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1.  Osszefoglalas

A velesziiletett immunrendszer mechanizmusai evolucidsan konzervaltak a gerinctelen
¢s gerinces fajokban, ezért a gerinctelen fajok immunsejteirél azt feltételezik, hogy
funkcionalis szempontbol hasonlitanak a human makrofagokhoz. Kutatasi témank célja a
gerinctelen makrofag-szert sejtek (giliszta coelomasejtek) és gerinces fagocitak (human THP-
1 sejtek) endocitozis titvonalainak dsszehasonlitasa a biologiai (baktériumok) és szintetikus
(nanorészecskék) részecskék felvételében.

A dolgozat els6 részében a baktériumok (Escherichia coli és a Staphylococcus aureus)
felvételében szerepet jatszo endocitdzis utakat azonositjuk és hasonlitjuk 6ssze kiilonb6zo
farmakologiai gatloszerek alkalmazasaval human és giliszta immunsejtekben. Ezentul
megvizsgaltuk a  mintazatfelismerd  receptorok mRNS  expressziojat ¢és a
baktériumok/lizoszémak kolokalizacidjat az endocitdzis gatlasat kdvetden. Megallapitottuk,
hogy a baktériumok endocitdzisa, egy evolaciosan konzervalt aktin-fliggd (cytochalasin B és
D altal gatolhato) fagocitdozis a human THP-1 monocitakban és a coelomasejtekben. A
kolokalizalt lizoszomak/baktériumok szdmanak csokkenése alatamasztotta ezeket a
megallapitasokat. Adataink megerdsitik azt a hipotézist, miszerint a huméan mieloid sejtek
fagocita funkcidi erésen konzervaltak, és funkcionalis hasonlosagot mutatnak a giliszta
coelomasejtekkel.

A dolgozat masodik részében a 75 nm-es eziist nanopartikulumok (AgNP-0k)
endocitézis mechanizmusait jellemezziik giliszta coelomasejtekben, human THP-1
monocitakban és makrofagokban. A felvétel gatlasat kovetden vizsgaljuk az AgNP-k
intracellularis lokalizaciojat, illetve az epigenetikai, metabolikus valtozasokat ¢és az
immunreceptorok mMRNS expresszidjara kifejtett hatasokat. Eredményeink szerint a human
THP-1 és a PMA-differencialt THP-1 sejtek mikrotubulus-fiiggd, scavenger-receptor és PI3K
jelatvitel-medialt makropinocitdzis soran internalizaljak az AgNP-t, ezzel ellentétben a giliszta
coelomasejtek az aktin-fiiggd fagocitozisra tamaszkodnak, hasonloan a bakterialis felvételhez.
Minden sejttipusban az AgNP-Ook a citoplazmaban, az endo-/lizoszoémakon beliil
lokalizalodnak. Az AgNP-k felvétele TLR/MyD88-fiiggé folyamat, a human immunsejtek
esetében a BPI mintazatfelismerd receptor (PRR) is szerepet jatszik. Eredményeink uj
informaciokat szolgaltathatnak a nanomedicina teriiletén alkalmazott NP (nanohordozok)
sejtes  felvételélérol, illetve a  nanorészecskék  expoziciojanak  oOkotoxikologiai

kovetkezményeirdl.



2. Altalanos bevezetés

A bekebelezett partikulum mérete és eredete, valamint az endoszoma kialakulasanak
mechanizmusa alapjan szamos utvonalat kiilonboztetiink meg. Ezek a sejtbiologiai folyamatok
kiilonféle makromolekulak, tapanyagok és részecskék sejtekbe valo bejuttatasara alakultak ki.
Altalanossagban az endocitézis feloszthatd fagocitézisra (0,5 pm-nél nagyobb részecskék
esetén) ¢€s pinocitozisra (folyadékok ¢és oldhaté molekuldk esetén). Ez utdbbi tovabbi
csoportokra bonthatd: makropinocitozis, klatrin-medialt endocitozis (CME), kaveolin-medialt
endocitozis (CvME) és klatrin/kaveolin-fiiggetlen endocitozis®. A fent emlitett felvételi
utvonalak blokkolasara alkalmazott farmakologiai inhibitorok igen elterjedtek az endocitozis
mechanizmusainak vizsgalatara.

