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Fogaszati allergias megbetegedések
kialakulasaban szerepet jatsz6 polimer feliiletek jellemzése
fag bemutatasos technikaval
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A fogaszati kezelések soran sokféle anyag kerll felhasznalasra, amelyek az arra érzékeny pacienseknél allergias reak-
cidt valthatnak ki. Ezen immunvalasz mégott tébblépcsds biokémiai folyamatok allnak, amelynek egyes fehérje kdlcson-
hatasait iranyitott evolucios, fag bemutatasos technikaval lehet vizsgalni. Munkank soran a fogsoralapanyagként is hasz-
nalt polisztirol (PS) fellletéhez két6dd aminosav szekvencidkat hataroztuk meg fag bemutatassal. Pozitiv kontrollként
a polimer fellletéhez kotétt streptavidin (Str) fehérjét, negativ kontrollként marhaszérum albuminnal blokkolt polisztirolt
véalasztottunk. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a WLFNHPQ szekvencia Str specifikus szekvencianak te-
kinthet6, mivel ez a varians harom fliggetlen mintaban t6bbszér eléfordult. Az albuminnal blokkolt polisztirol felliletérél
valogatott fagok néhany varianst tartalmaztak, néhany el6fordulassal. Jelen munkaban bemutattuk, hogy a polisztirol fe-
liletéhez kdt6dnek peptidek, habar ezen termoplasztikus polimerek hasznalata soran eddig nem szamoltak be allergia-
rél, ami valészinileg az alkalmazott technolégia eredménye lehet. A leggyakoribbnak a FSGRPLP aminosav szekvencia
adddott. Az antigén prezentacidban szerepet jatsz6 kdtéfelszinek ismerete és blokkolasa segit feltérképezni, csdkken-

teni az allergias reakciok kialakulasat.

Kulcsszavak: fag bemutatas, oligopeptid, polisztirol, polimer fellletéhez valé kétédés

Bevezetés

A fogaszati anyagokkal szemben a szervezetben kiala-
kulé hiperszenzitivitas egy kevéssé vizsgalt terilet. A fo-
gaszati kezeléseknél a pontos allergoldgiai diagnézisnak
nagy jelentésége van, ugyanis a kezelések (pl. a pétla-
sok eltavolitasa, Uj pétlas készitése) nagy financialis ter-
het jelenthetnek a betegeknek. Nemzetkdzi felmérések
szerint a fogaszati allergias megbetegedések szama
évrél évre ndvekszik. Kutatasok tdmasztjak ala, hogy
a fogaszati anyagokkal szemben kialakult allergias meg-
betegedések nagy szazalékban kombinalt formaban Iép-
nek fel, amikor is mind a fémekkel, mind a polimerekkel
szemben pozitiv valaszt produkdl az adott egyén szer-
vezete [24, 28]. A kombinalt formaban fellépé allergias
el6fordulasi gyakorisag a n6k kérében gyakoribb [27].
A fémek korében leggyakoribb allergének a palladium, nik-
kel, higany, kobalt [25, 27]. A fogaszatban alkalmazott
polimerek és bomlastermékeik is okozhatnak allergiat.
A fogaszati polimerekbdl izolalt leggyakoribb alkotok és
bomlastermékek a metil-metakrilat (MMA) [14], 2-hidroxietil-
metakrilat (HEMA), trietilénglikol-dimetakrilat (TEGDMA),
etilénglikol-dimetakrilat (EGDMA), trimetilolpropan-trimet-
akrilat (TMPTMA) [6] és a benzoil-peroxid (BPO) [4, 7],
bomlastermékként pedig a formaldehid [4, 5, 18, 26] és
a metakrilsav [5, 26, 32] fordult el6. A leggyakoribb aller-
gén a bomlastermékek kdz6tt a formaldehid [4, 5, 25, 26].
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A polimetil-metakrilat (PMMA) és metil-metakrilat
rendszerek az 1950-es években jelentek meg a keres-
kedelemben. Mara a legfontosabb rendszerré nétték ki
magukat a kivehetd potlasok alapanyagaként. Egyéb
shipoallergénnek” nevezett anyag is kifejlesztésre ke-
riilt az elmult években. Earl W. Renfroe kdzleményében
a polisztirol tébbiranyu fogaszati felhasznalasat mutatta
be [10], Charles Dimmer a polisztirolbdl késziilt fogsor
alaplemezt (Jectron), majd az el6allitasi technoldgiat
(frdccsontési mddszer) is szabadalmaztatta [13]. A nagy
Utésallésaggal rendelkezd polisztirolt azzal az el6-
ny®s tulajdonsaggal vezették be, hogy kevesebb vi-
zet vesz fel, mint mas egyéb polimerbdl készllt fogsor-
alaplemez [8, 31].

