, latszélag forgdsszimmetrikus korlemezen eldszor egy
tengely, a primitiv csik alakul ki. Ezzel egyidoben elkezdddik a gasztrulacid, a
holyagcsira képzése. A gasztruldcié sordn sejtek vandorolnak a primitiv csikon keresztiil
az embri0 belsejébe, és kialakitjdk a kozépsod (mezodermadlis) csiralemezt. Bar a
gasztrulacio kiilonbozo szakaszai mar régdta ismertek, a szovetformélddas kinetikdjardl
és dinamik4jardl Iényegében nincsenek mérési adatok. Igy, a sejtek 4ltal kifejtett erdk
kapcsolata a szovetet formald erdkkel €s a deformélt szovetben felhalmoz6dé mechanikai
fesziiltséggel jorészt ismeretlen.

Az embriondlis szovetmozgésok feltérképezése koncepciondlisan sem egyszerdl,
hiszen a szovetet jorészt aktiv mozgdésra is képes sejtek alkotjak. Bar az ECM fehérjék
onmagukban nem képesek mozgdasra, sejtfelszini receptorokhoz kiétddve részt vehetnek a
sejt mozgéasdban. Ezért a szovetmozgast egy olyan, térben €s idoben lassan valtoz6
sebességtérként definidljuk, aminek az értéke egy adott pontban azonos az ott
elhelyezkedd sejten kiviili szovetkomponensek (ECM) dtlagos sebességével [7]. Az 1b
pontban leirt algoritmus az embridk fejlodés sordan bekdvetkezd deformacioit hatarozza
meg automatikusan, operatori beavatkozds nélkiil [6].

Egy madarembridkon elvégzett kisérletsorozattal feltérképeztiik a korai
embriogenezist jellemd szovetmozgdsokat. Immunjelolt ECM jelzorészecskékkel és
pasztazo optikai mikroszkopidval megmutattuk, hogy a gasztrulacié folyamatat kisérd
szovetmozgasok jol leirhatok egy olyan tovaterjedd mintdzatként, ami az embrié mindkét
oldalan egy-egy, ellentétes irdnyban forgd orvényt tartalmaz [7]. Ezek a szovetdramlasok
lényeges médon megvaltoztathatjdk a szovet slirliségét (illetve annak kétdimenzids
vetiiletét), valamint bizonyos helyeken jelentds deformacidkhoz vezetnek.

Az ECM szerkezete és 0sszetétele alapvetden befolydsolja a szoveti sejtek
mikodését, tovabba a sejt-ECM kapcsolatnak fontos szerepe van a szovetmozgasok
meghatdrozasara kidolgozott modszeriinkben. Ezért sejtkulturakkal és fejlodo
maddrembridkon végzett vizsgilatokkal részletesen tanulmdnyoztuk az ECM
Osszeallasat, €s az ECM szerkezetének valamint a sejtmozgasnak a kapcsolatat. Hirom
kozleményben szdmoltunk be a sejtek kollektiv mozgdsa soran kialakitott ECM
halézatok onszervezodésének dinamikdjardl [8,9,11]. Nagy sejtstirliségii tenyészetekben
megfigyelhetd a szekretadlt ECM fehérjék 0sszedlldsa egy jellegzetes, kezdetben linedris
szegmensekbdl felépiildo halézattd. Vizsgélataink alapjan ez az Onszervezddés egy
sejtmozgds altal hajtott hierarchikus folyamat. Tobbféle, nem feltétleniil ugyanabba az
ECM szerkezetbe €piild 0sszetevo (fibronektin, elasztin, fibrillin-2 és MAGP) esetén
megéllapitottuk, hogy nagyfoku korreldcié figyelhetd meg a sejt felszinén taldlhaté ECM
csomagok, és a kozeli sejtszervecskék elmozduldsa kozott. Erdekes médon, a sejtmozgds
egyre nagyobb méretli linedris struktirdkba rendezi 6ssze az ECM alkotéelemeket. Ezek
a struktdrak visszahatnak a kornyezo sejtek mozgdasara, és a kozeli sejtek elmozdulésait



rendezetté teszik. Megmutattuk, hogy a vizsgélt tenyészetekben a sejtek kollektiv,
hosszitavon korreldlt mozgdsa mozgésa egyiittjar a nagyméreti ECM struktirak
megjelenésével [8]. Igy a sejtsebességek térbeli korreldcids hossza egyiitt nd a
fokozatosan kialakulé6 ECM struktirdk méretével. Feltételezéseink szerint a kollektiv
(rendezett) mozgas kialakuldsanak hatterében a sejt-ECM mechanikai kontinuumban
ébredo fesziiltségek és a sejt mozgasirdnyat kijelold biokémiai mechanizmus kapcsolata
all. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy szdmos mads esetben is a sejtek kollektiv
mozgésaért a sejtek kozott mechanikai kapcsolatot biztosité ECM kialakuldsa all.

