Szakmai zarodjelentés az OTKA 81180 palyazatardl

Amint azt a K81180-as OTKA palyazatban leirtuk, f6 kutatasi témank, a vér-
agy gatat alkotd agyi endotél sejtek mechanikai tulajdonsagainak a tanulmanyozasa
atomerd mikroszkop (AFM) segitségével. Az AFM alkalmas nemcsak vakuumban,
hanem levegén, sét folyadékban végzett mérésre is. Ebbdl kdvetkezik, hogy él6
sejteket lehet vele megfigyelni. Az endotél sejtek alkotjak a mikro-kapillaris vérereket,
amelyek ateresztik az érfalon az agy mikodéséhez szikséges anyagokat és kisz(rik
a testidegen vegyuleteket. Ezt nevezzik vér-agy gatnak.

Meghataroztuk az endotél sejtek sztatikus rugalmassagat, keménységet,
valamint a rugalmassag fuggését térben és idében. Megmeértuk, hogy a sejtek
keményebbek a peremuknél a sejtmaghoz viszonyitva. Ez a kuldnbség fixalt sejteken
eltlinik, vagyis az él6 sejt tulajdonsaga. A rugalmassag idébeni fliggése hosszu
periédus rezgést mutat (Abra). Konfluens sejtkultiran a legnagyobb ez a rezgés,
mig fixalt sejteken ez is eltlinik (1) . Az oszcillacid eredete és szerepe a sejt

életében, nyitott kérdés, amire keressuk a valaszt.

AFM segitségével meg lehet hatarozni két objektum kdzotti kdlcsdnhatast.
Sejteknél a kdztuk létrejovd adhézios erét lehet mérni. Ehhez az egyik sejtet a
mérdasztalhoz, a masikat pedig a rugolapkahoz kotjuk kémiai kotéssel. A két sejtet
rovid ideig 6sszenyomjuk, majd széthuzzuk. A széthuzaskor mérhetd szakadasi
gorbébél szamolhat6 az adhézié. Analizélva a mért gorbéket, megallapitottuk, hogy
létezik egy minimalis szakadasi er6 (kb. 20 pN).

Kisérleteink soran medfigyeltik az adhézios erd 1étrejottének folyamatat az
agyi endotél és a melanoma sejtek k6z6tt, valamint a kdlcsdnhatas egyes
tulajdonsagait (2) A melanoma sejtek aranylag kénnyen legy6zik a vér-agy gatat,
attétet hozva létre az agyban. Az athatolashoz, hogy ,feltérje” a gatat, meg kell

tapadjon az endotél sejteken. Ebben fontos szerepe van a két sejt kozott
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Abra: A rugalmassag idéfliggése harom kiilénbdzd allapotaban az endotél

sejtnek.

létrejové adhézionak. Mértlk a kialakuld adhéziés eré nagysagat néhany kilsé
paraméter, mint példaul: a tapoldatba adagolt vegyszerek, az 6sszenyomas ereje és
idétartama és a rugdlapka visszahlzasi sebességének a fiiggvényében. igy
megismerve a kétfajta sejt kozotti kdlcsonhatast, megprobaltuk meghatarozni, milyen

valtozasat az adhézionak idézi el6 a melanoma sejt jelenléte.

Vizsgaltuk a Rho/ROCK jelatviteli utvonalat. Kimutattuk, hogy az Y27632
ROCK inhibitor gatlasa megemelte az endotél sejtrétegen athaladé melanoma sejtek
szamat és megerGsitette a két sejttipus kozti adhézids erét. Ezzel szemben a PP2
szelektiv SRC kinaz inhibitor és az LY294002 rak kinaz inhibitoroknak semmi

kimutathat6é hatésa nincs a sejtek fentebb emlitett tulajdonsagaira. Ezek a



megfigyelések nemcsak alapkutatasi hanem orvos-diagnosztikai jelentéséggel is
birnak (3) ..

A melanoma sejtbél szarmazéd exoszomak AFM képe két jol meghatarozott
méretet mutat. Az exoszomak gyorsitottak a dendrit sejtek érését, elésegitve a T
sejtek szaporodasat. Az exoszOmak aktivaltak a makrofagokat. A tumor sejtekbél
szarmazo exoszémak karakterisztikus kildnbséget mutattak az egészséges sejtbél
szarmazokhoz viszonyitva. Ez utal arra, hogy szerepuk lehet a tumor fejl6désének

alakulasaban (4).

