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Az aldbbi dolgozatot a PhD-m megszerzése 6ta megjelent cikkeim kozil azok alapjan irtam,
melyekben els6 vagy utolsé szerzé voltam. Harom-hdarom ilyen munkdat kozoltiink. A szokasoknak
megfelel6en els6 szerzé voltam, amikor a kisérletek és a kiértékelés dont6 részét én végeztem.
Utolsé szerz6 voltam, amikor a kutatds témavezetése volt a feladatom.

Munkank a tudomanyos cikkek mellett a hivatkozott taldlmanyra és szabadalmakra épiil. A dolgozat
bevezetésében a teljesség igénye nélkiil roviden bemutatom a tudomadny jelenlegi allasat és munkdank
motivacidjat. Atfogd irodalomjegyzék a (szogletes zardjelben Iévé arab szamokkal) hivatkozott
cikkeinkben taldlhaté. Meggy6z6désem, hogy a tudomanyteriilettel valé els6 ismerkedésben az
osszefoglalé cikkek, oktatd internetes felliletek és a Wikipedia olvasdsa célravezet6bb a primer
publikdcidk atragasandl. Ezért a szokdsoktdl némiképp eltér6 mddon labjegyzetben hivatkozom
ezekre, az érdekl6d6 olvasdét segit6é forrasokra. Remélem, hogy igy a dolgozat konnyen emészthetd,
hasznos olvasmany lehet fizikus és bioldgus hallgatdk szamadra egyarant.

A dolgozat irdsa soran torekedtem a magyar nyelv megfelel6 hasznalatara. Az abrak feliratdban
azonban meghagytam az eredeti cikkekben szerepl6 angol széveget, amely az érthet&séget talan
nem rontja, ugyanakkor jelzi, hogy a tudomanyos irodalom nyelve az angol.

Koszonetnyilvanitas

K6szonom tarsszerz6imnek és didkjaimnak az izgalmas egyitt toltott id6t, a kozos erdfeszitéseket.
Vicsek Tamastdl a szakmai ismereteken tul nagyon sok mdst is tanultam, ami jelentGsen alakitotta
vilagnézetemet. Horvath Réberttel a csoportja tagjaként az utébbi években dolgoztam egyiitt: neki is
sokat koszonhetek, t6éle is nagyon sokat tanultam. A hardverfejlesztést Csiszér Mikldssal, a
szoftverfejlesztést Mizera Ferenccel és Vida Zsolttal végeztiik. Az ELTE Bioldgiai Fizika Tanszékének
koszondm a kutaté munkahoz biztositott (egyaltaldn nem automatikusan adodé) kellemes, nyugodt
légkort és az infrastrukturdlis hatteret a kisérletek elvégzéséhez.

Kutatasainak és a mf(iszerfejlesztéseket az NKFP 3A/0005/2002 (Vicsek Tamds), az OTKA F49795
(Szabd Balint), T049674 (Vicsek Tamas), T47055 (Czirék Andrds), K104838 (Bajtay Zsuzsa), a GVOP-
3.3.1-05/1.-2005-07-0003/3.0 (CellMovie Bt.) az Innocsekk KM-CSEKK-2006-00282 (CellSorter Bt.), az
ELTE Cell-Kom RET (Vicsek Tamas), a Lendiilet Program (Horvath Rébert), a TAMOP-4.2.2/B-10/1-
2010-0025 (Salanki Rita) és a Bolyai Osztdndij (Szabd Balint) tamogatta.



1 Bevezetés

1.1 Optikai mikroszkopok fejlédése

Az optikai mikroszképot a XVI-XVII. szazadban talaltak fel *. A feltalald kiléte vitatott. Az azonban
bizonyos, hogy a mikroszképok a tudomanyos megismerés egyik legfontosabb eszkdzévé valtak. A
biolégiai kutatasokban a mai napig nélkilozhetetlenek az optikai mikroszkdépok. Nemcsak rutin
feladatok ellatasara taldlhatok meg a legtobb laboratériumban, hanem a sejt- és molekularis bioldgia
szédlletes tempdjaval lépést tartva Ujabb és Ujabb mikroszkdpos technikak jelennek meg, melyek
korabban elképzelhetetlen teljesitményre képesek .

1.1.1 Faziskontraszt mikroszkdp

Az él6 allati sejtek mikroszkdpos megfigyelését erGsen neheziti a tény, hogy a legtobb sejttipus a
lathaté tartomanyban alig nyeli el a fényt. (A vorosvérsejt a kivételek kozé tartozik.) Ennek
megfelel6en kevéssé kontrasztosak a fény elnyelésén alapulé képek. A problémara Zernike, holland
fizikus taldlt oOtletes megoldast 1934-ben, melyet 1953-ban fizikai Nobel-dijjal jutalmaztak. A
faziskontraszt mikroszkdp a minta lokélis torésmutatdjara érzékeny az abszorpcid helyett °. A gydir(
alaku diafragman at a megvildgitasbdl az objektivbe diffrakcid nélkil érkez6 Un. hattér fénynyalab 90
fokos fazistolast szenved az objektiv mogott elhelyezett fazisgy(ir(in athaladva. A mintan diffraktalt
fény viszont altaldban nem a fazisgy(lrlin halad at, igy nem szenved fazistolast. A hattér és a
diffraktdlt nyaldb interferencidja rajzolja ki a minta képét. A torésmutatét tehat intenzitdssa kodolja
at a faziskontraszt mikroszkdp.

! http://en.wikipedia.org/wiki/Optical_microscope#lnvention
% http://www.microscopyu.com
® http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.html
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1. dbra. A modern fdziskontraszt mikroszkdpok fényutja és felépitése >.

Ez a technika képes az igen lapos, néhdny pum vastagsdgu sejtnydlvanyokat, a sejtmagban |év6
nukleoluszokat, ill. egyéb paranyi sejtalkotdkat is lathatéva tenni mesterséges festékek vagy mas
jelolé anyagok bevetése nélkiil. Az él6 sejtekre altaldaban nincs kdros hatdsa, igy akar napokon,
heteken keresztiil is megfigyelhets a sejtek in vitro mozgasa, osztddasa, fejlédése.

A faziskontraszt mikroszkdphoz hasonld, jelolésmentes, de anndl dsszetettebb miszer a differencialis
interferencia kontraszt mikroszkdép (DIC) *. Ebben a fény polarizacidja alapjan, kett8stord kristalybdl
készllt prizmak segitségével kiilonboztetik meg, és osztjak ketté a késébb interferdld fénysugarakat.
Ez a technika a térésmutatd gradiensére érzékeny, azzal aranyos jelet ad. Bioldgiai mintdk esetén a
faziskontraszt mikroszképnal altaldban részletgazdagabb képet ad.

1.1.2  Fluoreszcens mikroszkép

Sejteket vizsgalva molekuldris szintl informacio kinyerésére azonban sem a faziskontraszt, sem a DIC
mikroszkép nem alkalmas. Ez dltaldban igaz a teljesen jelolésmentes technikdkra. Els6sorban nem a
diffrakcio-limitalt felbontas az oka ennek, hanem a kontraszt hianya. Hidba az elektronmikroszkdp,
vagy mas, elvben akdr atomi felbontasu képalkotd eszkdz, ha a két kiilonbozé fehérje vagy mas
biomolekula egymdstél nem kilonboztethetd meg a képen. A kontraszt novelése érdekében
specifikus jelol6 anyagokra van sziikség. Ha sikerlil a sejtet alkoté egyes makromolekuldkat
fluoreszcens anyaggal megjel6lni Ggy, hogy a jelolés minél kevésbé perturbalja a makromolekula és a
sejt viselkedését, akkor bevethetjiik a kimagaslé jel/zaj aranyt nyujté fluoreszcens mikroszképot °.
Kell6en érzékeny fotodetektor vagy kamera alkalmazasaval egyedi makromolekuldk is lathatéva

* http://www.microscopyu.com/articles/dic/index.html
> http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/fluorescenceintro.html
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tehetGk a fluoreszcens képen. Az uUn. epifluoreszcens elrendezés a legegyszer(ibb és legelterjedtebb.
Ilyenkor egy széles spektrumu (fehér) és nagy intenzitdsu gerjeszt6 fényforrassal (dltalaban higanygéz
vagy fémhalogén lampdval) vilagitjuk meg a teljes latoteret az objektiven keresztiil. A fluoreszcens
detektdlds is az objektiven keresztiil torténik. A gerjesztd fényt a fluoreszcens fénytél dikroikus tikrot
tartalmazo szinszlrével valasztjuk el.
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2. dbra. A modern epifluoreszcens mikroszkdp felépitése °.

1.2 Genetikailag mddositott fluoreszcens sejtek

Az dllati és emberi sejtek, illetve a sejtet alkotd molekuldk donté tébbsége nem fluoreszkal a lathato
tartomanyban. (Néhany aromas aminosavnak vagy mas biomolekuldanak van autofluoreszcencidja,
azonban ez a sejtekrdl készilt fluoreszcens képeken csak gyenge hattérzajként jelenik meg.)

Léteznek ugyanakkor egzotikus tengeri allatok, melyek fény kibocsajtdsdra képesek. Egyikiik az
Aequorea victoria, egy meduzafaj. Ebben a meduzaban az aequorin nev(i lumineszcens fehérje Ca**
ionokkal kdlcsonhatva kék fényt bocsat ki. A kék fény egy részét egy masik fehérje, a természetes GFP
(green fluorescent protein: zold fluoreszcens fehérje) zold fénnyé konvertélja °.

{A szentjanosbogar ettdl eltéré mddon vilagit: a luciferaz nevi(i enzim a kis molekulaju luciferint két
lépésben oxidalja ’. Az ATP hasitasaval nyert szabadenergia egy része fénnyé alakul, amikor az oxidalt
luciferin alapallapotba tér vissza. Ezt a reakcidt is hasznaljak laboratdriumi kisérletekben, de itt nincs
sz0 fluoreszcens fehérjérdl.}

® http://en.wikipedia.org/wiki/Green_fluorescent_protein
7 http://en.wikipedia.org/wiki/Luciferase



A GFP hires, ,Nobel-dijas” fehérje lett a kdzelmdltban, 2008-ban 2. Ennek oka, hogy a természetes
fehérjét koédolé gént mas allatokba, sejtekbe is sikerllt mesterséges uton bejuttatni. A GFP
kifejez6dése akkor valik hasznossa, amikor fuzids fehérjék alegységeként jelenik meg. Tehat Ugy kell a
GFP génjét az adott sejt DNS-ébe illeszteni, hogy egy masik fehérjével egyitt, azzal fuziét alkotva
jelenjen meg a GFP. igy a masik, vizsgdlandé fehérje fluoreszcens jeldlést kap. Ez a technika
forradalmasitotta a molekularis sejtbioldgiat. A fluoreszcens mikroszkdpia a genetikailag kdédolt
fluoreszcens jeloléseknek koszonhetéen robbandsszerl fejlédésen ment keresztll az utébbi
évtizedekben.

ECFF - Nuthus
EGFP - Tubsalin
DaRad2FP - Micchamdria

3. dbra. Egy oposszum veséjébdl szarmazd epitélsejt hdrom kiilénb6z6 szind fluoreszcens fehérjével
jelélve, melyek kiilén-kiilén a sejtmagot, a mikrotubulusokat alkotd tubulint és a mitokondriumokat
festik meg ®.

1.3 Nagy ateresztéképességl (high-throughput) mUszerek a sejtbioldgiaban

A bioldgiai rendszerek még a paranyi sejtek szintjén is komplex viselkedést mutatnak. A mérheté
mennyiségek szorasa a legtdbbszor igen nagy. A gyakorlatban nincs mdd arra, hogy két sejtet
ugyanabba az allapotba preparaljunk. Hidba azonos a genetikdja két sejtnek, kilonboz&képp
viselkednek.