Az evoluciosan, 6si endocitozis folyamatok tanulméanyozasara® szamos allatmodellt
alkalmaznak. Jelenleg a gilisztak az evolaciés immunbiologiai vizsgalatok igéretes
allatkutatasi modelljei®. A giliszta-immunsejtek (coelomasejtek) két alpopulacidja kozé
tartoznak az amoebocytak ¢és az eleocytak, melyek a gerincesek immunsejteihez hasonld
immunfunkciokkal rendelkeznek. Az eleocytdk antimikrobidlis, citotoxikus, opszonizald és
agglutindldé molekuldkat termelnek?, az amoebocytak fagocitdzisra és enkapszulaciora
bebizonyosodott, hogy a giliszta immunsejtek koziil az idegen partikulumok felvételében
jelentds szerepet jatszanak®.

Feltételezve, hogy a giliszta amoebocytak a gerinces myeloid sejtekhez hasonlitanak,
megvizsgaltuk a gerinctelen és gerinces immunsejtek endocitdzis utvonalai kozotti
hasonldosagokat és kiilonbségeket. Kisérleteinkben harom kiilonb6z6 sejttipust alkalmaztunk:
huméan THP-1 monocitakat, a PMA-differencialt THP-1 makrofag-szeri sejteket és
coelomasejteket. Osszehasonlitjuk a biopartikulumok (Gram-pozitiv, ill. Gram-negativ
baktériumok) felvételében szerepet jatszé endocitdzis mechanizmusokat a gerinctelen
makrofagokban (coelomasejtek) és a gerinces fagocitakban (human THP-1 sejtek). Tovabba,
jellemezzilk a mesterséges nanorészecskék (eziist nanopartikulumok, AgNP) felvételi

utvonalait coelomasejtekben és human THP-1 monocita sejtekben.

3. Célkitiizések

A sejtek allandéan kommunikalnak kiilsé kornyezetiikkel, és ennek kovetkeztében
szamos folyamat alakult ki a kornyezeti vegyiiletek felvételére. Ezek az endocitozis utvonalak

alapvetd szerepet jatszanak a sejtek élettanaban, ami magyarazhatja ezen mechanizmusok

3



konzervaltsagat az evolicid soran. Kiilsé patogén agensek elleni védekezés soran a sejtek
fagocitozisa szamos korokozoét tavolit el. Ezen gondolatok tiikrében a dolgozat két f6 részre
tagolodik, amelyek szorosan Osszefiiggenek, hiszen a kiilonb6z6 kdrnyezeti partikulumokkal
szembeni endocitozis Osszehasonlitd vonatkozasaival kapcsolatos kisérleti adatokkal
foglalkoznak.

1. A biorészecskék elleni konzervalt endocitdzis mechanizmusok jellemzése:

A) a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumtorzsek felvételi mechanizmusanak
azonositasa coelomasejtekben és human (normal és PMA-differencialt) THP-1
monocita sejtekben kiilonboz6 farmakoldgiai inhibitorok alkalmazasaval,

B) a bekebelezett baktériumok/lizoszomak kolokalizaciéjanak meghatirozasa az
endocitdzis gatlasa esetén;

C) konzervalt PRR-ek mRNS expresszios mintazatainak megfigyelése endocit6zis
gatlast kovetden.

2. Az ezist nanopartikulumok (AgNP-o0k) endocitdzis folyamatainak jellemzése:

A) coelomasejtek és human (normal és PMA-differencialt) THP-1 monocita sejtek
AgNP-felvételi mechanizmusianak azonositdsa kiilonbozé farmakoldgiai
endocitdzis-gatlok alkalmazasaval;

B) az AgNP-ok ultrastruktaralis lokalizaciéja az endocitozis gatlasakor;

C) megfigyeljiik a konzervalt PRR-ek mMRNS-expressziéjanak valtozasat az AgNP-
felvétel gatlasat kovetden;

D) a globalis DNS-metilaciés (5-mC) mintazat értékelése az AgQNP-ok endocit6zis
gatlasa utén;

E) asejtlégzés értékelése AgNP expozicid utan.