Vizsgaltuk a dupla fonalas RNS (ds-RNS) hatasat primer human tudé artérias
endotél sejtekre. A mikroszkopos képen a sejtek elnyult alakot mutatnak. Az AFM-es
rugalmassagi modulus mérések ndvekvd értéket mutatnak, ndvekvd Poly |:C kezelés
hatasara. A sejtek ds-RNS kezelése tébb valtozast hozott létre: modulalta a Ca®*
jelatvitelt, a sejtek szaporodasa csokkent (5). Ezt a munkat egy grazi

kutatocsoporttal egyltt készitettuk.

A sejtek felépitésében meghatarozé jellegl alkotd elem a kilonb6zé részeket
elvalasztd és egyben 6sszekotd bioldgiai membran. Ezért szikségesnek talaltuk a

membranok tulajdonsagainak a tanulmanyozasat.

Ahhoz, hogy a membranokat AFM segitségével leképezhessik, egy szilard
felUletre kell rogziteni. A feluletként legtdbbszor a csillamot hasznaljak, Célunk volt
egy olyan mesterséges rendszer kiépitése, amely jobban modellezi a természetes
membranokat. A f6 probléma, hogy a szilard hordozéra felvitt membranok alatt nincs
hely az oda transzportalt anyagok tovabb haladasara. Intézetlinkben kifejlesztettek
egy moédszert, a membranok toébbrétegi polielektrolit hordozéra valo lerakasaval .
Kazein micellak kialakulasat figyeltik meg egy ilyen fellleten. Kimutattuk, hogy a k-
kazein lezarja a micellak kialakulasat. Erre a fellletre jol kontrollalt lipid egyréteget
tesznek, amelyek a megvalasztott toltésviszonyok kdvetkeztében dsszetapadnak,

kett6s réteget vagy akar tdbb réteget alkotva (6) .

Megvizsgaltuk, hogyan hat a mesterséges és egyes természetes membranra
egy antibakterialis peptid az indolicidin,. Az indolicidin révid id6 alatt tonkretette a

dipalmitoyl phosphatidilcholin mesterséges membrant. A nagy mennyiségben



bakteriorodopszint tartalmazé bibor membranra sokkal gyengébb hatassal volt. Ugy
tlnik hogy az indolicidin a membran lipidjeire hat (7).

Felkérésre, egy 0sszefoglalét irtunk a mesterséges és természetes
membranokon végzett mérésekrél, amely egy bioldgiai orientaltsagu AFM kényvben

jelent meg (8).

A biologiai membran, mint komplex objektum, tovabb bonthaté lipidekre és
membran fehérjékre. Két membran fehérjén végeztink méréseket: a
bakteriorodopszinon és a fotoszintetikus reakcié centrumon. Mivel a
bakteriorodopszinnak a fizikai és kémiai tulajdonséagai jol ismertek és kdztudott, hogy
a fehérje kétdimenzios kristalyt képez a bibor membranban ezért a masodik
harmonikus gerjesztéssel a fehérje optikai kiralitasat hataroztuk meg. A kilonb6z6
nemlinedris optikai folyamat kdzul a masodik harmonikus gerjesztés a
legtanulmanyozottabb Ezt a munkat egy francia kutatocsoporttal egyltt végeztik
(9-12) .

Az SZTE egy kutatocsoportjaval egyuttmikodve tanulmanyoztuk a szén
nanocsoé és fotoszintetikus reakciocentrum keverékébdl eléallitott nano-biokompozit
fénygerjesztésre adott valaszjelét konkrétan a R. sphaeroides reakciéentrum optikai
tulajdonsagainak a valtozasat mértik, szaraz mintat készitve beldle ITO réteggel
bevont Gvegen. Kimutattuk egy eddig ismeretlen triplet allapot |1étét a gerjesztett

reakciocentrumban (13, 14).

Amint ebbdl a beszamolobdl is kitlinik, az utolsé négy évben végzett munkank
soran kovettlk a palyazatban foglaltakat. Vagyis f6 kutatasi objektumunk az él6
endotél sejt volt, mig masodlagos témank a biolégiai membranok és két nano-
biokompozit volt. Folytatni szeretnénk ezeket a munkakat, ha sikerll tAmogatast

szerezni ra.
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