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Bevezetés

BEVEZETES

A daganatterdpidban alkalmazott vegyiletek, az antibiotikumok és a parazitaellenes
hatéanyagok tobbsége kis molekuldji vegyiilet, amely daltaldban difftizioval keriil be a
sejtekbe. Alkalmazdsuk sordn szdmolni kell mellékhatdsaikkal, pl. a szervezet egészét érintd
nem specifikus toxicitdsukkal, valamint gyors kivalasztéddsukkal [Takakura és Hashida,
1995]. A makromolekularis hordozok alkalmazdsa csokkentheti a terdpids szerek
mellékhatasait, javitja oldékonysdgukat vizes kozegben, valamint lehetdséget kinal a
hatéanyagok sejt-, illetve szdvetspecifikus célbajuttatdsara. Mivel szamos bakteridlis patogén,
parazita (pl. Mycobacterium sp, Leishmania sp.) makrofiagokban €l és szaporodik, nagy
jelentOséggel birna parazitaellenes szerek, antibiotikumok szelektiv bejuttatdsa makrofdgokba.
A makrofigok receptor-medidlt endocitézisdban nagy szerepet kapnak a scavenger
receptorok, amelyek elsésorban a makrofag vonal sejtjein taldlhatd, polianionos molekuldkat
(pl. acetilezett, maleil-csoporttal mddositott fehérjéket, szulfattartalmi poliszaharidokat)
felismer0 membréan-fehérjék. A scavenger receptoron keresztiil a makrofagokba juttatott
hatéanyagok szerepet kaphatnak mind a makrofdgokhoz kapcsolédé tumoros
megbetegedések, mind az intracelluldris patogének okozta fert6zések kemoterdpids
kezelésében.

Napjainkban egyre terjed a szervezetben lebomlani képes hordozok, koztiik a poliaminosavak,
mint példaul poli[Tyr] és poli[Glu] alkalmazésa kis molekuldk célbajuttatasira [Bourke et al,
2003, Li, 2002]. A polikationos poli[Lys] komplexet képez a nukleinsavakkal, ennélfogva
vektorként is haszndlhaté nukleinsavak, elsdsorban DNS célbajuttatdsara [Ward et al, 2001].
Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatdcsoportban régéta folyik polilizin gerincii, eldgazé lancu
polipeptidek szintézise és bioldgiai hatasuk vizsgalata. A polipeptidek oldallancuk szerkezete
szerint tobb csoportba sorolhatéak: i. a lizin egységekhez egy aminosav kapcsoldédik
(poli[Lys(X;)], roviditve X;K) 1ii. a polipeptid oligo-DL-alanin oldalldncot hordoz
(poli[Lys(DL-Alay,)], AK), iii. az oldallincban egy tovabbi aminosav taldlhaté6 a Lys e-
aminocsoportjdhoz (poli[Lys(DL-Ala,-X;)], roviden AXK), iv. vagy az oligo-DL-ala N-
termindlis aminocsoportjdhoz kapcsolédva (poli[Lys(X;-DL-Ala,,)] vagy roviden XAK). A
polipeptidek sokoldald makromolekuléris hordozonak bizonyultak. Szamos hatéanyag (GnRH
antagonista [Mez6 et al, 1996], Mycobacterium tuberculosis [Wilkinson et al 1999] peptidek,
Hepatitis-A peptidek [Nagy et al, 2000], valamint HSV epitp peptidek [Mezd et al, 2003],
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metotrexdt [Kéczdn et al, 2002], daunomicin [Hudecz et al, 2003, Reményi et al, 2003])
hordozémolekuldjaként alkalmaztak oket.

A dolgozatban szerepld kisérletek arra probélnak vélaszt adni, hogy a polilizin gerincli
eldgaz6 lancu polipeptidek oldalldncdnak szerkezeti mddositdsai, elsdsorban a polipeptid
toltésviszonyainak véltozdsa hogyan befolydsoljdk a polipeptid csillos egysejtii, illetve egér
makrofdg sejtek tulélését, kemotaxisukra kifejtett hatdsit, valamint a polipeptid bejutdsat e
modellsejtekbe. Dolgozatomban eloszor attekintést nyudjtok a makromolekuldris hordozdkkal
valo célbajuttatds lehetOségeirdl, részletesen kitérve a polilizin gerincli eldgazé ldncu
polipeptidek eddigi alkalmazasdra. Ezt kovetden vdzolom a kemotaxis €s az endocitdzis
folyamatat, majd Osszefoglalom a hivatdsos fagocitasejtek, ezen beliil is a makrofagok
jellemzoit €s funkcidit, valamint a makrofagok mintdzatfelismer0 receptorainak
tulajdonsagait. Végiill ismertetem a hatéanyagok scavenger receptoron keresztiil
makrofagokba val6é specifikus célbajuttatasaval foglalkoz6 irodalmat. Ezutdn ismertetem

munkam célkitizéseit, a kisérleti médszereket, €s sajat eredményeimet.
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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Kis molekulaja hatéanyagok célbajuttatasa makromolekularis hordozoé segitségével
A bioldgiailag aktiv vegyiiletek specifikus sejtbe juttatdsaval foglalkozé kutatdsok napjaink
legdinamikusabban fejlodé tudomdnyteriiletei kozé tartoznak. Szdmos tumorellenes,
parazitaellenes hatéanyag hidroféb, kis molekuldjd vegyiilet (pl. metotrexdt vagy
antraciklinek), amely a diffizidval atjut a sejtmembréanon, azonban e szerek tobbsége toxikus
a szervezet tobbi sejtjére nézve is [Takakura és Hashida, 1995]. Ezért nagy fontossdggal birna
e hatéanyagok sejt-, illetve szovetspecifikus célbajuttatisa. A kis molekuldja, hidrofil
hatéanyagok (peptidek, fehérjék, oligonukleotidok, plazmidok) esetében éppen az csokkenti a
vegyiilet hatékonysdgat, hogy a vegyiilet alacsony membrdnpermeabilitisa miatt nem jut el a
hatds helyére [Tung és Weissleder, 2003]. Ebben az esetben a hatéanyag sejtbe juttatdsa
jelenti a megoldandé feladatot. Ezekre a problémadkra kindl megolddst a makromolekularis
hordozdk alkalmazdsa. A makromolekuldris célbajuttaté rendszerek csokkenthetik a terdpids
szerek toxikus mellékhatdsait, igy magasabb dézisi hatéanyag alkalmazdasét teszik lehetdvé.
A sejt- vagy szovetspecifikus hordozdk segitségével kikiiszobolhetd a hatéanyagoknak a
szervezet mds részein kifejtett nem specifikus hatdsa, amely a daganatok gyodgyitdsanak
komoly hatraltaté tényezdje. A hordozok alkalmazasa kikiiszobolheti az antibiotikumok
hatdstalansagdnak legfobb okat, a multidrog-rezisztenciat is. A kis molekuldju vegyiiletek
(epitép peptidek, toxinok) esetében a molekula immunogenitdsa nem elég nagy ahhoz, hogy a
szervezetbe juttatva ellenanyag termelését idézzék eld, ellenben ha a kis molekulat
makromolekulédris hordozéhoz kapcsolva juttatjdk a szervezetbe, megfeleld intenzitdsu
immunvalaszt idézhetnek el6 [Hudecz et al, 1993].

A makromolekuléris hordozéval szemben tdmasztott f6bb kovetelmények:

= Bomoljon le, és ne halmozddjon fel a szervezetben;

= Ne legyen toxikus;

= Ne legyen immunogén;

= Hordozzon olyan funkcios csoportokat, amelyekhez a hatoanyag egyszerii kémiai

reakcioval hozzdkapcsolhato;

U

Amennyiben rendelkezik felismerdegységgel, a hatoanyag hozzdkapcsoldsa utdn is

megorizze célspecifikussdgdt;
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= Ne vdltoztassa meg a hatéanyag biolégiai aktivitasdt [Takakura és Hashida, 1995].

Attol fliggden, hogy a szervezet mely pontjaira szeretnénk eljuttatni a hatéanyagot, kétféle
stratégidt alkalmazhatunk. Amennyiben egy kis membranpermeabilitdsi molekuldt — enzimet,
nukleinsavat, fluoreszcens vagy radioaktiv jelzéanyagot — szeretnénk a szervezet minden
sejtjébe eljuttatni, olyan hordozot kell valasztanunk, amely a membrinon keresztiiljuttatja a
hatéanyagot, de nem rendelkezik specifikus felismerdegységgel. Ha azonban a hatéanyagot —
tumor vagy parazitaellenes szert, jelzOanyagot — egyféle sejttipusba vagy szovetbe szeretnénk
eljuttatni, olyan hordozot kell valasztanunk, amely nem jut at a sejtmembrdnon, hanem az
adott sejtre, szovetre specifikus felismerd struktira segitségével vesznek fel a sejtek. A
felismerdegység lehet valamely sejten taldlhat6 receptor ligandja, de maga a hordoz¢6 is
rendelkezhet specifikus receptorral a sejteken, mint pl. a transzferrin. A makromolekula ebben
az esetben receptor-medidlt endocitdzissal juttatja be a sejtbe a hozza kapcsolt kis molekuldji
hatéanyagot. A felvétel hatékonysdgat befolyasolja sejten taldlhaté receptorok mennyisége,
reciklizdciés ideje, valamint az, hogy a hatéanyag milyen hatékonysiggal szabadul fel az
endo-lizoszéma kompartmentben [Tung €s Weissleder, 2003]. Nem célspecifikus hordozdék
esetében a szoveti sajatsdgokat hasznéljak ki. Ismert, hogy a daganatok vérellatasat biztosito
yjonnan képzddott kapillariserek endotéliumanak szerkezete rendezetlen, a sejtek kozotti
tavolsdg joval nagyobb, mint az egészséges érfal endotéliumdban. Igy azok a
makromolekuldk, amelyek az egészséges endotéliumon képtelenek datjutni, a tumor
érrendszerének endotél sejtjei kozott bejuthatnak a szovetbe. Ennek kovetkeztében a hozzajuk
kapcsolt tumorellenes szer a daganatban halmozddik fel, és fejti ki hatasit. Ezt a jelenséget

EPR (enhanced permeability and retention) effektusnak nevezik [Seymour, 1992].

1.1.1. A makromolekularis hordozék csoportositasa

Természetes és szintetikus makromolekuldkat egyardnt haszndlnak bioldgiailag aktiv
vegyiiletek vagy jelzOmolekuldk makromolekuldris hordozdjaként. A  hordozokat
csoportosithatjuk méretiik szerint: a relative kis molekulatomegli hordozdok kozé sorolhatjuk a
sejt-penetracids peptideket, peptid- és szteroid hormonokat, mig a nagy molekulatomegii
hordozdk kozé tartoznak kiillonbozd, fehérjék (marha szérumalbumin, ellenanyagok), a DNS,
szénhidritok, és szintetikus polipeptidek. Bizonyos makromolekuldk, mint példaul az

ellenanyagok, lektienek, transzferrin, lipoproteinek, (LDL) rendelkeznek specifikus
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felismerdegységgel, mig a hordozék masik csoportja nem hordoz specifikus felismerd
struktirat. Ilyen hordozék a  sejt-penetrdciés  peptidek, mint a  penetratin
(RQIKIWFQNRRMKWKK), oligoarginin, transpotran (GWTLNSAGYLLKINLKALAAL-
AKKIL) és hidrofob peptidek: (VIVLALGALAGVGVG és AAVLLPVLLAAP) [Tung és
Weissleder, 2003]. A felismerdegységet nem tartalmazé hordozdk kozé sorolhatjuk a
kiillonbozd szintetikus polipeptideket, mint a nem leboml6 HPMA (N-(2-hidroxipropil)-
metakrilamid kopolimer) [Duncan et al, 1987, Jensen et al, 2003] és DIVEMA (divinil-
éter—maleinsav-anhidrid kopolimer) [Przybylski et al, 1978], a dextrdn; a szervezetben
lebomlé poli-a-aminosav hordozdkat (mint poli[Lys] és, poli[Glu] és poli[Tyr]) [Ward et al,
2001, Li, 2002, Bourke et al, 2003]. A makromolekularis hordozdk fébb tipusait az 1. dbra

foglalja Ossze.

e

rendelkezo nélkiili
/ \ Fehérjék /
. *KLH
Feherjék Szénhidrdtok salbumin o
sellenanyagok smannoz “fibrinogén Szenh’ldr'a'tok
slektinek -galaktoz -de>.(tr,an
stranszferrin Lipidek -alginat
“toxinok «liposzémak
Lipidek, lipoproteinek *micellak Szintetikus
*LDL, HDL polimerek
PEG
-HPMA
*DIVEMA

Médositott fehérjék *poli-a-aminosavak

mal-BSA Konjugdtumok ~elagazo lancu
«Szekretin-poli(etilén-imin) konjugéatum * polipeptidek
stranszferrin-PEG-adamantan konjugatummal *nanopartikulumok

maédositott ciklodextrin alapu nanopartikulum **

1. dbra A makromolekuldris hordozok fobb csoportjai. (*McKay et al, 2002, ** Bellocq et al, 2003)
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1.1.2. Polilizin gerincii polipeptidek mint makromolekularis hordozék

Kiilonbozé hatéanyagok, epitopok hordozémolekuldjaként csoportunkban régéta alkalmaznak
polilizin gerincli eldgazd lancu polipeptideket (tovdbbiakban polipeptid). Munkdm sordn a
polipeptideknek ezt a csoportjat tanulmédnyoztam, ezért részletes jellemzést adok kémiai és
bioldgiai tulajdonsdgaikrdl. A makromolekula gerince 60-120 L-lizin egységbdl 4ll, melyek e-
aminocsoportjdhoz kiillonbozd 0Osszetételli oldallancok kapcsolddnak. A polipeptidek
oldallanc-szerkezetiik alapjdan harom csoportba sorolhat6ak. Ha a lizin egységekhez egy
aminosav kapcsolddik, a polipeptid a poli[Lys(X;)], roviditve X,K 4ltalanos képlettel
jellemezhetd. Az XK polipeptidek egyben a polipeptidek mdsodik csoportjat alkoto
poli[Lys(DL-Ala,-X;)], roviden AXK tipusu polipeptidek szintézisének kiindulasi vegyiiletei.
A harmadik csoportba a poli[Lys(X;-DL-Ala,)] vagy roviden XAK' tipusi polipeptidek
tartoznak. Az X helyen kiilonb6z0 természetes aminosavak &llhatnak. A polipeptidek

szerkezete a 2. dbrdn lathato.

! A polipeptidek roviditései az aminosavak egybetiis kddjain alapulnak, azaz K a lizin, A az alanin, X az

oldalldncban szereplé barmely természetes aminosav roviditése. Az m index az oligo-alanin lancok &tlagos
hosszat adja meg (m=3-5), i pedig az X aminosav atlagos szubsztiticiéfokat a polipeptid Osszes oldallancdra
nézve (i<1) [[UPAC-IUB, 1984].
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2. dbra A polilizin gerincii eldgazo ldncii polipeptidek szerkezete
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1.1.2.1. A polipeptidek szintézise és kémiai jellemzése

A poli[Lys] szintézise N%-carboxi-N*-benziloxikarbonil-lizin-anhidridb8l  kiindulva
polimerizacidval torténik. [Hudecz et al, 1980, 1985]. Az oligo-alanin oldallancok kialakitdsa
a lizin e-aminocsoportjan N*-karboxi-DL-Ala-anhidridbél , kiindulva, szintén polimerizacidval
megy végbe [Hudecz et al, 1985]. Mind a X;K, mind a XAK tipusi polipeptidek esetében a
lancvégi aminosav felkapcsoldsa HOBt-katalizlt aktiv észteres eljarassal torténik [Mez0 et al,
1993].

A polipeptidek 0Osszetételének jellemzése az aminosav-Osszetétellel, illetve végcsoport-
analizissel torténik, méretiiket szedimentacids analizissel, gél- permeécids kromatografiaval,
oszlopkromatografiaval [Hudecz et al, 1984], ujabban tomegspektrometridval hatarozzak meg

[Schlosser et al, 2002].

1.1.2.2. A polipeptidek biolégiai tulajdonsdgai

A polilizin gerincli polipeptidek bioldgiai tulajdonsdgat sok szempontbdl vizsgdltdk mar.
Jellemezték in vitro €és in vivo citotoxicitdsukat, immunogén sajatsdgaikat, az
immunrendszerre gyakorolt hatdsukat, szervezetbeli eloszldsukat, valamint lebomldsukat a
vérben. Megallapitottdk, hogy a polipeptidek oldallancainak aminosav-Osszetétele (toltése,
polaritdsa) befolydsolja a makromolekula és annak hatdéanyag konjugdtumainak bioldgiai

tulajdonsagait, eloszlasat a szervezetben [Hudecz, 1995].

1.1.2.2.1. Citotoxicitds

A polipeptidek in vitro citotoxicitasat patkdny maj- €s lépsejteken és C26 egér vastagbél
karcindbma sejtvonalon, valamint tanulmanyoztdk hatdsukat Hel.a sejtek szaporoddsira. A
polipeptidek toxikus hatdsat nagymértékben befolydsolta az oldalldnc N-termindlis aminosav
mindsége. Az amfoter és polianionos polipeptidek nem bizonyultak toxikusnak, mig a
polikationos karakterii polipeptidek az oldallanc végcsoportjatél fiiggéen toxikus hatést
mutattak  1,5-50 upg/ml koncentrdciéban. A lizinbdl felépiild polipeptidek hatdsat
0sszehasonlitva patkdny mdj- és egér 1€psejteken azt az eredményt kaptak, hogy a szabad e-
aminocsoportokat (pK, = 10,53) hordozé poli[L-Lys] — és még nagyobb mértékben a poli[D-
Lys] — toxikusnak bizonyult patkany 1ép- és mdjsejtekre, illetve HeLa sejtvonalra nézve. Ezzel
szemben a szabad o-aminocsoportokat hordozé poli[e-Lys)] 1ényegesen kisebb mértékben

csokkentette a sejtek életképességét. Megfigyelték tovabbd, hogy az oldallanc 3-4 alaninnal
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torténd meghosszabbitdsa (a ldncvégi pozitiv toltés eltavolitdsa a polilizin gerinctdl) a
poli[Lys(Lysps-DL-Alaz9s)] (KAK) polipeptid esetében szintén a vegyiilet toxicitdsdanak
csokkenését okozta. Tovabbi lanchosszabbitds (dtlagosan 8,5 alanin) esetén a polipeptid még
kevésbé volt hatassal a sejtek életképességére [Hudecz, 1995, Gaal et al, 1984]. Az X
aminosav helyzete a polilizin gerinchez képest csak kis mértékben befolyasolta a polipeptidek
hatdsat az X helyen leucint (LAK-ALK) vagy glutaminsavat (EAK-AEK) tartalmazé AXK-
XAK polipeptid-parok esetében [Hudecz et al, 1992]. Azok a polipeptidek, amelyek
oldallancukban hidroxilcsoportot hordoztak (szerin vagy treonin N-termindlis aminosavval
rendelkeztek) sem patkdny mdj-, sem egér 1épsejtekre, sem C26 egér vastagbél-karcinéma
sejtekre nem voltak toxikusak [Hudecz et al, 1999]. A dolgozatomban szerepld kisérletek mas
modellsejtek felhaszndldsdval részben kiegészitik az itt felsorolt eredményeket, részben j

polipeptidek citotoxicitdsdnak vizsgélatit végeztem el.

1.1.2.2.2. Immunogén sajdtsagok és immunmoduldcios hatds

Kiilonboz6 szerkezetli XAK tipusu polipeptidekkel (X= Leu, D-Leu, Phe, D-Phe, Glu, D-Glu)
immunizéltak Balb/c, CBA és C57/B1/6 egereket. Meghatdroztdk az IgM és IgG tipusu
ellenanyagok mennyiségét, izotipus-eloszldsat és az elsddleges- valamint a memdriavalasz
sordn keletkezett antitestek specificitdsiat. Amennyiben a polipeptideket adjuvédns jelenléte
nélkiil injektdltak az allatokba, a vizsgélt polipeptidek koziil egyediil a D-LAK (poli[Lys(D-
Leu;-DL-Ala,,)]) idézte elo IgM és IgG antitestek termelodését. Az ellenanyag-termelés
kinetikdja T-sejt fiiggd B-sejt valaszra utalt. A polipeptideket komplett Freund-adjuvans
jelenlétében injektdlva az allatokba, megfigyelhetd volt a D-LAK jelentds immunogén hatdsa
mindegyik egértorzsben. Az amfoter EAK (poli[Lys(Glu;-DL-Ala,,)] és D-EAK (poli[Lys(D-
Glu-Phe;-DL-Ala,,)]) polipeptidek csak a BALB/c egértorzsben idézték elo kis mértékt I1gG-
termelodést [Hudecz et al, 1992].

Az ellenanyagok antigén-felismerésének vizsgélata arra utalt, hogy a D-LAK ellen termelddott
antitestek specificitasa az egértorzsek kozott eltérd [Rajnavolgyi et al, 1986, Hudecz, 1995]. A
T-sejt felismerés specifikussdagat kiilonboz6 polipeptidek (AK, LAK, D-LAK, FAK, D-FAK)
esetében késdi tipusu tulérzékenységi reakcié (DTH) intenzitdsanak megfigyelésével
vizsgaltdk BALB/c, C75B1/6 és CBA egereken. A polikationos AK, LAK, D-LAK, FAK és
D-FAK polipeptidek jelentds DTH reakciot indukdltak mindhdrom egértdrzsben. [Rajnavolgyi
et al, 1990].
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A polipeptidek hatdsidt birka vorosvérsejt (BVVS) specifikus T-sejt fiiggd B-sejt
vdlaszanak kialakuldsdra in vivo BDF1 egereken tanulmanyoztidk. A HAK, LAK és D-
LAK polipeptidek intraperitonedlisan BVVS-ekkel egyiitt adva koncentraciétol fiiggéen
serkentették a BVVS-re adott immunvélaszt. A SAK, ASK és EAK polipeptid nem
befolydsolta az immunvdélasz intenzitdsdt. A BVVS-sel valé immunizdlas eldtti 4. és 6.
napon tortént polipeptid-kezelés szintén novelte, mig a polipeptidek hozzdadasa a BVVS-
sel tortént immunizalas utdn nem volt hatassal a az immunvalasz kialakulasara [Gaal et al,

1984, Hudecz, et al, 1999, Hudecz et al, 1992].

1.1.2.2.3. A polipeptidek életideje a vérben
A polipeptidek élettartamdt a vérben és eloszldsukat a szervezetben ndstény BALB/c egerekbe

27 jlletve '''In izotéppal jeldlt polipeptidek lebomldsénak sebességével jellemezték

injektalt
[Hudecz et al, 1999]. A megfigyelések arra utalnak, hogy az oldallanc Osszetétele és az
oldallinc N-termindlis aminosavdnak mindsége, ezen belil is leginkdbb a toltése
nagymértékben befolydsolja a polipeptid életidejét a vérben. A hidroxil-csoportot hordoz6
polikationos polipeptidek (S;K: poli[Lys-Ser;] SAK: poli[Lys(Ser;-DL-Ala,,)], ASK:
poli[Lys(DL-Ala,-Ser;)], LSK: poli[Lys(Leu;-DL-Ser,)], ESK: poli[Lys(DL-Ser,-Leu,)])
hosszu ideig nem iiriiltek ki a vérbdl [Clegg et al 1990)], hasonléan az amfoter EAK és D-
EAK polipeptidekhez. Az oldallancukban N-termindlis aminosavként alanint vagy leucint
hordoz¢6 polikationos polipeptidek (AK és LAK) hamar eltlintek a keringésbol. A polianionos
polipeptidek koziil az Ac-EAK (poli[Lys(N-Ac-Glu;-DL-Ala,,)]) hosszu ideig jelen volt a
keringésben, mig a szintén polianionos Succ-EAK (poli[Lys(N-Succ-Glu;-DL-Ala,,)])
mennyisége a vérben gyorsan lecsokkent [Pimm et al, 1995]. A leghosszabb életidejiinek a

termindlis pozicioban az amfoter glutaminsavat hordozé polipeptidek bizonyultak.

1.1.2.2.4. A polipeptidek eloszldsa a szervezetben

A polipeptidek megoszlasit a szovetek €s a vér kozott szintén az oldallanc Osszetétele, toltése
és N-termindlis aminosavdnak min0sége hatdrozta meg. A polikationos polipeptidek (AK,
LAK, PAK: poli[Lys(Pro;-DL-Ala,,)]) a keringésbdl a 1épbe, vesébe és a mdjba jutnak. Az
amfoter EAK polipeptid a vérbdl vald lassu kiiiriilése miatt nem ddsult fel egyik szervben
sem. A D-aminosavat tartalmazé polipeptidek (D-EAK és D-LAK) nagy mennyiségben
halmozdédtak fel a 1épben és a majban [Hudecz, 1995, Clegg et al, 1990].
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A tumoros Ddy egerekbe juttatott polipeptidek szdveti megoszlasa hasonld volt az egészséges
egerekben tapasztaltakhoz. A polikationos polipeptidek a 1épbe és a mdjba jutottak; a
tumorszdvetben az injektalt mennyiség 1%-a volt kimutathaté. Az amfoter EAK esetében a
szervezetbe jutott polipeptid 3,1%-a jutott a tumorba. Az Ac-EAK polipeptid esetében ez a
mennyiség nagyobb volt (3,4%), ellenben az EAK polipeptid szukcinilezése a tumorban
kimutathat6é polipeptid mennyiségének csokkenését vonta magaval (1,2%) [Hudecz, 1995,

Clegg et al, 1990].

1.1.2.3. A polipeptidek kolcsonhatdsa foszfolipid modell-membranokkal

A polipeptidek a sejtekkel valo érintkezés sordan kapcsolatba keriilnek a sejt membranjaval. A
polipeptiddel val6 kolcsonhatas befolydsolhatja a membran fizikai tulajdonsagait. A membran
fluiditasdnak véltozdsa befolydsolhatja a membranfehéjék, koztiikk ioncsatorndk, receptorok
oldalirdnyd elmozduldsit. Ezdltal a membrannal elég erds kolcsonhatasba 1€pd molekuldk a
sejt jelatviteli folyamataira, adhézidjdra is hatdssal lehetnek [Chan et al, 1991]. Prion-fertdzott
idegsejtekben figyelték meg, hogy a membran rigiditdsinak novekedése a Ca® vilasz
csokkenését idézi el6 [Wong et al, 1996]. Ismeretes, hogy a kationos penetracids peptidek: a
penetratin €s a HIV-1 virus Tat fehérjéje, az oligoargininek, és egyéb Arg-gazdag peptidek
elektrosztatikus kolcsonhatdsba 1épnek a membran anionos lipidjeivel. A HIV-1 virusbdl
szarmaz6 Tat proteinrdl feltételezik, hogy a membranhoz valé aspecifikus kotddése elozi meg
a fehérje sejtbe valo bejutasit. Mann €s munkatarsai [Mann et al, 1991] ezt a folyamatot
adszorptiv endocitozisnak nevezték. Hasonl6 sejtbe jutdsi mechanizmust feltételeznek az Arg-
gazdag peptidek és a penetratin esetében is, bar a peptidek sejtbe jutdsanak mechanizmusa
még nem tisztazott [Richard et al, 2003, Tung és Weissleder, 2003].

A foszfolipid kettOsrétegeket, liposzomdakat, a biolégiai membranok leegyszerlsitett
modelljeiként gyakran alkalmazzak a polipeptid-membran kolcsonhatds tanulmanyozdsara. A
homérséklet emelkedésével a biologiai membranok és liposzomadk fluiditdsa megvaltozik: gél
fazisbol fluid fazisiva alakul. Ezt az 4talakulast jellemezhetjiik a fazisatalakulasi
homérséklettel (tranziciés hdmérséklet, T.). A membran lipid-Osszetétele meghatdrozza a lipid
kettdsréteg fizikai tulajdonsagait, igy a gél fazis — fluid fazis dtmenet hOmérsékletét is.
Kutatécsoportunkban vizsgéltdk a polilizin gerincli polipeptideknek mind membrén-
penetraciéjat mind foszfolipid kettOsréteggel vald kolcsonhatdsat [Nagy et al, 1998].