4. A bakterialis felvételi mechanizmusok funkcionalis hasonlésagokat mutatnak a giliszta

¢és a human immunsejtek kozott
4.1. Bevezetés

A gilisztak mikrobdkban gazdag kornyezetben élnek®, de a mikrobak sejtes felvételi
utvonalai viszonylag ismeretlenek a gilisztaknal, valamint mas gerinctelen modelleknél. A
kiilonb6z6 endocitozis utak farmakologiai gatloszereit alkalmazva célul tiiztik ki az Eisenia
andrei coelomasejtek és human megfeleldjikk, a THP-1 monocitak és differencialt THP-1
makrofag-szerti sejtek Gram-negativ (Escherichia coli) és Gram-pozitiv (Staphylococcus

aureus) szembeni bakterialis endocit6zis mechanizmusainak 6sszehasonlitasat.
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A gilisztakban el6fordulé PRR-ek funkcionalis vonatkozasairol (kiilonésen a TLR
tekintetében) rendkiviil korlatozottak az informacioink’. Az Eisenia andrei TLR-t (EaTLR) és
az antibakterialis valaszban betoltott szerepét a kozelmultban jellemeztékg, de az Gtvonalhoz
kapcsolodo tovabbi effektor molekulakat még nem hataroztadk meg. Az Gsszehasonlitd
megkozelités érdekében vizsgalatainkban csak azokat az immunreceptor géneket (TLR, MyD88
¢s LBP/BPI) valasztottuk ki, melyek homoldgjait gerinctelen és gerinces modelleken is
tesztelhetiink.

E fejezetben targyaljuk a lehetséges endocitézis mechanizmusokat, valamint a
receptorokat, amelyek részt vesznek a Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok altal

kivaltott valaszokban a coelomasejtekben és human THP-1 monocitakban és makrofagokban.

4.2. Anyagok és médszerek

4.2.1. Sejttenyésztés, és coelomasejt izolalas

4.2.2. Endocitozis-gatloszerek és bakterialis kezelések

4.2.3. Aramlasi citometriai mérések

4.2.4. F-aktin és lizoszomak jelolése, konfokalis mikroszkopia (CLSM) és a ko-
lokalizaci6 mennyiségi kiértékelése

4.2.5. RNS izolalas, cDNS szintézis és valos idejit PCR

4.2 .6. Statisztikai analizis és az adatok elemzése
4.3. Eredmények

A FITC-konjugalt, hé-inaktivalt E. coli és S. aureus felvételének Kinetikai elemzése
gyors bakterialis internalizaciot mutatott a THP-1 sejtekben, mar az inkubacié elsé oOrajatol
kezdve, és mintegy 90%-a sejteknek vett részt a folyamatban 24 6ra elteltével. Az endocitozis
utvonalak célzasara -kiilonboz6 farmakologiai vegyiiletekkel- végzett elokezelés azt mutatta,
hogy az aktin-depolimerizalo agens, a cytochalasin B szignifikansan csak a S. aureus
bekebelezését gatolta, mig a cytochalasin D szignifikansan gatolta mind a Gram-pozitiv, mind
a Gram-negativ baktériumok felvételét THP-1-sejtekben a kontroll mintakhoz képest.

A PMA-differencialt THP-1 sejtek (diff. THP-1) bakterialis bekebelezésének kinetikaja
a normal THP-1 sejtekhez volt hasonlo. Az E. coli internalizaci6 szintje megkdzelitéleg 90%-
ot ért el 24 ora elteltével, mig ez kicsit alacsonyabb volt a S. aureus esetében. A THP-1
monocitakhoz hasonléan a leger6sebb gatlast a cytochalasin D valtotta ki, azonban a

cytochalasin B is csokkentette a S. aureus bekebelezését. Mas inhibitorok érdemben nem



befolyasoltak a baktériumok felvételét a diff. THP-1 sejtekben. A cytochalasin D-vel kezelt
sejtek mikroszkopos analizise megerdsitette az aramlasi citometriaval mért bakterialis felvétel
gatlasi adatokat.