Nagyon keveés informacié van arra vonatkozéan, hogy
milyen molekularis reakciok léphetnek fel pl. az el6bbi-
ekben emlitett anyagok esetében a polimerbdl kioldédé
alkotok, degradacios termékek és a kildnféle fehérjék
kézott, melyek fontosak az allergias reakciok kialakula-
sanak folyamataban.

Az allergia a szervezet egyik hiperszenzitivitasi reak-
ci6 mechanizmusa. Az allergia olyan szerzett allapot,
amelyben a szervezet tllreagalasa torténik egy a vele
érintkez6 idegen anyaggal szemben. Az allergids meg-
betegedés els6 fazisaban, a szenzibilizacidban, az 6n-
magukban nem immunogén haptének (pl. Ni, benzoil-
peroxid) kétédnek sejtfelszini vagy szolubilis fehérjékhez,
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majd az igy kialakult allergént (haptén és fehérje komp-
lex) az antigént prezentald Langerhans-sejtek eljuttatjak
a nyirokcsomdba, és az itt [évd T-limfocitak antigénspe-
cifikus memoriasejtekké alakulnak at. Az emlitett kon-
jugacios kdlcsdnhatasokban, a kétéfelszinek kialakita-
sdban aminosav kombinaciok sokasaga vehet részt.
A fehérje kdlcsdnhatasok vizsgalhatdk, pl. iranyitott evo-
lucids technikaval. A leggyakoribb iranyitott evolucios
technika a fag bemutatas (phage display) [3, 15, 19].
Fag bemutatasos technikara tébbféle bakteriofag alkal-
mazhatd. A bakteriofagok baktériumot fert6z6 virusok.
A fag bemutatasos technika soran leggyakrabban hasz-
nalt bakteriofag a fonalas M13 fag [23]. El6nylik, hogy
egyszerlen kezelheték, a fenotipus és a genotipus ké-
z6tti fizikai kapcesolat kénnyen biztosithato, F-pilussal
rendelkez6 baktériumokat fertéznek meg, igy ezekben
kénnyen szaporithatok [17]. Ezen egyszer(i szerveze-
tek egyszali DNS lancaban egy ismert szekvenciaju,
kombinatorikus moédszerrel elGallitott heptamer vagy do-
dekamer peptidet kddold szakasz talalhat6. Ugyanazon
peptid szekvencia a fag burokfehérjéjéhez is fuzionalva
van, igy a fag adott felliletre vald rahelyezésekor ezen
peptidek kerlilnek bemutatasra, amelyek affinitdsuknak
megfeleléen ersebben vagy gyengébben kétédnek.
A kot6dott fagok amplifikalasara, a fag Escherichia coli
gazdasejtben szaporithatd. Ahhoz, hogy kildnbséget
tegylink az idegen DNS-t tartalmazé és nem tartalmazé
plazmidok koz6tt, a szintelen X-gal molekulat alkal-
maztuk. A coli gazdasejt faggal tértént fertézés hatasara
enzim (béta galaktozidaz) termel6dik, ami az X-gal mo-
lekula szubsztrattal kék szin(i terméket produkal. A bak-
teriofaggal tortént fert6zés hatasara termel6d6 enzim
jelenléte vagy hianya egyszerien, érzékenyen kimutat-
hato, valamint egy kék szin(i plakk egyértelmlen egy
kidnt jeldl a telepen.

Szamos fag bemutatasos vizsgalat tértént kildnféle
anyagok (fémek, félfémek, kristdlyos anyagok és poli-

1. abra: Fag bemutatasos technika lépéseinek szemlélietése
Ph.D™-7 fag kényvtar hasznélataval blokkolt polimer felGleten

merek) fellletén az anyagok fellleti sajatossagainak
vizsgalatahoz [21].