Foszfolipid monorétegekkel a peptidek a lancvégi aminosav toltésétdl fiiggben 1éptek
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kolcsonhatdsba. A kolcsonhatdas er6ssége a SAK>SAK>EAK~Ac-EAK>poli[Lys]>OAK
(poli[Lys(Orn;-DL-Ala,,)]) sorrenddel volt jellemezhetd. A kiilonb6zd 0Osszetételt
liposzomakkal valé kolcsonhatds vizsgélata sordan megdllapitottdk, hogy poli[Lys] és OAK
kivételével a polipeptidek nem befolyasoltdk az 5% anionos foszfolipidet tartalmazo
liposzomak kiilso-€s belsd rétegében mért fluiditast. Poli[Lys] esetében a membran-penetraciod
a negativ foszfolipid-tartalom emelkedésével (5%—20%) nott. A liposzomdk jelenléte
befolyésolta a polipeptidek éltal felvett harmadlagos szerkezetet. Azon polipeptidek, amelyek
vizes oldatban részlegesen rendezett konforméciot vettek fel (EAK és OAK), a 20 % anionos
lipidet tartalmazé foszfolipid kettOsréteg jelenlétében képesek voltak rendezett o-helikalis
struktdra kialakitdsdra. [Nagy et al, 2003]. Doktori munkdm sordn ezeket a kisérleteket
kiegészitve, nem vizsgalt, kiillonbozo toltésviszonyokkal rendelkezd polipeptidek foszfolipid

kettdsrétegekkel kialakitott kdlcsonhatasat jellemeztem.

1.1.3. A polipeptid konjugatumok bioldgiai hatasa

Az eldzdekben bemutatott polilizin gerincli eldgazé lancd polipeptideket a 90-es évektdl
alkalmazzdk hordozoként kiillonbozé hatéanyagok célbajuttatisara. Az MTA-ELTE
Peptidkémiai Kutatocsoport munkatarsai az elmult években néhdny tumorellenes vegyiilet,
igy daunomicin és metotrexdt, GnRH agonista peptid, valamint HSV és Mycobacterium
tuberculosis eredetli epitép peptidek polipeptid-konjugdtumat  készitették el és

tanulmanyoztak. [Hudecz, 1995; Hudecz et al, 2003].

1.1.3.1. Tumorellenes hatéanyagot tartalmazo polipeptid konjugdtumok.

1.1.3.1.1. Daunomicin konjugdtumok

Az antraciklin szerkezeti antibiotikumok kozé tartozé daunomicint sz€les korben hasznaljak a
gyogydszatban kiilonbozd szilard tumorok és leukémidk kezelésére [Lothstein et al, 2001]. A
daunomicint savlabilis cisz-akonitsav kapcsoldstrukturan keresztiil kapcsoltak EAK, valamint
SAK polipeptidhez. Az cisz-akonitil-daunomicinbdl (cAD) savas kdrnyezetben szabadul fel a
hatéanyag [Reményi et al, 2003]. A cAD-EAK (cAD-poli[Lys(Gluys—DL—-Alass)])
konjugatummal kezelt L1210 leukémidt hordoz6 egerekben kikiiszobolhetd volt a daunomicin

immunszupressziv hatdsa, az édllatok 66-100%-a 60 nappal tulélte a kezelést. [Gadl et al,
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1998]. Ujabb adatok szerint a polipeptidhez kapcsolt hatéanyag multidrog-rezisztens (HL-
60/MDR1 és HL-60/MRP1) sejtekben is kifejti hatasat. [Reményi, 2003].

1.1.3.1.2. Metotrexdt konjugdatumok

A metotrexdt (L-4-amino-N'’-metil-pteroil-glutaminsav), a foldt-anyagcsere inhibitora,
jelentds antitumor hatdssal rendelkezd vegyiilet. A gydgydszatban akut leukémia, csontrak,
valamint reumatologiai betegségek kezelésére haszndljak. Ezen kiviill ismert bizonyos
intracelluléris parazitdk, igy a Leishmania fajok szaporoddsat gatl6 hatdsa is. A metotrexatot a
molekula glutaminsav-részének karboxil-csoportjdn keresztiill peptidkotéssel kapcsoltak
polikationos AK, SAK, ALK (poli[Lys(DL-Ala,-Leu;) és amfoter EAK polipeptidekhez. A
konjugatumok Leishmania-ellenes hatdsat vizsgdlva azt tapasztaltak, hogy a konjugatumok
jelentds leishmanicid aktivitdssal rendelkeznek, jelentdsen csokkentették a fert0zott
makrofidgokban jelen 1évo parazitdk szamat in vitro. Az metotrexdt ALK (poli[Lys(DL-Alas -
Leugo7) polipeptiddel alkotott konjugdtumdnak in vitro és in vivo Leishmania-ellenes

aktivitdsa a szabad metotrexaténal is lényegesen nagyobb volt [Kéczan et al, 2002].

1.1.3.1.3. GnRH analég peptid

A GnRH (gonadotropin releasing hormon) agonista peptidekkel torténd ismételt kezelés
hatdsdra az agyalapi mirigy gonadotropin-termelése lecsokken, a szteroidok termelése
visszaszorul. Bizonyos GnRH-analdég peptidek hatékonyan képesek gatolni hormonfiiggd
tumorok novekedését. Egy GnRH analdg peptid (Ac-D-Trp-D-Cpa-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-
Arg-Pro-D-Ala-NH,) Ac-EAK konjugdtuma gétolta MCF-7 (70%) és MDA-MB 231 (50%)

sejtek novekedését in vitro. [Mez0 et al 1996].

1.1.3.2. Epitop peptidek kapcsoldsa polilizin gerincii polipeptidekhez

1.1.3.2.3. Mycobacterium tuberculosis peptidek

Wilkinson és munkatarsai Mycobacterium tuberculosis 16kDa és 38 kDa fehérjéibdl szarmazo
peptidek segitségével uj, a kordbbi modszereknél specifikusabb in vitro diagnosztikai eljarast
szandékoztak kifejleszteni. A peptidek alacsony T-sejt valaszt indukal6 hatdsanak fokozdsara
az epitép peptideket amfoter EAK és polianionos Ac-EAK (poli[Lys(N-Ac-Glu;-DL-Ala,,) és
Succ-EAK (poli[Lys(N-Succ-Glu;-DL-Ala,,) polipeptidekhez kapcsoltdk. A konjugatum altal
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kivéltott T-sejt vélasz a polipeptid hordoz6tdl fliggd modon fokozodott a szabad peptid dltal
kivaltott reakcidhoz képest [Wilkinson et al, 1999].

1.1.3.3. Nukleinsavak sejtbe juttatdsa polilizin gerincii polipeptid vektor segitségével

A pozitiv toltésti polipeptidek képesek komplexet képezni a negativ toltéseket hordozd
nukleinsavakkal, és azt a sejtekbe juttatni [Wu et al, 1986, Ward et al, 2001]. Bello Roufai és
munkatdrsai igazoltdk, hogy a hisztidin oldalldncot hordozé polilizin gerincii polipeptiddel
(poli[Lys(His;)]) komplexben 1évé plazmid DNS bejut HepG2 humén hepatéma sejtekbe
[Bello Roufai et al, 2001]. A poli[Lys]-DNS komplex életideje a keringésben rovid,
szervezetbe jutdsat kovetOen rovid idon beliil a mdjban halmozddik fel. A polipeptidek
keringésbdl val6 gyors eltdvozasdnak egyik oka feltehetden az, hogy a polikationos polipeptid
aktivdlja a komplementrendszert, és a komplement-komponensekkel opszonizalt komplex a

fagocitasejtek célpontjava valik [Ward et al, 2001].
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1.2. A kemotaxis

1.2.1. A kemotacxis jelentésége

A kemotaxis egyike a legalapvetébb sejtélettani funkcioknak mind a torzsfejlodés
alacsonyabb szintjén 4ll6 szervezetek, példaul egysejtiiek esetében, mind a magasabb rendii
él6lényekben.

Az egysejtiek kemotaktikus képessége nélkiilozhetetlen a tdléléshez. A sejtek a
taplalékmolekuldkat specifikus felismerd molekuldk (taplalékreceptorok) segitségével
kiillonboztetik meg a karos, vagy semleges hatdasu anyagoktdl. Lenhoff elmélete szerint
[Lenhoff, 1974] a sejtek receptorai a filogenezis sordn kezdetben csak a tapldlékmolekuldkat
ismerték fel. A tapldlékmolekula és a sejten taldlhat6 felismerd egységeik ismételt taldlkozéasa
sordan a receptor specificitdsa, mennyisége, ennélfogva a sejt valaszreakciéja médosulhat. Ezt
a jelenséget hormonalis imprintingnek nevezik [Csaba, 1994, Csaba, 2000]. A sejtek a
molekuldk felismerésének képességét atorokitik az utddgenerdcidk szamdra. Ez a folyamat
vezethetett azutdn olyan szigndlmolekuldk kivdlasztdddsdhoz, amelyek a sejtmembranban
specifikus receptorral rendelkeznek, és a sejt miikodését hosszabb tdvon befolyasolni képesek.
A folyamat kezdeti 1épései sordn egyes kis molekuldk, pl. rovid peptidek kettds szerepet
kaphattak: hasznosulhattak taplalékként, de szerepelhettek jelmolekulaként is. Ezt latszik
aldtdmasztani az a megfigyelés, miszerint az egysejtli csillés Tetrahymena aminosav-
specifikus tdpldlékreceptora egyes aminosavakat, és ezek hormon funkciéji szdrmazékat —
példaul a tirozint és a tiroxint/trijédtironint vagy a hisztidint és a hisztamint — hasonld
molekulaként ismeri fel [Csaba, 1994]. Tetrahymena pyriformis esetében figyelték meg, hogy
az eredetileg a hematopoetikus citokinreceptorok részét képezd SXWS szekvencidju
oligopeptidek (ahol X = a 19 természetes aminosav, kivéve a ciszteint) hasonlé kemotaktikus
valaszt valtanak ki, mint a peptidben X helyen szereplé aminosav 6nmagaban. [Illyés et al
2002a]. Az egysejtiiek kiilonb6zd receptorkészlettel rendelkezd populaciéi kemotaktikus
vegyliletekkel szelektdlhatéak, és a szelektdl6 anyagra adott vdlaszképesség a szelektalt
populécidk tovabbi generdcidi esetében is fennmarad. A kemotaxis a magasabb rendiiek
életmiikddéseiben is nagy jelentOséggel bir. Szerepet jatszik az ivarsejtek migracidjaban, az
embriondlis fejlodés soran bekdvetkezd sejtvandorlasok szabédlyozasdban [KoOhidai, 2000]. A
korokozodk elleni védekezés sordn az immunsejteknek a fertézés helyére vandorldsat kiillonféle

kemotaktikus anyagok — bakteridlis peptidek, sajét sejtek dltal termelt kemotaktikus citokinek
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és egyéb molekuldk, példaul véralvadési faktorok [Bar-Shavit et al, 1983] — idézik eld. A
kemotaxis szerepet jatszik tobb koros folyamatban is, mint a bakteridlis fertézések
kialakuldsa, vagy az attétképzd tumorsejtek vandorldsa [Tsuji et al, 2002]. A sejtek
kemotaktikus aktivitisanak megnovekedése jellemzd a rheumatoid arthritis kés6i szakaszaban

1s [K6hidai, 2000].

1.2.2. A kemotaxis alapfogalmai

A migrdcié a mozogni képes sejt elmozduldsa a kornyezetbdl érkezd jel hatdsara. Ez a
fogalom é&ltaldnosan hasznalt, azonban nem ad informdaciét sem a mozgas irdnyéar6l, sem
sebességérdl, sem az érzékelt jel mindségérdl, példaul a kornyezetben taldlhaté molekula
koncentraci6jardl vagy annak valtozasarol.

A kemotaxis a sejt mozgasdnak megvéltozdsa a kornyezetiikben oldott éllapotban 1évo
molekuldk hatdsdra. A sejtek az adott vegyiilet koncentricidjdnak véltozdsat,
koncentracidgradiensét érzékelik. Ezt kovetden a sejtek elmozdulhatnak az adott molekula
irdnydba: az ilyen vélaszt kivalté anyagokat attraktdnsnak nevezziik. Amennyiben az
elmozduléds adott vegyiilet csokkend koncentracidgradiensének irdnydban torténik, azaz a
vegylilet taszitja a sejteket, az anyagot repellensnek nevezziik.

A kemotaxis egy specidlis formdja a haptotaxis, amely nem a kornyezd folyadéktérben oldott,
hanem szilard felszinhez kotott anyagok hatdsira kovetkezik be. A haptotaxist kivalthatjak
sejtfelszinhez kotott fehérjék, hormonok [Wiedermann et al, 1995], az extracellularis matrix
egyes fehérjéi, valamint a rajtuk megkotott anyagok [Mansfield et al, 1994].

Amennyiben a sejtek oldott anyagok hatdsdra bekodvetkezd mozgdsdnak jellemzdéi nem

irdnyitottak, kemokinézisrdl beszEliink.

1.2.3. Tetrahymena: a sejtélettani vizsgalatok kedvelt modellje

A Tetrahymena pyriformis szabadon €16 csillés egysejtli (3. dbra). Az éaltalunk hasznalt
Tetrahymena pyriformis GL aszexudlisan, hardntosztodassal szaporodik, egyedei atlagosan
2%, oranként kettozOdnek meg. Mds Tetrahymena fajok (pl. Tetrahymena termophila)
ivarosan, konjugdcidval is képesek szaporodni. A Tetrahymena sejtfiziologiai vizsgdlatok,
valamint hormon-receptor kutatdsok kedvelt modellje, mivel felismerd és intracelluléris
jeltovabbité rendszere sok tekintetben hasonlésdgot mutat a torzsfejlodés magasabb szintjén

allo éldlényekével. Tetrahymena pyriformis esetében leirtdk, hogy ezek az egysejtiiek képesek
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felismerni szdmos gerincesek daltal termelt hormont. Az inzulin, hasonléan a magasabb
rendiiekhez, Tetrahymena esetében is a cukoranyagcserére hat, ezenkiviil befolydsolja a sejtek
fagocitdzis-intenzitasat [Csaba, 1994, Koviacs, 1996]. Az
inzulin receptordt Christopher €s munkatarsai izolaltdk
Tetrahymena membréanjabol [Christopher et al, 1995]. A
Tetrahymena kemotaktikusan szelektdlhaté is inzulinnal
[KOhidai et al, 2000]. A Tetrahymena sejtek felismerik
ezen kivill az adenokortikotr6p hormont (ACTH), B-

endorfint, kalcitonint; az aminosav és peptid hormonok

koziil pedig a szerotonint, tiroxint, adrenalint [Csaba,
1994], a hisztamint [KO6hidai et al, 2000] €s a melatonint 3. dbra Tetrahymena pyriformis
[KGhidai et al, 2002b]. Bar a Tetrahymendnak nincsenek

klasszikus szteroid-receptorai, a sejtek reagdlnak bizonyos szteroid hormonokra, a dihidro-
epiandroszteronra és az 0sztradiolra is. A Tetrahymena tobb gerinces hormont igy az inzulint,
szerotonint, melatonint is képes termelni. A Tetrahymena &ltal termelt inzulinrdl leirtdk, hogy
képes befolydsolni a gerincesek cukoranyagcseréjét is [Csaba, 1994]. Szdmos, a magasabb
rendiiekben megtaldlhaté masodik hirvive rendszer is megtaldlhaté Tetrahymendban: jelen
van a sejtekben az adenilat-ciklaz—cAMP é€s a guanilét-cikldzz—cGMP rendszer, az inozitol
foszfolipideken alapuld jeldtviteli utak, valamint a kalmodulin €s mas kalcium-fiiggd protein
kindzok is [Csaba, 1994, Kovics et al, 1990, Hegyesi et al, 1994]. A sejtek kemotaxisdnak
célja rendszerint a hasznosithatd molekuldk bekebelezése. A Tetrahymena hirom moédon
képes tdpanyagokat felvenni: i. mikropinocitdzissal, ii. a plazmamembranon keresztiil torténd
transzportfolyamatok révén, iii. fagocitézissal, a szijmezdben képzddo taplalékvakudlumokon
keresztiil. A tapldlékvakudlumok kialakuldsdval jar6 tdpanyagfelvétel feltehetdleg receptor-
kozvetitett folyamat. A tdpanyag, pl. aminosavak, peptidek, fehérjék, igy a médium
sterilizalasakor a tdpfolyadékban taldlhaté triptonbdl keletkez6 nagyobb részecskék, vagy akdr

latex gyongyok is kivéalthatjak a fagocitézist [Kovécs et al, 1996]

1.2.3.1. A Tetrahymena pyriformis GL: a kemotaxis-kisérletek modellje
A Tetrahymena pyriformis érzékenyen reagdl a kornyezetben taldlhaté kémiai anyagokra,
amelyek — legtobbszor alacsony (1072 — 10 M) koncentraciéban — befolydsolni képesek a

csilloi segitségével gyors helyvaltoztatisra képes sejt mozgdsdnak irdnyat. Az egyszerl
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vizsgalati médszerek [Kohidai, 1995] a kemotaxis tanulmanyozasdnak kedvelt modellsejtjévé
teszik a Tetrahymendt, jol jellemzett jeldtviteli és felismerd-rendszere megkonnyiti a
kemotaktikus anyagok hatdsdnak értelmezését. Szamos vegyiilet, vegyiiletcsalad, koztiik
citokinek: TNFa, valamint a kemokinek kozé sorolt IL-8 €és RANTES [Kohidai és Csaba,
1998], lektinek [Kohidai et al, 2003a] szteroid [Kéhidai et al, 2003b] és peptid hormonok
[KOhidai et al, 2002a, b és 2001], bakteridlis eredetli peptidek [Kohidai et al, 2003c]
Tetrahymena pyriformis kemotaxisara gyakorolt hatdsat vizsgdltdk az elmult években. A
Tetrahymena kemotaxisat befolydsol6 vegyiiletek koziil kiemeltem az aminosavak és peptidek
molekulacsalddjat, amelyek szamos képviseldje hatdssal van a Tetrahymena kemotaxisara. Az
aminosavak tdplalékként szolgalnak a Tetrahymena szdmdira, mégsem minden aminosavra
reagdl a sejt pozitiv kemotaxissal. A kis molekuldji glicin és alanin nem befolydsolja a
Tetrahymena kemotaxisat, mig a lizin, leucin, fenilalanin és a valin taszitja a sejteket [Kéhidai
et al, 1996, Kdhidai et al, 2003c]. Egyféle aminosavbdl felépiilé oligopeptidekre a molekula
hosszusdgatodl fliggden vélaszoltak a sejtek. Az aminosavtol és a 2, 3 és 4 lizint tartalmazo
repellens peptidektdl eltérden az 6t lizinbOl allo oligopeptid attraktdnsként viselkedett.
Hasonl6képpen a neutrdlis 1, 2 és 3 glicint tartalmazé neutrdlis peptidekkel szemben az ot
glicinbdl felépiild peptid szintén attraktdnsnak bizonyult [KoOhidai et al, 1996]. Prolint
tartalmaz6 dipeptidek esetében azt tapasztaltidk, hogy a prolin N- vagy C-termindlis
elhelyezkedése, valamint a peptidben taldlhaté masik aminosav fizikai-kémiai tulajdonsagai
nagymértékben befolydsoltdk a peptidekre adott kemotaktikus valaszt [Kéhidai et al, 1997]. A
kitiintetett helyen 1év0 X aminosav szerepét figyelték meg az SXWS (Ser-X-Trp-Ser) és
WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser; X = a 19 természetes aminosav, a ciszteint kivéve) szekvencidju
szintetikus IL-6 receptor peptidek esetében. Az SXWS peptidek esetében repellensként
viselkedett minden, az X helyen hasonl6 szerkezetli aromds aminosavat hordozé peptid [Illyés
et al, 2002b]. Emellett jelentds szerepe van a peptid C-termindlisdnak is, hiszen ha az SEWS
peptid C-termindlisan szabad karboxilcsoportot tartalmazd peptid kiemelkedden attraktdns
hatdsd (kemotaxis idx. = 660 %), mig az amid termindlisu peptid esetében ez a hatds teljesen
elvész [Kohidai et al, 2003d]. A peptid hormonok koziill a bradikinin és szdrmazékai
szekvencidjuktol, ezen belill is elsdésorban az N- és C-termindlis aminosav mindségétol
fliggben eltérd hatdst gyakoroltak a sejtekre. A 9 aminosavbol all6 bradikinin attraktins volt a
Tetrahymena sejtekre. A peptid roviditése egy argininnel az N-termindlison (Pro N-

termindlis) a kemoattraktdns hatds elvesztésével jart, mig a két aminosavval tortént rovidités
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(az N-termindlison Phe taldlhat6) ismét attraktdns szdrmazékot eredményezett. A C-
termindlison egy aminosavval roviditett peptid szintén attraktdns peptidet, tovabbi rovidités
utdn azonban roviditett peptid repellens peptidet eredményezett [Kohidai et al, 2002b]. A
vazoaktiv endotelinek estében rovid tdvu attraktdns (ET-1) vagy repellens (ET-2, 3) hatast
tapasztaltak. Megfigyelték, hogy két aminosav eltérés a szekvencidban ellentétes hatdsu
peptidet eredményez [Kohidai et al, 2001]. A bakteridlis eredetii formil-Met-Leu-Phe (fMLF)
peptid az emlds szervezetek sejtjeire is haté kemoattraktins molekula [Heit et al, 2002].
Tetrahymendra a fMLF peptid kemoattraktansként hatott 10® M koncentraciéban. Eltéré
szekvencidju formil-peptidek koziil egyediil a MV (formil-Met-Val) vonzotta a sejteket, az
fMLFF (formil-Met-Leu-Phe-Phe) fMMM (formil-Met-Met-Met), fMV (formil-Met-Val),
fMP (formil-Met-Pro) peptidek nem befolydsoltdk a Tetrahymena kemotaxisat, mig az fMS
(formil-Met-Ser) peptid repellens hatdst volt [Kohidai et al, 2003c]. Ezen eredmények azt
mutatjdk, hogy a Tetrahymena kemotaxisdt szdmos olyan vegyiilet (kemokinek,
kemoattraktdns peptidek) kivaltja, amelyek a gerinces szervezetben is hasonlé funkcidval
rendelkeznek, ezért Tetrahymena modellen végzett kisérletekbdl levont kovetkeztetések
kiinduldsi alapként szolgdlhatnak a magasabb rendli szervezetek kemotaktikus

véalaszreakcidinak tanulmédnyozdsahoz.
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1.3. Az endocitozis

Az €10 szervezet sejtjelr az Oket koriilvevd vizes fazisbol veszik fel a tapanyagokat és
muikodésiikhoz sziikséges egyéb anyagokat. Bizonyos kis molekuldk, pl. ionok, aminosavak,
szénhidratok bejuthatnak a sejt plazmamembrdnjan keresztiil diffizidval, vagy specifikus
transzportmechanizmussal, illetve ioncsatorndkon keresztiil. A nagyméretli vegyiiletek,
makromolekuldk bejutdsa specifikus felismer0 strukturdk (receptorok) segitségével
endocitozissal, vagy az extracellularis folyadékban oldott dllapotban 1€v6 molekuldk esetében
makropinocitdzissal torténhet.

Az endocitézisnak harom f6 tipusa a pinocitézis, a fagocitézis és a receptor-medidlt
endocitdzis. A pinocitézis minden sejtnél eléfordul. A plazmamembranbdl atlagosan 0,1 um
atméroju vezikula flizédik le, amelybe a sejt kornyezetébdl folyadék illetve az ebben oldott
150 nm-nél kisebb molekulédk keriilhetnek [Alberts et al, 1994].

A fagocitozis az endocitézis specidlis formdja, melynek sordn a sejtek nagyméretii
részecskéket (>0,5 mm), baktériumsejteket, és egyéb, pl. tusrészecskéket kebeleznek be,
amelyek nagy méretli endocitotikus vezikuldkba, fagoszomdkba keriilnek. A fagoszémak
mérete gyakran Osszemérhetd a fagocitdld sejtével. Protozoonok esetében a fagocitdzis a
taplalékfelvétel éaltalanos moddja, mig az emlds sejtek koziil az erre specializdlodott
sejttipusokra (pl. makrofdgok, neutrofil granulocitdk) jellemz6. A fagocitézist tobbféle
receptor kozvetitheti. A hivatdsos fagocitasejtek esetében nagy szerepet jatszanak a
fagocitézis folyamatdban az immunglobulinok F. régiéjat felismerd izotipus-specifikus F.-
receptorok, a koplementreceptorok, valamint az un. mintdzatfelismerd receptorok, pl. CD14
és scavenger receptorok, amelyek a mikroba szamdra esszencidlis, de a gerinces sejtek
felszinén jelen nem 1évé molekuldkat — szénhidratokat, sejtfal-alkotéelemeket — ismernek fel
[Alberts et al, 1994, Aderem és Underhill, 1999].

A receptor-medidlt endocitozis specifikus folyamat, minden eukariéta sejtnél el6fordulhat. A
membréanban taldlhato, egy bizonyos ligandot megkotd transzmembran receptorfehérjén
keresztiil megy végbe. A folyamat egyik formdja ,,coated pit”, (burkos gddor), majd pedig
burkos vezikula kialakuldsdval jir. A klatrin-kozvetitett endocitdzis klasszikus példdi az LDL
részecskék, a vaskotd fehérje transzferrin, az inzulin és a legtobb peptid hormon bejutdsa a
sejtekbe [Lodish et al, 2000]. Az endocitézist kdzvetitd receptorok szdméra az endoszoméba

keriilésiik utan két ut kindlkozik. Recirkulalhatnak, azaz az endoszomabdl lefuzodve
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visszatérhetnek a plazmamembridnba (pl. LDL receptor), vagy a receptort tartalmazé
vezikuldk a lizoszomdkkal egyesiilhetnek, és igy a benniik levd fehérjék lebomlanak. Az
endocitézis klatrin-fiiggetlen mechanizmussal is lejatszodhat: egyrészt koleszterin és
szfingolipid gazdag palack alaki membranbemélyedéseken, kaveoldkon keresztiil, amelyeket
a citoplazma felol a kaveolin fehérje burkol. Az tjabb kutatdsok alapjdn a membran
koleszterinben €s glikoszfingolipidekben gazdag rendezett szerkezetli mikrodoménjeinek, a
lipid raftoknak [Pike, 2004] is nagy szerepet tulajdonitanak a klatrin-fiiggetlen receptor-
medialt endocitozis folyamatdban. Kaveola és/vagy raft kozvetitett endocitozissal jutnak a
sejtekbe a szfingolipidek €s a szfingolipidekhez kotott toxinok, igy a koleratoxin, valamint
egyes hormonok, mint az endotelin és virusok, pl. az SV40 virus [Nabi et al, 2004]. Klatrint6l
fiiggetlen folyamat a makropinocitozis, amely a membran kitiiremkedésével jar, €s heterogén
vezikuldk, makropinoszomdk képzodéséhez vezet. A makropinocitdzis f6 funkcidja nemesak
az oldott anyagok felvétele, hanem jelentds szerepe van a hivatdsos antigénprezentdlo sejtek —
dendritikus sejtek, makrofdgok — antigén-felvételében is. Egyes baktériumokrél, mint a
Legionelldarél és a HIV virusrdl kimutattdk, hogy a makrofdgokba val6 bejutdsuk utdn a
makropinoszomakban helyezkednek el [Johannes és Lamaze, 2002].

Az endocitdzis specializélt formdja a transzcitozis, amely a polarizalt sejteknél (epitél sejtek)
fordul eld. Ebben az esetben a sejt egyik polusan felvett anyagot a sejt masik pélusan leadja a
sejt. Igy szallitédnak az anyatejben 1év6 immunglobulinok a bélcsatorndbél a keringésbe, és

az anyai immunglobulinok a placentdn keresztiil a magzatba [Alberts et al, 1994].
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1.4. A hivatasos fagocita sejtek

Az eml0s szervezet két professziondlis fagocitasejtje, a neutrofil granulocitdk és a makrofagok
a mieloid fejlodési vonal sejtjei kozé tartoznak. Kozds eldalakbol (granulocita-monocita
elbalak) fejlodnek. A neutrofil granulocitdk a keringésben cirkuldlnak, amig bizonyos ingerek
hatdsdra a kotdszovetekbe, vagy pl. a fertdzés, a gyulladds helyére véandorolnak, és ott
megkezdik fagocitotikus aktivitdsukat. A neutrofil granulocitdk rovid életli sejtek, a
szovetekben is csak par napig maradnak életképesek, azutin elpusztulnak. A makrofdgok
életideje joval hosszabb a neutrofil granulocitdkénal; a szoveti makrofdgok tobb honapig is
életképesek maradhatnak. A makrofagok ,,fagocita repertodrja” igen valtozatos: bekebelezik a
szovetekben elpusztult, eloregedett sejteket, koztiik az elpusztult neutrofil granulocitdkat,
eloregedett vorosvértesteket; baktériumokat, virusokat, egysejtiieket [Gergely et al, 1998]. A
bekebelezett részecske a fagoszomakba keriil, amely specializdlédott lizoszomékkal egyesiil.
Ezekben a fagoszomdkban torténik a részecske lebontdsa, amelyben a lizoszomalis
hidroldzokon kiviil részt vesznek a reaktiv szuperoxid (O, ) és hipoklorit (C10") gyokok is.

