Zarojelentés

OTKA F49795

Projektvezet6: Szab6 Balint

Budapest, 2008.



Osszefoglal6

A projekt harom éve alatt a kovetkezd négy teriileten értiink el kutatasi eredményeket:

Sejtek kollektiv mozgésa 2-dimenzidban.
Idegi Ossejtek és glia sejtek kolcsonhatdsa.
Nydalmirigy sejtek in vitro regeneralédasa.
A sejtmag vandorlasa.

el NS

A fenti négy témakor koziil az elsé kettdben mar megjelentek publikiacidink a Phys. Rev E-
ben és a FASEB J-ben, a harmadik téma eredményei elfogaddsra varnak a kézirat kisebb
modositdsai utdn a Tissue Engineering c. foly6iratndl (IF: 2.89), a negyedik témdaban néhdny
héten beliil fogunk publikdlni.

Emellett jelentés miiszerfejlesztési feladatokat oldottunk meg a szamitogép-vezérelt
fluoreszcens mikroszképidval kapcsolatban, melyek alkalmasak az ipari hasznositdsra is. Igy
az OTKA pélyéazat harom éve alatt tovabbi harom pélyazatot nyertiink el miiszerfejlesztésre.
Ezek a kovetkezok:

1. GVOP-3.3.1-05/1.-2005-07-0003/3.0: Mikroszképasztalra szerelhetd mini-
inkubatorok intelligensen szabdlyozott prototipusa.

2. ELTE CellKomm Regiondlis Egyetemi Tudaskézpont (RET), 6.1-es projekt:
Videomikroszkdpos berendezés, szoftver és eljaras fejlesztése.

3. Innocsekk: Mikroszképasztalra szerelhetd szamitégép-vezérelt fluoreszcens pasztazo
sejtvalogatd mikropipetta prototipusanak kifejlesztése.

A fenti kutatdsi és fejlesztési eredmények mindegyike a sejtmozgds és proliferacié
videomikroszképos vizsgdlatin alapul. Mikromanipuldlt struktirdkat a sejtek kollektiv
mozgédsanak tanulmdnyozdsakor és a sejtmag hosszd tdvi vandorldsanak vizsgélatdhoz
alkalmaztunk.

Az aldbbiakban részletezziik a négy kutatdsi téma eredményeit.