A coelomasejtek (amoebocytak) bakterialis felvételének kinetikajat értékelve egy
lassabb folyamatot tapasztaltunk, mint a human sejtekben. A baktériumokat bekebelez6 sejtek
mennyisége négy 6ra mulva fokozatosan emelkedni kezdett, és 48 ora elteltével érte el a 70%-
ot. A coelomasejtekt endocitozisat a cytochalasin D gatolta, hasonléan a THP-1-hez és a diff.
THP-1 sejtekhez. Erdekes modon a cytochalasin B hatékonyan gatolta a Gram-negativ
baktériumok felvételét is, eltéréen a human immunsejtektol.

Konfokalis mikroszkopia segitségével kimutattuk a FITC-konjugalt baktériumok és a
jelolt aktin filamentumok kolokalizacidjat, valamint cytochalasin D kezelést kovetéen az
alacsony mértékii fagocitozist, ami megerdsiti az aramlasi citometriai adatokat. LysoTracker
alkalmazasaval kimutattuk, hogy a cytochalasin D lecsokkentette a baktériumok felvételét a
sejtekben. Mindharom sejttipusban szignifikansan csokkentette a baktériumokbol és
lizoszomakbol szarmazoé kolokalizalt jelek mennyiségét. Ezeket az adatokat a Manders ko-
lokalizacios egyiitthato elemzése statisztikailag igazolta.

Az immunreceptor gének mRNS expresszidjat vizsgalva a THP-1 sejtekben nem volt
szignifikans emelkedés a TLR, MyD88 vagy BPI szintjében. Azonban a TLR expresszidja
megemelkedett a cytochalasin D el6kezelés utan. Az E. coli expozicidé csokkentette a TLR
mRNS expressziojat a THP-1 sejtekben a kontroll mintakhoz képest. A coelomasejtekben a
TLR mRNS expresszidja csak a S. aureus expozicio utan novekedett meg, és egyik cytochalasin
sem befolyasolta ezt a paramétert. Az LBP/BP1 mRNS szintek szignifikansan megemelkedtek
az E. coli hatasara, és mikroba kezeléstdl fiiggetleniil az mRNS expressziojat a cytochalasin D

gatolta.
4.4. Kovetkeztetések

Emlés sejtekkel végzett vizsgalatokbol ismert, hogy az aktin polimerizacidja sziikséges
a fagocitdzis és a makropinocitozis kivitelezéséhez, de nem nélkiilozhetetlen a tobbi
endocitozis utvonal miikédéséhez®. Eredményeink alatamasztjak, hogy az aktin citoszkeleton
részt vesz a bakterialis fagocit6zis folyamataban a coelomasejtek és human monocita sejtvonal
esetében is. Az aktin citoszkeletalis rendszer alapveté szerepet tolt be a fagoszoma
képzédésben. igy az F-aktin depolimerizald agens, a cytochalasin D univerzalis inhibitornak

bizonyult mind a Gram-negativ, mind a Gram-pozitiv baktériumok fagocitézisaban,



mindharom vizsgalt sejttipusban. Szamos kiilonbség mellett (pl. intracellularis jelatvitel), a
baktériumok felvételében szerepet jatszo, konzervalt aktin-fliggd fagocitézis a human és

giliszta immunsejtek funkcionalis hasonlosagara utal.

5. Az AgNP-ok felvétele eltéré endocitozis utvonalakon valésul meg a coelomasejtekben
és human THP-1 sejtekben

5.1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben igen nagy mértékben megndvekedett a nanorészecskék (NP-K)
felhasznalasa az ipar és az egészségiigy kiillonb6z6 teriiletein. Szamos egyéb alkalmazas mellett
katalizatorként, szennyvizkezelé szerként!®, és gyogyszer-szallito rendszerekként!! is
hasznaljak a NP-kat. A NP-ok koziil a nanoeziist (AgNP) a legszélesebb korben elterjedt
kereskedelmi termék'?. A velesziiletett immunrendszer sejtes elemei, kiilondsen a monocitak
¢s a makrofagok, az AgNP-kre adott immunologiai valasz els6 vonalaban allnak. Az AgNP-ok
nagymértékii alkalmazasa soran kikeriilnek a kdrnyezetbe, és bejuthatnak a taplaléklancba is.
Az AgNP-ok a talajba is bejuthatnak, igy veszélyforrast jelentenek a talajlako szervezetekre®®,
beleértve a gerincteleneket is, amelyek az elsék kozott talalkoznak NP-kal. Korabban
beszamoltunk arrdl, hogy az AgNP-0k expozicidja E. andrei gilisztaban oxidativ stresszhez,
DNS-karosodashoz, valamint megvaltozott génexpresszids mintazathoz vezet az immunvalasz
tekintetében 1416,