[Alberts et al, 1994]

1.4.1. A makrofagok

A makrofagok a vérben keringd monocitdkbdl differencidlédnak. A monocitdk a keringésbdl a
szovetekbe vandorolnak, ott megtelepszenek és makrofagokka érnek. Ekkor a sejt mérete
tobbszorosére novekszik, szamos receptor expresszidja megemelkedik (mintdzatfelismerd
receptorok, MHCI MHCII, FcyR-ok, komplementreceptorok, adhéziés molekuldk 1d. 1.
tdbldzat), fagocitdl6 kapacitdsa fokozodik, és a sejt litikus enzimeket, (peroxiddz, nukledzok,
savas hidroldzok) kezd termelni. A makrofdg sejtek elnevezése szovettipusonként eltéro:
peritonedlis makrofagok, a tiidé alveoldris makrofagjai, a mdjban taldlhaté Kupffer-sejtek, a
vese mezangidlis glomeruldris sejtjei, a csontszovet sokmagvu, fuziondlt fagocitasejtjei, az
oszteoklasztok, a kotdszoveti hisztiocitdk, a kozponti idegrendszer mikroglia sejtjei. Ezek
koziil a sejtek koziil néhdny lathatd a 4. dbrdn. A makrofagok megtaldlhatéak a kdzponti
nyirokszervekben — timuszban, csontveldben — valamint a periférids nyirokszervekben: a 1ép,
nyirokcsomok csirakozpontjaiban is. Itt foképpen hivatdsos antigénprezentdlé funkcidjuk
keriil eldtérbe, de bekebelezik a nyirokszervekben elpusztult sejteket, pl. neutrofil

granulocitékat is.
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4. dbra A szoveti makrofdgok. A monocitdk a keringésbol a szovetekbe vindorolnak, és
ott és makrofdgokkd érnek. A sejtek elnevezése szovettipusonként kiilonbozo: peritonedlis
makrofdg, tiido: alveoldris makrofdg, mdj: Kupffer-sejtek, vese: mezangidlis glomeruldris
sejt, csontszovet: oszteoklaszt, kotoszovet: hisztiocita, agy: mikroglia.

1.4.1.1. A makrofagok fagocitozisa

A makrofagok a szervezet azon sejtjei koz€ tartoznak, amelyek a szervezetbe jutd
koérokozokkal, és egyéb részecskékkel (pl. koromszemcsék a tiidoben) eldszor taldlkoznak. A
szervezetbe jutd sejtek — baktériumok, gombdk — felsziniikon olyan molekuldkat hordoznak,
amelyek magasabb rendiiekre nem jellemzéek, de a mikroorganizmusok szdmara
létfontossaguak. Ilyen molekuldk példdul a sejtfelszini szénhidratok, mint galakt6z, manndz, a
G— baktériumok sejtfalaban taldlhat6 LPS, a Gram+ és Gram— baktériumok sejtfal-
alkotéeleme, a tejkolsav, az élesztd sejtfaldban taldlhat6 manndn. Ezeket a — gyakran
ismétlodd régiokbol allo — ,,molekuldris mintdzatokat” (Pathogen Associated Molecular
Patterns, PAMP) a makrofagok felszinén jelen 1év0 ,,mindzatfelismerd receptorok” (Pattern
Recognition Receptors, PRR) ismerik fel. A makrofdgok fagocit6zisdban legnagyobb szerepet

Jatsz6 mintazatfelismer6 receptorok a manndz receptor, a Toll-szerii receptorok, az LPS
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receptor (CD14) és a scavenger receptorok [Aderem és Underhill, 1999, Greenberg és
Grinstein, 2002].

A fagocitézis specifikus és hatékony, ha az immunrendszer eldre ,,megjeloli”, a szervezetbe
keriilt részecskéket. A képzddd immunkomplexek lehetnek ellenanyaggal boritottak, de
tartalmazhatnak komplementkomponenseket is [Falus, 1998]. A makrofag az opszonizélt
részecskét az immunglobulinok C-termindlis régiéjat felismerd F.-receptorokon, vagy a
komplementmolekuldkat kotd komplementreceptorokon keresztiil veszi fel. Ezen receptorok,
azonkiviil, hogy kivaltjdk a fagocitdzis folyamatat, képesek sejten beliili jelatviteli kaszkadot
beinditani, amely végsé soron a makrofiagok aktivaciéjahoz vezet. [Aderem és Underhill,
1999, Greenberg €s Grinstein, 2002]

Az . tdbldzatban a makrofagok fagocitdzisaban szerepet jatsz6 receptorok lathatdak.
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Receptor Célsejt Ligandja Szerepe az
immunvalaszban
Immu | Komplement Komplement- Opszonizalt (3]
nkom | receptorok komponensekk  C3b, C4b, MBL fagocitdzis
plexe | CR1 (CD35) el opszonizalt C3bi, C3d Effektorfunkciok
ket | CR3 (CDI11b/CD18) baktériumok, beinditasa
felism | CR4 (CD11¢/CD18)  gombak
erd | F.-receptorok Immunglobuli- IgG F, régi6 Opszonizalt [3]
recept | FcyRII (CD32) nokkal fagocitdzis
orok | FcyRIII (CD16) opszonizalt Effektorfunkciok
baktériumok, beinditasa
gombak
,»Mint | LPS receptor (CD14) Gram-— LPS Fagocitdzis [3]
azatfe baktériumok
lismer | Toll-szerli receptorok Baktériumok, PRR (8]
0 (TLR) virusok intracellularis [9]
recept jelatvitel -
orok” effektorfunkcidk
beinditdsa
Szénhidrat felismeréd Baktériumok Sejtfal- Fagocitdzis
receptorok Gombak alkotdelemek (baktériumok,
a. Mannoz receptor Mannéz, fuk6z  gombadk) [3]
b. Galakt6z receptor galakt6z [4]
Scavenger receptorok  Baktériumok, Polianionos Baktériumok, [10]
apoptotikus molekuldk, pl. apoptotikus sejtek
sejtek fucoidin, Ac- fagocitdzisa
LDL, Ox-LDL,
telomer
szekvencidk

1. tdablazat A makrofdgok fagocitozis-receptorai

PRR: Pattern Recognition Receptors, mindzatfelismero receptorok

MBL: mannan binding lectin, manndnkoto lektin

[3]: Aderem és Underhill, 1999; [4]: Basu, 1990; [8]:Kopp et al, 2003 ; [9]:Vaidyay et al,
2003; [10]:Peiser et al, 2001
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1.4.1.2. A makrofagok effektorfunkcioi

Az aktivalt makrofdgokban szamos folyamat indul be a mikroorganizmus bekebelezésének

kovetkezményeképpen. A makrofiagok effektorfunkcioit az 5. dbra foglalja dssze.

Limfocitdk aktivdldsa
antigén feldolgozds és
prezentdcié
IL-1 fermelés
IL-10 » Th2
IL-12 - Thl

Immunkompetens sejtek
vonzdsa
Kemotaktikus anyagok:
kemokinek, CHa

Gyulladds
TNFo, IL-1, IL-6,
prosztaglandinok,

komplementfaktorok
véralvaddsi faktorok
Akut fdzis reakcid

Antitumor aktivitds
Protedzok, argindz,
toxikus faktorok,
H.O., C3a, NO,
TNFa

Szdveti Ojraképzddés
elasztdz, kollagendz,
hialuronidaz
FGF, VEGF,
TGFp,Véralvadasi
faktorok

Antimikrobidlis aktivitds
Oxigénfiiggé:
H-0-, O5~, OH~, HOCI,
NO, NO,, HNO,
(NADPH-oxiddz, INOS,
S0D)
Oxigéntél fiiggetlen:
lizozim, hidrolitikus
enzimek, kationos
fehérjék, peptidek.
TNFa

!

Szdvetkdrositds
H-O-, savas hidroldzok,
C3a, TNFa
A fertdzés terjedésének
megakaddlyozdsa

5. dbra A makrofdagok effektorfunkcioi. Gergely és munkatdrsai nyomdn [Gergely et al,

1998]

A makrofdg a behatol6 idegen organizmus elpusztitdsara torekszik. Ennek érdekében a sejt
nagy mennyiségben kezd proteolitikus enzimeket (savas hidroldzok) termelni, amelyek a
fagoszomdba jutva a mikroorganizmus fehérjéinek lebontdsiat végzik. Mds enzimek (pl.
peroxiddz, szuperoxid diszmutdz, NADPH-oxiddz, NO-szintdz) segitségével a sejt reaktiv
vegyiileteket (H,O,, O, , HOCI, NO) allit eld, amelyek karositjdk a kérokozot. A sejt toxikus
peptideket, pl. defenzineket termel, amelyek erdsen polikationos természetiiknél fogva
toxikusak a sejtekre, emellett immunstimuldlé hatdssal is birnak [Lehrer és Ganz, 2002]. A
sejt 4altal kibocsatott lipid medidtorok, pl. prosztaglandinok, leukotriének egyrészt

kemoattraktdns hatdsdak a tobbi immunsejtre nézve, valamint eldidézik az erek taguldsat, az
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érfal atjarhatésdganak novekedését. A makrofagok d4ltal termelt mads medidtorok, pl. a
hisztamin, €s a bradikinin is hasonlo élettani hatassal rendelkeznek.

A patogének kozvetlen elpusztitisa mellett a makrofagok kis molekuldji medidtorokat,
citokineket termelnek. A kemokinek csalddjdba tartozé citokinek az immunkompetens sejtek
a fertdzés helyszinére vonzasaért feleldsek. A CXC vagy o-kemokinek csalddjdba tartozo6 IL-
8 kiilonosen a neutrofil granulocitdkat [Heit et al, 2002], mig a CC vagy B-kemokinek k6zé
sorolt RANTES és MCP-1 (Macropage Chemoattractant Protein-1) fehérjék a monocitdkat

vonzzék a kérokoz6 behatoldsanak helyére [Fillion et al, 2001].

1.4.1.3. A makrofdgok szerepe az adaptiv immunvdlasz sordn

A makrofdgok az un. hivatdsos antigénprezentdlé sejtek kozé tartoznak, sejtfelsziniikon
folyamatosan megjelenitik az MHCII molekuldkat. A kornyezetbdl felvett antigént a sejt
citoplazmdjaban taldlhaté multilamellaris vezikuldkban feldolgozzédk, peptidekre bontjék,
majd az antigénb0l szarmazé peptideket az MHCII fehérjével komplexben jelenitik meg a sejt
felszinén, és bemutatjdk a CD4+ T-sejteknek [Alberts et al, 1994]. Az antigén bemutatdsa
mellett fontos szerepet jatszanak adaptiv immunvélasz beinditdsdban a makrofagok altal
termelt Un. riaszt6 citokinek. A makrofagok a gyulladasi folyamatot kivalté harom citokin, a
TNFo, az IL-1 és IL-6 f6 termeldi. A TNFo a gyulladasban jatszott szerepén kivil a
A makrofdgok a gyulladasi citokinek mellett szimos mads citokinfehérjét is termelnek. A
makrofidgok mads citokinjei nagy szerepet jatszanak a T- és B-sejtek aktivdlasdban, az adaptiv
immunvalasz jellegének meghatdrozdsaban. Az IL-12 serkenti Tyl limfocitdk IFNY termelését
és ezaltal a citotoxikus effektorsejtek (NK sejtek, Tc-sejtek, makrofagok) oléaktivitasat. Ez a
folyamat a sejten beliili korokozokkal szemben hatékony sejtes immunvalasz felé tolja el az
egyensulyt. Ezzel ellentétben, ha a makrofdg IL-10-et szekretdl, az gétolja a tobbi makrofag
Oldaktivitdsat, a Tyl sejtek IL-2 és IFNY termelését, valamint az antigén prezenticidban nagy
szerepet jatszo B7 kostimuldtor molekula megjelenését az antigénprezentdlo sejtek felszinén,
tehat Osszességében az extracelluldris patogének ellen hatékony humorélis immunvalsz
kialakuldsénak kedvez.

Amint adaptiv immunvélasz menete két irdnyt vehet a korokozo tipusatol fiiggben, ugy a
makrofagok aktivdlodasa is két uton mehet végbe. A Tyl limfocitdk altal termelt IFNy

serkenti az oxigén- és nitrogéntartalmu szabad gyokok szintézisét, a makrofagok patogénolod
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aktivitdsa megnd. Novekszik a sejtfelszini MHCI és MHCII molekulak megjelenitése is, a
makrofdg nagy hatékonysdggal képes bemutatni a kérokozé feldolgozott peptidjeit a T-
sejteknek. Az antigén tartds jelenléte késoi tipusu tilérzékenységi reakcidt, vélt ki, amelynek
sordn a makrofagok altal aktivalt Ty1-sejtek és a makrofagok kolcsondsen aktivaljak egymadst.
Korfolyamat alakul ki, amely granuldma kialakuldsdhoz vezehet, amelyben az Osszeolvadt,
sokmagvu aktivalt makrofdgokat aktivalt T-sejtek veszik koriil. A granuléma kdzpontjdban
1étrejovo nekrdzis a fertdzott sejtek pusztuldsat segiti eld. Az aktivalt makrofagok felszinén
szamos receptor mennyisége megnovekszik, igy fokozdodik mind az MHCI és II molekuldk,
komplementreceptorok, F.-receptorok, mind az adhéziés (LFA-1 integrin, az immunglobulin
szupercsalddba tartoz6 ICAMI1, ICAM2 és ICAM3,) és kostimuldtor molekuldk (CD40, B7)
expresszidja. A Ty2 sejtek, valamint a bazofil granulocitdk, hizésejtek, CD8+ T-sejtek, /0 T-
sejtek, NK1.1+ T-sejtek altal termelt IL-4 is aktivalhatja a makrofagokat egy un. alternativ
uton. Ebben az esetben elsOsorban a mintdzatfelismerd receptorok, igy a manndz receptor,
scavenger receptorok és az MHCII molekula mennyisége nd meg a sejt felszinén, ami
elOsegiti a sejt hatékony fagocitdzisat, €s az extracellularis antigének prezenticidjit, de gitolja

a makrofagok IFNY altali aktivdloddsat és 6lofunkcioit [Janeway et al, 2001].
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1.4.2. A makrofagok mintazatfelismero receptorai

1.4.2.1. Mannoz receptor

A makrofidgok a manndz receptorok kozvetitésével kebeleznek be egyes nem-opszonizélt
mikroorganizmusokat, pl. baktériumokat, gombdékat, valamint egysejtli parazitdkat. A mannoz
receptorhoz kotddnek a gombdk sejtfalanak poliszaharid komponensei, pl. az élesztd
sejtfaldban. A manné6z receptorok I. tipusd transzmembran fehérjék (C-termindlisuk taldlhaté
a citoplazmaban), amely a megtaldlhaté6 a makrofagok és a mdj endotél sejtjeinek felszinén,
ezenkiviil leirtdk megjelenését sejtkultiraban monocitabdl differencidltatott dendritikus sejtek
membrénjdban is [Linehan et al, 1999]. A mannéz receptor N-terminélisdn cisztein-gazdag
domént, egy fibronektin III tipusu domént, véltoz6 szamu, a szénhidrat-felismerésért felelds
C-tipusu lektin domént, valamint egy transzmembran domént és egy a ligandkotésben szintén
szerepet jatszo C-termindlis intracellularis domént tartalmaz. A manndz receptor expresszigjat
befolyésolja makrofagok érése, LPS jelenléte, citokinek, mint az IFNY, és az IL-4 [Martinez-
Pomares et al, 1998].

1.4.2.2. Toll-szerii receptorok

A Toll-szerli receptorok az emlds szervezetben a makrofigokon kiviil megjelennek a
monocitdkon, dendritikus sejteken, limfocitdkon, valamint epitél és zsirsejtek felszinén is. A
receptor szerepet jatszik a baktériumok és a gombdk ellen kialakulé immunvalaszban [Kopp
és Medzhitov, 2003]. Az eddig leirt TLR-ok I. tipusti transzmembréan fehérjék, amelyek
extracellularis doménje leucinban gazdag ismétldd0 szekvencidkat tartalmaz. Ezek
feltehetdleg szerepet kapnak a ligand megkotésében, azaltal, hogy stabilizaljdk a ligandkotd
hely szerkezetét. Az intracellularis domén az IL-1-receptor intracelluldris doménjével
homoldg részleteket tartalmaz. A TLR-ok hasonl6 jelatviteli utakat inditanak be, amelynek
célmolekuldja tobbnyire az NFKB transzkripciés faktor. Igy ezek a receptorok elindithatjak pl.
gyulladasi citokinek (IL-1, IL-6, TNFo), valamint a kemotaktikus hatdsd IL-8 termelését. A
TLR receptorok két képviseldjérol, a TLR1-rdl és 2-r6l megallapitottak, hogy a membranban
és a citoplazméban egymadssal képeznek komplexet. Ezen receptorok keresztkotése meginditja
a sejten beliili jelatviteli folyamatokat [Sandor et al, 2003]. Az emldés TLR funkcidja egyes
esetekben eltér a mintdzatfelismerd receptorok tobbségétdl. A TLR-4 LPS jelenlétében a

makrofagok LPS receptordhoz, a CD14 molekuldhoz kapcsolddik. A ligand feltehetdleg nem
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kozvetleniil a TLR4-hez kotddik, hanem a CD14 fehérjéhez (LPS receptor) mig a TLR4 a

receptorkomplex ,,jelatvivo lancaként” mitkkddik. [Aderem és Underhill, 1999].

1.4.2.3. Scavenger receptorok

A makrofagok fagocitézisdban nagy szerepet kapnak a scavenger receptorok (SR). Ezek

elsésorban a makrofdg fejlodési vonal sejtjein, valamint egyes endotél sejteken (SREC,

scavenger receptor expressed by endothelial cells, endotél sejt SR) [Naito et al, 1991, Adachi

et al, 1997,] megjelend transzmembran fehérjék [Hughes et al, 1995]. Kiillonboz6 szerkezetli

polianionos molekuldkat (acetilezett, maleilezett fehérjéket, szulfattartalmu poliszaharidokat,

négyszali nukleinsavakat) ismernek fel [Krieger és Herz, 1994], de nem minden polianionos

molekula a scavenger receptorok ligandja (2. tdbldzat).

SR-A I, II ligandok*

Nem SR-A I, I1 ligandok

MODOSITOTT FEHERJEK, LIPOPROTEINEK:

POLIANIONOS FEHERJEK, LIPOPROTEINEK:

Ac-LDL, ox-LDL, mal-LDL, mal-HDL,
mal-albumin (MSA, BSA)

Poli[D-Glu], acetilezett fehérjék

NEGYSZALU NUKLEINSAVAK:

poliinozilsav (polil), poliguanilsav (poliG),
polixantinilsav, szintetikus telomer

szekvencidk [d(G4T4)s]

NEM NEGYSZALU NUKLEINSAVAK:

poliA, poliC, poliU, egy és kétszali DNS

POLISZAHARIDOK:

dextran-szulfat, fucoidin

POLISZAHARIDOK:

heparin, kondroitin-szulfat, poliszialinsav,

mannan

FOSZFOLIPIDEK:

foszfatidil-szerin

FOSZFOLIPIDEK:

foszfatidil-kolin

EGYEB:

polivinil-szulfét, lipoteichoesav, azbeszt

EGYEB:

polifoszfat (n=65)

2. tablazat

A polianionos molekuldk csoportositdsa a scavenger receptorokhoz valo

kotodésiik szerint. Az adatok sejtkultiirdban tenyésztett makrofagokra, és SR-A I-gyel és Il-vel
transzfektdlt sejtekre vonatkoznak; Mal: maleil, Ac: acetil
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A scavenger receptorok sejtfelszini mennyiségét noveli a monocitdk érése, példaul a homing
sordn torténd differencidlodds, a makrofdgok IL-4 hatdsdra végbemend aktivalodésa;
sejtkultirdban a szérum-komponensek jelenléte; a sejtek monocita- vagy fibroblaszt-
kondicionalt médiumban (GM-CSF forrds) vald tenyésztése. Expresszidjukat csokkenti az
LPS, szerotonin, fibronektin, IFNYy, TNFo jelenléte, valamint a sejtek limfocita-kondicionélt
médiumot tartalmazo tapoldatban valo tenyésztése [de Villiers et al, 1994]. A scavenger
receptorok funkcidja igen sokrétll. Szerepet jitszanak a velesziiletett immunvélasz
kialakuldsdban, valamint kéros folyamatokban, mint az érelmeszesedés és az Alzheimer-kor.
A scavenger receptorok részt vesznek a nem opszonizalt mikroorganizmusok fagocitézisdban.
A makrofidgok SR-okon keresztiil kebeleznek be Gram+ €és Gram— baktériumokat egyarant
[Peiser et al, 2002 és 2000].

A scavenger receptorok jelenléte egérben bizonyos védelmet nyujthat az LPS altal kivéltott
endotoxikus sokk ellen. A scavenger receptorok képesek megkotni az LPS-t, de szemben a
CD14-TLR4 receptor-komplexszel, a SR altal kozvetitett jelatvitel nem serkenti a TNFo
felszabadulasat. Ezt tdmasztja ala, hogy Haworth és munkatarsai kimutattak, hogy az SR-A -/-
egerek érzékenyebbek az LPS-re, és magasabb a TNFa és IL-6 szintjilk, mint a vad tipusu
kontroll egereké [Haworth et al, 1997].

A makrofagok érelmeszesedésben jatszott szerepe régéta ismert [Brown és Goldstein, 1983].
A makrofagok scavenger receptoraik kozvetitésével felveszik az oxidalt LDL részecskéket, és
sejten beliil felhalmozzédk a beldliik felszabadul6 koleszterint. A makrofagok tn. habsejtekké
(foam cells) fejlodnek, amelyek az érfalhoz tapadva az érelmeszesedéses plakkok részeit
képezik. Szinte valamennyi scavenger receptor igy az SR-A I, II; SR-B1, CD-36,
makroszialin (SR-D), LOX-1 (SR-E), és a SREC (SR-F) képes az ox-LDL megkdotésére.

A scavenger receptorok szerkezetiik szerint csoportositva 6t csalddba sorolhatdak (6. dbra).
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6. dbra A scavenger receptorok szerkezet szerinti csoportositdsa [Gough et al, 2000].

Az A-tipusu scavenger receptorok csalddjiba tartoznak az SR-AI, SR-AII, SR-AIII és a
MARCO (kollagén domént hordozé makrofag receptor) molekuldk. Az SR-A fehérjék 6
doménbdl éllnak, és C-termindlisuktdl eltekintve konzervativ szerkezet jellemzi Oket. N-
termindlis doménjiik a citoplazméban taldlhat6, ezt egy 25 aminosavbdl 4ll6 transzmembran
domén koveti. A transzmembran régid egy rovid 6sszekoté doménen keresztiil kapcsolddik az
a-helikdlis coiled-coil doménhez, amelyet egy harmas hélix szerkezetet felvevo kollagénszeri
domén kovet. A C-termindlis régié hosszisaga eltérd az egyes receptorok esetében [Kodama,
1990, Gough et al, 2000]. A coiled-coil doménnek a receptor trimerizacidjaban, valamint a
ligand endoszémdban torténd disszocidcidjdban van szerepe, a citoplazmdban taldlhaté domén
protein kindz C kotOhelyeket tartalmaz [Peiser et al, 2002b]. A receptor ligandkotd helyeként
a kollagénszeri domént azonositottdk. A kollagénszeri domén szekvencidjaban gyakori a
Gly-X-X motivum ismétlodése, ahol X gyakran Pro vagy Lys. Az SR-AIl molekula
kollagénszerli doménjének C-termindlis régidjaban hat Gly-X-X esetében az X aminosav

helyén Lys vagy Arg all. Az ismétlodo szekvencidk ugyanott helyezkednek el mind a
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szarvasmarha, mind az emberi SR-AI esetében [Matsumoto et al, 1990]. A fehérje
kollagénszeri doménje tehat fiziologids pH-n pozitiv toltéseket hordoz, igy polianionos
molekuldk megkotésére képes. A fobb SR-A ligandokat a 2. tdbldzat foglalja 0Ossze,
Osszehasonlitdsképpen feltiintetve azokat a polianionos molekuldkat, amelyek nem kotddnek
az SR-A receptorokhoz.

Elsédleges funkcidjuk a patogének, baktériumok fagocitézisa. A makrofdgok SR-okon
keresztiil szdmos baktériumfaj, igy a Neisseria meningitidis és az Escherichia coli
bekebelezésére képesek in vitro [Peiser et al, 2002a és 2000]. In vivo, az SR-A -/- egerek
érzékenyebbnek bizonyultak Listeria monocytogenes, valamint a Herpes simplex virus éltal
kivaltott fertdzésre, mint a receptorra nézve vad tipusd tdrsaik [Suzuki et al, 1997]. A
makrofagok tobbféle felszinhez tapadhatnak az SR-A molekuldk kozvetitésével. Fraser és
munkatarsai leirtak, hogy a RAW264 tumoros makrofdg sejtek szovettenyésztd edényekhez
valo letapaddsa gatolhat6 az SR-A specifikus monoklondlis 2F8 ellenanyaggal. Ezzel
szemben a tapaddst eldsegitdé anyagokkal nem kezelt bakterioldgiai tenyésztéedények
felszinéhez a makrofiagok nem a scavenger receptoraik segitségével tapadnak ki [Fraser et al,
1993]. Az SR-A kozvetiti a makrofigok adhézidjat a B-amiloid fibrillumokhoz, amely a
makrofagok letapadasat kovetden reaktiv oxigén gyokok szintézisét idézi eld [Gough et al
2000]. Az SR-A csaldd negyedik tagja, a MARCO nem tartalmaz coiled-coil régiot,
kollagénszerli doménje azonban hosszabb, mint az SR-A 1, II, III receptoroké. Feltételezések
szerint a MARCO esetében a ligand felismerése a C-termindlis cisztein-gazdag doménen
torténik. A MARCO az SR-A csaldd tobbi tagjdhoz hasonldan szerepet jatszik a Gram+ &s
Gram- baktériumok fagocitézisdban, de segitségével torténik szdmos mas részecske, pl. por-
kvarcszemcsék bekebelezése is. A MARCO jelenléte a sejtek felszinén az SR-A csaldd tobbi
tagjaval ellentétben csak a 1ép margindlis zondjaban, a nyirokcsoméban, és a peritoneumban
taldlhatdé makrofagokra jellemzd, de egyes bakteridlis fertézések altal kivaltott gyulladés
indukalhatja megjelenését in vitro mas makrofag-populaciokon is [Gough et al, 2000, Peiser

et al, 2002a].

A B-tipusu scavenger receptorok csalddjaba tartozik az SR-BI, II és a CD36 molekula. A
CD36 molekuldk elsdsorban az apoptotikus sejtek felismerésében, vesznek részt. Mindhdrom
B-tipust scavenger receptor szerepét leirtdk a modositott LDL és HDL felvételében és

akkumuldciéjaban [Krieger, 1999]. Az SR-BI receptorok a mdj, mellékvese mirigy- és
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zsirsejtjein fejezddnek ki és a sejtek lipid anyagcseréjében van fontos szerepiik. Nagy
affinitassal kotik a HDL részecskéket [Freeman et al, 1997]. A CD36 molekula 78-88 kDa
tomegli transzmembran glikoprotein. Monocitdk, vérlemezkék, zsirsejtek, bizonyos endotél
sejtek, mint az emld €s a retina endotéljének felszinén fejezodik ki [Pearce et al, 1998]. A
makrofagok a CD36 molekula kozvetitésével veszik fel az apoptotikus neutrofil
granulocitdkat, egyéb apoptotikus sejteket, a hemoglobint nem tartalmazd, és Plasmodium
falciparummal fert6zott vorosvértesteket. Ezenkiviil az extracelluldris matrix fehérjék, pl. a
trombospondin-1 receptoraként is milkddnek, ennélfogva szerepet jatszanak a sejtek

matrixhoz val6 adhéziéjaban és migriacidjdban [Febbraio et al, 2001].

Az SR-CI molekuldt elészor Drosophila embriondlis makrofdgjain fedezték fel (dSR-CI). A
Drosophildbdl izolalt cDNS-sel COS-M6 sejteket transzfektaltak, és megéllapitottdk, hogy a
transzfektalt sejtek olyan sejtfelszini receptort fejeznek ki, amely az acetilezett LDL-t koti és
el6idézi annak felvételét és feltehetdleg lizoszomalis lebomlésat [Perason et al, 1995]. Az SR-
CI ezen kivill felismer B-gliikdnokat, laminarint és més bakteridlis felszini molekuldkat is. A
scavenger receptorok jelenléte Drosophildban arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a

struktarak az evolucid soran megorizték konzervativ szerkezetiiket [Gough et al, 2000].
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1.5. Hat6anyagok specifikus célbajuttatasa makrofagokba

A sejtspecifikus célbajuttatds gondolata nem ujkeletli, eldszor Paul Ehrlich vetette fel 1906-
ban. A sejtspecifikus hatéanyagok, hordozok fejlesztése azonban napjainkban is a tudoméany
nagy érdekl0désre szamot tarto teriiletei kozé tartozik.