1. Sejtek kollektiv mozgasa 2-dimenziéban

Halpikkelybdl preparalt borsejtek, un. keratocita sejtek kollektiv mozgédsat vizsgaltuk
milanyag Petri csészében és kétdimenzids fizikai mikrostruktirdk (mikro-szobdk és folyosok)
belsejében. A sejteket hosszu tdvi videomikroszkopia segitségével figyeltiik: rogzitettiik
mozgdsukat 24 6rdn keresztiil 1 perces mintavételi sebességgel. A 2D feliileten mozgé egyedi
sejtek mozgdsa véletlenszerli, perzisztens bolyongdsra emlékeztet. A sejtek feliileti
stirliségének novelésével azonban a mozgds statisztikus rendezettsége nd. A sejtszdm
emelésével kinetikai fazisatalakuldst tudtunk indukdlni rendezetlenbdl rendezett fazisba. A
kritikus stirliség kozelében komplex viselkedés figyelhetd meg, a sejtek kolcsonhatd
klaszterekbe rendezddnek. A kisérleti eredmények Uj ,,flocking” modell (kollektiv mozgést
leir6 szamitégépes modell) feldllitdsat inspirdltdk. A modellben csak rovidtava kolcsonhatast
tételeztiink fel, amelyben nincs explicit informacié a szomszédos sejtek mozgasanak
irdnyardl. Szdmitégépes szimuldcidink folytonos féazisatalakuldst mutattak. A sejteket
mikrofabrikélt aréndba helyezve érdekes 6rvényld kollektiv mozgést tapasztaltunk, melyet a
szimuldcidkban reprodukéltunk.
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Faziskontraszt felvételek a sejtek tipikus viselkedésérdl hdarom kiilonbozd siiriiség mellett. (a) 1.8, (b) 5.3, (¢)
14.7 cells/100x100 um®. Megfigyeltiik, hogy a sejtsiiriiség novelésével a sejtmozgdsban kollektiv rendezédés
kovetkezik be. (Az egyedi sejtek sebessége nagyobb, mint a koherens csoportokban mozgoké.) Skdla vonal
hossza: 200 um. (d)—(f) A sejtek sebessége. A skdla vonal 50 um/perces sebességnek felel meg. Kisérleti videok
és szimuldciok a kovetkezo cimen taldlhatok: hitp://angel.elte.hu/~bszabo/collectivecells/
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A kisérleti rendparaméter (V) a normdlt sejtsiiriiség (p*=p/pn.) fiiggvényében. A p sejtsiiriiséget a pa.
maximdlis megfigyelt stiriiséggel, 2.5x107 sejt/,umz-rel normdltuk, a hibakorldtok a standard hibdt mutatjdk.
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A szimuldciokbol szamolt rendparaméter (V) dtlaga és standard hibdja a normdlt részecskeszdmsiiriiség
(P*=p/Pmax) fliggvényében. A gorbe minden pontja 1000 részecskével torténd, minimum 10 fiiggetlen szimuldcids
futtatdsbol szdrmazik. A beillesztett kis dbra In(V) vdltozdsdat mutatja (p-p.)Vp.fiiggvényében. Az illesztett egyenes
meredeksége a O kritikus exponenshez kothetd. A skdldzdsi tartomdny jelentds mérete valamint az exponens
numerikus értékének hasonlosdga kordbbi modellekkel nyert eredményekhez folytonos fdazisdtalakuldst jelez.



Mikroszkdpos felvétel egy 2x2 mm*-es mikrofabrikdlt aréndban keringd sejtcsoportrol. A fekete nyilak az egyes
sejtek sebességét jelolik. A négyzet alakii aréndba szoritott modell sejtekkel végzett szamitogépes szimuldciok
keringd mozgdst mutatnak a modell paraméterek széles tartomdnydban.

Kisérleti mikroszképos videdink €és szimuldcidink a kovetkezd cimen taldlhatok:
http://angel.elte.hu/~bszabo/collectivecells. Eredményeink részletesebb bemutatdsa szintén
megtaldlhatd itt, ill. a Phys Rev E 74, 061908 (2006) cikkiinkben.




2. Idegi 6ssejtek és glia sejtek kolcsonhatasa

Az asztroglia (vagy asztrocita) sejtek szerepe dontd fontossdgu az idegi sejtek kialakuldsakor
a kozponti idegrendszerben. Az tGjabb eredmények azt mutatjdk, hogy a posztnatalis (sziiletés
utdni) neurogenezis kulcsfontossagu regulatorai kozé tartoznak. Azt mar ugyan bizonyitottak,
hogy az asztrocita sejtek képesek Ossejteket az idegsejtté valdshoz vezetd dton elinditani, de
csak keveset lehet tudni az asztroglia eredetli elkotelezd szigndlokrdl. Arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a transz-retinsav (amely az egyik leghatékonyabb idegsejti elkotelezodést
szabdlyoz6 morfogén molekula) lehet az egyik meghatdrozé glia eredetli szigndl, amely az
asztroglia-indukélt neurogenezist kivaltja. Egymast kiegészitd és megerdsitd eredményeink
alapjdn megmutattuk, hogy az asztrocitikban kifejezédnek a retinsav termeléséhez
kulcsfontossagi enzimek mRNS-ei, és aktivan termelnek transz-retinsavat. Azt talaltuk, hogy
a retinsav hatdsdnak blokkoldsa az AGN193109-es szdmui pan-RAR -retinsav receptor-
antagonistival megakadédlyozza az el nem kotelezett Ossejtek idegsejtté alakuldsat glia
sejtekkel valé indukcié esetén. Igy erés in vitro bizonyitékot taldltunk arra, hogy az
asztroglia-indukalt idegi differencidcié egyik fontos szignélja a retinsav. Eredményeinket a
FASEB J. 21(10), 2496-509 (2007)-es cikkben publikéltuk.