A kilonbségek eredete részben ismert, ahogy a testlinkben |évé kilénb6z6 szbvetek sejtjeinek
fenotipusa is eltér6. A DNS atirasanak szabdlyozdsa tobb szinten, visszacsatolasokkal mkodik.
Transzkripcids faktorok, azaz fehérjék kozvetleniil a gének szabalyozo régidihoz kotédve képesek ki-
és bekapcsolni adott gént vagy géneket. A DNS-en elhelyezett molekuldris motivumok, pl. metilacié
révén a DNS-ben tarolt primer informacié egy szekunder mintazattal egésziil ki, elsGsorban ezt
nevezziik epigenetikanak °. Ugyanakkor szamos tovabbi mechanizmus szabalyozza az éllati sejtekben

® http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/fpintro.html
? http://en.wikipedia.org/wiki/Epigenetics



a DNS fehérjévé torténd konvertdldsat. llyen a koztes, RNS szinten zajlé un. RNS csendesités. Tehat
két hasonld eredetl sejt is keriilhet eltér6 allapotba a kornyezetiikkel valé kolcsénhatdsok
eredményeképp. Erre legjobb példa az embriogenezis, amikor egyetlen sejtbél alakul ki a végiil
rengeteg sejttipusbdl felépilé allat.

Ezen felll altaldban genetikailag sem egyformak a sejtek, melyeket a laboratériumokban vizsgdlunk.
Két embertél vett vérbél prepardlt sejtek lehetnek mas okbdl is kiilonbozéek, pl. azért, mert az egyik
ember épp egy (latens) betegségen esett at.

A sejtek komplexitdsa miatt nem elvarhaté a mérési hibak olyan alacsony szintje egy sejtbioldgiai
mérésben, mint ami a kisérleti fizikdban szokdsos. Hogy a mért mennyiség atlagat kisebb hibaval
tudjuk becsilni, novelni kell a mérések szamat. A parhuzamosan végzett mérések szdmat nagy
ateresztGképességi (high-throughput) technikékkal lehet novelni *°.

A nagy atereszt6képesség nemcsak a mért mennyiség nagy szérdsa, hanem a sok paraméteres
vizsgalatok miatt is szlikséges. Természetesen ez is a komplexitdssal fligg 0ssze: a mért mennyiség
szamtalan paramétert6l fliigg, melyek koziil sokat kisérletileg is kontrolldlni tudunk.

Bizonyos esetekben csak egyetlen paramétert vdltoztatnak, ez azonban nagyon sok kiilonb6z6
értéket vehet fel. Tipikus példa erre a gydgyszermolekuldk (konyvtarak) tesztelése, amikor akar sok
ezer molekula kozil kell kivalasztani a hatdsos drogokat.

A nagyszamu, hasonld mérés elvégzéséhez automatizalt folyamatokra van sziikség, melyeket robotok
végeznek.

1.3.1 Robotok a sejtbioldgidban

A fentiek kovetkeztében a sejtbioldgidban nagy igény van az automatizalt berendezésekre,
robotokra. Ez minden bizonnyal 6sszefligg azzal is, hogy ez a tudomany sok tekintetben kezd ipari
méreteket Olteni, igy nem csoda, hogy az iparban, példanak okaért az autdgydrtasban mar régen
hasznalt robotok itt is megjelennek. Ugyan a kisérleteket (és kiértékelést) végzé emberek teljes
mértékd helyettesitése robotokkal tovabbra is csak a képzeletben létezik, sok részfeladatot mar
szamitégépek irdnyitanak. Az alabbi két fejezetben két tipikus alkalmazast mutatok be.

1% http://en.wikipedia.org/wiki/High_throughput_biology, http://en.wikipedia.org/wiki/High-
throughput_screening


http://en.wikipedia.org/wiki/High_throughput_biology

4. dbra. Inkubdtorbdl a mintdkat kiszedd és automata folyadékadagolé valamint optikai kiolvasdsdt
végz6 berendezéseket kiszolgdld robotkarok az amerikai Humdn Genom Kutatdintézetben .

1.3.1.1 Automatizdlt optikai kiolvasdsat végzé berendezések (plate reader-ek)

A sejtbioldgidban az egyik legelterjedtebb automatizalt mlszer a sok kutas miianyag, ritkdbban lveg
fenekld mintatarté edények (multiwell plate-ek) optikai kiolvasasat, lényegében szkennelését végzé
un. plate reader ™. (Talalé magyar elnevezés eddig nem terjedt el.) A j6 tenyérnyi méretd, téglalap
alaku plate-eket sikerilt standardizalni, ezekben a kutak szdma 6 és 1536 kozott lehet. A kutak
szamanak novelésével a minta térfogata csokken egészen a mikroliteres tartomanyig. A plate-ek
egyszer hasznalatos eszkozok. Rendkiviil elterjedtek: nagy szdmban alkalmazzak 6ket a bioldgia és
biokémia legtobb teriiletén. Mondhatjuk, hogy a nagy atereszt6képességli technikak szimbdlumaiva
valtak. Gyakori elvards, hogy a sok kutas standard plate-eket képes legyen befogadni a high-
throughput mdszer.

1 http://en.wikipedia.org/wiki/Plate_reader



5. dbra. Egy plate reader 96 kutas plate-tel a mintatartd fickjdban *.

A plate reader-ek a legegyszer(ibb abszorpciés méréseken tul képesek fluoreszcens vagy
lumineszcens jel kiolvasasara. A m(szer teljesitGképességét az érzékenység (jel/zaj arany), a térbeli
felolddképesség és a sebesség mellett a megbizhatdsag, rovid és hosszu tavu stabilitds valamint a
homogenitas jellemzi. A homogenitas azt méri, hogy a plate kilénb6z6 kutjaiban 1évé azonos
mintdkon mért jel valéban egyforma-e.

Az altalunk hasznalt és fejlesztett automatizalt mikroszkdp is hasznalhatd plate reader-ként. A time-
lapse mikroszkdpos kisérletekben lényegében ez torténik. Az id6 elSrehaladtaval uUjra és Ujra
kiolvassuk a mintat sok kiilonb6z6 terileten, ami akdr egy plate is lehet.

1.3.1.2 Folyadékkezels robotok

Aki jart mar biokémiai vagy sejtbioldgiai laboratériumban, az tudja, hogy az egyik leggyakrabban
haszndlt, mindenhol fellelhet6 eszkoz a pipetta. Korabban lveg kapillarisbdl késziiltek, manapsag
automata pipettakat hasznalunk, melyek végén egyszer hasznalatos mianyag hegybe szivjuk fel a
kivant mennyiségl folyadékot, legtobbszor vizes oldatot. Az ,automata” ebben az esetben csak
annyit jelent, hogy a felszivott térfogat bedllithatd, nem pedig az lveg cs6ben kell figyelni a
folyadékszintet. A laborokban végzett emberi munka jelent6s részét a pipettdzas teszi ki. Ezért
elterjedtek a folyadékkezel6 robotok, amik legtobbszor csak pipettazni tudnak . A folyadék
megfelel6 kezelése ezen a méretskalan sem trivialis, az altalunk fejlesztett automata mikropipetta
esetében pedig szdmos fizikai effektus neheziti a preciz és megbizhatd folyadékkezelést. llyenek a
cseppentés soran jelent6s feliileti fesziltség, a rugalmas elemek (csovek és tomitések) térfogatanak
valtozdsa a nyomds fliggvényében, az oldatok gyors beszdraddsa, és egy sor egyéb technikai
probléma.

2 http://en.wikipedia.org/wiki/Liquid_handling_robot

10



A szadmitégépes latassal vezérelt automata mikropipetta tekinthet6 egy plate reader és egy
folyadékkezelS robot hazasitdsanak, amely azonban komoly fizikai és technikai akaddlyokba ttkozhet
a gyakorlati megvaldsitas sordn. Nekiink ezeket az akadalyokat sikerilt kikeriinlink illetve
elharitanunk.

™

6. dbra. Antropomorf pipettdzoé robot 2. Altaldban azonban derékszégii koordindtarendszerben
mozgd és specidlis, nem az emberek szdmdra késziilt pipettdt vezérelnek a robotok.

1.4 Sejtmozgas

A sok sejtes allatok és az ember szervezetében |évs sejtek lassan ugyan, de mozognak, vandorolnak
lokalis kornyezetiikhoz képest. Els6sorban az embriogenezis, a tumorok kialakuldsa és terjedése,
valamint a fehérvérsejtek mindennapi ,munkaja” és a sebek gydgyulasa soran jelentds a sejtmozgas.
A sejtek mozgasat motorfehérjék hajtjak, amelyek a sejtvazhoz kapcsolédnak **. A sejtmozgés
molekuldris hatterének feltardsahoz sziikséges tudnunk, hogy melyik motorfehérje és mi mddon
hajtja az adott mozgast.

A bioldgiai informacié kinyerése érdekében az volna az idedlis, ha in vivo, vagyis az éI6 allatban
lehetne kovetni a sejtek mozgasat. Ez azonban néhany kivételtdl eltekintve kivitelezhetetlen. A
kivételek kozé tartozik a kisebb, atlatszé allatok mikroszképos megfigyelése. ElsGsorban zebrahalrol
készliltek nagy felbontdsu és hosszu id6tartamu mikroszkdpos mozgdképek, melyen az egyedi sejtek

3 B. Alberts et al.: Molecular biology of the Cell, 16. fejezet, 6. kiadds, Garland Science, 2014.
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is kovetheték *. A masik kivétel a 2-foton mikroszkép *°, mely néhany mm-es mélységig képes
,belatni” akar az él6 egér agydba. A nem optikai 3-dimenziés képalkoté technikdk (CT, MRI,
ultrahang, PET) felbontasa altaldban nem éri el a sejtek szintjét.

A legtobb kisérlet in vitro korilmények kozt zajlik, azaz nem az egész dllat, hanem az allatbdl
preparalt szovetszelet vagy sejtek egy atlatszé csészébe keriilnek, és igy figyeljiik a sejtek mozgasat a
mikroszkdpban. Az in vivo és az in vitro hatardn van a mikroszkdépban rogzitett zebrahal mellett a
csirke embrié is, mely kvazi 2-dimenzids alakja miatt l1athatd fénnyel is atvildgithatd a fejlédés korai
stadiumaban *°.

1.5 Egyedi sejtek molekularis vizsgalata

A sejt mint bioldgiai egység sok hasonldsagot mutat a fizika atomjaihoz. Ez az élet legkisebb egysége,
de 6nmagaban is hihetetlenlil komplex rendszer. Az atomfizika fejlédése a XX. szdzad els6 felében
kordbban példa nélkili, forradalmi valtozdsokat hozott mind az elméleti, mind a kisérleti és
alkalmazott fizikdban. A bioldgidban a molekularis sejtbiolégia a XX. szdzad végétél hasonldan
korszakalkotd attoréseken megy keresztdl.

A human genom program ' (1990-2003) 6ta, amely sordn az emberi DNS-allomany térképét
elkészitették, megjelent a DNS-szekvenald technikdk Un. masodik generacidja . Ezek, a genom
szekvenaladsat, Ujra szekvendldsat, az un. trasznszkriptom, tehat az mRNS-ek szekvendldsat (RNA-seq
%), a DNS-fehérje kolcsonhatasok (ChIP-seq) és az epigenom vizsgalatat lehetévé tevé nagy
ateresztGképességl, koltséghatékony maoddszerek napjainkban forradalmasitjdk a molekularis
bioldgiat.