Az idedlis célspecifikus hatéanyag a kovetkezd elemekbdl épiil fel:

® Rendelkezik egy specifikus felismerdoegységgel a célsejt felszinén;

o célbajuttato elemmel, amely a hatéanyagot keresztiilviszi a sejtmembrdnon;

® olyan struktirdval, amely biztositja, hogy a hatds a megfelel6 helyen nyilvdnuljon meg.
Mivel a legtobb sejt az adott sejttipusra jellemzo sejtfelszini molekulakészletet hordoz, a
specifikus molekuldkat felismerd hordozé segitségével a kiilonb6z6 hatéanyagok elvileg a
megfeleld tipusu sejtbe juttathatok. Hordozémolekulaként gyakran alkalmaznak valamely
sejtfelszini struktirét felismerd ellenanyagot, vagy az adott sejten taldlhaté valamely receptor
ligandjat. A monoklondlis ellenanyagok alkalmazasa nagy szelektivitast biztosit, és bar az
ellenanyag-konjugdtumok sejtbe valo felvétele gyakran kevéssé hatékony, a hatéanyag
akkumuldlédhat a sejten beliil, és igy elérheti a hatdshoz elegendd koncentraciot. A masik
széles korben alkalmazott lehetdség a hatdanyagok receptor—ligand kolcsonhatdson alapuld
sejtbe juttatdsa. A sejtfelszini receptor ligandjdhoz kapcsolt hatbanyagok rendszerint klatrin-
kozvetitett receptor-mediélt endocitézissal jutnak a sejtbe. A felvételt kovetd intracelluldris
folyamatok befolyasolhatjdk a sejtbe jutds mértékét (pl. receptor down-reguldcié csokkentheti
a tovabbi felvételt). Amennyiben reciklizdl6 receptort célzunk meg, a hatdanyag folyamatosan

a sejtbe juttathatd [Basu, 1990].

1.5.1. A makrofagokban éloskodé korokozok

A makrofagokat szamos intracelluldris parazita hasznélja koztes gazdaként. Taldlhatok koztiik
baktériumok (Mycobacterium sp., Legionella sp., Salmonella sp.); gombak; virusok (HSV-2;
hepatitis virusok), de egysejtli parazitdk (Leishmania sp. Schistosoma sp.) is. Ezek a
koérokozok a makrofigok fagoszémadiban elrejtdzve képesek kikeriilni a szervezet védekezd
mechanizmusait, nemegyszer bonyolult védekez0 mechanizmusokat kifejlesztve, amellyel
elkeriilhetik a sejten beliili lizoszomélis lebomlédst. A Mycobacteriumok, miutdn a makrofagok
fagocitdzissal bekebelezték Oket, a fagoszomakban élnek és szaporodnak. A baktérium a
burkdban taldlhatd glikolipid (lipoarabinomanndn) és szekretdlt lipidek segitségével

megakadalyozza az endoszémadk érését, a lizoszomaval valé fuzidhoz sziikséges fehérjék
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megjelenését az endoszoma membréanjdban. A fertdzott makrofigok felszinén mindazonéltal
megjelennek az MHCII molekuldn mycobaceridlis peptidek, és ezek a makrofdgok aktivéljdk,
a Tyl sejteket, a T-sejtek altal termelt citokinek pedig eldsegitik az intracelluldris baktérium
elpusztitdsat. A hosszabb ideig fenndll6 fert6zés granuloma kialakuldsahoz vezet.[Janeway et
al, 2001, Amer et al, 2002]. A Leishmania fajok endoparazita egysejtiiek, amelyek tobb koztes
gazddban €l0skddnek. A Leishmania fajok nostény pilleszinyog (Phlebotomus sp.) csipésével
keriilnek az eml6s szervezetbe. A szervezetbe keriilt parazitdkat a makrofagok bekebelezik, és
ezutdn a parazita a fagoszomaba keriil. A parazita sejtfelszini lipofoszfoglikdnja megvédi a
parazitit a makrofagon beliili lebomlastol, valamint géitolja a fagoszéma lizoszémaval valé
fizidjat is [Alexander et al, 1999, Amer et al, 2002]. A makrofdgokban é16sk6dd kérokozok
elpusztitisdra kindl megolddst, ha antibiotikumokat, illetve parazita, virusellenes hatdsu
vegylleteket szelektiven be tudndnk juttatni a sejtekbe. Némi nehézséget jelent, hogy a
makrofagok nem rendelkeznek csak az adott sejttipuson megtaldlhaté sejtfelszini receptorral,
mint a B-sejtek sejtfelszini immunglobulinja, vagy a T-sejt receptor. Mindazondltal tobb
konzervativ szerkezetli molekuldkat tomoritd receptorcsalad is alkalmas lehet a kiilonb6z6
hatéanyagok célbajuttatisdra igy a szénhidrat-felismer0 manndz-fukéz receptorcsalad
[Aderem és Underhill, 1999] és a galaktdz receptor [Basu, 1990], az LDL- receptor [Mankerz

et al, 1997], valamint a scavenger receptorok csalddja [Basu, 1990].

1.5.2. Hatéanyagok specifikus célbajuttatasa makrofagokba scavenger receptoron
keresztiil

Az elmult években szamos sikeres kisérlet tortént antibiotikumok, daganatterapids szerek
szelektiv bejuttatasdra makrofagokba scavenger receptoron keresztiil. Ezekben a kisérletekben
tobbnyire mddositott fehérjét, legtobbszor maleilezett marha-szérumalbumint (mal-BSA)
alkalmaztak hordozdként.

Abraham és munkatédrsai maleil-csoporttal médositott fehérjék (marha szérumalbumin, egér
sz€rumalbumin, diftéria-toxin) egér peritonedlis makrofagokba val6 felvételét vizsgaltak.
Megallapitottdk, hogy a maleilezett proteinek sejtbe jutdsa géatolhaté a scavenger receptor
ligand poliguanilsavval. Balb/c egereket immunizalva a moédositott fehérjékkel kitiint, hogy
mig a nativ fehérjék nem idéztek eld szamottevo ellenanyagvalaszt, addig maleilezett fehérjék
jelentds ellenanyag-termelést indukdltak [Abraham et al, 1995]. A maleilezett fehérjét

bekebelezett sejtek a Tyl sejtek stimuldldsa dltal a celluldris immunvalasz irdnyédba toltdk el
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az egyensulyt. A maleilezett fehérjék ellen ennek kovetkeztében IFNY hatdsdra képz06do
IgG2a tipusu ellenanyag keriilt tulsilyba, ezzel szemben a nativ fehérje inkabb IL-4 fiiggd
IgG1 ellenanyag termelését idézte eld [Singh et al, 1998]. A moddositott fehérjék jelenlétében
megnovekedett T-sejt proliferdcidt is tapasztaltak [Abraham et al, 1995, 1997].

A scavenger receptoron keresztiil a makrofagokba juttatott hatéanyagok szerepet jatszhatnak
mind a daganatterapidban, mind az intracelluldris parazitdk okozta betegségek kemoterdpids
kezelésében. Maleilezett BSA-hoz (mal-BSA) kapcsolt daunomicin kiilénb6z6 sejttipusokba
(J774A.1 makrofdg sejtvonal, CHO sejtek, Bowes melanéma sejtek és nem makrofag
sejtvonalak) valé felvételét tanulmanyozva megdllapitottdk, hogy a Dau-mal-BSA
konjugatumot csak a scavenger receptort expresszald J774.A1 sejtek vették fel. A felvétel
telitési kinetikaval volt jellemezhetd. A Dau-mal-BSA-val tortént kezelés nem volt hatdssal a
Bowes melanéma sejtekre, viszont jelentds mértékben gatolta a J774A.1 makrofag sejtvonal
szaporodasat [Mukhpoadhyay et al, 1992].

A fotodinamikus daganatterapidban hasznélt aluminium-tetraszulfo-ftalocianin mal-BSA-val
alkotott konjugdatuma szintén szelektiven jutott be J774 sejtekbe, mig a receptort nem
expresszalé EMT-6 egér eml6tumor sejtek nem vették fel a vegyiiletet. Fotoaktivdlds utdn a
ftalocianin a J774 sejtek pusztuldsat idézte eld [Brasseur et al, 1999]. A fotodinamikus terdpia
utat tor az érelmeszesedés gyogyitdsaban is, &m a mddszer hatékony alkalmazasdnak feltétele
a fotoreaktiv vegyiiletek eljuttatdsa az érelmeszesedéses plakkok belsejében taldlhat6 aktivalt
makrofdgokba. De Vries és munkatdrsai oxidalt LDL-hez kapcsolt aluminium-ftalocianil-
kloridot juttattak be scavenger receptort expresszal6 RAW 264.7 egér makrofdg vonal
sejtjeibe. A sejtekbe felvett ox-LDL-hez konjugélt ftalocianin szarmazékot vords fénnyel
megvilagitva a sejtek pusztuldsat figyelték meg [De Vries et al, 1999].

Majumdar és munkatdrsai [Majumdar és Basu, 1991] mal-BSA-hoz konjugdlt p-amino-
szialinsav Mycobacterium tuberculosis tilélésére gyakorolt hatdsat vizsgéltdk Balb/c egérbdl
szarmaz6 peritonedlis makrofagokban. A konjugatum joval hatékonyabban pusztitotta el a
baktériumokat a sejtekben, mint a nem konjugalt vegyiilet (80% vs.12,5%, c¢=5 pug/ml, 4h és
55%vs. 10%, c=2 pg/ml, 3h). A konjugatum hatdsiat csokkentette mind a chloroquin a
lizoszomalis funkcidk gétlasa révén, mind a feleslegben jelen 1évé mal-BSA.

A mal-BSA-hoz kapcsolt metotrexat hatékonyan gétolta Leishmania mexicana amazonensis
szaporoddsat a makrofidgokban. 0,9 pg/ml koncentricidban a parazitdk mintegy 70%-a

elpusztult a sejtekben, mig a szabad metotrexdt csak a sejtekben €é16skddo egysejtiiek 10%-at
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pusztitotta el. A konjugdtum alkalmazésaval a fert6zés tiinetei, mint a talpon taldlhat6 1ézidk
is nagymértékben visszaszorultak [Mukhopadhyay et al, 1989].

Prasad és munkatérsai [Prasad et al, 1999] antiszensz oligonukleotidok specifikus makrofdgba
juttatdsanak lehetdségét vizsgaltdk. A vezikularis sztomatitisz virus(VSV) szaporodasat gitlo
VSV-pecifikus oligonukleotid 3’ végére poliguanilsavat (poli(G)) kapcsoltak. A poliG
szakasz révén a scavenger receptor felismerte az antiszensz oligonukleotidot, és az bejutott a
VSV-vel fertézott J774E tumoros makrofdg sejtekbe, valamint scavenger receptort

expresszalo transzfektdlt CHO sejtekbe, €s megakadélyozta a virus szaporodasat.

Mindezen eredmények illusztraljak, hogy a scavenger receptorok a makrofdgokba szelektiven
bejuttatni kivant vegyiiletek igéretes célpontjai lehetnek. A scavenger receptoron keresztiil
sejtbe juté hordozémolekuldkhoz szamos, a gyodgydaszat teriiletén alkalmazhat6é vegyliletet
(kemoterapids szert, oligonukleotidot vagy akar epitop peptidet) kapcsolhatunk, amelyek
specifikus célbajuttatdsa anélkiil, hogy hatdsuk a szervezet egészét érintené, eldrelépést

jelentene a makrofagokhoz kotddod betegségek gyogyitdsaban.
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2. CELKITUZESEK

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoportban mér a nyolcvanas évektdl kezdve vizsgaljak a
polilizin gerincti eldgazd lancu polipeptid hordozok kémiai €s bioldgiai sajatsagait. A
kutatécsoportban végzett eddigi kutatdsok jelzik
a) hogy a makromolekula oldalldnc-szerkezete és toltésviszonyai meghatdrozdak a
polipeptid és konjugdtumainak bioldgiai hatdsa szempontjabdl. [Hudecz, 1995];
b) valamint, hogy az eldgaz6 lancu polipeptidek alkalmasak tumor- illetve parazitaellenes
szerek, epitop peptidek hordozémolekuldjanak.
Ugyanakkor e vegyiileteknek sem kemotaktikus tulajdonsdgait, sem sejtbe torténd bejutdsat
nem vizsgaltdk eddig. Doktori munkdam célja ezért elsdsorban a kémiai szerkezet és a fenti
sajatsagok kozotti Osszefliggések feltarasa volt.
Tanulmédnyoztam a kiillonbozé szerkezetli oldalldncot hordoz6 polipeptidek hatdsat
Tetrahymena pyriformis GL csillés egysejtiin, valamint J774 egér makrofdg sejtvonalon és
csontvelobdl izolélt egér makrofagokon, valamint vizsgdltam a polipeptidek és kiilonb6z6
Osszetételll foszfolipid modellmembranok kozott kialakuld kdlesonhatést.

A kovetkez0 kérdésekre kerestem valaszt:

= A vizsgélt polipeptidek mutatnak-e toxikus hatast a sejtekre nézve. Ennek tisztdzasara

meghatdroztam a polipeptidek toxicitdsat mindhdrom modellsejt esetében.

= A kemotaxis a sejtek alapvetd jelentdségli élettani funkcidja. Célul tliztem ki
Tetrahymena pyriformis és a J774 sejtek polipeptidekre adott kemotaktikus valaszanak
jellemzését. Vizsgdlni kivantam a polipeptidek hosszd tavd hatdsat Tetrahymena

pyriformis kemotaxisara.

= Milyen szerepe van a polipeptidek szerkezetének a sejtbe jutds mértékében és
mechanizmusdban. Ezért meghatiroztam a polipeptidek felvételének jellemzoit

Tetrahymena pyriformis, J774 és egér csontvel6i eredetli makrofag sejtekbe.

= Két, egymadstol eltérd (acetil, illetve szukcinil) végcsoportot tartalmazd polianionos

polipeptid alkalmazésaval tisztdzni kivdntam, hogy a scavenger receptoroknak szerepe
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van-e a polipeptidek bejutdsaban J774 sejtekbe, illetve egér csontvelobdl izolélt
makrofidgokba. Csontvel6i makrofdg sejteken vizsgdltam, a scavenger receptor

szerepét polikationos polipeptidek felvételében is.

A polipeptidek sejtbe jutdsa sordn — kiilonos tekintettel a polikationos molekulakra —
szerepet kaphat a sejtmembrédn foszfolipidjeivel kialakulé kolcsonhatds. Célul tliztem
ki az eldgaz6 lancu polipeptidek és neutrdlis, valamint anionos foszfolipidet tartalmaz6
modellmembranok kozott kialakulé kolcsonhatds jellemzését. Vizsgdltam a
polipeptidek toltésének, polaritdsdnak szerepét a foszfolipid modellmembranokkal

1étrejovo kolesonhatds kialakuldsdban.
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3. KiSERLETI RESZ

3.1. Sejtek

3.1.1. Tetrahymena pyriformis

A Tetrahymena pyriformis GL egysejtiieket 28°C-on tartottam fenn 1% triptont (Difco,
Michigan, USA) és 0,1% élesztokivonatot (Difco, Michigan, USA) tartalmaz tdptalajban
(pH=7,2). A kisérleteket a logaritmikus fazisban 1év0 sejteken (48 ora) végeztem, ebben az

esetben a Tetrahymena kultira sejtsiirisége ~10* sejt/ml.

3.1.2. J774 sejtvonal

A J774 monocita-makrofdg sejtvonal fenntartisa 10% borjimagzat-szérumot (Fetal Calf
Serum, FCS)(Sigma) 2mM/1 L-glutamint és 0,16 g/l sztreptomicint tartalmazé6 RPMI 1640
médiumban (Sigma) 37°C-on, 5% CO;-tartalmi atmoszféraban tortént. A kisérletekhez a

logaritmikus novekedési fazisban 1€v0 sejteket haszndltam fel.

3.1.3. A csontveldi eredetii egér makrofdgok

Kisérleteinkhez két egértdrzset hasznaltunk: a scavenger receptort expresszalé 129/ICR és az
A-tipusu scavenger receptorra nézve génkiiitott SRA -/- egereket. Az egerek ledlése utdn az
allatok 14babol a femurt és tibiat kivettiilk, majd sterilizdlds utdn, amely 1 perc etanolos
aztatdssal tortént, a csontveldi sejteket PBS pufferrel kimostuk csont iiregébdl. Az igy
kimosott sejteket hagytuk letapadni bakteriologiai Petri-csésze felszinéhez. A le nem tapadd
sejteket Ujabb mosdssal tavolitottuk el, majd a letapad6 sejteket 1 héten keresztiil
tovabbtenyésztettik 15% (V/V) LCM (L-sejt kondiciondlt médium, amely a sejtek
novekedéséhez nélkiilozhetetlen GM-CSF-et tartalmazza) tartalmu R10%> médiumban [Peiser

et al, 2000].

2 Az R10 médium 6sszetétele: RPMI 1640 (Gibco, Paisley, UK), 10% FCS, 10 mM HEPES puffer,
antobiotikumok: 50 IU/ml penicillin és 50 pg/ml streptomicin, 2 mM L-glutamin
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3.2. Anyagok

3.2.1. Polipeptidek
A polilizin gerincti polipeptideket az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport allitotta eld és

bocsatotta rendelkezésemre. A polipeptidek kémiai jellemzOit a 3. tdbldzatban foglaltam

Ossze.
Polipeptid Jele? Aminosav-osszetétel” DP,* M, +5%
Lys Ala(m) X (@)

poli[Lys] i 1,00 - T 130 17000
poli[Lys(Pro;)] PK 1,00 - 0,95 84 24800
poli[Lys(His;)] HiK 1,00 - 0,56 93 15400
poli[Lys(Glu,)] EK 1,00 - 100 94 25700
poli[Lys(DL-Ala,,)] AK 1,00 3,88 - 60 24200
poli[Lys(DL-Ala,,)] AK 1,00 4,50 - 80 32900
poli[Lys(Ser;- DL-Ala,,)] SAK 1,00 3,80 1,00 60 29400
poli[Lys(Thr;- DL-Ala,,)] TAK 1,00 3,80 0,90 60 29300
poli[Lys(Glu;- DL-Ala,,)] EAK 1,00 3,80 1,00 60 31300
poli[Lys(Glu;- DL-Ala,,)] EAK 1,00 4,00 1,00 80 42900

poli[Lys(Ac-Glu;- DL-Ala,,)] Ac-EAK 1,00 3,00 0,96 60 36500
poli[Lys(Ac-Glu;- DL-Ala,,)] Ac-EAK 1,00 4,00 1,00 80 46600
poli[Lys(Succ-Glu;- DL-Ala,,)]  Succ-EAK 1,00 3,80 1,00 60 37900
poli[Lys(Succ-Glu;- DL-Ala,,)] Succ-EAK 1,00 4,00 1,00 80 51400

3. tabldazat A polilizin gerincii polipeptidek kémiai jellemzdi. “ A polipeptidek roviditése az
. 1 ’ 7e 2 1z 2 b . .. ) [

aminosavak egybetiis kodjdnak felhaszndldsdval, ” aminosavisszetétel, * dtlagos

polimerizdcidfok, ¢ dtlagos molekulatomeg

3.2.2. Reagensek, oldészerek

N,N-dimetil formamid, (DMF), kloroform, imidazol, paraformaldehid, TFA (Fluka, Buchs,
Svijc); dimetil-szulfoxid (DMSO); etanol, ecetsav, formaldehid, trietil-amin (TEA) (Reanal,
Budapest), 5(6)-karboxifluoreszcein-szukcinimidészter (Molecular Probes, Eugene, OR
USA), 1,19-dioctadecil-1-3,3,3’,3’-tetrametilindokarbocianin perklorattal jelolt acetil-LDL
(Dil-AcLDL), 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromid (MTT), 1,6-difenil-
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1,3,5-hexatrién (DPH), 1-(4-trimetil-ammoénium-fenil)-6-fenil-1,3,5,-hexatrién (TMA-DPH),
fucoidin, tripdnkék (Sigma), lidokain , MAb 2F8 (prof. Siamon Gordon ajdndéka, Sir William
Dunn Sachool of Pathology, Oxford, UK), poliinozilsav (poli(I)) (Pharmacia Biotech, St.
Albans, UK)

3.2.3. Foszfolipidek
Dipalmitoil-foszfatidilkolin, DPPC (Sigma), foszfatidil-glicerin, PG (Sigma).

3.3. Médszerek
3.3.1. Anionos és jelzett polipeptidek eléallitasa

3.3.1.1. Ac-EAK elédllitdsa

85 mg EAK-t (poli[Lys(Glu; o-DL-Alasp)]), (159 umol) feloldottam 2 ml desztillalt vizben
majd DMF-fel 10 ml-re higitottam 0°C-on. 27 ul (198 umol) trietilamint adtam az oldathoz a
polipeptidben taldlhaté so6hidak felbontdsa érdekében. Az acetilezés 5 ekvivalens frissen
készitett imidazolil-acetattal DMF-ben tortént. A terméket 12000-14000 Da poérusatmérdjii
dializdl6 membrinba toltottem, és 2 napig dializdltam desztillalt vizzel szemben. Ezutdn

liofilizaltam az anyagot [Mez0 et al, 1996].

3.3.1.2. Succ-EAK elddllitdasa

10 mg (18,5 wmol) EAK-t (poli[Lys(Glu, o-DL-Alas)]) feloldottam 2 ml karbonét pufferben
(0,1M, pH:9,2)3. Ehhez az oldathoz alland6 kevertetés mellett 220 ml (220 mmol) DMSO-
ban oldott (c=10 mg/ml) borostyankdsav-anhidridet csepegtettem. A reakciét 4 6ran keresztiil
végeztem, mialatt a pH-t allanddéan 9-9,2 kozott tartottam. A terméket 12000-14000 Da
porusatmérdjli dializdl6 membrinban 2 napig dializdltam desztilldlt vizzel szemben, majd

liofilizaltam.

3 A 0,1M, pH=9,2 karbondtpuffer dsszetétele: 0,1 M Na,CO; + 0,1 M NaHCOj 1 liter desztillalt vizben
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3.3.1.3. Polipeptidek jelolése 5(6)-karboxifluoreszceinnel

10 mg EAK-t feloldottam 2 ml karbonét-pufferben (0,1IM pH=94). Az 5(6)-
karboxifluoreszcein szukcinimid észtert DMF-ben oldottam (c=10 mg/ml), majd folytonos
kevertetés mellett hozzdadtam a polipeptid-oldathoz. A reakcidelegyet 1 6rdig kevertettem,
majd tisztitottam az oldatot Sephadex G25 géllel toltott PD 10 oszlopon desztilldlt viz
eluenssel. A tisztitott oldatot liofilizaltam. A bioldgiai vizsgalatokhoz a polipeptideket PBS-
ben oldottam (0,1M, pH=74).

3.3.1.4. A jelolt polipeptidek karboxifluoreszcein-tartalmdnak meghatdrozdsa

Az analizis el6tt a mintdkat 24 6ran at hidrolizéltuk 6M HCI jelenlétében, vdkuumban, 110°C
fokon. A hidrolizis utan a HCI-t eltavolitottuk, majd a hidrolizatumot feloldottuk DMSO-ban.
A karboxifluoreszcein-polipeptid konjugatumok jellemzése forditott fazisi HPLC-vel tortént
(Knauer HPLC késziilék, Bad Homburg, Németorszdg). Az analitikai HPLC vizsgédlatokhoz
forditott fazisti Eurospher Cig (3,9%x250 mm 5 um 4tmérdjl szilikagél toltetet tartalmazo, 100
A porusdtmérd) oszlopot haszndltunk (Knauer, Bad Homburg, Németorszdg). Az eluensek a
kovetkezOk voltak: 0.1% TFA/viz (A eluens) és 0.1% TFA/ acetonitril/viz = 80/20 (V/V) (B-
eluens). A gradiens elici6 sordn a B-eluens mennyisége 25%-r6l 45%-ra emelkedett 20 perc
alatt, majd 45%-16l 99%-ra 10 perc alatt. A folydssebesség 1 ml/perc volt. A vizsgalt mintak
atlagos koncentracidja 0,65 pg/ml volt, az oszlopra 20 pl minta felvitele tortént. A csucsokat
Aex= 419 nm és Aey=519 nm hullamhosszon detektaltuk fluoreszcens detektor segitségével
(Shimadzu, Japdn). Az polipeptidekkel azonos koriilmények kozott hidrolizalt
karboxifluoreszcein koncentricidjat egy 4,8x10° M — 1,2x10” M koncentréciétartoméanyban

felvett standard gorbe alapjan hataroztuk meg.

3.3.2. A polipeptidekkel kezelt sejtek tilélésének meghatarozasa

3.3.2.1. A polipeptidek toxicitdsa Tetrahymena és J774 sejtekre
A 10 sejt/ml stirtiségli Tetrahymena pyriformis kultdrat, csakigy, mint a J774 sejteket (2-

2,5-10* sejt/ml) 96 lyukd szovettenyésztd lemezre osztottam Tetrahymena esetében 100 pl
taptalajban, J774 sejtek esetében — miutdn a sejtszdmot bedllitottam 2,5-10° sejt/ml-re — 180

ul 10% FCS-t tartalmazé médiumban. A polipeptidekkel 0,2; 2; 20 és 200 pg/ml
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koncentracioban kezeltem a sejteket. A Tetrahymena sejteket 6 és 24 6raig 28°C-on, a J774
sejteket 1, 24 illetve 48 6rdig 37°C-on inkubdltam a polipeptid-oldatokkal. Kontrollként
mindkét kisérletben a kezeletlen sejtek szolgdltak. Az €16 sejtek kontrollhoz viszonyitott
mennyiségét MTT-teszttel hatdroztam meg [Monner, 1988, Dias et al, 1999]. 20 ul 5 mg/ml
koncentraciéjd  MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromid) oldatot
adtam a lemezek minden vdjatdhoz. Az MTT oldattal 3 6rdn 4t inkubaltam a lemezeket 28°C
(Tetrahymena) illetve 37°C-on (J774). Ezutin a lemezeket centrifugdltam 2000 rpm
fordulatszdmon 5 percig. A feliilliszé leszivdsa utdn a keletkezett formazdn kristdlyokat
DMSO-val oldottam fel (150 ml/lyuk). Az abszorbancia mérése ELISA-readerrel (Labsystems
MS Reader) tortént A=540 nm mérd és A=620 nm-es hulldimhosszon. A két hullimhosszon
kapott abszorbanciaértékek kiilonbségét (Asso-As2o) atlagoltam a kezeletlen kontroll
abszorbanciaértékének szdzalékaban dbrdzoltam a polipeptid koncentricid fiiggvényében. A

statisztikai analizist kétmintds t-probaval végeztem.

3.3.2.2. A polipeptidek toxicitdsa egér csontveldi makrofdgokra

A sejteket 24 érdval kezelés elbtt 6 lyuki bakterioldgiai lemezbe osztottam (10° sejt/lyuk). A
szérumtartalmui médiumot eltavolitottam, majd mostam a sejteket PBS-sel (0,1M; pH=7.4).
Ezutan a karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptideket OPTIMEM (Gibco, Paisley, UK)
médiumban feloldva adtam a sejtekhez 1 és 20 pg/ml koncentraciéban. A polipeptid-oldattal 1
6ran keresztiil inkubaltam a makrofdgokat 37°C-on. Ujabb mosdst kovetden a sejteket a
feliiletr6l 4 mg/ml lidokain/PBS (0,1M; pH=7,4) oldattal tdvolitottam el. A toxicitds
meghatarozasdhoz a sejteket 0,04%-os tripankék/PBS (0,1M; pH=7,4) oldattal festettem, és
ezt kovetden Neubauer-kamriaban megszdmoltam. Az €10 sejtek szdmdt ot 14t6érbol
atlagoltam, majd a kontroll atlagdnak szazalékdban 4&brazoltam. Az adatok statisztikai

analizisét kétmintas t-probaval végeztem.

3.3.3. Kemotaxis meghatarozasa

3.3.3.1. Tetrahymena pyriformis kemotaxisa

A kisérletekben a kétkamras kapillaris technika moédositott véltozatat alkalmaztam [Kohidai et
al, 1995]. Bels6 kamraként nyolccsatornds pipettdra huizott 200 pl-es hegyek szolgaltak.

Ezekbe szivtam fel a polipeptidek 0,02; 0,2; 2 és 20 pg/ml koncentraciéja oldatdbol 100 pl-t
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illetve kontrollként 100 pl taptalajt. A kiils6 kamraként szolgdlé 96 lyuku szdvettenyésztd
lemez véjataiba a Tetrahymena pyriformis 10* sejt/ml denzitdsu tenyészetébdl 400-400 pl-t
mértem. A pipettahegyeket belemeritettem a lemez vdjataiba, majd 20 perc elteltével a
pipettahegyekbe vandorolt sejteket 4%-os formalin/PBS (0,1M, pH=7,4) oldattal fixaltam, és
Neubauer-kamrdban megszdmoltam. A 10 parhuzamos mérés sordn kapott sejtszam adatokat
atlagoltam, és a kontroll médiummal szemben futtatott sejtek szdzalékaban dbrdzoltam. Az

adatok statisztikai analizise az Origin4 program ANOVA tesztjével tortént.