Day0 Dayl  Day2

t

i

D~ M

"it ’5{ : ] N . -

SN N2-02 I2EU0I U0

o - - . : | - o L g
RAR antagonist100 nM ) _ JRAR antagdriist 100nM T, "=

c . - F G k : -
€8 1, o
. L . <
. MR -
RA 10 nM _l";r". y ™ '

D S’ : 1
o 2 r e AP " 3 8

° L/
RAR antagonist 100 nM

BINYN3-03 192U

A retinsav blokkoldsa megakaddlyozza az NE-4C neuroektodermdlis progenitor (idegi dJssejtek) sejtek
aggregdloddsdt. A videomikroszkopos felvételek az NE-4C sejtek in vitro fejlodését mutatjdk monokultiirdban (A-
D) és asztroglia sejtekkel kozos, vin. kokultiirdkban (E-H). (A-D) Monokultiirdkban az NE-4C sejtek megtartottdk
osztoddsi képességiiket 3 napig a szérummentes tapban. 10 nM-os retinsav koncentrdcio mellett a sejtek kompakt
aggregdtumokat hoztak létre. 100 nM pan-RAR antagonista (a retinsav receptordhoz kotodo antagonista drog)
megakaddlyozta a retinsav-indudlt aggregdciot a retinsav beaddsa eldtt adagolva. (E-H) Mind a nem kontakt
(E-F), mind a kontakt (G-H) asztrocitds tenyészetekben a az NE-4C sejtek siirii aggregdtumokkd ndttek
hasonloan a retinsavval kezelt monokultiirdkhoz. A pan-RAR antagonista blokkolta a az asztroglia- indukdlt
aggregdtumok kialakuldsdt is (F, H). *: sejtaggregdtumok, a skdla vonal a jobb alsé sarokban 25 pum-t jeldl.



3. Nyalmirigy sejtek in vitro regeneralédasa.

A projektben résztvevd kutatdk a kézirat szerzdinek sorrendjében: Szldvik Vanda, Szabd
Balint, Vicsek Tamads, Barabds Jozsef, Bogddn Sandor, Gresz Veronika, Varga Gébor, Brian
O’ Connell, Vag Janos. A kutatdst a Semmelweis Egyetem Ordlbioldgiai Tanszékével
egyiittmiikodésben végeztiik.

A sejtbioldgiai kutatdsok egyik fontos teriillete a szOvetregeneracid. Kisérleteinkben
szajsebészeti mitétek sordn eltdvolitott dllkapocs-alatti nydlmirigyszovet sejtjeinek
regenerdlddasi folyamatait vizsgéltuk. A szovetmintdbol mechanikai apritds €s enzimatikus
emésztés sordn nyert sejteket plasztik aljzatra iiltettiik, az igy kapott Gn. primer tenyészetben
(PTHSG: Primary Total Human Salivary Gland) a sejtek 1 sejtrétegben (monolayer-ben)
noéttek. A PTHSG kultdrdkat enzimatikus emésztéssel egyedi sejtekre izoldltuk, majd 3
dimenzids gél (BME: Bazilis Membran Extraktum) aljzatra szélesztettiik. Féaziskontraszt
videomikroszkopia segitségével 24, 72 és 168 oran keresztiil vizsgaltuk a sejtek mozgdsat. A
nyalmirigysejtek a gél aljzaton 24 Ora alatt olyan tobb sejtbdl allé6 aggregdtumokka
szervezOdtek, melyek morfoldgidja €s szovettani sajitossdgai jellemzOek az intakt
nyalmirigyre. A gél feliiletén Ujraszervezddott struktirdk sejtosztddasi, génexpresszids €s
fehérje-expresszids sajatossdgai is az intakt mirigyre jellemzé médon véltoztak. A PTHSG
tenyészet, mint modell valésziniisiti, hogy a felndtt emberi nydlmirigy regenerdcidra képes,
BME feliiletén az izoldlt sejtek djraszervezik kordbbi struktdrdjukat és az érintetlen mirigy
morfoldgiai és funkciondlis sajatsagait mutatjik.