A technikai fejl6dés egyik eredménye, hogy akadr egyedi sejtek teljes DNS és/vagy mRNS
allomanyanak szekvenaldsa is lehet6vé valt . A kutatasok tobbek kozt a rékos betegségek hatterérdl
adhatnak a gydgyitasban is hasznosithatd informacidkat *, ugyanis a rakos szovet egyik alapvetd
tulajdonsaga, hogy a benne Iévé sejtek genetikai és transzkripcids szempontbdl is nagyon variabilisak.
Emellett az embridgenezisben és a szoveteink kozti kiillonbségek feltdrasaban is kozponti jelent&ségli
az egyedi sejtek transzkripcidos mintdzata. A tudomany mdar-mar utdpisztikus felhaszndldsa, hogy
beliltetés el6tti emberi embriokbdl egyetlen sejtet izoladlva a szliletendd baba teljes genetikai hattere
megismerhetd *.

" http://www.microscopyu.com/references/superresolution/lightsheet.html
 http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/multiphoton/multiphotonintro.html

18 A. Czirdk et al: Multi-field 3D scanning light microscopy of early embryogenesis, J Microsc. 206, 209 (2002)
7 http://en.wikipedia.org/wiki/Human_Genome_Project

¥ http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_sequencing#Next-generation_methods

¥z Wang et al.: RNA-Seq: a revolutionary tool for transcriptomics, Nature Genetics 10, 57 (2009)

K. R. Chi: Singled out for sequencing, Nature Methods 11, 13 (2014)

?! N. Navin and J. Hicks, Future medical applications of single-cell sequencing in cancer, Genome Med. 3, 31
(2011)

2. Yan et al., Single-cell RNA-Seq profiling of human preimplantation embryos and embryonic stem cells,
Nature Structural & Molecular Biology 20, 1131 (2013)
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2 Eredmények

2.1 Sejtmozgas kovetése automatizalt mikroszkoéppal

1996 6ta hosszu éveken keresztiil folyt és folyik ma is az ELTE Bioldgiai Tanszékén az él6 sejtek
megfigyelésén alapuld kutatas . A technikdt korabban magyarul videomikroszképianak hivtak, az
angol irodalomban azonban time-lapse microscopy-ként ismert. A hosszi tava time-lapse
mikroszképidhoz motorizalt, automata mikroszkép sziikséges, melyet szamitégép vezérel **. Az
egyébként manuadlisan allithatd alkatrészeket kell automatizalni. llyenek a mikroszkdpasztal, amivel a
minta megfelelG terlletét lehet az objektiv Iatoterébe hozni, és a fokusz, vagyis az objektiv és a minta
tdvolsagat allité csavar. A mikroszkdpos alkalmazas miatt nagy pontossagu, akar um-nél is finomabb
mozgatdsra van szlikség nagy bejarhaté Uthossz mellett, hogy egyszerre sok mintat vizsgalhassunk. Ez
a két kovetelmény egyiitt a finommechanika csucsteljesitményét igényli.

Imaging

Top Plate apter
o Plate Base (Al

X-Axis
Bearing

; ' High
Adjustable :
Er;d-LirnIt N ” 7 RERE?“F;',E}M
Encoder

Precision Motorized
Stage Anatomy

Figure 5

7. dbra. 2-dimenzids motorizdlt mikroszkdpasztal. Altaldban léptetémotorok hajtjdk a
finommechanikai orsékat a nagy pontossdg elérése érdekében. Az asztal pozicidjat nagyfelbontdsu
(optikai) jeladdval, un. encoder-rel lehet beolvasni, amit azonban ritkdn alkalmaznak 2,

Ezen tul az ates6 és a fluoreszcens megvilagitast is célszer(l vezérelni, killonben a minta allanddan
fényt kap. Fluoreszcens képalkotas esetén rovid id6 alatt kiéghetnek a fluoférok. A nagy intenzitasu
fényforras blendével valé kapcsolasa (kapuzdsa) sziikséges, mivel a higanygéz vagy fémhalogén
ldampat nem lehet gyakran ki- és bekapcsolni. A teljesen automata mikroszképokban a fluoreszcens
sz(ir6ket és az objektiveket is motor allitja.

% http://angel.elte.hu/cellmot/
* http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/automaticmicroscope.html

13



Live-Cell Imaging Configuration

je=

Microscope —
|5 hﬁ_‘_‘

CDE Sensor

£ [

Carbon Dioxide {Cﬂz}
Regulator and
Feeder Tank

Environmental —
Control
Chamber

- Heatin
Stage Access Door Stn IL!;él
Filter o
Shutter
CCD  Wheel Controllers

Camera

Chamber i
Vibration Isolation Platform Temperature Control Figure 1

8. Gbra. ElS sejtek hosszu tdvi megfigyelésére alkalmas automatizdlt mikroszkdp dtldtszé nagy
inkubdtorral felszerelve %.

Jébmagam 2002 o6ta veszek részt time-lapse mikroszképos kisérletekben. A m(iszert mi magunk is
fejlesztettiik Csiszér Miklds segitségével. Egyik szabadalmunk [1] sejtinkubdtort mutat be, melyet
azota is sikeresen alkalmazunk. Lényege, hogy a mikroszkép asztalara helyezve a kisméretd inkubator
az egész miszer bedobozoldsa nélkil képes az emlds sejtek szdmara sziikséges 37 + 0.1 °C fokot,
100% paratartalmat és 5% CO, légkort biztositani anélkiil, hogy a képalkotashoz sziikséges ablakok
parasodnanak. A taldlmany hasznositdsara CellMovie néven spin-off céget alapitottunk Vicsek
Tamassal kozosen. Sikeresen értékesitettiik az dltalunk tervezett és gyartott mdszereket a
vilagpiacon. Automatizalt mikroszkdpot és igy a time-lapse kisérleteket vezérlé szoftvert is
fejlesztettlink. Kezdetben Czirdk Andras, kés6bb Selmeczi David, ezt kdvetéen Mizera Ferenc és Vida
Zsolt kollégaim irtdk a kdédokat. A kisérleti eredmények kiértékelésére szintén irtunk sajat
programokat és szkripteket Selmeczi Daviddal és Gonci Balazzsal.
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a: Egyter( CellMovie mikroszkép-inkubator. 6 b: A CellMovie CNC marégépe, melyen az ELTE
tenyészet vizsgdlatara alkalmas plate-et Bioldgiai Fizika Tanszékén az inkubatorokat
fejlesztettlink az automatikus tapcseréhez és gyartottuk.
drogok beadasahoz mikrofluidikai
csatornakkal ellatva.

c: CellMovie egyterd inkubator és a linearis d: CellMovie egyter( inkubator linedris motorizalt
motorizalt mozgatdasztal tervrajza. mozgatdasztalon Olympus inverz mikroszkdpban.

e: 4-kutas mikroszkdp-inkubatorunk Leica f: Mikroszkdp-inkubatoraink legtjabb verzidjanak
inverz mikroszkdp motorizalt asztalan. tervrajza, amely 384 kutas plate befogadasara
képes, és tetsz6leges felbontasu
(munkatavolsagu) objektivvel hasznalhaté.

9. dbra. Az dltalunk az ELTE Bioldgiai Fizika Tanszékén illetve a CellMovie Bt-ben fejlesztett
mikroszkop-inkubdtorok hosszu tdvu sejtbioldgiai mikroszkopos megfigyelésekhez.
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2.1.1 Asejtmag mozgasanak vizsgalata

Kifejlesztettlink egy Uj eljarast az eml&s sejtek mozgdsanak in vitro vizsgalatdra mikromintazatokat
id6fliggd mikroszkdpiat alkalmazva [2]. 10-20 um széles, a sejtek kitapadasat lehet6vé tevs csikokon
az altalunk vizsgdlt C6 patkdny glidma és primer egér kotGszoveti sejtek egyébként szokdsos mozgasa
ledll. Ugyanakkor a keskeny csikokon az elnyult sejtek magja nem vart mddon, oszcilldlé mozgdst
végez. Amikor a vandorlé mag a sejt elejéhez kozelit, lelassit, visszafordul, majd az ellenkezé iranyba
gyorsulni kezd. A sejt polarizacidja a mag mozgasanak irdnydval 6sszhangban valtozik. A sejtmag
megfigyelt mozgasa m(ikédé mikrotubularis rendszert igényel, amit a sejtvaz {6 komponenseinek
mikodését gatlé drogok, azaz kis molekuldk alkalmazasaval deritettiik fel. Eredményeink alapjan
amellett érvellink, hogy a sejtmag oszcillaciojat a mikrotubulus-dinamika hajtja ugy, hogy a sejtmagra
haté eré iranya a centroszéma, azaz a mikrotubulusok kodzpontjanak a sejtmaghoz képesti
pozicidjaval valtozik. Mddszeriink a sejtmag vandorldsdnak f6 ismérveit (sejtpolarizaciét, oszcillalé
sejtmagmozgast) megé6rizve képes nagyszamu egyedi sejt szisztematikus vizsgalatara. Kisérleteink
els6ként mutattdk, hogy pusztan a sejtek alakjanak befolyasoldsaval oszcilldlé sejtmagmozgast lehet
kivaltani emlGs sejtekben.

10. dbra. C6 patkdny glioma sejtek mikromintdzattal bevont feliileten. A sejtek alakjat mutatd
faziskontraszt kép a 20 um széles, sejtek kitapaddsdt lehetévé tevd FITC-poli-I-lizin csikokon, melyeket
fluoreszcens felvételen régzitettiink. A kitapadds geometriai korldtozdsa miatt a sejtek elnydilt,
bipoldris alakot vettek fel. A sejtmag pozicidja vildgosan kivehetd: a nyilak ezt mutatjdk.
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11. dbra. A vékony csikokra kényszeritett sejtekben megfigyelhetd oszcilldlé magmozgds. A jol kitertilt
C6 sejtek magja nem vdndorol, ahogy az a bal oldali oszlopban Idthatd. Ugyanez a sejttipus
ugyanolyan kémidju, de mikromintdzatokkal elldtott feliileten, amely a sejtekre polarizdlt morfoldgidt
kényszerit, j6l mutatja az oszcilldlé sejtmagmozgdst (kbzépen). Hasonlo jelenséget figyeltiink meg
primer kétbszéveti sejtekben (jobbra) révidebb periddusidével. A C6 (illetve k6tdszoveti) sejteket
mutato felvételek kézt 1 6ra (illetve 10 perc) telt el. A skdlavonalak hossza 50 um.
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12. dbra. Az egyes periddusokban megfigyelt maximadlis sebességek eloszldsa alapjan a magmozgds
tipikus sebessége ~50 um/h.
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13. dbra. A sejtvdzra hato drogok képesek csékkenteni a sejtmag mozgdsdt a C6 sejtekben. A drogok
hatdsdt a beaddsuk el6tti és utdni dtlagos sejtmagsebesség ardnydval jellemeztiik. A hibasdvok a
szordst mutatjdgk. A mikrotubulusokra hato vinblasztinnak és taxolnak robosztus gdtlé hatdsa volt (P <
10*), mig a tébbi drognak nem volt szignifikdns hatdsa a magmozgdsra (P > 0.1). A csillag szignifikdns
hatdst jeldl.
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14. ébra. A mikrobululusok polimerizdcidja okozta magmozgds sematikus modellje. a: a sejtmag és a
centroszoma szoros kézelsége aszimmetrikus mikrotubulos-eloszldst okoz. A mikrotubulusok
sejtmagtdl tavoli végiikén névekszenek, az igy ébredd erd a centroszomdn keresztiil hat a sejtmagra.
b-d: amikor a sejtmag a sejt elejéhez kbzeledve lelassul, a centroszomdra hato eré tovdabbra is
fenndll: a sejtmag mégotti centroszéma-pozicié instabilld vdlik. Igy a sejtmag tulsé felére nyomddik
dt a centroszéma. e: a mikrotubulusok jol ismert dinamikus instabilitdsa miatt uj mikrotubulsok
kezdenek kinéni a centroszomdbdl, melyek visszafelé nyomjdk a sejtmagot.