Altaldban az NP-ok és kozvetlen kornyezetének tulajdonsagai, mint példaul a
részecskeméret, az alak, a felszin, a feliileti toltés, az expozicids id6 stb., meghatarozzak a
részecskék felvételi titvonalait, és ebbdl kdvetkezden a toxikologiai hatasaikat is'’. Az AgNP-
azonban korlatozott informacido all rendelkezésiinkre az AgNP-ok sejtes felvételi
mechanizmusairol, kiilondsen a gerinctelen fajok esetében.

Az OECD ajanlja az Eisenia andrei gilisztait modellszervezetként talaj-toxikologiai
vizsgalatokhoz!®, igy a coelomasejtek AgNP-felvételi mechanizmusai kiilon figyelmet
érdemelnek. A human fehérvérsejtek endocitozis-mechanizmusainak ismerete szintén dontd
jelent6ségi a NP alapu gyogyszerszallitd rendszerek fejlesztése szempontjabol. A NP-ok
fizikai-kémiai tulajdonsagainak megvaltoztatasa fontos szerepet jatszhat a molekularis
célpontok elérésében és az intracellularis folyamatokban.

Tanulmanyunkban endocitozis-gatloszerek alkalmazasaval vizsgaljuk a 75 nm-es

AgNP-ok endocitozis folyamatait harom, funkciondlisan hasonld gerinctelen €s gerinces



sejttipusban. Tovabba, molekularis szinten értékeljiik az AgNP-ok altal okozott valtozasokat,

beleértve az immunrendszerrel kapcsolatos gének és a sejtlégzési profilok eltéréseit.
5.2. Anyagok és mddszerek

5.2.1. Nanorészecskék fizikai-kémiai jellemzése

5.2.2. Sejttenyé€sztés, €s coelomosejt izolalas

5.2.3. Az AgNP-ok altal kivaltott dozis-valasz vizsgalatok

5.2.4. A célsejtek kezelése endocitozis-gatloszerekkel

5.2.5. A ,,bels6 complexitasi” (SSC) paraméterck aramlasi citometrias mérése

5.2.6. Transzmisszidos elektronmikroszkopia (TEM) intracellularis AgNP
lokalizaciohoz

5.2.7. Az intracellularis eziisttartalom mennyiségi meghatarozasa ICP-MS segitségével
5.2.8. RNS izolalas, cDNS szintézis és valds idejit PCR

5.2.9. 5-metilcitozin immuncitokémia és a genomi DNS-metilacios szintek mennyiségi
meghatarozasa

5.2.10. A sejtlégzés bioenergetikaja AgNP kezelést kovetden

5.2.11. Statisztikai analizis és az adatok elemzése
5.3. Eredmények

A kapott talélési aranyok alapjan az AgNP-ok ECy értékei a kdvetkezok voltak: 3.1
ug/mL a THP-1 sejteknél, 3.6 ug/ml a diff. THP-1 sejtekben és 38.9 ug/ml a coelomasejtek
esetében, ami jelzi, hogy a coelomasejtek jobban toleraltak a magas AgNP-dozisokat, mint a
human fagocita sejtek. A megallapitott alacsony citotoxikus koncentraciokat alkalmaztuk a
tovabbi kisérletekben.