3.3.3.2. Kemotaktikus szelekcio

A kemotaktikus szelekcié sordn azt vizsgéljuk, hogy egy kevert sejtpopuldciobdl kiilonb6zo
szigndlmolekuldkkal szelektdlhaté-e olyan szubpopuldcié, amelyben a kemotaktikus
valaszképesség az utdédgenerdcidkban is megjelenik. A kemotaktikus szelekcié menetét a 7.
dbra szemlélteti. Eloszor a fent leirt kétkamrds kapillaris technikdt alkalmaztam. A
polipeptideket feloldottam téptalajban a kemotaxis- kisérletekben hatdsosnak bizonyult
koncentracioban. A Tetrahymena kultirat a polipeptid-oldataval (P) €s kontroll taptalajjal (C)
szemben futtattam. A pozitiv vélaszt add sejteket friss tdptalajba oltottam, és kétszeri
atoltassal tovabbtenyésztettem 168 oran keresztiil (ekkor hozzdvetOlegesen a 70. generécidt
kaptam). A szelektdlt kultirdk kemotaxisit szintén kétkamrds kapillaris modszerrel
vizsgiltam a kovetkezd kisérleti elrendezésben: A kontroll médiummal szelektélt sejteket
futtattam kontroll médiummal szemben (C/C) és az azzal a polipeptiddel szemben, amellyel
ezt a populaciot szelektdltam (C/P). A polipeptiddel szelektalt sejteket futtattam szintén
kontroll médiummal (P/C) és a szelektal6 polipeptiddel szemben (P/P). A valaszt ad6 sejteket
Neubauer-kamrdban szamoltam [Kd6hidai et al, 2000]. A kapott sejtszam-adatokat a kontroll
(C/C) szazalékdban dbrazoltam. az adatok statisztikai analizisét az Origin4 program ANOVA

tesztjével végeztem. A szelekcids hanyadost (Chge) az aldbbi 6sszefiiggéssel szamoltam:

CHgp = (P/PXC/C)/(P/CXC/P).
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7. dbra A kemotaktikus szelekcio menete

3.3.3.3. J774 sejtek kemotaxisa

A J774 sejtek kemotaxisdnak mértékét 96-lyukd mddositott Boyden-kamrdban (NeuroProbe,
Gaithensburg, MD, USA) vizsgiltam. Egy lyukba a lemez véjatainak megfeleld térfogati
polipeptid-oldatot toltdttem 10% borjumagzat-szérumot tartalmazé RPMI 1640 médiumban
oldva 0,02 pug/ml, 0,2 pug/ml, 2 pg/ml és 20 ug/ml koncentracidban, majd a lemezt
belehelyeztem a kemotaxis-kamrdba. A kamrat lezartam, vdjataiba egyenként 10° sejtet
pipettiztam (lyukanként 200 pl 10 borjimagzat-szérumot tartalmazé médiumban). majd 3
6ran 4t inkubdltam 37°C-on, 5% CO, atmoszférdban. A filteren keresztiil a szovettenyésztd
lemezbe vandorolt sejtek mennyiségét MTT-teszttel hatdroztam meg. 20 ul 5 mg/ml
koncentracioji MTT oldatot adtam a lemez vajataihoz. A sejteket 1 éjszakan 4t inkubdltam az
MTT-vel 37°C-on, majd masnap a lemezeket centrifugaltam 2000 rpm fordulatszamon 5

percig. A feliildszo leszivasa utdn a keletkezett formazan kristdlyokat DMSO-val oldottam fel
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(150 ul/lyuk). Az abszorbancia mérése ELISA-readerrel (Labsystems MS Reader) tortént
A=540 nm mér6é és A=620 nm-es referencia hullimhosszon. A két hullimhosszon mért
abszorbancia kiillonbségét (Asso-Ae2) dbrdzoltam a negativ kontroll (10% FCS-t tartalmazo
médiummal szemben futtatott sejtek) szdzalékdban a polipeptid koncentracié fiiggvényében.
Pozitiv kontrollként a sejtek komplement C5a-val szemben végzett kemotaxisat hataroztam
meg [McCloskey et al, 1999]. A statisztikai analizist az Origin4 program ANOVA tesztjével

végeztem.

3.3.4. A polipeptidek sejtbe jutasinak meghatarozasa aramlasi citometriaval

3.3.4.1. Tetrahymena pyriformis polipeptid-felvétele

A Tetrahymena pyriformis log fazisban 1év6 kulturdjat Eppendorf-csovekbe osztottam (400
ul/cso, 4x10° sejt), majd a sejteket 1 Grdn 4t éheztettem Losina-Losinskij oldatban®. A
karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptideket (polipeptidre nézve) 0,02; 0,2; 2; 20 pg/ml
koncentracidjiban adtam a Tetrahymena sejtekhez. 0,5; 2; 5 és 15 perc elteltével 5 percig 4°C
fokon fixdltam a sejteket 4% (m/V) formaldehid/PBS (0,1M; pH=7,4) oldattal. A sejteket
kétszer mostam PBS-sel (0,1M, pH=7,4), majd az extracelluldris fluoreszcencia kioltasara 400
ul 0,5%-os (m/V) tripankék/PBS (0,1M, pH=7,4) oldatot adtam minden cs6hoz. Aramlasi
citométerrel (FACSCalibur, Becton Dickinson) 5000 sejtet lemérve (Aex=488 nm, Aen,=519

nm, FL1 tartomdny) meghatdroztam a sejtekre jellemzd fluoreszcenciaintenzitashoz tartozé

//////

kezeletlen kontroll szdzalékdban adtam meg az id6 €és a polipeptid koncentricié

fliggvényében.

3.3.4.2. Uszé J774 sejtek polipeptid-felvétele
A J774 sejteket a polipeptidek hozzdaddsiat megel6zden 1 6ran keresztiil inkubaltam FCS-

mentes RPMI  médiumban. Ezt kovetéen 450-450 pul sejtet  szétosztottam
mikrocentrifugacsovekbe (10° sejt/csé). A karboxifluoreszceinnel jeldlt polipeptideket (a

polipeptidre nézve) 0,02; 0,2; 2 és 20 pg/ml koncentriciéban adtam a sejtszuszpenzidhoz. A

4 A Losina-Losinskij oldat dsszetétele: 9 mM CaCl,, 10,5 mM MgCl,, 13,4 mM KCl, 47,6 mM

NaHCOs;, 171 mM NaCl
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kezelést kovetden azonnal, illetve 15, 30 és 60 perc utdn fixaltam a sejteket 4%-os (m/V)
formaldehid/PBS (0,1M; pH=7,4) oldattal. Centrifugdlast kdvetden (3000 rpm, 30 sec) a
feliiliszot ledntdttem, majd az extracelluléris fluoreszcencia kioltasara 400 pl 0,5%-os (m/V)
tripdnkék oldatot adtam minden cs6hdz. A sejteket azonnal centrifugdltam 3000 rpm
fordulatszdmon 30 mdsodpercig, ezt kivetden kétszer mostam PBS-sel. Aramldsi citométerrel
(FACSCalibur, Becton Dickinson) 5-10000 sejtet lemérve meghataroztam az adott
fluoreszcencia intenzitdshoz tartozd sejtszamot, majd kiszdmoltam a kapott diagramok

//////

szazalékaban az id0 és a polipeptid koncentracio fiiggvényében.

3.3.4.3. Letapadt J774 sejtek polipeptid-felvétele

A sejteket 24 oraval a kezelés eldtt 24 lyuku szovettenyésztd lemezbe osztottam 10° sejt/lyuk
kiindulési sejtszamban, 500 pl 10% FCS tartalmi médiumban. A kezelés eldtt kozvetleniil a
sejteket kétszer mostam PBS-sel (0,1M, pH=7,4). A karboxifluoreszceinnel jeldlt
polipeptidekkel 0,02; 0,2; 2 és 20 pg/ml koncentracioban (polipeptidre nézve) 60 percig
inkubédltam a sejteket szérummentes RPMI médiumban. Az inhibiciés kisérletekben a
scavenger receptor ligand fucoidint, ¢=0,02, 0,2; 2, 20 pg/ml, koncentracidban fél éraval a
kezelés elott adtam a sejtekhez szérummentes RPMI médiumban. A fucoidin a kezelés teljes
idotartama alatt a rendszerben maradt. Pozitiv kontrollként Dil-AcLDL (c=10 pg/ml, 4h)
felvételét vizsgdltam, amely a scavenger receptorokon keresztiil jut a sejtekbe [Voyta et al,
1984]. Ezek utén a sejteket kétszer mostam PBS-sel (0,1M, pH=7,4), majd az extracellularis
fluoreszcencia kioltdsa végett 200 pl 0,5%-os (m/V) tripankék oldatot adtam minden lyukhoz.
A sejteket 4%-os (m/V) formaldehid/PBS (0,1M; pH=7,4) oldattal 5 percig 4°C fokon
fixaltam. Aramldsi citométerrel (FACSCalibur, Becton Dickinson) 5-10000 sejtet lemérve
(Aex=488 nm,  Aen=519 nm, FL1 tartomdny) meghatiroztam az  adott
fluoreszcenciaintenzitishoz tartozé sejtszamot, majd kiszdmoltam a kapott diagramok
szdzalékdban a polipeptid vagy a fucoidin koncentréicio fiiggvényében. A statisztikai analizist

az Origin5 program kétmintds t-prébdjaval végeztem.
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3.3.4.4. A J774 polipeptid-felvételének vizsgalata konfokdlis mikroszkoppal

Az uszé sejtekrdl késziilt felvételekhez a sejteket 4% formaldehid/PBS (0,1M, pH=7.4)
oldattal fixdltam. A polipeptidekkel 20 pg/ml koncentraciéban inkubéltam a sejteket 1 6ran
keresztiil. Az AK polipeptid esetében vizsgédltam a polipeptid felvételének idofiiggését,
valamint a kiilonb6z0 fixalasi médszerek hatékonysagat. A sejteket két modszerrel fixdltam: 1.
4%-o0s (m/V) formaldehid/PBS (0,1M; pH=7,4) oldattal, 1. 35 %-o0s (V/V) etanollal 5 percig
4°C fokon, emellett €10 sejtekrdl is késziiltek felvételek. A Succ-EAK polipeptid esetében
mikroszkopos felvételeken vizsgaltam a letapadt és usz6 sejtek polipeptid-felvételét. A J774
sejteket a felvételek készité€se elott 24 oraval fedOlemezhez tapasztottam. A mikroszkopos
vizsgélatok BIO RAD MRC 1024 késziiléken torténtek, a gerjesztéshez kripton-argon 1ézert
haszndltam (a karboxifluoreszcein gerjesztési maximuma A=419 nm, az emissziés maximuma

A=519 nm-en taldlhato).

3.3.4.5. Egér csontveldoi makrofdgok polipeptid-felvétele

A sejteket 24 érdval kezelés el6tt 6 lyuki bakteriolégiai lemezbe osztottam (10° sejt/lyuk). A
szérumtartalmi médiumot eltdvolitottam, majd PBS-sel (0,1M; H=7,4) mostam a sejteket.
Inhibicids kisérletekben a gatloszert: a tobb scavenger receptorhoz kotédo (SR-A, SR-C, SR-
E, SR-F) poliinozilsavat (poli(I), c=50 ng/ml) [Peiser et al, 2000] és a SR-A specifikus
monoklondlis ellenanyagot (MAb 2F8, c=15 pg/ml) [Fraser et al, 1993], vagy a jeldletlen
polipeptidet (10-szeres koncentracidéban a jelolt polipeptidhez képest) fél draval a kezelés elott
pipettiztam a sejtek médiuméba. Ezek ez anyagok a kezelés teljes idOtartama alatt jelen voltak
a rendszerben. A karboxifluoreszceinnel jeldlt polipeptideket OPTIMEM médiumban oldva
adtam a sejtekhez. A polipeptid-oldattal 1 6rdn keresztiil inkubédltam a makrofagokat 37°C-on.
Az ezt kovetd mosas (PBS, 0,1M; H=7,4) utan a sejteket a feliiletr6l 4 mg/ml lidokain/PBS
(0,1M; H=74) oldattal tdvolitottam el. A sejteket 2% formaldehid/PBS (0,1M; pH=7,4)
oldattal fixdltam. A sejtbe jutds mértékét FACS-analizissel hataroztam meg A.x=488 nm, és
Aem=519 nm hullimhosszon (FL1 tartomany). A fluoreszcencia-intenzitds adatokhoz tartozo
sejtszdm meghatarozasat kovetden kiszamoltam a kapott diagramok kozépértékét. A
kozépérték adatokat dbrizoltam a kezeletlen kontroll szdzalékdban a polipeptid koncentraci6é
illetve az id0 fiiggvényében. A statisztikai analizist az Origin5 program kétmintds t-probdjaval

végeztem.
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3.3.5. Polimer polipeptidek kolcsonhatasa foszfolipid kettosrétegekkel

3.3.5.1. A liposzomdk készitése

Gomblombikba mértem 20 mg DPPC-t (a DPPC liposzémék készitéséhez) illetve 16 mg
DPPC + 4 mg PG-t a DPPC:PG liposzomék esetében. A foszfolipideket feloldottam
minimadlis térfogatd kloroformban (~2 ml). A kloroformot 55°C-os vizfiirdében 15 perc alatt
vakuumbeparlassal eltavolitottam, majd a keletkezett lipidfilmet 1 6ran keresztiil liofilizaltam.
A szaritott lipidfilmet felvettem 4 ml Na-acetit pufferben (0,1M, pH=7,4). Az igy kapott
multilamelldris vezikuldkat kétszer 2 percig szonikdltam, két szonikélds kozott 1 percig
nitrogént dramoltattam a lombikba. A szonikal6 berendezésbdl visszamaradé titdnt 3000 rpm
fordulatszdmon 20 perces centrifugaladssal tdvolitottam el. Ezutdn a liposzoma-oldatot 1 6rara
55°C-os vizfiirdébe helyeztem. fgy foszfolipid kettésrétegbél 4116 liposzémdkhoz jutottam. A
liposzomdk méretét automata késziilékkel (Malvern Autosizer) hatiaroztam meg. A DPPC-
liposzémak atlagos atmérdje 78 nm-nek, a DPPC:PG=80:20 (w/w) liposzémdké pedig 105

nm-nek addédott. A liposzomékat +4°C-on taroltam felhaszndldsig.

i
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Wﬁ_o _(le ﬁ (|:H3

0 HQC—O—F|>—O—CH2—CH2—P|J+—CH3

o CH,
dipalmitoilfoszfatidilkolin (DPPC)
HO—CH,
HO—(liH ﬁ
H,C~0-P—0"
L=
foszfatidil-glicerin (PG)
8. dbra A dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC) és a foszfatidil-glicerin (PG) szerkezete
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3.3.5.2. Fluoreszcencia-polarizdcio mérése
A liposzomdkat 1 6rdig inkubdltam 55°C-on, sitétben a fluoreszcens jelzbanyag oldatdval
(DPH: ¢=5-10" M, TMA-DPH: ¢=2,16-10" M). A két fluoreszcens jelzémolekula szerkezete
a 3. dbrdn lathaté. A polipeptideket feloldottam Na-acetdt pufferben’ (0,1M, pH=7.2) 0,2
mg/ml koncentrdcidoban. A fluoreszcens jelzOanyagot tartalmazo liposzomdkat a polipeptid-
oldattal a kiivettdban mértem Ossze polipeptid:liposzoma=22:1 ardnyban. [Nagy et al, 2003].
A kontroll kiivettdban a liposzémdkhoz Na-acetat puffert adtam.
A méréseket négykiivettds PE-LS50 spektrofluoriméteren végeztem 28°C-55°C kozott 11
homérsékleten. A hdOmérsékletet folyamatosan emeltem Iépésenként 3°C fokkal, a T.
kozelében pedig 1°C fokononként. A gerjesztési maximum DPH esetében A=365, TMA-DPH
esetében A=355 nm-en, mig a DPH emissziés maximuma A=430 nm-en, a TMA-DPH
emissziés maximuma A=425 nm-nél taldlhaté. A polarizaciét adott hémérsékleten 3 mérés
atlagdbol Shinitzky és Barenholz mddszerével [Shinitzky és Barenholz, 1978] az aldbbi
Osszefiiggés alapjan szamoltam:

P=(-1-G)/ I+ 1-G)
ahol I a gerjesztéssel parhuzamos sikban mért fluoreszcencia intenzitdsa, I, a gerjesztés
sikjara merdleges fluoreszcencia
intenzitdsa, G pedig egy a @CH:CH@
késziilékre vonatkoztatott korrekcios 1.6.0lfenil1, 3 5-hexatrién (DPH)
faktor. A 11 homérsékleten mért

. z 2 27 z Z &
polarizaciéértékek  4ltal  alkotott H3C—@Sozo - (CH3)3N—©>—( CH=CH 93—@

ponthalmazra  szigmoid  gorbét
1-{4-trimetil-ammoniumfenil)-6-fenil-1, 3, 5-hexatrién
illesztettem. Ezen gorbék elsOrendii p-toluol-szuiffonsav
e . (TMA-DPH)
deriviltjainak ~ minimumértékéhez
) 9. abra A fluoreszcens jelzomolekuldk szerkezete
tartoz6 homérsékletet tekintettem az

adott  liposzoéma  fézisatalakuldsi

homérsékletének (T.).

5 A Na-acetat puffer (0,25 M, pH=74) osszetétele: 0,25 M Na-acetét, a pH bedllitdsa 7,4-re 0,1 M
ecetsavval tortént
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4. EREDMENYEK

4.1. A karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptidek jellemzése

A polipeptid-CF konjugatumok karboxifluoreszcein-tartalméat fluoreszcens detektorral
egybeépitett forditott fazisi HPLC rendszerrel hatdroztuk meg 24 ora sdsavas hidrolizist
kovetéen. A karboxifluoreszcein koncentraciéjat egy 4,8x10° M — 12x10° M
koncentracidtartomdnyban  felvett  kalibraciés gorbe alapjan  szdmoltuk ki. A
karboxifluoreszcein-szukcinimid észter enyhe reakciokoriilmények kozott kapcsolddott a
polipeptidekhez. A CF a sdsavas hidrolizis sordan sem disszociélt a jelolt aminosavrol. A jelolt

polipeptidek kémiai jellemzdit a 4. és 5. tdbldzat foglalja ssze.

Polipeptid Jele® DP,’ CF [%]°
poli[Lys] - 130 19.9
poli[Lys(Prog9s)] PiK 84 18,6
poli[Lys(Hisos6)] H,K 93 10,6
poli[Lys(Gluj )] EK 94 14,7
poli[Lys(DL-Alas5)] AK 80 10,5
poli[Lys(Ser; o-DL-Alaz g)] SAK 60 24
poli[Lys(Thrgo-DL-Alasg)] TAK 60 1.9
poli[Lys(Glu; o-DL-Alay 3)] EAK 80 1,4
poli[Lys(Ac-Glu; o-DL-Alay )] Ac-EAK 80 2,6
poli[Lys(Succ-Glu; o-DL-Alasp)] Succ-EAK 80 1,6

4. tablazat A Tetrahymena és J774 sejtek polipeptid-felvételének vizsgdlatdahoz haszndlt
Jelzett polipeptidek kémiai jellemzdi. “ A polipeptidek roviditése az aminosavak egybetiis
kodjanak  felhaszndldsadval, b dtlagos  polimerizdacidfok, ¢ a karboxifluoreszcein
szubsztitiiciofoka az oldalldncok ardnydban
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Polipeptid Jele® DP,’ CF [%]*
poli[Lys] - 130 0,42
poli[Lys(Prop¢s)] PK 84 0,36
poli[Lys(Hisos6)] HK 93 1,15
poli[Lys(Gluj )] EiK 94 1,14
poli[Lys(DL-Alasg)] AK 60 1,55
poli[Lys(Ser; o-DL-Alaz g)] SAK 60 11,6
poli[Lys(Thrgo-DL-Alasg)] TAK 60 1,12
poli[Lys(Glu; o-DL-Alaz 3)] EAK 60 2,54
poli[Lys(Ac-Glu, o-DL-Alas g)] Ac-EAK 60 0,46
poli[Lys(Succ-Glu, o-DL-Alaz g)] Succ-EAK 60 0,58

5. tablazat Az egér csontveléi makrofdgok polipeptid-felvételének vizsgdlatdhoz
haszndltjelzett polipeptidek kémiai jellemzdi. “ A polipeptidek roviditése az aminosavak
egybetiis kddjdnak felhaszndldsdval, ° dtlagos polimerizdcidfok, © a karboxifluoreszcein
szubsztitiiciofoka az oldalldncok ardnydban (%)
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4.2. A polipeptidek hatasa Tetrahymena pyriformis GL csillés egysejtiire

A Tetrahymena pyriformis csillés egysejtli sejtélettani vizsgdlatok, mint hormon-receptor
kutatdsok, €s a kemotaxis vizsgdlatdnak gyakran alkalmazott modellje. A Tetrahymena
receptorai €s jeldtviteli mechanizmusai hasonl6sdgot mutatnak a magasabb rendi
élolényekével, ezért a Tetrahyamendn végzett kisérletek eredményei tdjékoztatdsul

szolgélhatnak a magasabb rendili szervezetek reakcidinak vizsgalatdhoz.

4.2.1. Polipeptidek hatasa Tetrahymena pyriformis talélésére és szaporodasara

A Tetrahymena pyriformis kultirdkat a polipeptidek kiilonboz6 koncentracidju oldataiban (c=
0,2; 2; 20 és 200 pg/ml) inkubdltam; kontrollként ugyanolyan térfogati tdptalajt adtam a
sejtekhez. A polipeptid-oldatokkal 6 és 24 6rdig inkubdltam a sejteket. A Tetrahymena egy
szaporodasi ciklusa kb. 155 perc, igy a 6 6rds kezelés alatt 2-3 generdciot vizsgédltam, amely
foként a polipeptidek rovid tavi hatdsara nézve szolgdltat informdciot. 24 ora alatt a sejtek kb.
10-edik generacidjat vizsgéltam, igy ezekben a kisérletekben a polipeptidek Tetrahymena
szaporoddsdra gyakorolt hosszabb tdvd hatdsat figyeltem meg. Az életképes sejtek
mennyiségét MTT moddszerrel hatdroztam meg [Dias et al, 1999]. A kapott értékeket a
kezeletlen kontrollhoz szdzalékdban adtam meg. A statisztikai analizist kétmintés t-probdval
végeztem. Az egy aminosav oldallancot hordozé polipeptidek (HiK, PiK és EiK) koziil egy
sem idézte eld a sejtek pusztuldsét a vizsgalt koncentraciétartomanyban. Mind 6, mind 24 6ra
inkubdci6é utdn a polikationos polipeptidek koziil a H;K és P;K valtott ki kis mértékii, de
statisztikailag nem szignifikans proliferaciot (/0a és 11a dbra). 24 6ra inkubaci6 utidn 2 pug/ml
koncentracioban (11b dbra). Az amfoter polipeptid (EAK) és polianionos szarmazékai (Ac-
EAK és Succ-EAK) statisztikailag szignifikdns médon nem befolydsoltdk a Tetrahymena

sejtek szaporodasat (10c és 11c dbra).
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10. abra Polilizin gerincii polipeptidek hatdsa Tetrahymena pyriformis szaporoddsdra 6 ora
utdn. a) poli[Lys] és XK polipeptidek, b) hosszii oldallanci polikationos polipeptidek, c) az
amfoter EAK és polianionos szdrmazékai. x: p<0,05, *: p<0,01, #: p<0,001
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11. abra Polilizin gerincii polipeptidek hatdsa Tetrahymena pyriformis szaporoddsdra 24
ora utdn. a) poli[Lys] és XK polipeptidek, b) hosszii oldalldnci polikationos polipeptidek, c)
az amfoter EAK és polianionos szarmazékai. x: p<0,05, *: p<0,01, #: p<0,001

Megallapithatjuk, hogy a polipeptidek nem befolyasoltdk jelentds mértékben a Tetrahymena
pyriformis egysejtiiek szaporoddsat. Nem csokkent a sejtek életképessége az emlos sejtekre

tobbnyire toxikus polikationos polipeptidek jelenlétében (pl. poli[Lys]) sem [Hudecz, 1995].
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4.2.2. Tetrahymena pyriformis kemotaxisa polilizin gerincii polipeptidek hatasara

A Tetrahymena sejtek kemotaktikus aktivitdsdnak vizsgalata modositott kétkamrds kapillaris-
moédszerrel tortént. 10 parhuzamos mérés sejtszam adatait 4atlagoltam, és a kontroll
médiummal szemben futtatott sejtek szdzalékaban dbrazoltam. Az adatok statisztikai analizise
az Origin4 program ANOVA tesztjével tortént.

Vizsgéltam polipeptidek hatdsanak koncentraciofiiggését, illetve mértem a kiilonbozo

polipeptidek hatasét polipeptidekkel kemotaktikusan szelektalt egysejtii-populacion.

4.2.2.1. Kevert Tetrahymena populdcio kemotaxisa
A Tetrahymena pyriformis sejtek polilizin gerincli polipeptidekre adott kemotaktikus vélaszat
a 12-14. dbra mutatja be. A rovid oldallancu polipeptidek koziil a polikationos H;K indukalt

jelentds pozitiv kemotaxist széles koncentricidtartomanyban (0,02-2 pg/ml), szemben a
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12. dbra Poli[Lys] és X;K polipeptidek hatdsa Tetrahymena pyriformis

kemotaxisdra. X:p<0,05; *:p<0,01; #: p<0,001

polilizinnel, amely minden vizsgélt koncentracidban repellensnek bizonyult (/2. dbra). Az
ugyancsak  polikationos  P;K  gyengén  attraktins volt a  0,02-2  pg/ml

koncentraciétartomédnyban, ¢=20 pg/ml koncentracidban azonban mdr taszitotta a sejteket
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(kemotaxis index=34%9%). Az amfoter karaktera EK 0,02-2 pg/ml
koncentriciétartomdnyban gyengén repellensnek bizonyult, a vizsgdlt legnagyobb
koncentriacioban maér jelentdés negativ kemotaxist idézett eld (/2. dbra) (c=20 pg/ml:
kemotaxis index=411t12%). Az eredmények azt mutatjdk, hogy a Pro vagy His beépitése az
oldallanc N-termindlisdra jelentésen megvaltoztatta a poli[Lys]-re jellemz0 repellens hatdst. A
véaltozds oka lehet, hogy a poli[Lys] esetében az oldallinc végén taldlhat6 szabad €-NH,
csoportot a masik két polipeptid (H;K és PiK) esetében o-NH, csoport viltja fel. A HiK
polipeptid kemoattraktins jellegét feltehetleg els6sorban a His imidazol oldalldncanak
aromas jellege hatdrozza meg.

Az XAK tipust hordozé polikationos polipeptidek egymdstdl eltérd hatdst gyakoroltak a
Tetrahymena sejtekre. Az AK polipeptid gyakorlatilag nem volt hatdssal a sejtek

kemotaxisara. Az oldallainc N-termindlisin Ser aminosavat hordozé polipeptid (SAK)
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13. dabra  Polikationos XAK polipeptidek hatdsa Tetrahymena pyriformis kemotaxisdra.
x:p<0,05; *:p<0,01; #: p<0,001

alacsony koncentracidban (c=0,02 pg/ml) jelentds negativ kemotaxist véltott ki (kemotaxis

index=57+14 %), mig az ugyancsak hidroxilcsoportot tartalmazé de oldallanc-szerkezetében

62



Eredmények

eltéré treonint hordozé TAK polipeptid kemoattraktdnsnak bizonyult a legnagyobb, c=20

pg/ml koncentraciéban (kemotaxis index=161127 % )(13. dbra).
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14. abra Az amfoter EAK és polianionos szdrmazékainak hatdsa Tetrahymena pyriformis
kemotaxisdra. x:p<0,05; *:p<0,01; #: p<0,001

Az amfoter EAK polipeptid hatdsara két koncentracidban (c=0,02 pg/ml és 20 pg/ml)
figyeltem meg pozitiv kemotaxist. Kéhidai €s munkatarsai hasonld, kétcsicsu gorbét figyeltek
meg tobb peptid pl. a leukocita-attraktdns formil-Nle-Leu-Phe peptid [Kdhidai et al, 2003c] és
a bradikinin esetében is [K6hidai et al, 2002b]. Ez a jelenség feltehetden azzal magyardzhato,
hogy az adott vegyiilet két, kiilonboz6 affinitasi receptorhoz kotddik a Tetrahymena sejteken.
A lizin egységenként egy negativ toltést hordoz6 polianionos Ac-EAK repellensnek bizonyult
a teljes vizsgdlt koncentracidtartomdnyban (kemotaxis index < 80 %), ezzel szemben a lizin
egységenként két negativ toltést hordozé Succ-EAK esetében harang alaki gorbét kaptam,
azaz a polipeptid egy optimalis koncentracioban ¢ = 2 pg/ml valtott ki pozitiv kemotaxist
(kemotaxis index = 182422 % (2 pg/ml)(14. dbra). Osszegezve, a polipeptidek hatdsat
Tetrahymena kemotaxisara elsOsorban az oldalldnc N-termindlis aminosavdnak mindsége

hatdrozta meg. Kiilonb6z0 hatist figyeltem meg az oldallinc N-termindlisdn azonos
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aminosavat tartalmazo, de eltérd oldallanc-hosszisagu polipeptid-par esetében (E;K:repellens,
EAK: attraktans).