Vizsgaltuk a miozin-ll-es motorfehérje gatlasanak a sejtek alakjara és a sejtmag mozgasara kifejtett
hatdsat egér radidlis gliat modellezd neurondlis progenitor valamint C6 sejteken [3]. Meglepé mddon
ahelyett, hogy a miozin-ll-t gatld blebbisztatin csokkentette volna a magmozgast, elnyult, bipolaris
sejtalakot valtott ki, és fokozta a sejtmagok mozgdsat. Amikor a miozin-ll aktiv volt, huzd erét
mértiink a sejt vezetd éle és a sejtmag kozt id6beli aljzat-deformaciés mikroszkdpia (traction force
microscopy) segitségével a C6 sejtekben. Miozin-Il aktivitds hidnyaban az aljzat-deformacids erdk a
detektdlhatdsag alatt maradtak kisérleti rendszerlinkben. GFP-centrin segitségével jeloltik meg
fluoreszcensen a centroszdmat, és azt lattuk, hogy miozin-Il aktivitds mellett a centroszéma
rendszerint lemarad a sejtmag mogott, mig ennek hijan megelézi a sejtmagot. A megfigyelések
értelmezése céljdbol egy viszonylag egyszer( viszkoelasztikus modellt alkottunk a sejtvaz leirasara,
amely aktivan 6sszehlzddd és passziv, 6sszenyomhatd elemekbdl all.
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15. dbra. A centroszoma helyzete a sejtmag mozgdsa sordn C6 sejtekben. a: a GFP-centrin fuzids
fehérje segitségével az epifluoreszcens képeken zélden Iathatdva tett centroszoma a C6 sejtek egy
tipikus csoportjaban. Az anti-centrin ellenanyaggal végzett piros immunjelélés pontos kolokalizdciot
mutat (sdrgdn) a z6ld GFP-centrinnel 100-szoros nagyitdsu olaj-immerziés objektivvel megfigyelve. A
sejtmagokat kék Hoechst reagenssel jeléltiik. A kis képeken feliil a piros, alul a z6ld csatorndt
mutatjuk sziirke skdldn, invertdlva a jobb Idthatdsdg kedvéért. b: 20 um-es fibronektin csikon
kitapadt C6 sejt GFP-centrinnel jel6lve egymdst kévetd id6pontokban. A sziirke skdldju faziskontraszt
és a zold fluoreszcens képeket egymdsra téve jol kivehetd a centroszoma helyzete. A piros nyilak a
centroszomdra mutatnak. A sejtmag elejét és végét (a 40. percben) piros illetve sdrga csillaggal
jeléltiik. A képsor a mag megforduldsat mutatja be. Ebben az esetben a centroszoma ,,ugrdsszeriien”
keriilt a sejtmag tulso felére a 60. és 70. perc kézétt. c: a centroszoma helyzete mik6zben a sejtmag
oszcilldl. Az egyes képkockdkbol 1-dimenzids pixelsort (intenzitds profilt) nyertiink ugy, hogy a sejt
képét kivagtuk az eredeti felvételbsl, majd a sejt hossztengelyére merélegesen megkerestiik a
legfényesebb pixelt. Igy a c panel vizszintes sorai a sejt egy adott idében felvett képeit reprezentdljdk.
A vildgossziirke régidk jelzik a sejtmag helyét: a sejtmag teriiletén magasabb a sejt, ezért a
fdziskontraszt képeken egy fényes sav jelenik meg kériilétte (b panel). A z6ld pétty a centroszomdt
jelzi. A b panel abrdi a két piros vonal kézti idészaknak felelnek meg. A piros és a sdrga csillag
ugyanazt a szakaszt ugyanabban az idépontban jelzi, mint a b panelen. Néhdny, de nem minden
sejtmag visszafordulds jar ,,ugrdsszerii” centroszoma dthelyezéssel, mint amit a b panel mutat. d: A
sejtmag a visszaforduldsok kézti id6ben dltalaban lehagyja a centroszomdt. A ¢ panelhez hasonld
intenzitds profilok a sejtmag és a centroszoma mozgdsdt mutatjdk két sejtmag-visszafordulds kézt. A
sejtmag elejét és végét piros pontozott vonallal jeléltiik kbzelitéleg. Mig a centroszoma kezdetben a
sejtmag elejénél van, késébb lemarad, azaz a felsé piros mérévonal hosszabb, mint az alsé.

20



1.8 — —————

1.6 1

1.3 r .

relative speed
—h
-
I
1

1 | 1
1 10 100

blebbistatin [uM]

16. dbra. A sejtmag normdlt sebessége C6 sejtekben a blebbisztatin koncentrdcio fliggvényében. A
miozin-Il gatldsa még viszonylag nagy koncentrdciok mellett is kivdltja a sejtmag fokozott mozgdsat.
Az adott tenyészetben mért dtlagos sejtmag-sebességet (amely populdcios dtlag) pdrhuzamosan
vizsgdlt kezeletlen sejtek adataival normdltuk. Az dtlagos sejtmag-sebesség a kezeletlen kontrol
tenyészetekben 7 + 0.6 um/h volt. A hibasdvok az dtlag becsiilt hibdjat mutatjdk. A szignifikdns
eltérést (t-proba, p<0.05) csillaggal jeléltiik. Az adatok minden koncentrdcié esetén minimum 200
sejtbél szarmaznak.

[{L 1) 1Bk

17. dbra. A centroszoma helyzete a miozin-1l gatlé blebbisztatin dltal indukdlt sejtmag-mozgds sordn
C6 sejtekben. a: fluoreszcens GFP-centrin segitségével Idthatdvd tett centroszoma egy tipikus C6
sejtben, melyet 20 uM blebbisztatinnal kezeltiink. A sziirke skdldju fdziskontraszt és a z6ld
fluoreszcens képeket egymdsra tettiik a centroszoma helyzetének megjelenitésére. A piros nyilak a
centroszomdt mutatjdk. A 15. dbrdhoz hasonléan piros és sdrga csillaggal jel6ltiik a sejtmag végeit.
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(Pontosabban a sejtmag koriil megjelend fényes gyliri hatdrait, amely faziskontraszt effektus miatt
jelenik meg.) b: a centroszéma helyzete a sejtmag mozgdsa sordn a 15. dbrdhoz hasonléan. Az a
panelen bemutatott képkockdk a piros vonalak kézti soroknak felelnek meg. A piros és sdrga csillag
ugyanazt a régiot jeléli, mint az a panelen. A centroszoma dltaldban a mozgd sejtmag el6tt halad. A
sejtmag gyors visszaforduldsait nem figyeltiink meg blebbisztatinnal kezelt sejtekben.

2.1.2 Kollektiv sejtmozgas vizsgdlata

Hosszu tavu faziskontraszt mikroszképos megfigyelések segitségével rogzitettiik nagyszamu (aranyhal
pikkelyébél szarmazd) keratocita sejt kollektiv mozgdsat [4]. Ezek a szOveti sejtek a halakhoz,
madarakhoz vagy marhacsorddkhoz hasonld mddon rajokba rendez6dve mozogtak. A sejtek
slrlségét, azaz az adott terlletre jutd sejtek szamat novelve a rendezetlenbdl rendezett fazisba
torténd kinetikus fazisatalakuldst figyeltiink meg. A kritikus slrlség kozelében komplex kép alakul ki
egymassal kolcsonhatéd sejtcsoportokkal. A kisérletek alapjan felépitettiink egy pusztan rovid tavu
kélcsdnhatasra alapuld szimulaciéos modellt, amely folytonos fazisatalakuldst mutat a rendezett
fazisba. A modell-sejteknek nincs explicit informdaciéjuk a szomszédos sejtek mozgdsanak iranyardl,
csak a rajuk haté erbket érzékelik. Mikrofabrikdlt aréndkban latvanyosan oOrvénylSé kollektiv
sejtmozgast figyeltlink meg, melyet a szimulacidk is reprodukaltak.
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18. dbra. A sejtek tipikus viselkedését mutato fdziskontraszt felvételek kiilénbdzd sejtsiirliség mellett.
a: 1.8, b: 5.3, ¢c: 14.7 sejt/ 100x100 um®. A sejtstiriiség névelésével kollektiv rendezédés jelenik meg a
sejtmozgdsban. Az egyedi sejtek sebessége nagyobb, mint a csoportokban mozgo sejteké. A
skdlavonal hossza 200 um. d-f: a sejtek sebessége. Skdlavonal hossza: 50 um/perc.
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A kovetkez6 rendparamétert vezettiik be:

N
T e Z ‘;.'“.f..}

N (1)
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Ahol V az atlagos sebességirany, vi(t,) az i-edik sejt sebességvektora a k-adik idgintervallumban. N a
sejtek szama.
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19. gbra. AV rendparaméter a normdilt sejtsiirtiség fiiggvényében. A sejtsiirtiséget a legnagyobb
megfigyelt stiriiséggel, 2.5x10°7 sejt/um?-rel normdltuk. A hibasdvok a sejtsiriiség és a
rendparaméter standard hibdjat mutatjdk.
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20. Gbra. a: kisérleti pillanatkép egy kérmozgdst végzé sejtcsoportrdl eqy 2x2 mm’-es mikrofabrikdlt
aréna eqyik sarkdndl. A nyilak az egyes sejtek sebességét mutatjdk. b: négyzet alaku aréndba
kényszeritett modell sejtek, melyek a szimuldcidkban érvénylé kérmozgdst végeznek a modell-

paraméterek széles tartomdnydban.

2.2 Szelektiv sik-megvilagitasu mikroszkop fejlesztése

A 3-dimenzidban kiterjedt vastag mintdk mikroszkdpos vizsgalata mindig is nehézkes volt. A
mikroszképok felbontédsa az optikai tengely (z) irdnydban sokkal gyengébb, mint a lateralis felbontas.
Vagyis az elrendezés anizotrop volta miatt a képalkotas is anizotrop: a pontszétterilési fliggvény
(point spread function, PSF), amely a mintdban lévé pontforras képét mutatja, nagyon elnyult a z
iranyban. Ezen a problémaén a konfokalis mikroszképok *> sem tudnak sokat javitani. A problémara
Otletes megoldast kinal a szelektiv sik-megvilagitdsi mikroszkdp (selective plane illumination
microscope SPIM) *°. Ez az utdbbi évtizedben elterjedt technika a fluoreszcens detektalast nem, csak
a megyvilagitast/gerjesztést mddositja a szokdsos epifluroeszcens elrendezéshez képest. A mintanak
csak egy vékony, az objektiv lencse optikai tengelyére merdleges sikjat vilagitjuk meg, igy az egyéb
sikokban 1évé fluoférokat nem gerjesztjilk, ezek nem zavarjak a képalkotdst. A vékony fénysikot
hengerlencsét is tartalmazd bonyolult lencserendszerrel allitjak eld, amit a minta kdzvetlen kdzelébe
kell helyezni.