Fdziskontraszt felvételek egy 24 ords filmbol, amelyen megfigyelheté az acinotubuldris struktirdk kialakuldsa a
BME (bazdlis membrdn extraktum) felszinén.



4. A sejtmag vandorlasa

Megjegyzés: publikacié elotti eredményeinket a sejtmag vandorldsar6l bdévebben
mutatjuk be az aldbbiakban, mivel a kdzlemény csak a késObbiekben lesz hozzaférheto a
Szab6, B., Kornyei, Z., Unnep, R., Méhes E., Vicsek, T., Czirdk, A: ,,Centrosome
positioning and traction force in nucleokinesis: the role of myosin-II” cimi
kozleményiinkben. {Korabbi cikkiink a témdban: B. Szabd, Zs. Kornyei, J. Zach, D.
Selmeczi, G. Cstcs, A. Czirék and T. Vicsek: Auto-reverse nuclear migration in bipolar
mammalian cells on micropatterned surfaces, Cell Motility and the Cytoskeleton 59(1),
38-49 (2004). http://angel.elte.hu/cellmot/nuclearmotility/}

Bevezetés

A sejtmag véandorldsa, vagyis a nukleokinezis nélkiilozhetetlen folyamat sok eukaridta
sejtben az élesztdgombitdl a gerincesekig. A sejtmag vandorol sejosztédaskor az
élesztokben, legyekben és bizonyos esetekben gerincesekben is. A sejtmag vandorlasat
gatld genetikai mutdciok sulyos emlds betegségekben, igy pl. lizenkefdlidban, azaz
kérosan struktirdlatlan sima agyban nyilvanulhatnak meg. A biofizikai szemszogbol
érdekes, a sejtmagot hajté erd szerv és sejttipus specifikus lehet. Mig a mikrotubulusok
minden vizsgédlt esetben nélkiillozhetetlennek bizonyultak a sejtmag mozgatdsidban
allatokban, egy sor egyéb eredetii mechanizmus is elképzelhetének tiinik. ElesztSben és
mesterséges model rendszerekben a csillagszerli mikrotubulus rendszer onmagdban is
képes aktivan poziciondlni a kozpontjit és az ehhez csatlakoz6 sejtmagot. A
mikrotubulusokat huzni képes motorfehérjék szintén szamos esetben hozzdjarulnak a
sejtmag mozgatdsidhoz pl. a C. elegans féregben és a Drosophila 1égyben. Ekkor az
aszimmetrikusan eloszlé mikrotubulus-motorok hizzdk abba az irdnyba a sejtmagot,
amerre tObben vannak, és/vagy nagyobb az aktivitisuk. Emlds idegsejtekben a sejtmagot
mozgaté elsé szamu (mikrotubulus) motor a citoplazmatikus dinein.

Az egyedfejlodésben és a sejtélettani mitkodésben betoltott fontos szerepe ellenére a
sejtmagot mozgatdé mechanizmus kevéssé ismert a gerincesekben. A rovarokban é&s
férgekben szokdsos mikrotubulus alapu poziciondldshoz hasonlé mechanizmusok ugyan
mar sokakban felmeriiltek, a sejtvdndorldssal, és az azt kivalto effektusokkal rokon
mozgaté motorok is széba jonnek. A sejtvandorlast elsésorban az aktin-miozin rendszer
hajtja, nem pedig a mikrotubulusok, melyek elsddleges szerepe ekkor a sejt biokémiai
polarizdldsa, azaz a sejt elejének és végének meghatdrozdsa. A dinein és mizozin altal
kozosen kifejtett huazéerd feltételezése véleményiink szerint egy komplexebb ¢és
realisztikusabb modellt eredményezhet.