Farmakologiai inhibitorokkal kezelt célsejtek AgNP felvételét dramlasi citometrian
alapul¢ vizsgalatokkal értékeltiik az ,,belsé komplexitas™ (side scatter, SSC) tulajdonsagainak
megfeleléen (az AgNP-t felvevé sejteknek megemelkedik az SSC értéke). Eredményeink
alapjan a tiz tesztelt inhibitor koziil harom (a colchicin, poli(I) és wortmannin) hatékonyan
gatolja az AgNP-ok felvételét mind a THP-1 monocitdkban, mind a diff. THP-1 makrofag-
szerli sejtekben. A citoszkeleton két f6 komponense koziil a mikrotubulosokat gétolja a
colchicin kezelés, mely megakadalyozza AgQNP-k endocit6zisat a human immunsejtekben. A
mikrotubulusok szerepe fontos az Osszes pinocitozis folyamatban, ebbdl arra

kovetkeztethetiink, hogy human sejtek esetében ez az endocitozis mechanizmus all az AgNP-



k felvételének hatterében. Két masik farmakoldgiai inhibitor (a poli(I) és a wortmannin) szintén
hatékonyan gatolta az AgNP-ok felvételét a THP-1 és diff. THP-1 sejtekben. Ennek alapjan a
scavenger receptorok, és a PI3K jelatviteli utvonal szintén szerepet jatszik az AgNP-ok
cellularis felvételében.

Ezek az endocitozis gatloszerek, amelyek hatékonyan blokkoljak az AgNP-ok
felvételét a THP-1-ben és a diff. THP-1 sejtekben, nem mutattak semmilyen hatast a
coelomasejtekben. Ebben a sejttipusban, a cytochalasin B és a cytochalasin D (az aktin-
depolimerizaciés agensek) blokkoltak az AgNP-ok endocitozisat. Ezek az eredmények a
kiilonbozé evolucids stadiumt immunsejtek AgNP felvételéhez kapcsolodo eltéréseket
mutatjdk. A citoszkeletalis komponensek két f6 eleme koziil, a huméan immunsejtekben a
mikrotubulusok, mig a coelomasejtek esetében az aktin filamentumok vesznek részt az AgNP-
ok internalizacidjaban.

Az eltérd endocitézis mechanizmusok ellenére nem taldltunk jelentds kiilonbséget az
AgNP-ok sejtes lokalizaciojaban a vizsgalt sejttipusok kozott. Ultrastruktaralisan az AgNP-
okat a citoplazmaban (az endoszomakban vagy fagolizoszOmakon beliil) detektaltuk. Az
inhibitorokkal kezelt sejtekben csak ritkan talaltunk AgNP-ket a vezikulak belsejében.

A human THP-1 és diff. THP-1 immunsejtek hasonld génexpressziés mintazatokat
mutattak, kiilonosen a MyD88 fontossagat tapasztaltuk az AgNP-ok felvételében, valamint
feltételezziik a TLR, MyD88 és SRs komplexek kozotti lehetséges kozremiikodést az AgNP
altal kivaltott folyamatokban. A BPI expresszio szignifikans novekedését AgNP-kel valo
inkubacié soran eldszor detektaltuk THP-1 ¢és a diff. THP-1 sejtekben. A human
immunsejtekhez hasonléan a coelomasejtekben a MyD88 magasabb expressziot mutatott
AgNP-ok alkalmazasa utan, de a cytochalasinok részben lecsokkentették a MyD88
expresszidjat a kontroll szintre. Eltéréen mas gilisztafajokhoz, az LBP/BPI nem vett részt a
coelomasejtek AgNP-kre adott valaszaban, ami arra utal, hogy nem csak a kiilonb6z6
endocitozis utak, hanem a kiilonb6z6 méretii NP-ok felvételi mechanizmusa is eltér bizonyos
fajok kozott.

A globalis DNS metilaciés mintazat elemzése soran a human immunsejtek AgNP-val
vald kezelése nem valtott ki szignifikdns valtozast a metildlt citozinok (5-mC) szintjében,
ugyanakkor észleltiik néhdny endocitdzis gatloszer hatasat a metilacios mintazatban. Tovabba,
megemelkedett DNS-metilacios szintet figyeltink meg a coelomasejtekben AgNP-ok
expozicid hatasara.