Az dltalunk fejlesztett SPIM megvilagitdsban a bonyolult lencserendszer helyett egy egyszer(
diffrakcids vonalgeneratort alkalmaztunk [5]. Ez a |ézerdidda fénynyaldbjanak alakjat megvaltoztatva
a megvilagitott folt helyett vonalat eredményez. A diffraktiv optikai elem munkatavolsaga igen nagy
is lehet, esetiinkben 200 mm-re volt az optika mintatdl. igy az é16 szévetek vizsgalatakor szokdsos
komplex mikroszképos elrendezésben kevésbé zavard, mint a minta kdzvetlen kozelébe helyezett
lencse. Hatranya, hogy a lencsékkel elérheténél gyengébb marad a z irdnyu felbontds. Azonban még
igy is jelentGs javulast értlink el az epifluoreszcens megyvilagitashoz képest.

% http://www.microscopyu.com/articles/confocal/confocalintrobasics.html
*® http://www.microscopyu.com/references/superresolution/lightsheet.html
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21. dbra. Vizhiitéses kék lézerdidddaval és diffrakcids vonalgenerdtor optikdval felszerelt
mikromanipudtor szelektiv sik-megvildgitdsu mikroszkopidhoz.

Epifluorescent

22. dbra. Az dltalunk fejlesztett szelektiv sik-megvildgitdssal (SPIM) készitett felvétel a normal
epifluoreszcens megvildgitdssal 6sszevetve. Atldtsz6 5%-os Agar gélbe dgyaztunk 2 um-es zélden
fluorszekald gyéngydket. A SPIM érdemben cs6kkentette a nem a fokuszsikban lévé gyéngydkbél

érkezd hdtteret. (20x-os nagyitdsu objektiv, NA 0.4.)
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2.3  Egyedi sejtek manipulacioja robot-mikroszképpal

2.3.1 Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas mikroszkdpon

A mara elterjedt fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas (fluorescence-activated cell sorting: FACS)
aramlasi citometria alkalmazasaval molekularis alapon képes sejteket szeparalni. Megmutattuk, hogy
a fluoreszcens és a jeldletlen sejtek is automatikusan detektalhatdk mikroszkdp és szamitdgépes latas
(computer vision) segitségével Petri csészében, és ezt kovetSen egyenként izolalhatdk egy
szamitégép-vezérelt mikropipettaval [6]. Mddszeriink rutinszerlien és nagy szelektivitassal
alkalmazhatd FACS-ként egészen az egyedi sejtek szintjéig. A valogatads felbontdsa, vagyis az a
legkisebb tavolsdg két sejt kozéppontja kdzt, amely esetén még az egyik sejt izoldlhaté a masik
elmozditasa nélkil, 50-70 um volt. A valogatast tulélé sejtek aranya 3T3 egér kotbszoveti sejtek
illetve NE-4C neuroektodermalis egér &ssejtek esetén 66+12% illetve 88+16% volt. Fluoreszcens NE-
GFP-4C sejteket izoldlva a nem fluoreszcens NE-4C sejtekkel kevert kultirabdl az izoldlt kulturak
tisztasdga, azaz a fluoreszcens sejtek ardnya 95+2% volt 62+7%-os tulélési rata mellett. A
mikropipettaban és korilotte a Petri csészében kialakuld folyadékdramlds szamitégépes szimulacidja
megerdsitette a kisérletileg tapasztalt valogatasi hatékonysagot és a normal FACS-hoz hasonld
mértékd sejtkarositd kockazatot.

|rISﬂl't/

cbjective ring

micropipette

23. dbra. a: a mikropipetta dltal bejdrt utvonal egy tipikus vdlogatds sordn, amikor 200 sejtet
izoldltunk a Petri csészébdl. A skdla vonalhossza 100 um. b: A vezérlé szoftver hardvert szimuldlo
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modulja. Az izoldlando fluoreszcens sejteket z61d gombdék szimbolizdljdk a Petri csészében. c: a
mikropipetta poziciondldsdra szolgadld eszkéz [7]. Az liveg mikropipettdt az objektivhez régzitett
hdromldbu konzol tartja az optikai tengelyben. A konzol k6zepén hengeres befogo szoritja a
mikropipettdat tokmdnyhoz hasonléan. A mikropipetta magassdga nagy pontossdggal dllithato egy
finommenetes csavar segitségével. A mikropipetta hegyét LED fénye vildgitia meg, melyet maga a
mikropipetta vezet az objektivbe. A Petri csésze a mintatartd k6zépsé nyildsdba illeszkedik. A konzol 3
oszlopdt az inzert 3 kér alaku nyildsdan vezettiik at, amely lehetévé teszi a mikroszkdpasztal és igy a
Petri csésze vizszintes irdnyu mozgatdsdt. A mikropipetta felsé vége egy flexibilis cs6h6z kapcsolddik.
A csé mdsik végén nagy sebesséqli folyadékszelep és fecskendépumpa vezérli az dramldst.

24. abra. a, b, ¢, d: NE-4C; e, f, g, h: 3T3; i, j, k, I: asztroglia-mikroglia sejtkulturak. Az a, c, e, g, I, k
panelek a véalogatas elbtti, mig a b, d, f, h, j, | képek a valogatas utani allapotot mutatjak. A bal oldali
panelek tehat valogatas el6tt, a jobb oldaliak utana készliltek. A mikropipetta hegyét (aperturajat) a d,
h, I panelek sarkaban mutatjuk. Az NE-4C sejtek egy része és az 6sszes mikroglia sejt volt GFP-vel
jelélve. A 3T3 sejtek egy részét a szintén fluoreszcens, Dil nevi sejtmembran-festékkel jeloltik.
Szoftveres sejtdetektalas utan a mikropipetta izoléalta a fluoreszcens sejteket. A faziskontraszt és
fluoreszcens képeken a valogatas elbtt detektalt sejteket fehér keret jelzi. A ¢ panelen a sejteket
0sszekot6 egyenes vonalak a mikropipetta utjat mutatjak: az utvonalon kiviili harom sejtet kizartuk a
valogatasbol, mert a mikropipetta belsé atmérdjének megfelel, 50 um-es valogatasi felbontasnal
kdzelebbi szomszédjuk volt. Az asztroglia sejteket nem volt sziikséges detektalnunk a faziskontraszt
képeken (i), mert a GFP-vel jelolt mikroglia sejteket a felliletre erésebben kitapad asztrogliak
kbzvetlen kérnyezetébdl is izolalni tudtuk az asztrogliak elmozditasa és karositasa nélkil. i-ben a
keretek a k panelen detektalt mikrogliakat jelolik. A skalavonalak hossza 100 um.

27



25. dbra. 3T3 sejtkultura az a panelen keretekkel jelélt négy sejt izoldldsa el6tt (a) és utdn (b). A b
panelen nyilakkal jel6lt sejtnyulvdnyok a sejtek elmozditdsa utdn is a feliileten maradtak. A négy sejt
kéziil csak egy élte tul a vdlogatdst. Az a panel sarkdban Idthatd a mikropipetta aperturdja. A
skdlavonal hossza 100 um.

26. dbra. NE-4C (a, b) és 3T3 (c, d) sejtkulturdk vdlogatds elétt (a, c) és utan (b, d). A felsé panelek
tehdt a vdlogatds el6tti, mig az alsok az ezt kévetd dllapotot mutatjdk. Az izoldldsra manudlisan
kijel6lt sejteket fehér keret jelzi. Az e panelen az izoldldst tulélé sejtek Idthatdk a vdlogatds utdn két
ordval. Balrdl az elsé oszlop: a négy NE-4C sejt kéziili hdrom tuléld faziskontraszt képe. Mdsodik
oszlop: ugyanezek a sejtek metilén kékkel megfestve és 20x objektivvel lefényképezve. A harmadik és
negyedik oszlop a hdrombdl hdarom 3T3 tulélét mutatja. Vdlogatds elétt tripszin-EDTA-val kezeltiik a
sejteket az adhézio csékkentése érdekében. Az a panel sarkdban Idthaté a mikropipetta aperturdja. A
fdziskontraszt képek skdlavonala a b panelen Idthatd: 100 um. Az e panelen bemutatott vildgos
latoterii képek skdla vonala 25 um.
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27. dbra. a: a Petri csésze aljan 1évé fluoreszcens gydngydk, melyek a kézépen Idthaté 69 um-es
mikropipetta dltal keltett dramldssal egyiitt mozognak. A feliilet fél6tt 10 um-rel mozgé gyéngyék
vékony radidlis vonalként jelennek meg, mig a feliilethez tapad gyéngydk fokuszon kiviili,
elmosddottabb foltnak Iatszanak mivel az objektivet 10 um-rel a feliilet félé fokuszaltuk. A gyéngyék
hajlamosak voltak a mikropipetta kiilsé pereméhez tapadni. A vakuum -8700 Pa volt, expozicids idé
10 ms, a gydngydk mérete 2 um. b: a vizszintes feliilet k6zelébe helyezett fliggbleges mikropipetta
szamitégépen szimuldlt dramldsi terének sebesség és nyomds térképe oldalnézetben. A geometria
azonos a kisérleti elrendezéssel, a vakuum -9000 Pa. Panel mérete 0.4 x 0.2 mm. A sebességet
dramfonalak, a nyomdst szinkdd jeléli: minél alacsonyabb a nyomds, anndl sététebb a szin O és -
11950 Pa kézt. c: radidlis dramldsi sebesség a mikropipetta kzepét6l mért tdvolsdg fliggvényében.
Kisérleti () illetve szimuldlt (*® ) adatok az a panelen bemutatott gyéngydk elmozduldsabdl illetve
a b panelen vdzolt modellbél szamolva 10 um-es magassdgban. d: a feliileten kialakuld nyomds a
pipetta k6zepétbl mért tdvolsdg fiiggvényében hdrom kiilénb6z6 szimuldciobdl szamolva: a
mikropipetta hegye és a fellilet kézti tavolsdg 5 ( ®) 10(A )illetve 20 () um. A vakuum -9000 Pa.
e: a d-hez hasonlé grafikon, amely a nyiro fesziiltséget mutatja a feliilet mentén. f: a feliileten
kialakulé nyomds a pipetta kbzepétél mért tavolsdg fliggvényében a vakuum hdrom kiil6nbézé értéke
mellett: -4700 (<> ),-9000 ( A ) illetve -12900 ([_1) Pa. A mikropipetta és a feliilet kozti tavolsdg 5
um. g: az f-hez hasonld grafikon, amely a nyiro fesziiltséget mutatja a feliilet mentén.
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28. dbra. 3T3 (a) és NE-4C (b) sejtek tulélési ratdja a fecskendépumpa dltal generdlt vakuum
fliggvényében. A korongok dtmérdéje ardnyos a minta méretével, vagyis az izoldlt sejtek szamdval. c: a
szimuldciokbdl szamolt maximdlis energia disszipdcios rata (EDR) a vakuum fliggvényében
logaritmikus skdldn. A maximdlis EDR-t kiszdmoltuk a teljes térfogatban ( & ) valamint a d panelen
bemutatott dramlds k6zépsé, r = 20 um-ig terjedd zéndjdban (L1 ). Az EDR vékuumtdl valé fiiggése
gyengébb, mint a térfiiggés. d: az dramlds EDR térképe a mikropipetta k6zépsé zondjaban r = 25 um-
ig -9000 Pa vakuum mellett. e: az dramlds EDR térképe a mikropipetta hegyéhez (pereméhez) kiézel,
mely fehér szinben Idthatd a panel kzepén. A ¢, d, e paneleken a mikropipetta aperturdja illetve
falvastagsdga 69 illetve 5 um volt. A mikropipetta hegye és a feliilet kézti tadvolsdg 5 um. Az EDR
értékeket szinskdla mutatia W/m?’ egységben a d panelen 0-tél 10° mig az e panelen 0-t6l 1.285*10"-

ig.
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2.3.2 Egyedi sejtek kis térfogatban torténd lerakasa