4.2.2.2. Kemotaktikusan szelektdlt Tetrahymena szubpopuldciok kemotaxisa

A kemotaktikus szelekci6 médszerével azt vizsgéltam, hogy a szelektdlé molekuldk hatdsa a
kb. 70-edik Tetrahymena generdcidban is megfigyelhet-e. A polipeptidek koziil azokkal
szelektdltam a sejtfelszini receptoraikra nézve kevert Tetrahymena populdciét, amelyek az
eldz6 kisérletekben attraktdnsnak bizonyultak. Kontrollként egy neutrélis polipeptidet (PiK)
alkalmaztam. A kemotaktikus szelekcié eredményeit a 15. dbra mutatja be. A Tetrahymena
populdcidt a fenntartdsukhoz hasznédlt médiummal (,,C” sejtpopulacié), valamint a

kemoattraktdns és kontroll polipeptidekkel szelektdltam (a H;K, EAK, Succ-EAK: SE, TAK
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15. abra Szelektdlt Tetrahymena szubpopuldciok kemotaxisa. Chge= (P/PXC/C)/(P/CxC/P),
ahol C=kontroll és P=polipeptid. x:p<0,05; *:p<0,01; #: p<0,001.
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és P;K polipeptid roviditésével jelzett sejtpopulédcid), a leghatdsosabb koncentraciéju oldatot
alkalmazva.

A HiK polipeptiddel szelektalt sejtek jelentds kemotaktikus aktivitdst mutattak a kontroll
médium felé (HiK/C) (264147 %), csakigy, mint a H;K polipeptid felé (H;K/H;K) (338+47
%). Azon a sejtek esetében, amelyeket TAK, EAK vagy Succ-EAK polipeptiddel
szelektdltam, csokkent intenzitdsi kemotaxist figyeltem meg mind a kontroll médium
(C/polipeptid), mind az adott polipeptid felé (polipeptid/polipeptid).

A szelektélt sejtpopulaciok kemotaktikus tulajdonsagdnak dsszehasonlitdsara kiszamoltam az
un. szelekcidés hédnyadost (Chg=(P/PxXC/C)/(P/CxC/P)) [Koéhidai et al, 2000], amelynek
értékébdl kovetkeztethetiink a polipeptidekkel val6 kolcsonhatas jellegére. Amennyiben Chg
>1,2, hosszu tdvi kemotaktikus aktivitdsrdl beszélhetiink, amely feltehetfleg egy, a sejtek
utédgeneracidinak is atorokitett receptoron keresztiil megy végbe; ha Chg <1,2, akkor rovid
tava kolcsonhatast feltételezhetiink.

A polipeptidek koziil egyediill az EAK esetében kaptam viszonylag nagy értékli szelekcids
hanyadost (Chg=1,12). A polikationos polipeptidekkel (H;K, P;K és TAK) valamint a
polianionos Succ-EAK polipeptiddel nem tudtam pozitiv kemotaktikus vdlaszt adéd
populdcidkat szelektalni.

Megallapithatd, hogy bér a szelekciés hanyadosban jelent6s kiilonbségeket észleltem, egyik
polipeptid esetében sem tapasztaltam Chg>1,2 értékkel jellemezhetd pozitiv kemotaktikus
szelekciot. A polipeptidek Tetrahymena sejtekre gyakorolt kemotaktikus hatdsa rovidtdvon
érvényesiilt, nem jelent meg az utddgenerdcidkban, ezért feltételezhetjiik, hogy a
Tetrahymena kemotaktikus vélaszképessége a polipeptidekre nem atorokitett receptor kdthetd

sajatsag.

4.2.3. Tetrahymena polipeptid-felvétele

A Tetrahymena szdmdara az aminosavak, peptidek és fehérjék tapldlékul szolgalhatnak.
Felvételiik feltehetdleg receptor-medidlt endocitézissal torténik a szdjmezOben kialakuld
taplalékvakudlumokon keresztiil.

A karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptidek (polipeptidre nézve) 0,02; 0,2; 2; 20 ug/ml
koncentracidju oldatat adtam 1 6ran keresztiil €heztetett Tetrahymena sejtekhez. 0,5, 2, 5 és
15 perc multdn fixaltam a sejteket, majd aramldsi citometridval meghatiroztam a sejtekre

jellemzd fluoreszcencia-intenzitast, amely a polipeptidet bekebelezd sejtek mennyiségérdl ad

//////
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(XGeoMean6). Az adatokat a kezeletlen kontroll szdzalékdban adtam meg. Akkor tekintettem
ugy, hogy a sejt felvette a polipeptidet, ha a kezeletlen kontroll és a polipeptiddel kezelt sejtek
fluoreszcencia-intenzitdsanak kiilonbsége meghaladta a 20%-ot. CF-HiK kivételével a

polikationos rovid oldallancu polipeptidek bejutottak a Tetrahymena sejtekbe.
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16. dbra Tetrahymena pyriformis polipeptid-felvétele. A P;K polipeptid felvételének

koncentrdciofiiggése a) 2 perc, b) 15 perc elteltével

A CF-poli[Lys] (c=2 pug/ml) és CF-P;K (c=20 pug/ml) polipeptideket két perc utdn felvették a
sejtek 15 perc utdn mindkét esetben nagy mennyiségili polipeptidet fagocitdltak a sejtek
(XGeoMean=1858% a CF-poli[Lys] esetében, és 940% a CF-PiK esetében, c=20 ng/ml) (16.
dbra). A rovid oldallinci amfoter CF-EK-t a Tetrahymena sejtek csak 20 pg/ml
koncentracidban vették fel (XGeoMean=141%) (I7a dbra).

A hosszud oldallanci polikationos polipeptideket (CF-AK, CF-SAK, CF-TAK) felvették a
sejtek (XGeoMean=7127%, 211%, 202%, a sorrendnek megfeleléen, c=20 pug/ml, 5 perc). A
CF-SAK és CF-TAK polipeptid 5 perc elteltével, a CF-AK polipeptid pedig 2 perc utdn mar
jelen volt a sejtekben. Kiemelkedden magas volt a CF-AK polipeptid felvétele 15 perc

A FACS diagram geometriai kozépértéke (fluoreszcencia-intenzitas)
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elteltével (XGeoMean=12529+2018%)(17b dbra). Az amfoter CF-EAK polipeptidet 20

pg/ml koncentracidban vették fel a sejtek 5 perc eltelte utdn. A polianionos CF-Ac-EAK és

CF-Succ-EAK polipeptideket pedig mar 2 perc elteltével bekebelezték a Tetrahymena sejtek

2 és 20 pg/ml koncentricidban (I/7c¢ dbra). A 18. dbrdn a CF-Succ-EAK polipeptid-

felvételének koncentraciofiiggését lathatjuk 15 perc inkubdacié utén.
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17. dbra  Tetrahymena pyriformis polipeptid-felvételének iddfiiggése a) poli[Lys] és X;K
polipeptidek, b) polikationos XAK polipeptidek, c. az amfoter EAK és polianionos

szdrmazékai.
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18. dbra Tetrahymena pyriformis polipeptid-felvétele. A CF-Succ-EAK
(Poli[Lys(Succ-Glu; o-DL-Alay )] polipeptid felvételének koncentrdcidfiiggése 15 perc

elteltével
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Megallapithatjuk, hogy a Tetrahymena pyriformis polipeptid-felvétele fiiggott az inkubacios
1d6tdl és a polipeptid koncentracigjatdl. A polipeptidek oldalldncanak szerkezete
nagymértékben befolydsolta a felvétel mértékét. A polikationos €s a polianionos polipeptidek
megkozelitden azonos mértékben jutottak be a Tetrahymena sejtekbe, szemben az amfoter

polipeptidekkel, amelyek felvétele csekély volt.
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4.3. Polilizin gerincii polipeptidek hatasa J774 sejtekre

A J774 sejteken szamos makrofdgokkal kapcsolatos élettani folyamatot tanulményoztak.
Vizsgaltak szerepiiket a gyulladdsos folyamatok sordn [Sautebin et al, 1999], tanulmédnyoztik
jelatviteli folyamataikat [Kiigler et al, 1997], 616- és fagocitotikus [Ralph és Nakoinz, 1975],
valamint kemotaktikus [McCloskey et al, 1999] aktivitdsukat, fagocitozisukat [Liang-
Takasaki et al, 1982, Kiigler et al, 1997]. Jellemezték a J774 sejtek endoszémaban taldlhatéd
enzimek aktivitasit [Claus et al, 1998], és alkalmaztdk a J774 sejteket a fagoszoma érésének
tanulmanyozasara Mycobacterium fert6zés sordn [Hostetter et al, 2003]. Szdmos scavenger
receptorral és hatéanyagok scavenger receptoron keresztiil torténd specifikus célbajuttatasaval
foglalkoz6 kutatds sordn haszndltdk modellsejtként a J774 sejtvonalat [Mukhopadhyay et al,
1992, Brasseur et al, 1999, Prasad et al, 1999].

4.3.1. Polipeptidek hatasa J774 sejtek tialélésére
A kisérletek sordn a J774 sejteket 1, 24, illetve 48 6ran keresztiil inkubdltam a polipeptidekkel

0,2-200 pg/ml koncentricidtartomanyban, mig a kontrollhoz azonos térfogati 10% FCS
tartalmi médiumot adtam. Az életképes sejtek mennyiségét MTT-teszttel hatdroztam meg

[Monner, 1988], és a kontroll szazalékaban dbrazoltam. (19-20. dbra)
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19. abra Polipeptidek hatdsa J774 sejtek tiilélésére 1 ora utdn. a.) X;K polipeptidek; b.)
polikationos XAK polipeptidek; c.) amfoter EAK és polianionos szdrmazékai. x: p<0,05;
y: p<0,01; z: p<0,001
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A két nagymértékben polikationos oldalldnci polipeptid, a szabad o-NH, csoportot és
imidazolgyiriit tartalmaz6 H;K és a szabad e-aminocsoportot (pK,=10,5) tartalmazé
poli[Lys] (/9a dbra) polipeptidek c=20 pg/ml-nél toményebb oldatban toxikusak voltak
(citotoxicitds > 85%, c=200 pg/ml). A tobbi polipeptid esetében nem tapasztaltam szdmottevo
toxicitast még 200 pug/ml koncentraciondl sem (19b, c dbra.). 24 6ras kezelés utdn, hasonléan
az 1 ora utan kapott eredményekhez, jelentds mértékii toxikus hatdst mutattak az X;K tipusu
polipeptidek 20 mg/ml koncentricidban (20a dbra) poli[Lys] = H;K > P,K >E;K sorrendben.
Ezen kiviil kis mértékii, de szignifikdns toxicitdst mutatott a hosszi oldallancu polikationos
SAK és TAK (20b dbra). 200 ng/ml koncentraciéban rendkiviil kis mértékben toxikus volt a
polianionos Ac-EAK és az amfoter EAK valamint szintén toxikusnak bizonyult a polianionos

Succ-EAK (20c dbra).
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20. abra Polipeptidek hatdsa J774 sejtek tiilélésére 24 ora utdn. a.) X;K polipeptidek;

b.) polikationos XAK polipeptidek; c.) amfoter EAK és polianionos szarmazékai. x: p<0,05; y:
p<0,01; z: p<0,001

Osszegezve megallapithat, hogy a polipeptidek toltése nagymértékben befolydsolta azok
toxicitdsanak mértékét J774 sejtekre nézve. A rovid oldallancd polikationos polipeptidek
jelentds mértékben toxikusak voltak, mig legkevésbé toxikusnak a hosszu oldallancu amfoter
EAK bizonyult. A polianionos polipeptidek esetében megfigyelhetd volt, hogy a negativ
toltés novekedésével (Ac-EAK: 1 — Succ-EAK: 2/monomer egység) kis mértékben

novekedett a peptid toxicitdsa 24 o6ra utan. Az oldallanc hosszabbitdsa, valamint a kevésbé
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kationos aminosavak jelenléte csokkentette a polipeptidek hatdsat a J774 sejtek
életképességére. A 24 Ordas kezelések sordn a polipeptidek hatdsara bekovetkezd

sejtproliferacidt nem tapasztaltam.
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4.3.2. J774 sejtek kemotaxisa polilizin gerincii polipeptidek hatasara

A monocitdk kemotaxisat eldidézhetik kiilonbozd bakteridlis peptidek (fMLF) [Heit et al,
2002], kemokinek, kiilonb6z6 nukleotidok (ADP, UDP) és a komplementrendszer egyes
molekuldi (pl. C5a) [McCloskey et al, 1999]. Amennyiben egy adott sejtpopuldciéra — jelen
esetben a makrofdgokra — specifikus hordozomolekulat szeretnénk eldallitani, alkalmazhatunk
kemoattraktdns hatdsd vegyiileteket; amely a célsejt-populdcidt a beadds helyére vonzza, dm
ebben az esetben azonban nagyobb annak a veszélye is, hogy a polipeptid immunvélaszt valt
ki. Ez a probléma nem léphet fel olyan molekuldk esetén, amelyek nem idéznek el6
kemotaxist, hanem mads ,,célbajuttat6 egységet” tartalmaznak.

A J774 sejtek kemotaxisat 96-lyukud modositott Boyden-kamraban mértem. A polipeptidekkel
0,02 pug/ml, 0,2 pug/ml, 2 pg/ml és 20 pg/ml koncentracioban inkubaltam a sejteket. Az 5 um
porusatmérdjli polikarbonét filteren atvandorolt sejtek mennyiségét MTT-teszttel hatdroztam
meg [Monner et al, 1988]. A A=540 nm és A=620 nm hulldmhosszon mért abszorbancia
kiillonbségét dbrazoltam a negativ kontroll (10% FCS-t tartalmazé médiummal szemben
futtatott sejtek) szdzalékaban a polipeptid koncentricié fiiggvényében. Pozitiv kontrollként a
sejtek komplement C5a-val [McCloskey et al, 1999] szemben végzett kemotaxisat hatdroztam
meg (kemotaxis index=134+10%, c=10" M és 149+11%, c=10" M) (21. dbra). A statisztikai
analizist az Origin4 program ANOVA tesztjével végeztem.

A vizsgalt 10 vegyiilet koziil egyik esetben sem tapasztaltam szignifikdns kemoattraktins
hatést, noha a H;K polipeptid kis mértékben vonzotta a sejteket (kemotaxis index= 11610,5%,
c=0,02 pug/ml)(6. és 7. tabldazat, 21. dbra). Repellensként egy polipeptid, P;K viselkedett a
vizsgalt legtoményebb koncentrdcidban (c=20 pg/ml, kemotaxis index=8614%)(6. tdbldzat,
21. dbra.)

A Tetrahymena pyriformis egysejtiivel dsszehasonlitva megéllapithatjuk, hogy a J774 sejtek
kisebb kemotaktikus aktivitdst mutattak a polipeptidek hatdsara. A H;K polipeptid
kemoattraktdnsként viselkedett mindkét modellsejt esetében. H;K és P;K kivételével a
polipeptidek nem gyakoroltak kemotaktikus hatdst a J774 sejtekre. Osszességében a
polipeptidek nem befolyasoltdk szdmottevéen a J774 sejtvonal migracidjat, igy ebbdl a

szempontbodl alkalmasak a neutrdlis makromolekuldris hordoz6 szerepére.
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21. dbra HK és PK polipeptid, valamint kopmplement C5a (pozitiv kontroll) hatdsa
J774 sejtek kemotaxisdra. x: p<0,05; y: p<0,01; z: p<0,001

¢ Jug/ml] Kemotaxis index [%] = SD [%]

Poli[Lys] H:K P,K EK
0,02 12048 116+0,5* 108+5 10511
0,2 11445 101+4 O5+1%* 103+4
2 11045 9448 91+8 108+9
20 109+4 9549 864 *** 103£11

6. tablazat XK polipeptidek és poli[Lys] hatdsa J774 sejtek kemotaxisdra.*p<0,001,
*p<0,04, *** p<0,04

¢ [ug/ml] Kemotaxis index [%] £ SD [%]

AK SAK TAK EAK Ac-EAK  Succ-EAK
0,02 106£1%* 13127 11745 104+4 10148 1167
0,2 O8+1#* 113+6%** 120£19 11044 10141 1056
2 101+6 1152 117£10 11449 109+11 1059
20 104+£15 11849 10948 10244 9945 97+15
7. tablazat XAK polipeptidek hatdsa J774 sejtek kemotaxisdra. ¥*p<0,001, **p<0,03, ***
p<0,009
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4.3.3. J774 sejtek polipeptid-felvétele

A jelenleg alkalmazott patogén-ellenes vegyiiletek tobbsége kis molekuldju vegyiilet, amely
diffizidval jut be a sejtekbe. Csoportunkban régéta alkalmaznak polilizin gerincii polipeptid
polipeptideket kiillonb6zd hatéanyagok (pl. daunomicin vagy metotrexat [Hudecz et el, 2003])
hordozomolekuldjaként. A kis molekuldk specifikus sejtbe jutdsdt nagymértékben
eldsegitheti, ha makromolekuléris hordozéhoz kapcsoljuk Oket, ebben az esetben a sejtbe

jutds mechanizmusa is megvaltozik, mivel a makromolekuldk nem jutnak at a membranon.

4.3.3.1. Usz6 J774 sejtek polipeptid-felvétele

A J774 sejteket 1 oran keresztiil éheztettem FCS-mentes RPMI médiumban. Ezt kovetden a
karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptideket (a polipeptidre nézve) 0,02; 0,2; 2 és 20 ug/ml
koncentricioban adtam a sejtekhez. 1, 15, 30 és 60 perc elteltével fixdltam a sejteket.
Aramlisi citométerrel meghatdroztam az adott fluoreszcenciaintenzitdshoz tartozé sejtszamot,
majd a kapott diagramok geometriai kozépért€ékét. A geometriai kozépérték adatokat
abrazoltam i1d0 €s a polipeptid koncentrécié fiiggvényében a kezeletlen kontroll szdzalékaban.
Akkor tekintettem ugy, hogy a sejt felvette az adott polipeptidet, ha a kezeletlen kontroll és a
polipeptiddel kezelt sejtek fluoreszcencia-intenzitdsanak kiilonbsége meghaladta a 20%-ot.

A rovid oldalldncu polipeptidek koziil a polikationos CF-poli[Lys], CF-HiK és CF-PiK jutott
be a sejtekbe, mig az amfoter CF-E;K esetében nem mutathat6 ki felvétel. A CF-poli[Lys],
CF-HiK és CF-PK polipeptid mér 15 perc inkubdcié utan kimutathaté a sejtekben. (22a és 23.

dbra).
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22. dbra Uszé J774 sejtek polipeptid-felvétele. a.) X:K polipeptidek; b.) polikationos
XAK polipeptidek; c.) amfoter EAK és polianionos szdarmazékai. x: p<0,05; y: p<0,01; z:
p<0,001
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23. abra J774 sejtek polipeptid-felvétele 15 perc elteltével, a) CF-poli[Lys], b) CF-
P:K (poli[Lys(Progs)])

A hosszii oldallancu polikationos polipeptideket (CF-AK, CF-SAK, CF-TAK)
(XGeoMean=237%, 142%, 124%, a sorrendnek megfelelden) (22b dbra) csak a legnagyobb
(c=20 pg/ml) koncentracioban vették fel a sejtek. A CF-AK polipeptid mar 15 perc utin
bejutott a sejtekbe, a CF-SAK polipeptid felvételének mértéke az inkubacids id6 novelésével
egyenesen ardnyosan emelkedett, mig a CF-TAK polipeptidet csak 60 perc elteltével vették
fel a sejtek.

Az amfoter CF-EAK a szintén amfoter karakteri CF-EijK-hoz hasonléan nem jutott be
szamottevd mértékben a J774 sejtekbe (XGeoMean=111%, c¢=20 pg/ml). A polianionos
polipeptidek koziil a CF-Ac-EAK polipeptid esetében c=20 pg/ml koncentracidéban figyeltem
meg a polipeptid kis mértékli felvételét (XGeoMean=130%), a CF-Succ-EAK polipeptid

szintén c=20 pg/ml koncentracidban jelent meg a sejtekben (XGeoMean=136%) (22c¢ dbra).
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4.3.3.1.1. Usz6 sejtek polipeptid-felvételének vizsgdlata konfokdlis mikroszkdppal

A konfokalis mikroszkoppal végzett vizsgalatokhoz a FACS-analizishez hasznalt mddszerrel
készitettem eld a sejteket. A vizsgdlatok 4%-os formaldehiddel fixalt sejteken torténtek. Az
uszé sejtekrél késziilt felvételeken a polipeptideket tartalmazé vezikuldk a sejtek
citoplazmdjaban helyezkednek el. Kivételt képez a poli[Lys], amely egyes sejtekben bejutott a
magba is. (24. dbra).

control

EiK

.
- :

Succ-EAK

Ac-EAK

24. dbra Uszé J774 sejtek polipeptid-felvétele 1 ora elteltével (c=20 ug/ml). A
felvételek 4% formaldehiddel fixdlt sejtekrol késziiltek

Az CF-AK polipeptid esetében vizsgdltam a felvétel idofiiggését, valamint a kiilonbozo
fixédlas (4% formaldehid/PBS (0,1M, pH=7,4) vs. 35% etanol/PBS (0,1M, pH=7,4) hatasat a
jelolt polipeptid sejten beliili elhelyezkedésére. A CF-AK felvételérol késziilt képek azt
mutatjdk, hogy a sejtek a polipeptidet rovid 1d6 (15 perc) elteltével felveszik. 30 perc utidn
lathato, hogy a vezikuldk megjelennek a sejt citoplazmdjdnak egész teriiletén. A vezikuldk

szdma ezutdn nem nott szdmottevden 60 perc inkubéciét kovetden sem (25. dbra).
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25. abra A CF-AK polipeptid felvételének iddofiiggése (c=20 ug/ml). A felvételek élo
sejtekrol késziiltek

A 4% formaldehiddel tortént fixdlds utdn tobb esetben tapasztaltam magas autofluoreszcenciat
a kezeletlen kontroll sejtek esetében. Ennek elkeriilése végett tobb mddszert probaltam ki a
sejtek fixdldsdra, és késziiltek felvételek €16 sejtekrdl is. Az €10 sejtek hasonld képet mutattak
a 4% formaldehiddel fixalt sejtekéhez. Amennyiben az autofluoreszcencia nem volt magas, a
4% formaldehid oldattal fixalt sejtekrol jol kiértékelhetd felvételeket kaptam. A 35% etanollal
tortént fixdlds utdn nem tapasztaltam autofluoreszcenciat, azonban a polikationos CF-AK
polipeptid esetében az etanolos fixédldst kovetden a polipeptid a sejtmagban jelenik meg (26.
dbra). Richard és munkatérsai kordbban mdr leirtak hasonl6 jelenséget 3,7% formaldehiddel
fixdlt CHO sejtek esetében, az €16 sejteken tortént vizsgdlatok azonban azt bizonyitottdk,
hogy a peptidek a fixalas eredményeképpen keriiltek be a sejtmagba [Richard et al, 2002].
Hasonloképpen, az €16 J774 sejtekrdl altalunk készitett felvételek sem igazoltdk, hogy a
polipeptidek a magba jutnak. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy etanolos fixdlds esetén a

magfestés mitermék.
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26. dbra A fixdlds hatdsa az AK a polipeptid felvételéren (1 perc, c=20 ug/ml) sejtmagba
jutdsdra; a) 4% formaldehid, b) 35% etanol, c) élo sejtek

4.3.3.2. Letapadt J774 sejtek polipeptid-felvétele

A sejteket 24 o6raval a kisérlet eldtt 24 lyukid szovettenyészt lemezbe osztottam (107
sejt/lyuk). Ebben a kisérletben hat polipeptidet vizsgadltam. A kivélasztott polipeptidek kozott
taldlhaté polikationos X;K tipusi (CF-PiK) polipeptid CF-AK, valamint XAK tipusu
polikationos vegyiilet (CF-SAK). Vizsgiltam ezenfeliill amfoter (EAK) €s polianionos (Ac-
EAK és Succ-EAK) polipeptidek felvételét. A polipeptid-oldatokkal 1 ordan keresztiil
inkubdltam a letapadt sejteket 0,02; 0,2; 2, 20 ug/ml koncentrdciéban. Az 4ramlési
abrazoltam i1d0 €s a polipeptid koncentrécié fiiggvényében a kezeletlen kontroll szdzalékaban.
A statisztikai analizist az Origin4 program 2 mintds t-prébdjaval végeztem.

A polikationos CF-PK, CF-AK és CF-SAK polipeptidek bejutottak a sejtekbe, csakugy, mint
a polianionos CF-Ac-EAK és CF-Succ-EAK. Két polikationos polipeptid (CF-PiK, CF-AK),
valamint a polianionos CF-Succ-EAK esetében a sejtbe felvett polipeptid mennyisége a
koncentracié novekedésével ardnyosan nott, mig a polikationos CF-SAK és polianionos CF-
Ac-EAK polipeptidet csak a legnagyobb (c=20 pg/ml) koncentracidban internalizaltdk a
sejtek (27. dbra). Megfigyeltem, hogy a letapadt sejtek nagyobb mennyiségben vették fel
mind a hat polipeptidet, mint az sz6 sejtek, de a kiilonbség nagyobb volt a polikationos P;K
és AK, valamint a két polianionos polipeptid esetében, mint a polikationos SAK és az amfoter

EAK esetében.
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27. dbra Letapadt J774 sejtek polipeptid-felvétele 1 ora utdn. A fluoreszcencia-intenzitdshoz
tartozo  sejtszdm-értékek geometriai  kozépértékét dbrdzoltam a kezeletlen kontroll
szdzalékdban. x:p<0,05; *:p<0,01; #: p<0,001

4.3.3.1.3. Letapadt J774 sejtek polipeptid-felvételének vizsgdlata konfokdlis mikroszkoppal

A konfokdlis mikroszkoppal készitett felvétek készitése elott 24 Ooraval targylemezre
tapasztottam a J774 sejteket. A polianionos Succ-EAK polipeptiddel 1 6rdn keresztiil
inkubdltam a sejteket. A felvételek €10 sejtekrdl késziiltek. A képen lathaté a sejtek
morfoldgidjanak megvaltozasa, a letapadt sejtek némelyike a makrofagokra jellemzd allabakat
novesztett. A CF-Succ-EAK polipeptid felvételérdl készitett képek is arra utalnak, hogy a
letapadt sejtek nagyobb mértékben vették fel a polipeptidet, mint az Gsz6 sejtek (28. dbra). Ez
a jelenség magyardzhat6 azzal, hogy a letapadds eldsegiti a sejtek érését, ami azzal jar, hogy
egyes receptorok, amelyek szerepet jatszhatnak a polipeptidek felvételében, nagyobb szamban

jelennek meg a sejt felszinén (de Villiers et al, 1994).
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Succ-EAK
20 pg/ml

Usz0 sejtek letapadt sejtek

28. dbra Uszo és letapadt J774 sejtek polimer-felvétele (Succ-
EAK, ¢=20 ug/ml) 1 ora elteltével. A felvételek élo sejtekrol
késziiltek

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a polipeptidek J774 sejtekbe valé felvétele fiiggott az
inkubdcids 1d6tdl, valamint a polipeptid-koncentraciotol. A polipeptid toltése nagymértékben
befolyésolta a polipeptidek sejtbe jutdsat. Az Uszé sejtek nagyobb mértékben vették fel a
polikationos polipeptideket, mint az amfoter és polianionos vegyiileteket. A letapadt sejtek
esetében a sejtbe jutd polipeptid mennyisége a polikationos €s polinionos vegyiiletek esetében
joval nagyobb volt, mint az isz6 sejtek esetében. Ez a jelenség magyardzhaté azzal, hogy a
letapadas eldsegiti a sejtek érését, melynek kovetkeztében egyes receptorok, amelyek szerepet
jatszhatnak a polipeptidek felvételében, nagyobb szamban jelennek meg a sejt felszinén (de

Villiers et al, 1994).
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4.3.3.4. A scavenger receptor szerepe J774 sejtek polipeptid-felvételében

A makrofagok fagocitézisdban szerepet jitszanak a scavenger receptorok (SR), amelyek
ligandjaiként kiilonboz6 szerkezetli polianionos vegyiileteket irtak le [Krieger és Herz, 1994].
Héarom polipeptid a két polianionos polipeptid, CF-Ac-EAK és CF-Succ-EAK, valamint
negativ kontrollként a polikationos AK felvételét vizsgdltam Onmagukban és az ismert
scavenger receptor ligand fucoidin jelenlétében. A J774 sejteket a kezelés elott 24 6rdval 24
lyukd szovettenyésztd lemezbe osztottam 10° sejt/lyuk stirliségben. Pozitiv kontrollként a
scavenger receptoron keresztiil a sejtbe juté Dil-AcLDL szolgélt [Voyta et al, 1984]. A
polipeptidek hozzdadésa eldtt a sejteket 15 percig inkubéltam fucoidinnel [Bermudez et al,
1997], amely a kezelés teljes idOtartama alatt a rendszerben maradt. A karboxifluoreszceinnel
jelolt polipeptidekkel 60 percig inkubdltam a sejteket. Aramldsi citométerrel meghatdroztam
az adott fluoreszcencia-intenzitdshoz tartoz6 sejtszdmot, majd kiszdmoltam a kapott
kezeletlen kontroll szazalékaban a polipeptid vagy a fucoidin koncentricio fiiggvényében. A
statisztikai analizist az Origin5 program 2 mintas t-probdjaval végeztem.