A sejtlégzés, példaul az oxigén-fogyasztas mértéke (OCR) és az extracellularis

savasodasi rata (ECAR) mérése soran az OCR-szintek csokkenését mutattak az AgNP-vel
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kezelt THP-1, ill. a diff. THP-1 sejtekben is. A maximalis 1égzés és a tartalék 1égzési kapacitas
paraméterei szignifikdnsan eltértek egymastol, ami altaldban a human immunsejtek
alacsonyabb 1égzési teljesitményét jelzi stresszes koriilmények kozott. A coelomasejtek
esetében, mig a kontroll sejtek nem jelentésen hagyatkoztak a mitokondrialis 1égzésre, addig

az AgNP kezelés megnovelte a mitokondriumok oxigénfogyasztasi aranyat.

5.4. Kovetkeztetések

Kimutattuk, hogy a giliszta coelomasejtek és a human fagocita sejtek kiilonb6z6
endocitozis mechanizmusokat (eltérd citoszkeletalis elemeket és kiilonboz6 receptorokat)
hasznalnak a 75 nm-es AgNP-ok internalizaldsara. A human immunsejtek AgNP felvétele
egyidejlileg és/vagy felvaltva a ,,scavenger” receptorok és mikrotubulusok bevonasaval zajlik
ezeken az endocitdzis utvonalakon. A human sejtekkel ellentétben a coelomasejtek aktin-fiiggd
fagocitozis mechanizmusokat alkalmaznak mind a bioldgiai (Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok), mind a mesterséges (AgNP) partikulumok internalizaldséra. Tovabba, az AgNP-
k eltér6é hatast fejtenek ki a gerinctelen és gerinces immunsejtek immunvalaszaban szerepet

jatszo receptor génekrre és a sejtlégzés metabolizmusara.

6. Az uj eredmények osszefoglalasa

1. A vizsgalt endocitozis gatlo szerek koziil a cytochalasin B lecsokkentette a S. aureus
felvételét, mig a cytochalasin D mind az E. coli, mind a S. aureus felvételét gatolja a THP-1,
és a diff. THP-1 sejtekben.

2. A cytochalasin B és D hatékonyan gatoltak mind az E. coli, mind a S. aureus felvételét
coelomasejtekben. Ezek az eredmények az aktin-fliggd fagocitozis 6si szerepére utalnak a
coelomasejtek és human immunsejtek bakterilis felvételében.

3. Az bekebelezett baktériumok a lizoszomakba keriilnek, de az aktin polimerizacidjanak
gatlasa csokkenti a lizoszomakkal ko-lokalizalt baktériumok szamat mindharom sejttipusban.
4. A THP-1 sejtekben a TLR expresszidja megnovekedett a cytochalasin D-vel végzett
elokezelés utan, ugyanakkor a LBP/BPI expresszié lecsokkent a diff. THP-1 sejtekben és a
coelomasejtekben.

5. Aramlési citometriai mérések alapjan az endocitozis-gatloszerek (colchicin, a poli(I) és a
wortmannin) alkalmazasakor a THP-1-ben és diff. THP-1 sejtekben, lecsokkent AgNP-
felvételt tapasztaltunk. Ez az eredmény jelzi a human immunsejtekben a mikrotubulusok, a

scavenger receptorok és a PI3K jelatvitel fontossagat az AgNP-ok sejtes felvételében.
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7. A coelomasejtekben a cytochalasin B és D gatoltak az AgNP-ok felvételét, ami az aktin-
dependens fagocitozis részvételére utal.

8. Ultrastrukturalisan kimutattuk, hogy az AgNP-ok a sejtek citoplazmajaban
(endo/lizoszomaiban) lokalizalodnak, kozel a sejtmembranhoz, és nem jutnak be a sejtmagba.
9. Az ICP-MS mérések az eziist mennyiségének csokkenését mutattak a kolchicinnel, poli(l)-
vel és wortmanninnal el6kelezt THP-1 és a diff. THP-1 sejtekben.

10. A génexpresszios eredmények arra utalnak, hogy a THP-1 és diff. THP-1 sejtekben az
AgNP felvételét BPI/TLR/MyD88 jelatvitel kozvetiti, mig coelomasejtekben az LBP/BPI nem
vesz részt a folyamatban.

11. Az AgNP kezelés csokkenti a sejtlégzés jellemzoit (OCR és az ECAR) human
immunsejtekben, mig a coelomasejtek fokozott 1égzési paramétereket mutatnak az AgNP-ok

felvételekor.
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