Az idegsejtek polarizélt struktirdja nyilvanvalé a sejtmag vandorldsa sordn. A legtobb
tanulmany szerint ugyan a polarizacio er0sen korreldl a centroszOma pozicidjaval, azaz a
sejtmaghoz képesti helyzetével, friss irodalmi eredmények szerint a mikrotubulus-fiiggd
magmozgas fiiggetlen a centroszoma pozicidjatol. A csillagszeriien elrendezett (asztralis)
mikrotubulusokat rendezd kozpont, a centroszoma fontos szerpet jatszik a sejtmag
vandorldsdban. Ha a sejtet mozgat6 er6t a mikrotubulusok fejtik ki, akkor a centroszéma
pozicidja meghatdrozza, hogy hiz6 vagy told erd hajtja a sejtmagot. Ha a mikrotubulusok
szerepe a sejtmozgdsban a sejtpolarizdcié fenntartdsa, akkor is jelentds informdcié a
centroszoéma poziciéja. Ugyanakkor elképzelhetd, hogy nincs elsddleges meghatirozé



szerepe a centroszOma helyzetének a sejtmag véndorldsakor, ahogy az irdnyitott
sejtmozgaskor sem egyértelmil, és pl. a sejt tipusatdl is fligg, hogy a centroszéma inkdbb a
a mag el6tt vagy mogott halad. Az irodalmi adatok alapjan azok a mikrotubulusok is
hozz4ajarulhatnak a sejt polarizaldsahoz, melyek nem a centroszéméabdl erednek.

Egy gerinces sejtvonalon (azaz muticié sordn szdmtalan osztédasra képessé valt
sejttipuson), a C6 sejtekben vizsgéltuk a nukleokinezist, amit altaliban elfogadnak a
fejlodé idegrendszerben lezajlé tun. interkinetikus magvandorlds in vitro modelljének.
Ahogy kordbban beszamoltunk réla, az elnyult, bipoldris C6 patkdny glioma sejtek
oszcilldld6 magmozgast mutatnak mikozben a sejt egésze lényegében egy helyben all.
Feltérképeztiik a sejtek altal kifejtett erdt, és meghatdroztuk a centroszéma pozicidjat
GFP-centrinnel transzfektédlt sejtekben. Ezen kisérletek alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a sejtmagot magéban foglald sejttestet a sejt eleje felé hizé er6 mozgatja,
valamint a véarakozdsokkal ellentétben a centroszéma és a sejtmag relativ helyzete nem
hatdrozza meg a sejtmag vandorldsanak irdnydt, viszont hatdssal van a sebességére. A
miozin-II motorfehérjét blokkolé drogok (blebbisztatin, ML-7) segitségével azt taldltuk,
hogy a sejtmagot két kiillonbozd eredetli erd hajtja. Az egyik eré mikrotubulusfiiggd, ez a
centroszOmandl hizza a sejtmagot. A masik eré miozin-II eredetii, és a centroszématdl
fliggetlen modon hizza a sejtmagot. Hipotézisiink szerint a centroszoma helyzetét a két
erd ardnya szabja meg, melynek bizonyitdsdhoz tovabbi kisérletekre lesz sziikség.

Kisérleti eredmények

A centroszoma pozicidja a sejtmag vandorlasa soran. A C6 patkiany glioma sejteket
stabilan transzfektaltuk a GFP-centrin génkonstrukcidval, hogy parhuzamos faziskontraszt
és epifluoreszcens videomikroszképidval kovethessiik a centroszomdjukat a sejtmag
vandorldsa sordn. A pardnyi centroszomakat jol tudtuk kovetni napokon keresztiil 40x
objektiv és a sajat fejlesztésti CellMovie mikroszkép-inkubdtorunk segitségével. Ahogy
kordbban beszamoltunk rdla, az elnyilt C6 sejtek oszcillilé magmozgéast mutatnak a sejt
egészének jelentds vdandorldsa nélkiil. A jelenség indukdlhaté mikromintdzatok
segitségével: a 20 um széles fehérje csikokra szoritott sejtek elnyult alakot vesznek fel,
melynek kovetkezménye az aktiv sejtmagvandorlas.