2004 ¢6ta folyamatban van egy, az egyedi sejtek dltal egy kiilsd vizskoelasztikus
kozegre haté mechanikai erdk mérésére alkalmas mdédszer megvalositdsa is. A kisérletek
sordn a sejteket egy valtoztathat6 rugalmas paraméterekkel rendelkezd akrilamid gél
ECM fehérjékkel bevont felszinére helyezziik. A gélbe dgyazott fluoreszcens
mikrogyongyok elmozdulédsaibol kovetkeztetni tudunk a gél felszinén ébredd, a sejtek
altal kifejtett erOk eloszlasdra. Az erdk meghatdrozdsiat megneheziti, hogy méréseink
szerint a probléma gyakran alkalmazott Bousinessq-féle egyszer{isitése (végtelen
rugalmas féltér feliiletére szamolt kapcsolat a kétdimenzids elmozdulds és
erokomponensek kozott) a gél véges vastagsdga, valamint az optika véges
mélységélessége miatt nem jOl alkalmazhatd. Ezért egy vak (blind) dekonvolicids
algoritmust fejlesztiink ki, amely az empirikus elmozduldsadatokbdl egyszerre hatdrozza
meg az erdk eloszldsat és a gél sulyfiiggvényét is. A modszeren egy fizikus szakdolgozé
hallgat6 (Nagy Gergely) dolgozott [10], 4j eredményekkel kibovitett szakdolgozata egy
késziild publikicié alapjaul szolgal.

A gélelmozduldsok analizise azoban elegendd volt a kdvetkezd, a sejtmozgas
biofizikai hatterét megalapoz6 eredmények eléréséhez. (1) Kiilonbozo fejtfelszini
receptorok (integrinek, disztroglikdn) specifikus blokkoldsaval megmutattuk, hogy nem
minden receptor csaldd vesz részt a mechanikai erok kozvetitésében. Bar a disztroglikan
jelatviteli szerepe 0sszemérhetd az integrinekével, a disztroglikan-ECM kapcsolatok
megszakitdsdval egydtaldn nem csokken a sejtek dltal a kornyezetre kifejtett hizéerd [14].
(2) Elnyujt sejtekben megfigyelhetd oszcilldlé magmozgést elemezve megmutattuk, hogy
a gél elmozdulésai konzisztensek egy olyan mozgaté mechanizmussal, ami a sejt elejénél
(vezetd €lnél) kihorgonyozva hizza eldre a magot. Ismert motorfehérjék farmakoldgiai
gatldszereit alkalmazva megmutattuk, hogy a mozgaté mechanizmusban mind a miozin
IL, mind a kinezin eg5 véltozata is részt vesz [20]. A sejten beliili magmozgés tehét egy
kompozit motorrendszer eredménye. Kutatdsaink folytatdsatol azt varjuk, hogy
hamarosan képesek lesziink meghatdrozni a fejlodd embridban megfigyelhetd
szovetmozgasok hajtéerdinek térbeli eloszlasat is.

3. Sejt-sejt és sejt-extracelluldris métrix kolcsonhatdsok modellezése.

Feléllitottunk, és szimulacids vizsgélatokkal alatdmasztottunk egy hipotézist, mely szerint
a hdlézatformélds sordn az érsejtek mozgdsa a szomszédos sejtek mechanikai dllapotaval
korreldl [6,13]. A modellben a sejtmozgést egy perzisztens véletlen bolyongéssal irjuk le,
amiben a sejt-sejt kdlcsonhatdsok determinisztikus ,,drift" tagokként jelennek meg. A
vonz6 kolcsonhatds aszimmetrikus, és a partnerek kornyezetének aszimmetridjatol fiigg:



minél anizotrépabb a kornyezet, feltehetden anndl elnyudjtottabb a sejt, és ezért nagyobb
val6szinliséggel migralnak oda a kornyezd sejtek. Ezt a spekulativ

modellt numerikusan vizsgaltuk és 6sszehasonlitottuk kiilonféle, hal6zatokat képzd sejtek
tenyészeteiben megfigyelhetd mintdkkal. Megmutattuk, hogy a modellben kialakul egy
kvazistacionarius allapot amiben a feliileti fesziiltségbdl szarmazé durvulds egyensulyt
tart az U 4gak keletkezésével. Ebben az dllapotban nagyon alacsony, 0.2 koriili a
perkolécids kiiszob, valamint a struktirdk karakterisztikus mérete (az empirikus
morfometriai adatokkal 6sszhangban) csak gyengén fiigg a sejtstrliségtol.

Az elnyult sejtekhez torténo preferalt adhézid hipotézisét a fenti
részecskemodellen kiviil megvizsgaltuk egy aszimmetrikus Potts modellben is, ahol az
egyes sejtek alakjat a Potts modell egy-egy doménje reprezentélja. Az aszimmetria a
modell dinamikéjaban, a kovetkezd mddon jelenik meg. Az egyes Monte-Carlo
1épésekben egy véletlenszerlien valasztott spin dllapota egy szomédos racspontra
masolddik. A 1épés megtételének valoszinlisége fligg a szomszédos klaszterek alakjatol,
és 1igy nem ekvivalens hogy egy 1j klaszterhatart melyik klaszter megvaltozasa hozza
létre. Azaz: egy elnyujt "A" klaszter mellé nagy valdszinliséggel terjeszkedik egy kevésbé
elnyult "B" klaszter. Ugynazt az AB klaszterhatart kisebb valdszinliséggel hozza 1étre az
"A" klaszter terjeszkedése. Ahogy azt egy késziild dolgozatban megmutatjuk, ez az uj,
nemegyenstlyi dltaldnositdsa a Potts modellnek megfelelden irja le a kdlcsonhat6 sejtek
viselkedését egy széles paramétertartomanyban [19].