Jelen munkank célja fag bemutatasos technika vizs-
galati modszer alkalmazasa a modellként is hasznal-
hato polisztirol fellletének jellemzésével. A jelenlegi
kisérlet eredményei nagymértékben hozzajarulhatnak
kés6bbi munkainkhoz, amelyekben a fogaszatban je-
lenleg is hasznalt polimerek felliletének jellemzését vé-
geznénk el fag bemutatasos modszer hasznalataval.
A szintetikus polimerek fellletéhez k6t6dé specifikus és
nem specifikus aminosav szekvenciak meghatarozasa
fag bemutatasos mddszerrel kdzelebb vihet azon min-
tazatok (peptide motif), oligopeptidek megismeréséhez,
amelyek részt vehetnek a két6felszinek kialakitasaban,
az antigén-prezentacioban, illetve az allergias folyama-
tok megismerésében.

Vizsgalati anyag és médszer

A fag bemutatasos technikat a NEB (New England
BioLabs Inc. Ipswich, MA) protokollja szerint végeztik
el. A fag kényvtarban nagyszamu, egyedi valtozatot
tartalmazo, kombinatorikus peptid, illetve fehérje talal-
hato (egyedi fagokrdl 100 masolat fag kényvtar 10 pl-
ében). Jelen munkankban az altalunk hasznalt 7 tagu
fag kénytar (Ph.D™-7) random heptapeptidek kombina-
cidjat tartalmazta, ami az M13 fonalas bakteriofag p VIII
burokfehérjéhez egy Gly-Gly-Gly-Ser flexibilis linkeren
keresztil kapcsolodik.

Kisérleteinket 96 lyuku polisztirol lemezen (Thermo
Immulon 1B® kézepes kot6dési) végeztiik el harom-
harom faggetlen mintaval (n = 3). Negativ kontrollként
a marhaszérum albumin (BSA) fehérjével blokkolt
polisztirolt valasztottuk. A blokkolassal azon peptidek
kétédése gatolhatd, amelyek a polimer felliletéhez
nagyobb affinitassal k6tédnének. Pozitiv kontroll a po-
lisztirol streptavidin (Str) fehérjével boritott felszin volt.
A protokoll szerint azoknak a peptideknek, amelyek
a Str fehérjéhez két6dnek, a His-Pro-GIn (HPQ) minta-
zatot kellene tartalmazniuk. A vizsgalandé minta a nem
blokkolt, tiszta polisztirol volt.

A fag kényvtarbol higitasokat (2 x 10'" db fag / kényv-
tar 2 x 109 kldénnal) készitettiink, majd rahelyeztiik
a megfeleléen el6készitett mintakra. A nem két6dé fa-
gokat TBST-vel (Tweent tartalmazé Tris puffer) mostuk
le. A két6d6 fagokat a polisztirol felliletrdl glicinnel, mig
a Str boritott fellletr6l a k6t6d6 fagokat a protokoll sze-
rinti biotin TBS-es oldataval elualtuk. Ezek utan az F pi-
lussal rendelkez8 Escherichia coli gazdasejtben (ER 2738)
felszaporitottuk (amplifikaltuk) (1. dbra).

Ezt a szelekcios kort egymas utan haromszor vé-
geztlk el ugy, hogy az els6 korbdl tisztitott, amplifikalt
fagokat ujra, a megfelel6en el6készitett (Str kezelt, BSA
blokkolt és nem kezelt) feliletekre helyeztik. A harma-
dik szelekcids kor végén kapott elualt fagok higitasait
a felnévesztett Escherichia coli gazdaseijttel egyutt LB/
IPTG/X-gal taptalajjal ellatott lemezekre 6ntéttik, majd



hagytuk felnéni a kék szind plakkok megjelenéséig (37°C,
egy éjszaka). A plakkok egyenként egy-egy klént jelen-
tettek, amelyekbdl random mdédon 20-20 darabot kiva-
lasztottunk. A kivalasztott kidnokat egyenként ampli-
fikaltuk, majd az Escherichia colitdl valo tisztitas utan
kinyertik a fag DNS-ét. A DNS kinyerése és tisztitasa
Nal/etanolos kicsapassal tértént, majd az egyszalu
DNS-ek koncentraciojat nanodroppal (NanoDrop 1000,
Thermo Scientific, USA) mértik meg. A két6képes klo-
nok altal hordozott gének bazis sorrendjének meghata-
rozasa —96 glll szekvenald primer hasznalataval tortént
(Macrogen Europe, Amsterdam, Hollandia).