A GFP-centrin génkonstrukcioval transzfektdlt C6 sejt fdziskontraszt képe 20 um széles mikrofabrikdlt
fibronektin csikon. A fluoreszcens kép ismeretében a centroszomdt a fdziskontraszt képen zold ponttal
jeloltiik. A sejt magja jobbra mozgott a kép készitésekor, ami azt jelenti, hogy a centroszoma ebben az
esetben a sejtmag eldtt volt.

A sejtmag sebessége és a centroszoma helyzete kozti Osszefliggés statisztikus vizsgalatira
meghatdroztuk a sejtmag és a centroszéma egyidejii pozicidjat a faziskontraszt és a
fluoreszcens  videomikroszkopos felvételek alapjan. 3 fiiggetlen kisérletben
kivalasztottunk 10 sejtet, melyekben a sejtmag meggy6z0 mdédon vandorolt: sebessége



meghaladta a 15 pm/6rat. Osszesen n=166 pontban mértiik a 10 sejt magjanak és
centroszoméjanak helyzetét, ill. szamoltuk ezek sebességét. A centroszomat mindig a
sejtmag kozelében talaltuk, az eloszlds nem mutatott korrelacidt a sejtmag mozgdsanak
(azaz a sejt polarizdcidjanak) irdnydval, ahogy a fenti dbran lathat6. 82 esetben volt a
centroszoOma a sejtmag kozéppontja eldtt, 84-szer mogotte. Az eloszlds két ,,farka”
ugyanakkor aszimmetrikus (Wilcoxon teszt, p<0.05): a 8 um-nél nagyobb tdvolsdgok
esetén a centroszoOma gyakrabban volt a sejtmag mogott, mint eldtte. Tovabbi
aszimmetridt mutat a sejtmag sebessége és a centroszoma helyzete kozti Osszefiiggés: a
sejtmag dtlagos sebessége kisebb, amikor a centroszéma a mag eldtt helyezkedik el.
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A centroszoma relativ pozicidja a sejtmag kozéppontjdhoz képest a sejtmag vdndorldsa alatt elnyiilt,
bipoldris sejtekben. A koordindtarendszer pozitiv x tengelyét a sejtmag mozgdsdnak irdnydban, az elnyiilt
sejt tengelyével azonos irdnyban vettiik fel. 10 sejtben kovettiik a sejtmag és a centroszoma pozicidjdt,
melynek eredményeképp szimmetrikus eloszldst kaptunk. Azaz a sejtmag mozgdsdnak (ill. a sejt
polarizdcicjdnak) irdnya a normdl C6 glioma sejtekben nem korreldl a centroszoma pozicidjdval.
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A sejtmag dtlagos sebessége a centroszoma relativ pozicidjanak fiiggvényében. A sejtmag gyorsabban
mozog, amikor a centroszoma a sejtmagndl hdtrébb helyezkedik el. Az eltérés nem tilzottan nagy, de
szignifikdns.
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A centroszoma pozicigja a sejtmag
forgasa soran. A sejtmag forgdsa a
sejtmag  vandorldsdhoz  hasonldan
megfigyelhetd faziskontraszt
videomikroszképidval, azonban nem
az elnyult bipolaris sejtekben, hanem
lapos, Kkiteriilt sejtekben, ahol a
sejtmag alakja diszkoszszerli. Azt
talaltuk az  irodalmi  adatokkal
Osszhangban, hogy a sejtmag forgésa
fliggetlen a  centroszomatol. A
magforgds kiilonosen gyakori a
mitotikus sejtosztddds (mitdzis) elott.
A sejtek 83%-a (n=35) mutatott
kifejezett magforgast mitdzis elott,
mig az osztédds utdn a sejtek - - 0
minddssze 7%-ban forgott a sejtmag t_0'3hl CL—1 00
(n=45). Ahogy az dbra mutatja, 2.5 éra
alatt a sejtmag megtehet egy teljes
fordulatot anélkiil, hogy a
centroszoma jelentdsen elmozdulna.