Az egyedi sejtek automatizalt manipuldciéja és vdlogatdsa komoly kihivast jelent, ha a tovabbi
vizsgalatok, példdul DNS vagy RNS szekvendlas ép sejteket kivannak meg. Szamitdgép-vezérelt
mikroszkdpot és mikropipettat haszndltunk, hogy 80 db PCR (polymerase chain reaction) mlianyag
csovet egyedi sejtekkel toltstink fel egy mikodési ciklus alatt [8]. A Laplace nyomds kovetkeztében
csak egy kritikus nyomas folott kezd a folyadék a mikropipettabdl kifolyni, ami megakadalyozza a
csepp térfogatanak pontos szabdlyzasat a mikroliter alatti tartomdanyban. Taldltunk egy anomalis
nyomast, ami hozzdadddik a Laplace nyomashoz. Ezt a csepp parolgasanak tulajdonitjuk. A kritikus
cseppentési nyomds problémajat gyors folyadékszelepek egymas utdni, milliszekundumos
pontossaggal id6zitett nyitdsaval oldottuk meg. A minimdlis csepptérfogat 0.4-0.7 ul volt 3-4
sejt/perces valogatasi sebesség mellett. Miutan NE-4C neuroektodermalis egér Gssejteket és primer
human immunsejteket (monocitdkat) vettiink fel standard m(ianyag Petri csészébdl, az egyedi
sejteket paranyi cseppekben, kiméletesen tudtuk letenni. A lerakott cseppek 94 + 3% illetve 54 + 7%
tartalmazott egyedi sejteket az NE-4C illetve a monocitdk esetében. A cseppek 7.5 + 4% tartalmazott
egynél tobb sejtet a monocitdk esetében. A tobbi csepp Ures volt. A cseppekben lerakott sejtek
szamat dokumentalni tudtuk a Petri csésze megfeleld teriletének a vdlogatas el6tt és utan torténd
(mikroszképos) lefényképezésével. A sejtek adhézidés erejét a manipulacidk sikere érdekében
hangoltuk, igy nem volt sziikség a sejteket csapdazé mikrostruktirakra sem. Véleményem szerint az
altalunk alkalmazott, bonyolult megolddsokat nélkiil6z6, ugyanakkor flexibilis berendezés az egyedi
sejtek izoldlasdban attorést hozhat.
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29. dbra. a: az dltalunk haszndlt CellSorter elrendezés egyedi sejtek automatizalt valogatdsdra és
lerakdsdra. A rendszer f6 komponensei: inverz mikroszkdp digitdlis kamerdval;, motorizdlt fokusz és
2D motoros mikroszkopasztal; fiiggbleges irdnyban motorizdlt mikromanipuldtor; CellSorter vezérlé
egység a folyadékdramlds szabdlyozdsdra,; vakuumot elddllité 1-es fecskend6 a fecskendépumpdban

és gravitdcios tulnyomdst elddllito 2-es fecskendd; a CellSorter szoftvert futtatd szamitogép. b: az
egyedi sejtek felszedését végzs 70 um belsé atmérdjii liveg mikropipettdt eqgy manudlisan forgathato
kar tartja, ami a fliggbleges irdnyban motorizdlt mikromanipuldtorhoz kapcsolddik. A sejteket egy 35
mm dtmérdjii Petri csészébdl szedjiik fel, és PCR csévekbe vagy egy vékony liveglemezre tessziik le.
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30. dbra. A mikropipettdra kapcsolt nyomds fiiggvényében mértiik a mikropipetta hegyénél
kitiiremkedd viz feliiletének gorbiileti nyomdsdt. Az a panel mutatja a mérés elvét. A Young-Laplace
egyenletnek megfeleléen a folyadékban lévé p; nyomdsnak nagyobbnak kell lennie a kiilsé p, értéknél
ahhoz, hogy a folyadék kidudorodjék a pipettdbdl. A mikropipettdban Iévé egyedi sejtet a piros
szimbdlum dbrdzolja. Az imagel szoftver segitségével kért illesztettiink a mikropipettdt oldalnézetbdl
mutato képeken a viz feliiletére (b, c). Azt taldltuk, hogy a p = p; - po nyomds az R gérbiileti sugdr
fiiggvényében szisztematikusan eltért a Young-Laplace egyenlettél. Abrdzoltuk az Rp szorzatot az R
fiiggvényében (d), amely viz esetén linedris korreldciot mutat (R°= 0.93) 2130 + 135 Pa meredekséggel
a konstans fiiggvény helyett. Szilikon olajjal megismételve a kisérletet hasonlé korreldciot (R°= 0.92)
taldltunk, de egy nagysdgrenddel kisebb meredekséggel: 297 + 11 Pa. Az anomdlis nyomds
megjelenését a csepp pdrolgdsdnak tulajdonitjuk, és két additiv taggal irjuk le a Young-Laplace
egyenletet kiegészitve (a).

Ha az a = ’pLg kapilldris hossz a vizsgalt rendszer karakterisztikus méreténél nagyobb, akkor a

gravitacio elhanyagolhatd, és a fellleti feszlltség hatarozza meg a folyadékcsepp viselkedését. (v a
fellileti fesziiltség, p a folyadék slir(isége, g a gravitacids gyorsulds. 25 °C fokon viz esetében a = 2.7
mm.) A Young-Laplace egyenlet értelmében a folyadék csak akkor fog lecseppenni, ha a nyomas eléri

a Pe =i—: kritikus értéket, ahol R, a pipetta nyildsdnak a sugara. Megfigyeléseink a 30. dbran

bemutatott mddon eltértek a Young-Laplace egyenlett6l. A Laplace nyomds mellett egy additiv,
anomalis nyomas jelent meg, melyet a csepp pdrolgasanak tulajdonitunk:
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2y

P1—DPo = ? + Drecoil + 6Dy

ahol p; a folyadékcsepp belsejében mérheté nyomas, p, a csepptdl tavol mért légnyomas, y a fellileti
feszliltség, R a csepp sugara, p..ci a parolgads kovetkeztében a csepp felliletére hatd visszalokddési
nyomas, 0p, pedig a csepp korili g6éztérben feléplil6 nyomasesés [8]. Esetlinkben a parolgas
litemébdl meghatarozott p,...; elhanyagolhaté volt.
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31. dbra. Egyedi sejtek kis cseppekben. Az a panel 6sszesen 15 egyedi NE-4C sejtet tartalmazd cseppet
mutat egy vékony lveglemezen az objektivliencse fol6tt. A cseppek kézti tavolsdg 5 mm. Az egyik
cseppben Iévé sejt faziskontraszt (b) és fluoreszcens (c) mikroszkdpos képe. A nyilak a cseppben lévé
sejtre mutatnak. A cseppek térfogata 0.7 + 0.03 ul illetve 0.37 + 0.05 ul volt NE-4C illetve monocita
sejtek esetében. Az egyedi sejtlerakds hatékonysdgdt mutato statisztika Iathato a (d) és (e) panelen
NE-4C sejtekre valamint monocitdkra.

2.3.3 Egyedi sejtek adhézids erejének mérése

A sejtadhézid a bioldgia egyik alapvets jelensége, amely létfontossagu a sok sejtes él6lényekben. A
specifikus makromolekuldk felismerése és a hozzajuk vald kotGdés a fehérvérsejtek nélkiilozhetetlen
feladata az immunvalasz kivaltdsa sordn. Ahhoz, hogy statisztikai értelemben megbizhatd informacidt
nyerjink a sejtadhéziérél, nagyszamu sejtet kell lemérni. Ugyanakkor az egyedi sejtek adhézids
erejének direkt mérése komoly kihivas, és az ismert technikdk atereszt6képessége (throughput) igen
alacsony: tipikusan napi 5-10 sejt. Az inverz mikroszkdpra épitett szamitdgép-vezérelt mikropipettat
bevetettik egyedi sejtek specifikus makromolekuldkkal valé kolcsonhatasanak vizsgalatara [9]. A
mikropipettaban kialakulé aramlas szamitdgépes szimulacidja segitségével kiszamoltuk a célzott
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sejtekre hatd hidrodinamikai emel6 er6 becslilt értékét. A fellletre kitapadt sejtek adhézids erejét
nagy pontossdggal tudtuk mérni Ugy, hogy tobbszér egymds utdn, egyre nagyobb vakuum mellett
prébdltuk felkapni a pipetta ala pozicionalt vizsgalandd sejtet. Az altalunk bevezetett mddszerrel
rovid idd, ~30 perc alatt tobb szaz sejtet mértiink le egyenként, melyek a felliletet boritd specifikus
makromolekuldkhoz kapcsolddtak. A nem specifikus sejtadhézidt a fehérjéket taszitd PLL-g-PEG
polimer bevonattal gatoltuk. Azt taldltuk, hogy az emberi primer (vérbdl preparalt) monocitak
kevésbé tapadnak a fibrinogénhez, mint az in vitro korilmények kozt differencidltatott
leszdrmazottaik: a makrofdgok és dendritikus sejtek. A legnagyobb atlagos adhézids er6t a
dendritikus sejtek mutattdk. Az dltalunk bevezetett mddszert a mar bevalt hidrosztatikus
mikropipetta manipuldcids technikaval érvényesitettiik. Ezen tul az eredményeket megerdsitettiik
standard mikrofluidikai csatorndkban mérve a kitapadt sejtekre hatd nyird erét. Az automatizalt
mikropipetta ugyanakkor nagyobb érzékenységet nyudjtott a mikrofluidikiai csatornakkal 6sszevetve
és kevesebb mellékhatast okozott a sejtekben. Mddszeriinkkel a vizsgdlt egyedi sejtek konnyedén
felkaphaték, izoldlhaték és mdas technikakkal tovabb vizsgalhatdk, amely a szamitdogép-vezérelt
mikropipetta hatdrozott el6nye. Kisérleteink felfedtek egy a fibrinogénhez er6sen kitapadd
sejtpopulaciot, amely megjelenik a makrofagokban, még jelent6sebb hanyadat teszi ki a dendritikus
sejteknek, de hidnyzik a monocitak kozdl.