A Dil-AcLDL felvétele 10 pg/ml koncentracioban mind d4ramlasi citométerrel, mind

konfokalis mikroszképpal jol kimutathaté volt (29. dbra).

600-
g 500- p<0,002
E 400
®
(&)

S 300,
(&)
a ]
2 200
5
2 100]

ctr Dil-AcLDL
c=10 pgfml

I kontroll II DiI-AcLDL |

29. abra A scavenger receptor kimutatdsa J774 sejteken Dil-AcLDL felvételének
meghatdrozdsdval
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Eldkisérletekben megallapitottam, hogy a fucoidin 20 pg/ml koncentrdcioban képes gatolni
az polipeptidek felvételét. A polianionos polipeptidek esetében fucoidin jelenlétében a
polipeptid-felvétel jelentds csokkenését tapasztaltam. A CF-Ac-EAK polipeptid esetében a
sejtbe jutott polipeptid mennyisége 19%-kal, mig a CF-Succ-EAK esetében kozel 6todére
(3214%-1r61 62%-ra) csokkent. A fucoidinnel tortént elOkezelés ezzel szemben nem

befolyésolta a polikationos AK polipeptid bejutdsat a J774 sejtekbe (30. dbra).

600,

[ Ac-EAK 35001 9 succ-EAK
5500- Bl Ac-EAK + fucoidin (20 pgiml) % 30001 B Succ-EAK + fucoidin (20 pg/ml)
E € 25001
= 4001 =
2 S 20001
§ p<0.05 § 1500-
6 2001 $ 1000, <0002
-S 100 -S p<0,03
0 0.
ctr. 0,02 0,2 2 20 ctr. 0,02 0,2 2 20
¢ [pg/ml] ¢ [ng/mi]
35001 oy i
2 3000, HM AK + fucoidin (20 pgiml)
£ 25004
S 2000
o
ﬁ 1500+
L 1000
=]
. N
0_
ctr. 0,02 0,2 2 20
¢ [ngfml]
30. abra Fucoidin eldkezelés hatdsa polianionos Ac-EAK és Succ-EAK, valamint

polikationos AK sejtbe jutdsdra

Osszegezve megillapithatjuk, hogy a fucoidin gatolta a polianionos polipeptidek (Ac-EAK és
Succ-EAK felvételét. A két polipeptid felvételét kiilonbozd mértékben szoritotta vissza: az
oldalldanconként egy negativ toltést hordoz6 Ac-EAK esetében kisebb mértékli gatlds volt
megfigyelhetd, mint az oldallinconként két negativ toltést hordozé Succ-EAK esetében. A
polikationos AK felvételét nem gétolta a fucioidin, ellenkezdleg, az AK felvétele fucoidin
jelenlétében, kis mértékben novekedett. Az eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy a

scavenger receptor szerepet jatszik a polianionos polipeptidek feltételében, mig a polikationos

AK-t mds uton veszik fel a J774 sejtek.
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4.4. A polipeptidek felvétele egér csontvel6 makrofag sejtekbe

Intracellularis parazitdk, mint példaul a Mycobacterium és Leishmania fajok a makrofagokban
élnek és szaporodnak [Basu, 1990], ezért nagy jelentdséggel birna parazitaellenes szerek,
antibiotikumok szelektiv bejuttatdsa ezekbe a sejtekbe. A J774 makrofag sejtvonal mellett két
primer makrofag sejtkultura (129/ICR €s SR-A -/-) polipeptid-felvételét vizsgaltam. A egerek
csontveldjébdl izolalt makrofdgokon tanulmédnyoztam a scavenger receptorok, ezen beliil is a

SR-A szerepét a polipeptidek sejtbe jutdsdban.

4.4.1. A polipeptidek hatasa a makrofagok talélésére
A sejteket 24 éraval kezelés el6tt 6 lyuki bakteriolégiai lemezbe osztottam (10° sejt/lyuk). A

polimer oldattal 1 és 20 nug/ml koncentraciéban 1 6rdn keresztiil inkubdltam a makrofdgokat.
A sejteket 0,04%-os tripankék oldattal festettem, és ezt kovetden Neubauer kamrdban
szamoltam. Az €10 sejtek szamat 4tlagoltam, majd a kontroll atlagdnak szdzalékdban
abrazoltam. Az adatok statisztikai analizisét kétmintds t-probaval végeztem. A 1 ug/ml
koncentracioban a vizsgdlt 10 polipeptid egyike sem bizonyult toxikusnak. 20 pg/ml
koncentracioban adva a két polikationos, rovid oldallancu polipeptid, P;K, H;K valamint a
poli[Lys] esetében tapasztaltam toxikus hatdst, a tobbi polipeptid nem csokkentette a sejtek

életképességét (31. dbra).

x: p<0.05; :p<0.01; # p<0.001 Bl 1 gmi
120 - 1 20 pg/mi
¥ # x *
100 4+ -+ - o+ _ kontroll
804
; * # *
= 601 . *
w
0 *
‘w404 #
204 #
0- [
Aé\ Q‘*. Qﬁb Q;'t: ?:k. o_,?* «?*. Q}:’b Qf"k. Q,?*.
& *© o~
& O
31. abra Polilizin gerincii polipeptidek hatdsa 129/ICR egér csontveldi makrofdgok

tiulélésére x: p<0,05, *: p<0,01, #: p<0,001
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4.4.2. A polipeptidek felvétele a makrofagokba

129/ICR egerek csontvel6jébdl izolalt makrofagokon vizsgéltam polipeptidek sejtbe jutdsanak
koncentracio- és 1dofliggését, valamint 0sszehasonlitottam kiillonboz6 karakteri polipeptidek
felvételének mértékét 4°C-on és 37°C-on. Tanulmdnyoztam ezen kiviil a jeldletlen
polipeptidekkel tortént elOkezelés hatdsat a karboxifluoreszceinnel jeldlt polipeptidek
felvételére. A sejtbe jutott polipeptidek mennyiségét aramlési citometridval hatdroztam meg.
Az adott sejtszamhoz tartoz6 fluoreszcencia értékek kozépértékét vettem, és az adatokat a

kontroll szdzalékdban dbrazoltam. A statisztikai analizist kétmintas t-probaval végeztem.

4.4.2.1. A koncentrdcio hatdsa a polipeptid-felvételre

A 129/ICR egerek csontvel§jébdl izolalt makrofagokat 0,1 pwg/ml, 1 pg/m, 10 pg/ml és 100
png/ml koncentracidban inkubdltam a karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptidekkel. A rovid
oldallancu polikationos polipeptidek koziil a HiK, PiK, valamint a poli[Lys], polipeptideket
nagy mennyiségben felvették a sejtek mar 1 pg/ml koncentraciéban. A hosszu oldallancu
polikationos polipeptidek koziil az AK és SAK polipeptid 1 pg/ml koncentrdcidban bejutott a
sejtekbe, mig a TAK polipeptid esetében csak 10 pg/ml koncentraciéban figyeltem meg
felvételt. Az amfoter EAK felvétele kis mértékii volt, és csak 100 pg/ml koncentracidban volt
megfigyelhetd. A polianionos Ac-EAK csak 100 pg/ml koncentrdcidéban jutott be a
makrofagokba, mig a szintén polianionos Succ-EAK felvétele ennél joval hatékonyabbnak

bizonyult: a sejtek mar 1 pug/ml koncentracidéban jelentés mennyiségii polipeptidet vettek fel

(32. dbra).
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32. dbra A CF- polipeptidek felvételének fiiggése a polipeptid koncentrdciotol
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4.4.2.2. Az inkubdcio idotartamdnak hatdsa a polipeptid-felvételre

A polipeptidekkel 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45 és 60 percig inkubdltam a sejteket 37°C-on a
legkisebb hatékony felvételt biztositdé polipeptid-koncentracidban. Négy polikationos
polipeptid: poli[Lys] és a rovid , kationos oldallanci H;K, valamint a hosszi oldallancu
polikationos AK és SAK és TAK esetében a felvétel kinetikdja telitési gorbével jellemezheto.
A sejtek polipeptid-felvétele a poli[Lys] és H;K polipeptidek esetében 60 perc utan érte el a
telitési 4llapotot. A polikationos P;K polipeptid esetében az inkubdcids idOvel kozel
egyenesen ardanyos felvételt tapasztaltam. A polianionos Ac-EAK és Succ-EAK

polipeptideket a P;K-hez hasonldan, az idOvel egyenesen ardnyosan internalizdltdk a sejtek.
(33. dbra).
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33. dbra A CF-polipeptidek felvételének fiiggése az idotol. A polipeptideket legkisebb, még
hatékony felvételt biztosito koncentrdcioban adtam a sejtekhez. Poli[Lys], P,K, HK, AK,
Succ-EAK: c=1 ug/ml, SAK, TAK: c=10 ug/ml, Ac-EAK: c=100 pg/ml

Feltételezhetjiik, hogy amennyiben ezek a polipeptidek receptor kozvetitésével jutnak a

sejtbe, ez a receptor recirkuldl az intracellularis kompartmentek €s a plazmamembran kozott.

Maisik magyarédzat lehet, hogy a sejt intracelluldris receptorkészlettel rendelkezik. Ennek a
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feltételnek megfelel az A-tipusi scavenger receptor (SR-A), amely a sejten belil is

megtaldlhat6 [Naito et al, 1991].

4.4.2.3. A homérséklet hatdsa a polipeptidek felvételére

Ebben a kisérletben a polipeptidek sejtbe jutdsit hasonlitottam 6ssze 4°C-on és 37°C-on. A
polipeptideket a legkisebb jol detektalhaté koncentrdcidban adtam a sejtekhez. Mindkét
polianionos polipeptid (Ac-EAK és Succ-EAK) csak 37°C-on jutott be a makrofagokba. A
polikationos polipeptidek koziil harom esetben, az P;K, AK és SAK polipeptideknél
tapasztaltam szignifikans kiilonbséget a 4°C-on és 37°C-on a felvett polipeptid mennyisége

kozott (34. dbra).
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o-—= 0 —
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34. dbra CF-polipeptidek felvétele 129/ICR makrofdgokba 4°C-on és 37°C-on. a)
polikationos polipeptidek, b) polianionos polipeptidek. x: p<0,05, *:p<0,01, #: p<0,001

A polipeptidek sejtbe jutdsa 4°C-on szoros Osszefliggést mutatott felvételiik kinetikdjaval:
azok a polipeptidek, amelyek felvétele nem mutatott telitddést, nem, vagy csak nagyon kis
mértékben jutottak be a sejtekbe 4°C-on. Ezek a polipeptidek feltehetoleg, nem diffuzidval,

hanem aktiv transzport segitségével jutnak a sejtekbe [Vives et al, 1997].
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4.4.2.4. Jeloletlen polipeptidekkel valo elokezelés hatdsa

A jelolt polipeptidek hozzdaddsat megeldzden fél draval jeloletlen polipeptid oldatat adtam a
sejtek médiumdhoz a CF-polipeptidekhez képest 10-szeres koncentracidban. A jeldletlen
polipeptid a kezelés teljes idOtartama alatt jelen volt. A polianionos polipeptidek esetében a
CF-Succ-EAK (c=1 pg/ml) felvételének mértékét hataroztam meg Ac-EAK-val (c=10 pg/ml)
és Succ-EAK-val (c=10 pg/ml) tortént elokezelés utan. A polikationos polipeptidek esetében
a CF-AK polipeptid sejtbe jutdsat vizsgaltam AK és SAK polipeptidekkel elOkezelt sejteken.
A jelolt polipeptiddel 60 percig inkubdltam a sejteket. A polianionos polipeptidek gétoltdk a
CF-Succ-EAK sejtekbe jutdsat. A jeloletlen Succ-EAK-val tortént elokezelés szinte teljesen
visszaszoritotta a CF-Succ-EAK felvételét a csontvelol eredeti makrofag sejtekbe
(Fluoreszcencia kozépérték=413,99+19% jeloletlen polipeptid nélkiill és 141,814,6% a
polipeptid jelenlétében). Az Ac-EAK polipeptid jelenlétében kisebb mértékben ugyan, de
szintén csokkent (35a dbra) a CF-Succ-EAK sejtbe jutdsa. A polikationos AK és SAK
polipeptidek ezzel szemben nem gétoltdk a CF-AK felvételét a makrofdgokba, sot, a sejtek
nagyobb mértékben internalizaltdk a jelolt AK polipeptidet a jeloletlen polipeptidek
jelenlétében (35b dbra).
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35. dbra A CF- polipeptidek felvétele 129/ICR makrofdgokba jeldletlen polipeptidekkel
valo elokezelés utdn. A) polianionos polipeptidek
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Osszegezve elmondhatjuk, hogy a 129/ICR makrofdgok polipeptid-felvétele fiigg a polipeptid
koncentracidjatol, valamint az inkubdcids 1d6tdl és a homérséklettol. A polipeptid toltése és
az oldallanc N-termindlis aminosavanak szerkezete befolydsolta mind a felvétel mértékét,
mind annak kinetikdjat. Az eredmények azt mutatjak, hogy egyes polikationos polipeptidek,
mint P;K, SAK, valamint a polianionos Ac-EAK és Succ-EAK receptor kozvetitett

mechanizmussal jutnak be a makrofagokba.

4.4.2.5. Scavenger receptorra nézve vad tipusu 129/ICR, és SR-A -/- makrofdgok polipeptid-
Sfelvétele.

A scavenger receptor szerepét a polipeptidek sejtbe jutdsiban az A-tipusi scavenger
receptorra nézve vad tipusd 129/ICR, valamint a receptorra nézve génkiiitott SR-A -/-
egerekbdl nyert csontveldi makrofagokon vizsgédltam. Pozitiv kontrollként a scavenger
receptoron keresztiil a sejtekbe jutdé Dil-AcLDL-t alkalmaztam c=10 pg/ml koncentracidéban
[Voyta et al, 1984]. A jelolt polipeptidekkel 20 pg/ml koncentracioban 60 percig inkubaltam a
sejteket. Az SR-A -/- sejtek Dil-AcLDL felvételében mintegy négyszeres kiilonbséget
tapasztaltam a vad tipusi makrofidgokhoz képest (Fluoreszcencia kozépérték = 146125 a
129/ICR és 37,614 az SRA -/- sejtek esetében, p<0,01) (36.a, b dbra, kis diagram). Tobb
polikationos polipeptid, igy CF-poli[Lys], CF-H;K és CF-AK kisebb mértékben jutott be az
SR-A -/- sejtekbe, mint a vad tipusi makrofdgokba. A kiilonbség a két sejttipus kozott
kiillonosen szembetiind a H;K polipeptid esetében (36a. dbra). A polianionos polipeptidek,
koziil a CF-Succ-EAK esetében hasonlé kiilonbséget tapasztaltam. Az SR-A -/- sejtek
mintegy hdromszor kisebb mennyiségli CF-Succ-EAK polipeptidet kebeleztek be, mint a vad
tipusu sejtek (Fluoreszcencia kozépért€ék=20,57+0,51 a vad tipusu, €s 7,22+0,52 az SRA -/-
makrofagok, p<0,001) (36b dbra). Az Ac-EAK polipeptidet joval kisebb mennyiségben

vették fel a sejtek, de itt is statisztikailag szignifikdns csokkenést figyeltem meg.
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36. dbra Polilizin gerincti polipeptidek felvétele vad
tipusti 129/ICR és SR-A -/- makrofdgokba

4.2.5.1. A scavenger receptor-A blokkoldsa poli(I)-val és 2F8 monoklonadlis ellenanyaggal

Ebben a kisérletben a két karboxifluoreszceinnel jeldlt polianionos polipeptid: CF-Ac-EAK )
€s CF-Succ-EAK (c=50 pg/ml) felvételét tanulményoztam, pozitiv kontrollként Dil-AcLDL
szolgalt. A sejtekhez a polipeptidek hozzdaddsa eldtt fél 6raval a scavenger receptor
antagonista poliinozilsav (Poli(I)) 50 pg/ml koncentraciéja [Peiser et al, 2000], illetve az SR-
A kollagénszeri doménjére specifikus 2F8 monoklondlis ellenanyag 15 pg/ml koncentricidju
oldatat adtam [Fraser et al, 1993], amelyet a sejteken tartottam a polipeptidekkel tortént 60
perces inkubdci6 ideje alatt is. Az SRA -/- makrofdgokon az scavenger receptor specifikus
poli(I) és MAb 2F8 nem tudtdk kifejteni hatasukat sem a Dil-AcLDL, sem a polianionos
polipeptidek felvételére. A vad tipusu 129/ICR makrofdgok polipeptid-felvétele azonban
mind a poli(I), mind a 2F8 ellenanyag jelenlétében jelentdsen csokkent, hasonléképpen a Dil-

AcLDL sejtbe jutdsa is (37. dbra).
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x: p<0.05; :p<0.01; #: p<0.001 I 1291CR
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37. @bra Polianionos polipeptidek és Dil-AcLDL felvétele vad tipusii 129/ICR és SR-A -/-
makrofdgokba a scavenger receptor ligand poli(lI) és SR-A specifikus 2F8 monoklondlis
ellenanyag jelenlétében

A scavenger receptorok eddig az irodalomban leirt ligandjai polianionos molekuldk (pl.
szulfattartalmi poliszaharidok: fucoidin, maleilezett fehérjék, négyszali nukleinsavak: polil,
poliG) [Krieger és Herz, 1994, Gough et el, 2000].

A polianionos Ac-EAK és Succ-EAK esetében az eredmények igazoljdk a scavenger
receptorok, ezen beliil is az SR-A szerepét a polipeptidek makrofagokba val6 felvételében.

A polikationos polipeptidek kozott is taldltam olyan vegyiileteket, mint poli[Lys], H;K és AK,
amelyeket SR-A-/- sejtek kisebb mértékben vesznek fel, igy feltételezhetjiik, hogy az SR-A

szerepet jatszhat ezen polipeptidek sejtbe jutdsaban is.
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4.5. Polilizin gerincii polipeptidek kolcsonhatasa foszfolipid modellmembranokkal
A polipeptidek a sejtekbe val6é bejutdsuk sordn kolcsonhatdsba keriilnek a sejtmembréannal.
Polipeptidekkel valé kolcsonhatds kovetkeztében — még ha ezek csak a membran felszinével
is 1épnek kapcsolatba — megvaltozhatnak a membréan fizikai tulajdonsédgai, pl. fluiditdsa
[Chan, P.Y et al]. Kationos polipeptidek esetében a membrannal vald kdlcsonhatas szerepet
jatszhat e vegyiiltek sejtbe jutdsdban [Tung €s Weissleder, 2003]. Kutatocsoportunkban mar
kordbban tanulmdnyoztdk foszfolipid kettOsrétegek kolcsOnhatdsat kiilonb6zd karakterti
polilizin gerincli polipeptidekkel (poli[Lys], OAK, AK, SAK és EAK) [Nagy et al, 2003]
valamint konjugatumaikkal [Nagy et al, 2000] [Reményi, 2003].
Vizsgdlataink sordn kétféle Osszetételi liposzomat hasznaltam: a 100% dipalmitoil-
foszfatidil-kolin (DPPC) liposzomak felszine amfoter jellegli, mig a 20% foszfatidil-
glicerinbdl (PG) és 80% dipalmitoil-foszfatidil-kolinbdl felépiild liposzémdk felszine bruttd
negativ toltést hordoz.
A DPPC-liposzémdk atlagos atmérdje 78 nm, a DPPC:PG=80:20 (w/w) liposzomaké pedig
105 nm volt. A DPPC liposzomdk fézisatalakuldsi homérséklete T.=40-41,5°C, a
DPPC:PG=80:20 0sszetételii liposzomdké T.=32-32,5°C. A kettOsréteg fluiditdsaban
bekovetkezd valtozast két fluoreszcens jelzOanyag segitségével kovettem. Az apoldris 1,6-
difenil-1,3,4-hexatrién (DPH) az alkilldncok rétegébe épiil be. Amig a membrin alacsony
i b i homérsékleten rigid éllapotban van,
az alkillancok rendezetten, kozel
parhuzamosan helyezkednek el a
membrén belso régidjaban. Ebben az

{7 U 0 N dllapotban a DPH  molekuldk az

alkilldncokkal azonos irdnyba
rendezddnek, ilyenkor magas
polarizacioértékeket detektalhatunk.

TMA-DPH A homérséklet emelkedésével az

(1-(4-trimetil-ammdniumfenil)-6-fenil- 1,3, 5-hexatrién
p-toluci-szuifonsav)

38. dbra A fluoreszcens jelzomolekuldk elhelyezkedése alkillincok rendezettsége csokken,
a foszfolipid kettdsrétegben igy a DPH molekuldk szabadabban

mozognak a membranon beliil, és ez
a polarizacié csokkenését eredményezi. A poléris 1-(4-trimetil-ammonium-fenil)-6-fenil-
1,3,5,-hexatrién (TMA-DPH), a DPH molekula pozitiv toltést hordozé trimetilamino

csoporttal szubsztitudlt szdrmazéka, a foszfolipid kettOsréteg kiilsé régidjaba épiil be, és a
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membran poldris, feji régidjanak szerkezetében bekovetkezd véltozasrdl nyujt tdjékoztatdst
[Kuhry et al, 1985], (38. dbra). Méréseink soran a fluoreszcencia polarizdcidé valtozasat
mértem a homérséklet fiiggvényében polipeptid jelenlétében, illetve polipeptid nélkiil. A
kolcsonhatds erdsségét a polarizacid valtozdsdval jellemeztem. Ha a polarizaciovaltozas
mértéke 0,005<AP<0,01, kismértékii kolcsonhatasrdl, ha 0,01<AP<0,05, kozepes mértékii
kolcsonhatdsrol, ha 0,05<AP, jelentds mértékii kolcsonhatdsrl beszélek. A polarizéacié-
adatokra illesztett szigmoid gorbe elsérendli derivaltjdnak minimumértéke adja meg az adott
liposzomara jellemz6 T, értéket. Ha a polipeptid jelenlétében a T, csokkenése figyelhetd meg
a kontrollhoz képest, az a kettosréteg fluiditasdnak novekedését, a T, novekedése polipeptid

jelenlétében a kettosréteg fluiditdsdnak csokkenését jelzi.

4.5.1. A DPPC Kettosréteg fluiditasanak valtozasa polipeptidek jelenlétében

Az amfoter DPPC foszfolipidbdl felépiild vezikuldk belsd régidjdban nagymértékii
fluiditdsnovekedést idézett el6 az amfoter karakterli EiK polipeptid (39a. dbra). A belsd
régidban elhelyezkedd DPH polarizaciéértékeinek kiilonbsége EK jelenlétében foként a T<Tc
hémérséklettartomdnyban volt jelentdés (AP>0,09: 31-39°C; APax=-0,182: 34°C). A masik
két rovid oldallanci, dm polikationos polipeptid esetében kisebb mértékii kolcsonhatast
figyeltem meg a T<T. hémérséklettartomanyban, amely a modellmembran rigiditdsanak kis

mértékil novekedését idézte elo.
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39. dbra A fluoreszcencia-polarizdcio vdltozdasa a homérséklet fiiggvényében DPPC
liposzomdk belso régiojaban a) EiK, b) HK, c) PK jelenlétében

A HiK polipeptid 37°C-on 1épett jelentds mértékii kolcsonhatdsba (APpax=0,052) a DPPC
kettOsréteg belsd régidjaval (39b. dbra), a PiK polipeptid (30c. dbra) pedig 39°C-on
(AP1ax=0,084).

A XAK tipust polipeptidek, a polikationos TAK és a polianionos Succ-EAK nem
befolydsoltdk a DPPC kettdsréteg fluiditasat.

A DPPC liposzémdk kiilsd régidjaban elhelyezked6 TMA-DPH fluoreszcencia
polarizaciéjaban a H;K polipeptid okozott kdzepes mértékii valtozast (AP,.x=0,0259: 34°C).
A DPPC liposzémdk vizsgalata sordn kapott fluoreszcencia polarizacid értékekbdl szdmolt

AT, értékeket a 8. tdbldzat foglalja Ossze.
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AT, =T, (kontroll) -T. (polipeptid)*

Polipeptid rovidités DPH TMA-DPH
Poli[Lys(Hisg se)] H;K +0,6 -1,7
Poli[Lys(Progs)] PiK +2,0 -0,3
Poli[Lys(Glu, )] EK -8,4 0
Poli[Lys(Thr, o- DL-Alas ;)] TAK +0,6 +0,2
Poli[Lys(Succ-Glu, o-DL-Alasg)] Succ-EAK 0 -0,5

8. tablazat A fluoreszcencia polarizdcio vdltozdsa polilizin  gerincii  polipeptidek
jelenlétében DPPC liposzomdk belso (DPH) és felszini régiojaban (TMA-DPH). *A T,
homérsékletet a polarizdciéadatokra illesztett szigmoid gorbe elso derivdltjdbol hatdroztam
meg.

4.5.2. A DPPC:PG=80:20 (m/m) osszetételii kettosréteg fluiditasanak valtozasa
polipeptidek jelenlétében

A 20% anionos foszfolipidet tartalmazé DPPC:PG=80:20 liposzomdk esetében jelentds
mértékii kolcsonhatdst tapasztaltam a rovid oldallanci polikationos polipeptidek és a
foszfolipid kettosréteg kozott a T<T. hOmérséklettartomdnyban. A HiK polipeptid (40. dbra)
mind a kettdsréteg belsd mind kiilsd régidjaval kolcsonhatdsba 1épett. A DPH jelzomolekula
esetében a polarizicié kiilonbsége a kontrollhoz képest jelentds volt a 31-37°C kozotti
homérséklettartomdnyban (AP>0,09), a TMA-DPH esetében pedig a 28-37°C kozotti
homérsékleteken (AP>0,04). A PiK polipeptid (4/a. dbra) csak a foszfolipid kettOsréteg belsd
régidjaval lépett kolcsOnhatdsba, és szintén csokkentette a kettOsréteg fluiditasat

(APmax=0,083: 39°C).

o5, Q@ DPPC:-PG=80:20/DPH _ b DPPC:PG=80:20/TMA-DPH
=) ) K 8
T B = I\!\\
s 2 - o
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40. dbra DPH fluoreszcencia polarizdciojdnak vdltozasa DPPC:PG=380:20 kettésréteg a)
belsé  régiojaban, illetve b)TMA-DPH  fluoreszcencia-polarizdciojanak  vdltozdsa
DPPC:PG=80:20 liposzomdk kiilso régidjaban HK jelenlétében

A amfoter E;K polipeptid — szemben a DPPC kettOsrétegekkel —nem lépett kolcsonhatdsba az
anionos foszfolipidet is tartalmazé DPPC:PG=80:20 0sszetételll liposzomakkal (41b. dbra).
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A hosszu oldallinci TAK nem befolydsolta a kettdsréteg fluiditdsat a belsd régidban,
kismértékli kolcsonhatasba 1épett viszont a liposzémak kiilsé régidjaval (AP,,x=0,008: 34°C).
A polianionos Succ-EAK a liposzémdk kiilsé rétegével I1épett kozepes mértékli
kolcsonhatdsba a T>T, hdmérséklettartomanyban (APp,,x=0,0132: 48°C). A DPPC:PG=80:20
liposzomdk vizsgdlata sordn kapott fluoreszcencia polarizacié értékekbdl szamolt AT,

értékeket az 9. tdbldzat foglalja 6ssze.