t=1.5h, a=220°

t=2.5h, a=350°

A sejtek altal kifejtett mechanikai eré feltérképezése. A sejteket vékony, atvilagithato
gél rétegre iiltettiik ki, ezt kovetden a gélbe iiltetett fluoreszcens gyongyok segitségével
vizualizéltuk a gél deformécidit. Az akrilamid gélen olyan sejtek erdtérképét vettiik fel, és
kovettiikk az idében, melyek spontdn mdédon elnytltak, bipolarisak voltak, és mutattdk az
oszcillalo sejtmagvéandorlés jelenségét.
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A hordozo gél deformdcidjdt mutatéo montdzs. Két, idében egymdst kivetd felvétel koziil az elsén pirosra, a
mdsodikon zoldre szineztiik az egyébként pirosan fluoreszkdlo gyongyoket egy elnyiilt sejt alatt. Ezutdn a két
képet egymdsra mdsoltuk. A jobbra mozgd magvi sejt nem ldtszik a fluoreszcens képen, ezért berajzoltuk
fehér szaggatott vonallal a korvonaldt a fdziskontraszt kép alapjdn. A sdrga foltok olyan gyongyoket
mutatnak, amelyek nem mozdultak el a két felvétel kozott. Az egymdshoz kozeli piros és zold pottyok jelolik
az elmozdulo gyongyoket, az elmozdulds irdnydt nyilakkal jeloltiik. A sejttél tdvoli teriileteken nem
mozdultak el a gyongyok: bekarikdzott pottyok.

A gél deformécidja a sejtmag €s a sejt elejének (vezetd élének) kozelében volt jelentds. A
sejtmag alatt 1évd gél a legtobb sejtnél a sejtmag mozgasdval azonos irdnyba hizddott. A
sejt vezetd €lénél egy nagyobb erd az ellenkezd irdnyban, tehét hatrafelé deformalta a gélt.
A hordoz¢ 1dofiiggd deformdcioi fazisban voltak a sejtmag mozgdsaval.

A bipolaris C6 sejtek 1ényegesen kisebb erdt fejtettek ki a gél hordozéra, mint az a
kotészoveti vagy izomsejteknél szokdsos. Az erds hizderd hidnya segitette a sejtmag
vandorlasabodl szarmazé gyenge erd detektalasat, amely a gélt enyhén deformalta.

A miozin-II fehérjemotor szerepe a sejtmag vandorlasaban. Videomikroszképos
kisérletekkel vizsgaltuk két miozin-II-gitld szer, a belebbisztatin és az ML-7 hatdsat a
sejtmag vandorldsara. Mindkét drog erds morfoldgiavaltozast okozott 20 uM-os
koncentracioban. A normdl Kkiteriilt morfoldgia helyett elnyultakkd véltak a sejtek
hasonléan ahhoz, ami a vékony fehérjecsikokon megszokott. Ha a mikromintazat csikjain
1évo sejteknek adtunk mizon-II-gatld szert, a sejtek még elnyultabba valtak. Korabbi
kisérleteinkkel Osszhangban a sejtmagok az elnyilt sejtekben a drogok ellenére
mozgékonyak maradtak. Alacsonyabb koncentracioban, 10-20 pM mellet az ML-7
ugyanakkor enyhén csokkentette a mozg6 sejtmagok sebességét erds morfoldgiai hatds
nélkiil. Blebbisztatinnal nem taldltunk ennek megfeleld, a sejtmag mozgasat lassitd
koncentracitartomanyt, viszont érdekes modon kivdltotta a sejtmag lemaraddsat a
centroszOméahoz képest. Emellett a gél hordozon mérhetd erd csokkenését okozta a
blebbisztatin; a sejt vezetd élénél egyébként tapasztalhat6 erds hizderd eltiint.
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A centroszoma relativ pozicidja a sejtmag kiozéppontjahoz képest 20 uM-os blebbisztatin kezelés utdn ym-
es skdldn. A koordindtarendszer vizszintes tengelyét a sejtmag mozgdsdnak irdnydban, azaz az elnyiilt sejt
tengelyével azonos irdnyban vettiik fel. A blebbisztatin gdtolja a miozin-1I fehérjemotor miikodését, melynek
hatdsdra a sejtmag lemarad a centroszoma mogott.