s

JMM
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= lipdd
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32. dbra. Az egyedi sejtek adhézios erejét mikropipettdval méré hidrodinamikai mdédszer sematikus
dbrdja. A sejtet a sejtmaggal és a sejtadhézios molekuldk feltiintetésével dbrdzoljuk. A fibrinogénnel
bevont miianyag feliiletet a fehérjéket taszitd PLL-g-PEG polimerrel kezeltiik, hogy a nem specifikus
sejtadhéziot gatoljuk. (A PLL-g-PEG a miianyag fibrinogénnel le nem fedett teriileteihez tapad, és igy
gdtolja a sejtek tapaddsat kézvetleniil a miianyaghoz.) A feliiletre kitapadt sejteket beszkenneltiik,
majd a szoftver a motorizdlt inverz mikroszkop dltal készitett képeken felismerte a sejteket. Az
objektiv lencse a sejt alatt Iathatd. Az dbrdn sziirkeszin(i liveqg mikropipetta végigjdrta az ésszes
detektdlt sejtet egyenként. A sejtadhéziot a mikropipettdval keltett és nagy pontossdggal kontrolldlt
folyadékdramlds segitségével mértiik. Hidrodinamikai szimuldciok alapjdn konvertdltuk a
mikropipettdhoz csatlakozo fecskendében bedllitott vakuum értéket az egyedi sejtekre haté emels
erévé.
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33. dbra. A kitapadt monocitdk ardnya fibrinogén és kontroll PLL-g-PEG feliileten kiilbnb6z6 emeld
erék mellett, ahogy azt az automata mikropipettdval mértiik. Hidrodinamikai szimuldciok alapjdn
konvertdltuk a mikropipettdhoz csatlakozo fecskendében bedllitott vakuum értéket az egyedi sejtekre
haté emelé erévé.
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34. dbra. Fibrinogén és kontroll PLL-g-PEG feliileten a kitapadt sejtek ardnya dendritikus sejtek és
makrofdgok esetében az emeld el kiilénb6z6 értékei mellett, ahogy azt az automata mikropipettdval
mértiik. A csillag szignifikdns eltérést jeldl a dendritikus sejtek és a makrofdgok kézt a fibrinogén
feliileten (P<0.05 t-probal).
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35. dbra. A numerikus szimuldciok eredménye. Tipikus nyomds-eloszlds szabadon csuszo (a) és meg
nem csuszo (b) peremfeltételt kirova a Petri csésze aljan. Az Gramldsi tér hengerszimmetrikus, igy az
oldalnézeti abrakon csak a geometria jobb felét mutatjuk. A valésdgos sebességprofil (és mds
lényeges mennyiségek, mint példdul a nyomdsesés) ezen két végletnek megfelel6 értékek kézé esik. A
mikropipetta hegye és a Petri csésze feneke kézti tavolsdg: H = 10 um. Az dramldsi rdata 6 ul/s. A
szimuldcids eredmények ellenérzése érdekében 6sszehasonlitottuk a mikropipetta szimuldalt dramldsi
ratdjat a kisérleti értékekkel a vakuum fiiggvényében H =5 um (c) és H = 10 um (d) mellett.
Figyelembe vettiik a gravitdcids, a mikropipettdt és a fecskendét 6sszekétd vékony PTFE csGben
fellépé nyomdsesés miatti valamint a mikropipettdban kialakulo dramlds sebessége folytdn fellépé
korrekciokat. A Petri csésze fenekén szabadon csuszo peremfeltétellel szamolva a kisérleti értékeket
jobban kézelité szimuldciés eredményeket kaptunk a meg nem csuszoé peremfeltétellel ésszevetve.
Ezért a sejtet modellezé félgémbre hato emels erét (e) a szabadon csuszo peremfeltétellel szamoltuk
ki a mikropipettdra kapcsolt vakuum fliggvényében. Linedris illesztéssel a kévetkezd Gsszefliggést
taldltuk a hidrodinamikai emel6 eré (F,) és a mikropipettdra kapcsolt vakuum (V) kézt. F, = 0.172
[nN/Pa] * V +311 [nN] (R° = 0.996), ha H = 5 um. F, = 0.071 [nN/Pa] * V +961 [nN] (R* = 0.999), ha H =
10 um. Ezeket az egyiitthatdkat haszndltuk a kisérleti vakuum értékek becsiilt emeld erévé valo
konvertdldsdra.
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36. dbra. A nyird erével végzett kisérletek eredménye. a: a kitapadt sejtek ardnya dendritikus sejtek,
makrofdgok és monocitdk esetében a nyiro fesziiltség fliggvényében. A kisérleteket fibrinogénnel
bevont, majd PLL-gPEG-gel inaktivdlt mikrofluidikai kamrdkban végeztiik. A csillag szignifikdns
eltérést jelél a monocitdk és a differencidlt sejtek kézt a fibrinogénen (P<0.05 t-préba). A makrofdgok
és a dendritikus sejtek kézti kiilbnbség nem volt szignifikdns ebben a kisérletben. b: az a panelen
bemutatott eredmények a sejtek eloszldsdnak siiriiségfiliggvényeként dbrdzolva. Ahelyett, hogy a
monocitakndl mért eloszlds eltolodna, egy Uj csucs jelenik meg a makrofdagok és a dendritikus sejtek
esetében nagy adhézids erénél. c: Sejtadhézio a PLL-g-PEG-gel bevont kontroll feliileten az a panelhez
hasonldéképp mérve és bemutatva. A hdrom sejttipus adatai egyetlen gérbévé esnek Gssze ezen a
gyengén adherens feliileten. A legtébb sejt mdr nagyon alacsony nyiro fesziiltség mellett lemosdodik.
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37. dabra. Mikropipetta manipuldcids technikdval (hidrosztatikus kériilmények kézt) végzett
sejtadhézié mérés egyedi monocitdkon. A sejtek adhézids erejét a kbvetkezd képletbdl szamoltuk:

d2
Fp=(@- PO)E

ahol p illetve p, a mikropipettdban illetve a Petri csészében lévé nyomds és d a mikropipetta belsé
dtmérdje. a: az 5 um aperturdju mikropipettdt a fibrinogénnel bevont feliileten kitapadt ~15 um-es
sejt folé vittiik. A vdkuum bedllitdsa utdn a mikropipettdn datfolyo dramldst szabdlyozd szelepet
folyamatosan nyitva tartottuk. A mikromanipuldtort joystickkal szabdlyozva dvatosan megérintettiik
a sejtet a mikropipetta hegyével. b: ezutan ismét 30 um-rel a feliilet folé emeltiik a hegyet. A piros
nyil a mikropipetta mozgdsdt mutatja, mik6zben a sejtet felemeli. Ha a sejt levdlt a feliiletrél,
attértiink a kévetkezs sejtre. Ha a sejt a feliileten maradt, néveltiik a vakuumot. A szivo erét egészen
addig emeltiik, amig a sejt levdlt a feliiletrél. c: kiszamoltuk az adott vakuum alkalmazdsa utdn még
kitapadt sejtek ardnyadt. (A kitapadt sejtek szamdt az Gsszes lemért sejt szamdval normdltuk. A
kisérlet elGkészitésekor lemosott sejteket itt nem vessziik figyelembe a mérési hiba csékkentése
érdekében. Hogy a grafikon a 33. dbrdval ésszehasonlithato legyen, az adatokat djra kell skdldzni,
vagyis az egydltaldn kitapado sejtek szamdval normdlni.) Ezen kisérleteink megerdsitették a 70 um-es
mikropipetta hidrodinamikai dramldsdval mért adhézios eré nagysdgadat.
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38. dbra. Vizsgdltuk az dtlagos sejtteriilet és a sejtadhézids erd kézti bsszefiiggést. A fibrinogén
feliileten kitapadt, két kiilbnb6z6 donortdl szdrmazé monocitdkat (a panel, n=709), makrofdgokat (b
panel, n=2250), és dendritikus sejteket (c panel, n=2946) automatikusan detektdltuk a sok ldtoteres
mozaik faziskontraszt képeken a CellSorter szoftver segitségével. (n a vizsgadlt sejtek szama.) A
sejteket befoglald keretek (Ax) szélessége és (Ay) magassdga alapjdan a sejtek (A) teriiletét a
kévetkezbképp becsliltiik meg:

A= (m*AxAy)/4

Azokat a ritka eseteket, amikor egynél tobb sejt keriilt ugyanabba a keretbe, kihagytuk a
szamoldsbol. A makrofdgok dtlagos teriilete volt a legnagyobb, a monocitdké pedig a legkisebb (d
panel). Ugyanakkor a legerGsebben kitapadt sejtek a dendritikus sejtek voltak, a leggyengébben
tapaddk pedig a monocitdk. Igy arra a kbvetkeztetésre jutottunk, hogy nincs nyilvdnvald korreldcié a
sejtek mérete (terlilete) és az adhézios erd kézt a vizsgdlt fehérvérsejtek esetében.
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3 Diszkusszio

Automatizalt mikroszképokkal végzett kisérleteinkben él6 sejteket vizsgaltunk. Kifejlesztettiink a
célnak leginkdbb megfelel6 mikroszkdp-inkubatorokat, melyeket szabadalmaztattunk. Sajat
programot fejlesztettiink a mikroszkdp és a kiegészit6 berendezések time-lapse kisérletekben torténé
automatikus vezérléséhez.

A sejtmag oszcilldlé mozgasanak hatterét mikrofabrikdlt biokémiai bevonatokon kutattuk. Amellett
érveltlink, hogy a sejtmag oszcillacidjat a mikrotubulus-dinamika hajtja Ugy, hogy a sejtmagra haté
valtozik. Médszeriink a sejtmag vandorldsanak f6 ismérveit megérizve képes nagyszamu egyedi sejt
szisztematikus vizsgdlatara. Kisérleteink els6ként mutattak, hogy pusztdn a sejtek alakjanak
befolydsolasaval oszcillald sejtmagmozgast lehet kivaltani eml&s sejtekben.

Vizsgdltuk a miozin-ll-es motorfehérje gatlasanak a sejtek alakjara és a sejtmag mozgasara kifejtett
hatdsat. Meglep6 mddon ahelyett, hogy a miozin-lI-t gatlé blebbisztatin csokkentette volna a
magmozgast, elnyult, bipoldris sejtalakot valtott ki, és fokozta a sejtmagok mozgdsat. GFP-centrin
segitségével jeloltik meg fluoreszcensen a centroszdmat, és azt lattuk, hogy miozin-Il aktivitas
mellett a centroszdma rendszerint lemarad a sejtmag mogott, mig ennek hijan megel6zi a sejtmagot.
A megfigyelések értelmezése céljdbdl egy viszonylag egyszer(i viszkoelasztikus modellt alkottunk a
sejtvaz leirasara, amely aktivan 6sszehl(zddd és passziv, 6sszenyomhato elemekbdl all.

Rogzitettik nagyszamu (aranyhal pikkelyébdl szarmazo) keratocita sejt kollektiv mozgasat. Ezek a
szoveti sejtek a halakhoz, madarakhoz vagy marhacsordakhoz hasonlé mdédon rajokba rendezédve
mozogtak. A sejtek slrlségét, azaz az adott teriletre jutd sejtek szamat novelve a rendezetlenbdl
rendezett fazisba torténé kinetikus fazisatalakuldst figyeltiink meg. A kritikus s(rlség kozelében
komplex kép alakul ki egymassal kélcsénhatd sejtcsoportokkal. A kisérletek alapjan felépitettiink egy
pusztan rovid tavu koélcsonhatasra alapuld szimulaciés modellt, amely folytonos fazisatalakulast
mutatott a rendezett fazisba. Mikrofabrikalt aréndkban latvanyosan o6rvénylé kollektiv sejtmozgast
figyeltiink meg, melyet a szimulaciodk is reprodukaltak.

Kiterjedt, 3-dimenzids mintak vizsgalatahoz egy Uj szelektiv sik-megvilagitdsu mikroszképot (SPIM-et)
fejlesztettlink, amely hengerlencse helyett diffrakcids optikaval dllitja el§ a vékony fénysikot. Az
elrendezés egyik elénye, hogy nem kell a minta kdzvetlen kozelébe helyezni a megvilagité egységet,
ami egyébként erdsen limitdlja az eszkdz alkalmazhatdsagat. Emellett rendkivili mddon
leegyszeriisodik a SPIM-ekben szokasos bonyolult megvildgitd rendszer, ezaltal a hibaforrasok szama
és a berendezés koltsége is jelentésen csokken. Az altalunk fejlesztett eszk6z érdemben javitotta a 3-
dimenzids mintdkrdl készilt fluoreszcens képet a szokdsos epifluoreszcens megyvilagitdssal
Osszevetve.

Megmutattuk, hogy a fluoreszcens és a jeldletlen sejtek is automatikusan detektalhaték mikroszkép
és szamitogépes latds (computer vision) segitségével Petri csészében, és ezt kévetGen egyenként
izolalhatéak egy szadmitdgép-vezérelt mikropipettaval. Modszerink rutinszerlien és nagy
szelektivitassal alkalmazhaté FACS-ként egészen az egyedi sejtek szintjéig. A mikropipettdban és
korulotte a Petri csészében kialakuld folyadékaramlas szamitogépes szimulaciéja megerdsitette a
kisérletileg tapasztalt valogatasi hatékonysagot és a normal FACS-hoz hasonléd mértéki sejtkarositd
kockazatot.