AT =T, (kontroll) -T. (polipeptid)*

Polipeptid rovidités DPH TMA-DPH
Poli[Lys(Hisg s6)] HK +4.,9 +2,8
Poli[Lys(Prog 9s)] P,K +7,0 -0,7
Poli[Lys(Glu, )] EK +0,1 +2,0
Poli[Lys(Thr, o- DL-Alaz ;)] TAK +1,0 2,7
Poli[Lys(Succ-Glu, o- DL-Alay )] Succ-EAK +0,6 +4,3

9. tablazat A fluoreszcencia polarizdcié vdltozdsa polilizin  gerincii  polipeptidek
jelenlétében DPPC:PG=380:20 liposzomdk belsé (DPH) és felszini régiojaban (TMA-DPH).
*A T, homérsékletet a polarizdcioadatokra illesztett szigmoid gorbe elsé derivdltjdbol
hatdroztam meg.
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41. dbra DPH fluoreszcencia polarizdciojanak vdltozdsa DPPC:PG=80:20 kettosréteg
belso régiojdaban a) PK, b) EK jelenlétében

Az eredmények ara utalnak, hogy amfoter foszfolipidbdl felépiil6 modellmembranok esetében
a hasonl6 karakterti polipeptid 1épett kolcsonhatdsba a kettdsréteg belso régidjaval. A negativ
felszini toltést hordozé liposzémak kiilsé régidjaval viszont kolcsonhatdsba l1éptek mind a
polikationos polipeptidek, mind a polianionos Succ-EAK. Valdsziniisithetd, hogy ebben az
esetben az elektrosztatikus kolcsonhatds is szerepet jatszhat a membran-polipeptid kapcsolat

1étrejottében. Feltételezhetjiik, hogy a polikationos polipeptidek egy elektrosztatikus vonzo
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hatds, mig a polianionos Succ-EAK a negativ toltések kozott fellépd taszitds révén képes

stabilizdlni a foszfolipid kettOsréteg szerkezetét.
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5. OSSZEFOGLALAS

5.1. A polipeptidek jelolése 5(6)-karboxifluoreszceinnel

Eldallitottam a tiz polipeptid 5(6)-karboxifluoreszceinnel jelzett szdrmazékat. A polipeptidek
karboxifluoreszceinre vonatkozé szubsztitucidéfokdnak meghatarozédsa forditott fazisi HPLC
rendszerrel tortént. Megallapitottam, hogy a karboxifluoreszcein és a polipeptid kozott

kialakul6 amidko6tés stabil a sdsavas hidrolizis koriilményei kozott.

5.2. Polipeptidek hatasa Tetrahymena pyriformis csillos egysejtiire

5.2.1. Polipeptidek hatasa Tetrahymena pyriformis szaporodasara

Megvizsgaltam a polipeptidek hatdsat Tetrahymena pyriformis szaporoddsdra 6 és 24 Orés
kezelést kovetden. Azt taldltam, hogy a polipeptidek sem rovidtavon (6 h, 2-3. generacio),
sem hosszu tdvon (24 h, kb. 10. generacid) nem befolyésoltdk szdmottevden a Tetrahymena
szaporodasat. A polikationos polipeptidek koziil a H;K a PK valtott ki kis mértékli
proliferdcidt. Ugyanakkor 24 o6ra elteltével 2 pg/ml koncentracidban a hosszu oldallancu

polikationos TAK volt kissé toxikus a sejtekre.

5.2.2. Tetrahymena pyriformis kemotaxisa

Vizsgaltam a Tetrahymena pyriformis kemotaktikus vdlaszreakciéjat a polilizin gerincli
polipeptidekre. A kemotaktikus szelekcié mddszerével olyan populdcidkat prébaltam
kivalogatni, amelyek hosszu tdvon (az egysejtiiek kb. 70. generacidja) vélaszolni képesek a
polipeptidekre. Megallapitottam, hogy a polipeptidek hatdsat Tetrahymena kemotaxisara
elsésorban az oldallinc N-termindlis aminosavdnak mindsége hatdrozta meg.
Kemoattraktdnsnak bizonyult a H;K, TAK, EAK, Succ-EAK polipeptidek. Széles
koncentraciotartoményban kemorepellens volt a poli[Lys] és az Ac-EAK polipeptidek, de az
EKK és P;K polipeptidek esetében csak az alkalmazott legmagasabb (c=20 pg/ml)
koncentracioban figyeltem meg repellens hatdst. Az azonos végall6é (oldalldnc N-terminélis)
aminosavat tartalmazo, de eltérd oldallanc-hosszisagu polipeptid-par (E;K és EAK) esetében
kiilonbozd hatdst figyeltem meg. Mig az oldalldncdban egy glutaminsavat tartalmaz6 EiK
repellensnek bizonyult 20 pg/ml koncentrdcidban, addig ugyanabban a koncentraciéban az
EAK polipeptid, amelyben a glutaminsavat egy oligo-alanin peptidrészlet valasztja el a
polilizin gerinctdl, attraktansként viselkedett. Az amfoter EAK polipeptid magas és alacsony

koncentracidéban valtott ki kemotaktikus valaszt, a kozbiils6 koncentracidkban hatastalan volt.
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A kemotaktikus szelekcié sordn azt tapasztaltam, hogy a polipeptidek esetében a
Tetrahymena sejtekre gyakorolt kemotaktikus hatdsa csak rovidtdvon érvényesiilt, mivel
egyik polipeptiddel sem tudtam olyan Tetrahymena populaciot szelektdlni, amely megtartotta

volna kemotaktikus aktivitasat.

5.2.3. Tetrahymena pyriformis polipeptid-felvétele

Tanulmanyoztam a karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptidek fagocitézisanak id6 és
koncentraciofiiggését Tetrahymena sejteken. Megéllapitottam, hogy a polipeptidek felvételét
— a kemotaxishoz hasonléan — elsdsorban az oldallanc N-termindlis (végall6) aminosav
mindsége befolyasolta. A CF-poli[Lys], a hosszu oldallancu polikationos CF-AK, CF-SAK
€s CF-TAK polipeptidek, valamint a polianionos CF-Ac-EAK és CF-Succ-EAK esetében a
Tetrahymena sejtek polipeptid-felvétele ardnyos volt mind a koncentraciéval, mind az iddvel.
A Tetrahymena sejtek legnagyobb mennyiségben a CF-AK polipeptidet fagocitiltak. A PiK
és EAK polipeptideket csak az alkalmazott legmagasabb koncentracioban (c=20 pg/ml)

vették fel a sejtek.

5.3. Polipeptidek hatasa J774 sejtekre

Munkdm sordn vizsgaltam, hogy a kiilonbdzd szerkezeti oldallancot hordozé polipeptidek
hogyan befolydsoljdk J774 sejtek rovid tavu tulélését, kemotaxisat. Tanulmdnyoztam a
polipeptidek a polipeptidek sejtbe jutdsat €s a scavenger polipeptidek felvételében jatszott

szerepét.

5.3.1. J774 sejtek tilélése polipeptidek jelenlétében

Meghatédroztam a polipeptidek toxicitdsat 1 és 24 o6rds kezelést kovetden. 1 6ra elteltével,
hasonléan a 24 o6ra utdn észleltekkel, a polikationos H;K és a szabad €-aminocsoportot
(pK,=10,5) tartalmazé poli[Lys]-t kivéve, nem tapasztaltam toxicitdst. A sejtek pusztuldsa
volt megfigyelhetd volt a fentieken kiviil két vegyiilet esetében (PiK és AK), de csak a
polipeptidek legnagyobb koncentracidji oldatainak hatdsdra. Legkevésbé toxikusnak a
hosszud oldallancti amfoter EAK bizonyult. Az oldallinc hosszabbitdsa, valamint a kevésbé
kationos végdllé aminosavak jelenléte csokkentette a polipeptidek hatdsat a J774 sejtek

életképességére.
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5.3.2. J774 sejtek kemotaxisa

Eredményeim szerint a tiz kiilonboz0 karakterli polipeptid koziil egyik sem idézett el
szamottevd kemotaxist a J774 sejtek esetében. Egyediil a HiK polipeptid viselkedett kis
mértékben attraktinsként 0,02 pg/ml koncentracidoban. Repellensnek szintén csak egy
polipeptid, PiK viselkedett a legtoményebb koncentraciéban (c=20 pg/ml)

A kiilonb6z6 modellsejteken kapott eredményeket Osszehasonlitva megallapitottam, hogy a
J774 sejtek kisebb kemotaktikus aktivitdst mutattak a polipeptidek hatdsara, mint a
Tetrahymena pyriformis egysejti. A polilizin gerincli polipeptidek nem befolyésoltdk
szamottevoen a J774 sejtvonal migracidjat, igy ebbdl a szempontbdl alkalmasak a neutrdlis

makromolekuldris hordozé szerepére.

5.3.3. Polilizin gerincii polipeptidek felvétele J774 sejtekbe

5.3.3.1. Uszé J774 sejtek CF-polipeptid-felvétele

Jellemeztem a jelzett polipeptidek felvételét J774 sejtekbe. A polipeptidek felvétele jelentds
mértékben fliggott a polipeptid toltésétol. A J774 sejtek felvették mind a rovid oldallancy,
(CF-poli[Lys], CF-H;K és CF-P;K), mind a hosszu oldalldnct polikationos polipeptideket. Az
amfoter CF-EK, és CF-EAK esetében nem mutathato ki felvétel.

A konfokdlis mikroszképpal késziilt felvételek aldtdmasztjdk a polipeptidek jelenlétét a
sejtekben. A polipeptideket tartalmazé vezikuldk a sejtek citoplazmdjéban helyezkednek el, a
polilizin pedig egyes sejtek magjaban is megfigyelhetd volt. Kiilonboz0 fixalasi moédszereket
Osszehasonlitva megdllapitottam, hogy a 35% etanollal tortént fixdlds a sejtmagban
fluoreszcens miitermék megjelenését okozza. A 4% formalinnal tortént fixédlds esetében

mutermék nem keletkezik.

5.3.3.2. Letapadt J774 sejtek polipeptid-felvétele

Hat kiilonboz6 karakterti polipeptid felvételét tanulmanyoztam a kezelés elott 24 ordval
letapasztott J774 sejteken. Megdllapitottam, hogy a sejtek felvették mind a hat CF-
polipeptidet (CF-PiK, CF-AK, CF-SAK, CF-EAK, CF-Ac-EAK és CF-Succ-EAK). A sejtek
altal felvett vegyiiletek egy részénél (CF-PiK, CF-AK és CF-Succ-EAK) a sejtbe jutott
mennyiség a koncentricidval ardnyosan novekedett, a CF-SAK és CF-Ac-EAK polipeptid
viszont csak a legnagyobb (c=20 pg/ml) koncentracioban jutott be a sejtekbe. A letapadt

sejtek nagyobb mennyiségben vették fel mind a hat polipeptidet, mint az Usz6 sejtek.
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5.3.3.3. Scavenger receptor szerepe a polipeptidek sejtbe jutdsaban

A scavenger receptor szerepének tisztdzdsa érdekében harom polipeptid, CF-Ac-EAK és CF-
Succ-EAK és a polikationos AK felvételét vizsgdltam az ismert scavenger receptor ligand
fucoidin jelenlétében. A pozitiv kontrollként alkalmazott Dil-AcLDL felvételével igazoltam,
hogy a scavenger receptor jelen van az altalam vizsgalt J774 populacion. Megfigyeltem, hogy
a fucoidin 20 pg/ml koncentracidban gatolta mindkét polianionos polipeptid (Ac-EAK és
Succ-EAK) felvételét a J774 sejtekbe, a polikationos AK sejtbe jutdsit azonban nem
befolyésolta.

5.4. Polilizin gerincii polipeptidek bejuttatasa egér csontveloi eredetii makrofagokba

Vizsgaltam, hogy a polipeptidek oldalldncanak kiilonb6z6 mddositdsa hogyan befolydsolja a
kiilonbozé polipeptidek felvételét csontveldi eredetli egér makrofdgokba, valamint
tanulmanyoztam a scavenger receptor szerepét a polipeptidek sejtbe jutdsdban. A
kisérletekhez két egértorzsbol 1zolalt makrofagokat alkalmaztam: a 129/ICR egerekbdl és a

SR-A -/- egerekb0l szarmazo sejteket.

5.4.1. A makrofagok tilélése polipeptidek jelenlétében

Meghataroztam a makrofdgok tdlélését a polipeptidekkel tortént 1 6rds kezelés utdn. A
129/ICR egerekbdl szarmazé makrofagokra nézve 1 pg/ml koncentracioban a vizsgdlt tiz
polipeptid egyike sem bizonyult toxikusnak. 20 pg/ml koncentracidban adva a harom
polikationos, rovid oldallancu polipeptid, P;K, HiK és poli[Lys] esetében tapasztaltam toxikus

hatdst, a tobbi polipeptid nem csokkentette e sejtek életképességét.

5.4.2. Polipeptidek felvétele egér csontvel6 makrofagokba

5.4.2.1. A polipeptid-felvétel fiiggése a polipeptid koncentrdciotol

Meghataroztam a polipeptidek sejtbe jutisdnak mértékét 129/ICR egerekbdl izolalt
makrofagokon. A polipeptid-felvétel szoros Osszefiiggést mutatott a polipeptid toltésével. A
polikationos poli[Lys], HiK, PiK, és AK polipeptidek kis koncentraciéban (c=1 pg/ml)
bejutottak a makrofdgokba, a hosszu oldallancu SAK és TAK polipeptidek csak 10 pg/ml
koncentracioban adva jutottak be a sejtekbe. Az amfoter EAK felvétele kis mértékii volt még
100 pg/ml koncentraciéban is. A polianionos Ac-EAK csak 100 pg/ml koncentraciéban jutott
be a makrofagokba, mig a nagyobb toltésstiriiségii, szintén polianionos Succ-EAK esetében a

sejtek mar 1 pg/ml koncentraciéban fel vették a polipeptidet.
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5.4.2.2. A polipeptid-felvétel kinetikdja

Vizsgédltam a polipeptidek sejtbe jutdsanak idofiiggését. A felvételre jellemzd gorbe a
polipeptid toltésétdl és az oldallanc hosszdtdl fiiggetlennek bizonyult. Telitési gorbével
jellemezhet6 polikationos polipeptidek felvétele, kivéve a P;K polipeptidet. A polianionos

Ac-EAK-hoz és Succ-EAK-hoz hasonldan a polipeptid felvétele idében egyenletesen tortént.

4.4.2.3. A homérséklet csokkentésének hatdsa a polipeptidek sejtbe jutdsdra

A PiK, SAK, Ac-EAK és Succ-EAK polipeptidek esetében a sejtek jelentdésen nagyobb
mennyiségli polipeptidet vettek fel 37°C-on, mint 4°C-on. A polipeptidek sejtbe jutdsa 4°C-
on szoros Osszefliggést mutatott felvételiik kinetikdjdval: azok a polipeptidek, amelyek

felvétele nem mutatott telitddést, nem, vagy csak nagyon kis mértékben jutottak be a sejtekbe

4°C-on.

5.4.2.4. Karboxifluoreszceinnel jelolt polipeptidek felvételének gdtlasa jeloletlen
polipeptiddel

Vizsgéltam jeloletlen polipeptiddel val6 elOkezelés hatdsat polikationos CF-AK illetve
polianionos CF-Succ-EAK felvételére. A jeloletlen polipeptidet a jelolt polipeptidhez képest
10-szeres koncentracidban, fél ordval a jelolt polipeptid hozzdadédsa eldtt adtam a sejtekhez.
A polikationos AK polipeptid felvételét nem gétolta sem a jeloletlen AK polipeptid, sem a
hasonl6 karakteri SAK polipeptid. A polianionos Succ-EAK polipeptid esetében azonban azt
tapasztaltam, hogy a jeloletlen Succ-EAK, valamint a szintén polianionos Ac-EAK jelenléte a

médiumban csokkentette a CF-Succ-EAK felvételét a makrofag sejtekbe.

5.4.3. A scavenger receptor szerepe a polipeptidek felvételében

Vizsgaltam a scavenger receptorok, ezen beliil is az SR-A szerepét a polipeptidek
felvételében. Kisérleteimben két primer makrofdg kultirdt haszndltam: a scavenger
receptorra nézve vad tipusd 129/ICR és a génkiiitott SR-A -/- egerek csontveldjébdl izolalt
makrofagokat. A polianionos polipeptidek esetében jelentds kiilonbséget tapasztaltam a SR-
A-t expresszdlé 129/ICR makrofagok, és a kozott. Az SR-A -/- sejtek nem (Succ-EAK), vagy
csak kis mértékben vették fel (Ac-EAK) a polianionos vegyiileteket, mig a Succ-EAK

polipeptid nagy mennyiségben jutott be a vad tipusi makrofdgokba.
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A polikationos polipeptidek kozott taldltam olyan vegyiileteket, mint poli[Lys], H;K és AK,
amelyek nagy mennyiségben bejutnak a vad tipusu sejtekbe, am a SR-A -/- sejtek jelentOsen
kisebb mértékben veszik fel Oket.

Amennyiben a scavenger receptort a scavenger receptor ligand poli(I)-val (SR-A, C, E, F)
vagy SR-A specifikus monoklondlis ellenanyaggal (2F8) blokkoltam, a polianionos

polipeptidek felvétele mindkét sejttipus esetében jelentdsen csokkent.

5.5. Polilizin gerincii polipeptidek kolcsonhatasa foszfolipid modellmembranokkal

Tanulmanyoztam kiillonbozé toltésviszonyokkal rendelkezd polipeptidek kiilonb6z6
Osszetételll modell membrannal valé kolcsonhatdsat. Ehhez két fluoreszcens jelzOanyagot
épitettem a foszfolipid kettOsrétegbe: a TMA-DPH (1-(4-timetil-ammoéniumfenil)-6-fenil-
1,3,5-hexatrién p-toluol-szulfonsav) hidrofil csoportot hordoz, igy a foszfatid-régidéba, mig a
DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrién) hidroféb molekula az alkillincok kozé épiil be.
Megallapitottam, hogy az amfoter DPPC kettosrétegek esetében az amfoter karakterti EiK
polipeptid nagymértékii fluiditdsnovekedést idézett eld az alkillincok régidjdban A
polikationos polipeptidek (P;K, H;K) kismértékii kolcsonhatdsba 1éptek a DPPC
liposzomadkkal, a két polipeptid a T<T. hdmérséklettartomanyban kis mértékben stabilizalta a
DPPC liposzomékat. A DPPC liposzomék kiilsd régidjaval egyik polipeptid sem 1épett
jelentés mértékli kolcsonhatdsba. Azt is észleltem, hogy a H;K polipeptid az anionos
foszfolipidet tartalmazé DPPC:PG=80:20 liposzomdk belsé ¢&s kiilsé régidjaval is
kolcsonhatdsba 1épett. A polikationos TAK és a polianionos Succ-EAK a membran
fluiditasdnak kismértékli valtozasit idézte eld a DPPC:PG=80:20 kettOsréteg kiilsd
régidjaban, mig a P;K polipeptid csak az alkilldncok rétegében okozta a fluiditas csokkenését.

Az amfoter E;K nem befolyésolta a DPPC:PG=80:20 kettosréteg fluiditdsat.
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Roviditések

ROVIDITESEK

Ac
ACTH
AXK
BSA
BVVS
cAD
CF
Chse]
CR
Dau
Dil
DIVEMA
DMF
DPH
ﬁ,n
DPPC
DTH
EPR
ET-1,2,3
FACS
F.R
FGF
GM-CSF
GnRH
HDL
HIV
HPLC
HPMA
HSV
ICAM
IFNy

IL-1,4, 6,8, 10, 12,

iNOS
KLH
LCM
LDL
LFA
LPS
mal

acetil

adenokortikotré6p hormon

poli[Lys(DL-Ala,-X;)], ahol X természetes aminosav
bovine serum albumin, marha-szérumalbumin
birka-vorosvérsejt

cisz-akonitil daunomicin

5(6)-karboxifluoreszcein

kemotaktikus szelekcids hanyados
komplement-receptor

daunomicin
1,19-dioctadecil-1-3,3,3’,3’-tetrametil-indokarbocianin perklorat
divinil-éter-maleinsav-anhidrid kopolimer

N, N-dimetil formamid

1,6-difenil-1,3,5-hexatrién

a polipeptidek atlagos polimerizicidfoka
dipalmitoil-foszfatidilkolin

Delayed type hypersensitivity, késdi tipusu talérzékenységi reakcid
enchanced permeability and retention

endotelin-1, 2, 3

fluorescence-activated cell sorter, aramlasi citométer
F.-receptor

fibroblast growth factor, fibroblaszt novekedési faktor
granulocita-monocita novekedési factor

gonadotropin releasing hormon

high density lipoprotein

humén immundeficiencia virus

nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
N-(2-hidroxipropil)-metakrilamid

Herpes simplex virus

intercellular cell adhesion molecule, sejtek kozotti adhéziés molekula
interferon y

Interleukin-1, 4, 6, 8, 10, 12

indukalhat6 nitrogén-oxid szintiz

keyhole limpet hemocyanin

L-sejt kondiciondlt medium

low density lipoprotein

leukocita funkciondlis antigén

lipopoliszaharid

maleil
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MARCO

MBL
MCP-1

MDR1, MRP1
MHC

MTT

M,

Ox

PAMP

PBS
PEG

PG
poli[Glu]
poli[Lys]
poli[Tyr]
poliA
poliC
poliG
polil
poliU
PRR
SOD

SR

SR-A
SREC

Succ
TC
TFA
TGFp
Tyl
Ty2
TLR
TMA-DPH
TNF
VEGF
VSV
XAK
XK

macrophage receptor with collagenous domen, kollagén-doménnel
rendelkezd makrofag receptor

mannan binding lectin, mannank6to lektin

macrophage chemoattractant protein- 1, makrofag kemoattraktans
fehérje

Multidrog rezisztencidért felel0s transzmembrén transzportfehérjék
major histocompatibility complex, f6 hisztokompatibilitdsi komplex
3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromid

A polipeptidek dtlagos molekulatbmege

oxidalt

pathogen associated molecular patterns, patogénhez kot6do
molekuléris mintdzatok

phosphate buffered saline, foszfattal pufferelt fiziol6gids s6oldat
poli-etilén-glikol

foszfatidil-glicerin

poliglutaminsav

polilizin

politirozin

poliadenilsav

policitidilsav

poliguanilsav

poliinozilsav

poliuracilsav

pattern recognition receptor, ,,mintdzatfelismero receptor”
szuperoxid diszmutédz

scavenger receptor

A tipusu scavenger receptor

scavenger receptor expressed by endothelial cells, endotél sejteken
taldlhat6 scavenger receptor

szukcinil

a foszfolipid membran atcsapdsi hdmérséklete

trifluor-ecetsav

transforming growth factor 3

T-helper 1 sejt

T-helper 2 sejt

Toll-like receptor, Toll-szerli receptor
1-(4-trimetil-ammonium-fenil )-6-fenil-1,3,5,-hexatrién

tumor nekrozis factor

vaszkuldris-endotelidlis novekedési faktor

Vezikuldris sztomatitisz virus

poli[Lys(X;-DL-Ala,,)], ahol X természetes aminosav
poli[Lys(X;)], ahol X természetes aminosav
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OSSZEFOGLALO

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoportban mar a nyolcvanas évektdl kezdve
vizsgéljak a polilizin gerincli eldgazé lancd polipeptid hordozok kémiai és bioldgiai
sajatsagait. Megéllapitottdk, hogy a polipeptidek oldalldncainak aminosav-6sszetétele (toltése,
polaritasa) befolydsolja a makromolekula és annak hatéanyag konjugdtumainak bioldgiai
tulajdonsdagait, eloszlasét a szervezetben [Hudecz, 1995].

Kisérleteimben haromféle szerkezetli eldgazd lancu polipeptid: i. poli[Lys(X;)], XK, ii.
poli[Lys(DL-Ala,,)], AK és XK, iii. poli[Lys(X;-DL-Ala,,)], XAK hatdsat vizsgdltam csillos
egysejti  és egér modellsejtek tidlélésére, illetve szaporoddsira és kemotaxisdra.
Tanulmédnyoztam a kiilonbozd karakterti polipeptidek felvételét a sejtekbe. Jellemeztem a
polipeptidek és kiilonbozé 0Osszetételi foszfolipid modellmembranok kozott kialakuld
kolcsonhatdst. Osszefiiggést kerestem az oldalldnc-szerkezete, (kiilonosen is az oldallancok
toltése) €s a polipeptid 4dltal kivaltott hatds kozott. Polianionos polipeptidek makrofdgokba,
illetve makrofdg tumorsejtvonal sejtjeibe vald felvételének meghatdrozasdval tisztdzni
akartam, hogy a scavenger receptor szerepet jatszik-e a polipeptidek sejtbe jutdsdban.

Eredményeim igazoltdk, hogy a polipeptid toltésviszonyai, €s a toltésnek a polilizin
gerinctdl valo tdvolsaga nagymértékben befolydsoljak a makromolekula toxicitdsat az emlds
sejteken. Ezzel szemben a polipeptidek nem befolydsoltdk szignifikdns mértékben a
Tetrahymena sejtek életképességét. A polipeptidek kemoattraktans/repellens jellegét
Tetrahymendra nézve elsOsorban az oldallinc N-termindlis aminosavdnak szerkezete
hatdrozta meg, annak toltésétol fiiggetleniil. A polipeptidek felvételének mértékét
Tetrahymena sejtekbe szintén az oldalldnc N-termindlis aminosav mindsége hatdrozta meg: a
polikationos és plianionos polipeptideket nagy mennyiségben felvették a sejtek, mig az
amfoter polipeptideket kevésbé. A J774 sejtek esetében a polipeptidek koziil egy sem idézett
el6 szamottevd kemotaktikus vélaszt. A jelzett polipeptidek bejutottak mindharom
modellsejtbe. A felvétel mértékét meghatarozta a polipeptid toltése €s oldalldncanak
hosszisiga. A csontveldi makrofidgokon végzett kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a
polipeptidek receptor-kozvetitett folyamattal torténik. J774 sejtek és egér csontveldi
makrofagok esetében igazoltam a scavenger receptor szerepét a polianionos polipeptidek
sejtbe jutdsdban. Az amfoter foszfolipidbdl felépiilé modellmembréinok esetében a hasonl6
karakterii polipeptid 1épett kolcsonhatasba a kettdsréteggel. A negativ felszini toltést hordozé
liposzomdkkal kolcsonhatdsba 1éptek mind a polikationos, mind a polianionos polipeptidek.
Val6szintisithetd, hogy ebben az esetben az elektrosztatikus kdlcsonhatds is szerepet jatszhat a

membran szerkezetének stabilizalasaban.
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SUMMARY

Polylysine based branched chain polymeric polypeptides have been used as macromolecular
carriers of antitumour drugs and epitope peptides The biological properties of polymeric
polypeptides based on poly[L-lysine] were investigated in many aspects, for example in vitro
an in vivo cytotoxicity, immunogenicity, immunomodulatory effects, biodistribution, blood
survival were studied. It was ascertained that the composition of the side chain and
particularly the character of the terminal amino acid significantly influences the biological
properties of the polymers and even their drug-conjugates. Several pathogenic organisms such
as Mycobacterium or Leishmania species survive in the macrophages. Selective delivery of
antibiotics and anti-parasitic drugs by appropriate cell-specific macromolecules as carriers
seems to be feasible approach to improve chemotherapeutic effect. For this I studied the
uptake and related properties of structurally related branched chain polypeptides.

In our experiments ten polypeptides with different structural properties (amino acid
composition and charge) were studied. We have performed a comparative study on the
unicellular Tetrahymena pyriformis, the macrophage cell-line J774 and murine bone marrow
derived macrophages. We identified the structural requirements for a non-toxic, non-
chemotactic carrier polypeptide that is efficiently internalized by the cells.

Results indicate that the toxicity of the polypeptides on the mammal model cells is
dependent on the charge properties and length of the side chain, but none of the polypeptides
are toxic on the unicellular Tetrahymena. The effect of the polypeptides on the chemotaxis of
Tetrahymena pyriformis and J774 cells was determined by the quality of the side-chain N-
terminal amino acid and in case of Tetrahymena cells by the length of the side chain. All the
three type of cells took up the labelled fluorescent polypeptides. The uptake properties were
determined by the charge of the polypeptide and it was influenced by the chemical structure
of the N-terminal amino acid of the side chain. We found, that scavenger receptors,
particularly SR-A is involved in the internalisation of the polyanionic compounds by
macrophage cells. I have demonstrated for the first time that polycationic polypeptides are
also possibly taken up via the SR-A receptor. We found that is polarity and charge of side
chains have a pronounced effect on the interaction of the polymers with phospholipid
bilayers. Except the polypeptide containing glutamic acid side chain, none of the polypeptides
destabilized the bilayers.
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