Diszkusszio

Hosszu tavua fluoreszcens videomikroszkopia segitségével kovettiik a sejtmag vandorldsat
és a GFP-centrinnel jelolt centroszomét elnyult, bipoldris C6 patkdny glioma sejtekben
fehérje mikromintdzatokon ' A centroszéma vagy a centroszOma pér szinte mindig a
sejtmag kozelében volt. Kordbbi megfigyeléseinkkel ellentétben a centroszoma nem
bizonyult kulcsfontossdgu faktornak a sejtpolaritis meghatidrozasdban. Ugyanakkor a
centroszéma pozicidéja mutatott bizonyos korrel4cidt a sejtmag sebességével. A Kkitertilt
(nem bipoldris) sejtekben a sejtmag forgasa sordn a centroszéma nem mutatott elforduldst.

Kordbban azt taldltuk, hogy a sejtmag mozgdsa er6sen mikrotubulusfiiggd. Az aktin-
mizon rendszerre haté drogok csak enyhén befolydsoltdk a jelenséget. Ujabb
eredményeink megerositik, hogy a miozin-II molekulédris motor gatldsa az ML-7 nevl
vegylilettel nem blokkolta a sejtmag mozgédsat még magas koncentraciok mellett sem.
Ugyanakkor az alacsony koncentraciéban (10-20 puM) adagolt ML-7 csokkentette a
sejtmag sebességét. A szintén miozin-gdtld belebbisztatin a sejtmag centroszéméahoz

' A centroszéma a mikrotubulusok, és igy az egész sejtvdz kozponti szervezd egységének tekinthetd, az irodalom
szerint meghatdroz6 szerepe van a sejtmag mozgatdsdban. GFP: green fluorescent protein, centrin: a
centroszomat alkot6 egyik fehérje. Glidma: az agyi glia sejtbdl szarmaz6 tumor. In vitro kisérletekben gyakran
haszndljak az un. C6 sejteket.
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képesti lemaradasahoz vezetett 20 pM-os koncentracioban. A blebbisztatin csokkentette a
sejt alatti gélen mérheté huzdéer6t a mag vandorldsakor. Ezek az effektusok azt
val6szinlisitik, hogy a miozin hozzdjarul a sejtmag mozgatiaséhoz a sejtmag hosszi tavd
vandorlasa soran, de nem nélkiilozhetetlen.

Feltérképeztiikk a sejtek altal kifejtett erét. A sejteket gél hordozéra iiltettiik, melyben
fluoreszcens mikrogyongyoket helyeztiink el. A hordozora kifejtett erd meghatarozhaté a
gél deformacidjabol, melyet a gyongyok elmozduldsa mutat fluoreszcens mikroszképban.
Azt taléltuk, hogy a sejtek altal kifejtett eré a sejt eleje (vezetd €l) és a sejtmag kozott
lokalizalodik a sejtmag vandorldsa sordn. A sejtmag kozelében a gél a sejtmag
mozgasaval megegyez0 irdnyban deformaélddott, mig ezzel ellentétes iranyban a
sejtmagtol tavol, a vezetd €lnél.

Eredményeink tiikrében azt a konkliziét vonjuk le, hogy a sejtmagot kettds erd hajtja. A
mikrotubulusfiiggd erd a centroszémandl hat, mig a miozin-II alapui erd a centroszématol
fiiggetleniil hat. Hipotézisiink szerint a centroszéma helyzetét ezen két eré aranya szabja
meg a sejtmag vandorlasakor.
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