Az egyedi sejtek automatizalt manipuldciéja és vdlogatdsa komoly kihivast jelent, ha a tovabbi
vizsgalatok, példaul DNS vagy RNS szekvenadlds ép sejteket kivannak meg. Szamitdogép-vezérelt
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mikroszkdpot és mikropipettat hasznaltunk, hogy 80 db PCR (polymerase chain reaction) m(ianyag
csovet egyedi sejtekkel toltsiink fel egyetlen mékodési ciklus alatt. A Laplace nyomas kovetkeztében
csak egy kritikus nyomas folott kezd a folyadék a mikropipettabdl kifolyni, ami megakadalyozza a
csepp térfogatanak pontos szabdlyzasat a mikroliter alatti tartomanyban. Taldltunk egy anomalis
nyomadst, ami hozzdadddik a Laplace nyomashoz. Ezt a csepp parolgasanak tulajdonitjuk. A kritikus
cseppentési nyomds problémajat gyors folyadékszelepek egymas utdni, milliszekundumos
pontossaggal id6zitett nyitasaval oldottuk meg. Az egyedi sejteket pardnyi cseppekben tettik le. A
minimalis csepptérfogat 0.4—0.7 pl volt 3-4 sejt/perces valogatasi sebesség mellett. A sejtek adhézids
erejét a manipulacidk sikere érdekében hangoltuk, igy nem volt szikség a sejteket csapddzd
mikrostrukturdkra sem.

Ahhoz, hogy statisztikai értelemben megbizhatd informdacidt nyerjlink a sejtadhéziérél, nagyszamu
sejtet kell lemérni. Ugyanakkor az egyedi sejtek adhézids erejének direkt mérése komoly kihivas, és
az ismert technikdk atereszt6képessége (throughput) igen alacsony: tipikusan napi 5-10 sejt. Az
inverz mikroszkdpra épitett szamitdgép-vezérelt mikropipettat bevetettik egyedi sejtek specifikus
makromolekulakkal valé kolcsonhatasanak vizsgalatdra. A mikropipettaban kialakulé aramlds
szamitégépes szimulacidja segitségével kiszamoltuk a célzott sejtekre hatd hidrodinamikai emel6 eré
becsiilt értékét. A felliletre kitapadt sejtek adhézids erejét nagy pontossaggal tudtuk mérni gy, hogy
tobbszor egymds utan, egyre nagyobb vakuum mellett prébaltuk felkapni a pipetta ald pozicionalt
vizsgadlandé sejtet. Az altalunk bevezetett moddszerrel rovid id6, ~30 perc alatt toébb szaz sejtet
mértink le egyenként. Azt taldltuk, hogy az emberi primer (vérbdl prepardlt) monocitak kevésbé
tapadnak a fibrinogénhez, mint az in vitro kortilmények kozt differencidltatott leszdrmazottaik: a
makrofagok és dendritikus sejtek. A legnagyobb atlagos adhézids er6t a dendritikus sejtek mutattak.
Az 3ltalunk bevezetett mddszert a mar bevalt hidrosztatikus mikropipetta manipuldciés technikaval
érvényesitettiik. Ezen tul az eredményeket megerGsitettilk standard mikrofluidikai csatorndkban
mérve a kitapadt sejtekre haté nyird er6t. Az automatizalt mikropipetta ugyanakkor nagyobb
érzékenységet nyujtott a mikrofluidikiai csatornakkal 6sszevetve és kevesebb mellékhatast okozott a
sejtekben. Kisérleteink felfedtek egy a fibrinogénhez er6sen kitapadd sejtpopulaciét, amely
megjelenik a makrofagokban, még jelent6sebb hanyadat teszi ki a dendritikus sejteknek, de hidnyzik
a monocitak kozul.
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4 Szakmai terveim

Az utébbi 6t év nemzetkdzi tendencidi azt mutatjdk, hogy az egyedi sejtek vizsgalata rendkivili
mértékben fejlédik, nagy szikség van Uj technikdkra. A biofizikdban, bioldgidban, biokémiaban
legrangosabb technikai folydirat, a Nature Methods a 2013-as év mddszerének valasztotta az egyedi
sejtek szekvenadlast. A Science és Nature folydiratokban sorra jelennek meg a cikkek ezen a teriileten.
Mindez jol mutatja egy Uj tudomanyag sziiletését és a benne rejl6 potencialt.

Jelenleg tagja vagyok Horvdth Robert Lendilet kutatécsoportjanak, elnyertem a Bolyai 6sztondijat
harom évre 2013-ban, elnyertiik 2015. elsé félévére a MEDInPROT Szinergia ll-es palyazatot
Kellermayer Mikldssal, S&ndor Noémivel és Székacs Innaval kozdsen.

Az aldbbi hdrom, még el nem nyert palyazatban vagyok résztvevé:

1. Témavezetd: Horvath Rébert, biofizikus, MTA-MFA, ERC palyazat
2. Témavezet6: Bajtay Zsuzsa, immunolégus, ELTE Immunoldgiai Tanszék, OTKA pdlyazat
3. Témavezet6: Szabo lldikd, kémikus, ELTE TTK Kémiai Intézet, OTKA pélyazat

A futd és megpalyazott projektek szakmai teveivel 6sszhangban a kovetkez6 években az egyedi sejtek

< sz

kovetkez6 kisérleteket, fejlesztéseket tervezem:

1. Szuszpenzidban lévé egyedi sejtek automatikus felismerése és izolaldasa mikropipettaval. A
jelenleg hasznalt eljarasunkban ugyanis kritikus a sejtek fellletre térténd kitapaddsa. Ezt
tervezem Kkiiktatni a vékony, kvazi 2-dimenzids folyadékrétegben szuszpendalt sejtek
vdalogatasaval. A konvekcid l1ényegében megszlinik az olajjal lefedett vékony vizrétegben, igy
a sejtek rogzités nélkil sem mozdulnak el, csak Brown-mozgast végeznek. Kis, a sejtek
méreténél alig nagyobb keresztmetszetl mikroipettdval elvégeztik a bevezetd kisérleteket,
melyek igen biztatéak. Eredményeink kdzel alinak a publikacidhoz.

2. Olaj kérnyezetben pikoliteres vizcseppekbe zarjuk az egyedi sejteket specialis mikrofluidika
nélkiil, majd az egy-sejt kapszulakat a mikroszképos kép alapjan mikropipettaval
valogatjuk. A jelenleg elterjedt eljards szerint mikrofluidikai csatornak, eldgazasok
segitségével zarnak egyedi sejteket pikoliteres, nanoliteres vizcseppekbe olaj kérnyezetben
%’ Egy masodperc alatt sok ezer egy-sejt kapszula legyarthatd, melyeken aztan specialis, un.
lab-on-a-chip kisérletek végezhet6k. A mi rendszeriinkben hasonld egy-sejt kapszuldkat
allitottunk el6 hasonléd hozammal, de pusztdan a mikropipetta felhaszndldsaval specialis
mikrofluidika nélkil. A Petri csésze aljara kitapadnak a (sejteknél alig nagyobb) vizcseppek,
melyeket automatikus detektalds és szelektalds utan képesek vagyunk egyenként felszedni.
Eredményeink kozel allnak a publikaciéhoz.

3. Immunsejtek specifikus makromolekulakkal torténé koélcsonhatasanak vizsgdlata
szamitogép-vezérelt mikropipettaval. Az ELTE Immunoldgiai Tanszékével egylttm(ikodve
vizsgaljuk  kilonb6z6 emberi immunsejtek kolcsonhatdsat fibrinogénnel és mas
makromolekuldkkal. A mianyag és liveg felliletek nem bevont régioit a fehérje- és sejttaszitd
PLL-g-PEG mesterséges polimerrel inaktivaljuk. Az inaktivalds minésége donté fontossagu,
tervezziik bevetni a PLL-g-PEG-nél is hatékonyabb, nemrég publikalt szilan alapu bevonatokat

?7 ). Clausell-Tormos et al.: Droplet-Based Microfluidic Platforms for the Encapsulation and Screening of
Mammalian Cells and Multicellular Organisms, Chemistry and Biology 15, 427 (2008)
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% Két hasonld, de eltér6 funkcidju integrin receptor szerepét kivanjuk tisztazni

monocitakban, makrofagokban és dendritikus sejtekben. Egy eddig ismeretlen természetes
gyulladdsgatld mechanizmust sejtiink a hattérben. A jovében B sejteket is tervezlink

vizsgalni, melyeknél az un. komplement rendszer molekuldival valé kdlcsonhatast fogjuk
mérni.

B.Hua et al.: An improved surface passivation method for single-molecule studies, Nature Methods 12, 1233

(2014)
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5 Tézisek

10.

11.

12.

13.

14,

Megmutattam, hogy az automatizalt mikroszkdpia a sejtmag vandorlasanak f6 ismérveit
megdrizve képes nagyszamu egyedi sejt szisztematikus vizsgalatara mikrofabrikalt biokémiai
bevonatokon.

Kisérleteim els6ként mutattdk, hogy pusztan a sejtek alakjanak befolyasoldsaval oszcillald
magmozgast lehet kivaltani emlGs sejtekben.

Ahelyett, hogy a miozin-ll-t gatld blebbisztatin csokkentette volna a magmozgast, elnyult,
bipolaris sejtalakot valtott ki, és fokozta a sejtmagok mozgasat.

Miozin-1l aktivitds mellett a centroszdma rendszerint lemarad a sejtmag mogott, mig ennek
hijan megel6zi azt.

Rogzitettem nagyszdmu (aranyhal pikkelyébdl szarmazd) keratocita sejt kollektiv mozgasat.

A sejtek slrlségét, azaz az adott teriiletre jutd sejtek szamat novelve a rendezetlenbdl
rendezett fazisba torténd kinetikus fazisatalakulast figyeltem meg.

Mikrofabrikalt arénakban latvanyosan orvényldS kollektiv sejtmozgast figyeltem meg, melyet
szamitogépes szimulacidk is reprodukaltak.

3-dimenzidban kiterjedt mintak vizsgalatahoz egy U] szelektiv sik-megyvilagitasu mikroszképot
fejlesztettem, amely hengerlencse helyett diffrakcios optikdval allitja el6 a vékony fénysikot,
és érdemben javitotta a képalkotast a szokasos epifluoreszcens megvilagitassal 6sszevetve.

Megmutattam, hogy a fluoreszcens és a jeldletlen sejtek is detektalhatdék automatizalt
mikroszkdp és szamitégépes latas (computer vision) segitségével Petri csészében, és ezt
kovetben egyenként izoldlhatdak szamitdgép-vezérelt mikropipettaval.

A szamitdgép-vezérelt mikropipetta rutinszer(ien és nagy szelektivitassal alkalmazhaté FACS-
ként egészen az egyedi sejtek szintjéig.

Megmutattam, hogy a szamitogép-vezérelt mikroszkép és mikropipetta képes a kis
vizcseppekbe zart él6 sejteket jo hatékonysaggal és nagy ateresztGképességgel egyenként
manyag csovekbe helyezni.

A kritikus cseppentési (Laplace) nyomas problémajat gyors folyadékszelepek egymas uténi,
milliszekundumos pontossaggal id6zitett nyitasaval oldottam meg a csepp térfogatanak
csokkentése érdekében.

Az automatizdlt mikropipetta segitségével specifikus makromolekuldkra kitapadt
immunsejtek adhézids erejét nagy érzékenységgel és nagy atereszt6képességgel mértik.

Az altalam bevezetett sejtadhéziét méré moddszert a mar bevalt manualis hidrosztatikus
mikropipettaval érvényesitettiik.
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