A peptidekben az aminosavak el6fordulasi gyakori-
saganak és hidrofilicitds szempontbeli meghatarozasara
Mega6 programot hasznaltunk.

Eredmények

Peptid szekvencidk pozitiv, negativ kontroll
és polisztirol vizsgalt feliileten
A Str-polisztirol (Str-PS) fellletéhez, a marhaszérum
albuminnal blokkolt polisztirolhoz (BSA-PS) és a ke-
zeletlen felszin( polisztirol mintdahoz két6d6 fagok al-
tal hordozott leggyakoribb aminosav szekvenciakat az
1. tdblazatoan 6sszegeztik.

1. tablazat

Pozitiv kontroll (Str-PS feltilet), negativ kontroll (BSA-PS)
és polisztirol feliletekrdl elualt leggyakoribb peptid szekvenciak.
Az egyes szekvenciak mégé zardjelbe irt szamok jeldlik
a gyakorisagot.

Marha szérum
albuminnal blokkolt

Streptavidinnel boritott

PS fellleten PS fellleten PS fellleten
(pozitiv kontroll) (negativ kontroll)
GLFNHPQ (3) AGAYVAT (2) DNKAIIN (2)
WLFNHPQ (8) DVYSFSV (2) FSGRPLP (8)
GWFNHPQ (2) FARYMGD (2) QRHMSSI (2)

FSRTLPT (2)

VSRDTPQ (3)

FSTTHPD (3)
FTRTIHT (2)
GTSTTAQ (3
HASNAGA (
HSHTLTW (
IKSVTDW (2)
SIYGLAE (2)
TTLGVWT (4)
VGSYLGI (3)

)
3)
2)

A streptavidinnel boritott feltleten a WLFNHPQ szek-
vencia fordult el a legnagyobb gyakorissaggal. A Str-PS
fellletrdl elualt fagokban a konszenzus mintazat a HPQ
tripeptid, a NEB protokolljanak megfelel6éen. A BSA-PS
felUletrél elualt peptidekben tébb konszenzus mintazat
jelent meg. A legfelismerhet6bbek az FXRT, FSXT tet-
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rapeptidek, ahol X barmilyen aminosavat jelél. A po-
lisztirol fellleten a FSGRPLP szekvencia fordult el
a legnagyobb gyakorisaggal.

Peptid szekvencidk jellemzése

polisztirol feltileten

A modositott polisztirol (Str-PS és BSA-PS) és a ke-
zeletlen polisztirol fellileten valogatott oligopeptidekben
az aminosavak oldallanc jellege szerinti csoportositast
a 2. dbra mutatja. Az apolaros oldallancu aminosavak
a legnagyobb szamban fordulnak el6 mindharom feli-
leten. A BSA-val blokkolt és kezeletlen PS fellleten az
apolaros oldallanci aminosavak kbzel egyforma gya-
korisaggal fordultak el6. A polaros oldallancu amino-
savak a BSA-val blokkolt felileten mutattak nagyobb
gyakorisagot. A BSA-val blokkolt fellileten 38,39%, mig
a nativ PS fellileten 25,71% volt a polaros jellegli ami-
nosavak megoszlasa a legnagyobb gyakorisaggal elualt
fagokban.

A savas és a bazikus (elektromosan t6lt6tt) oldallanc-
cal rendelkez6 aminosavak elmaradnak az apolaros és
polaros csoportoktol. Savas jellegli aminosavak a po-
zitiv kontroll esetében nem voltak. A bazikus karakterd
aminosavak a kezeletlen PS esetében mutattak legna-
gyobb gyakorisagot.

Megbeszélés

A fogaszatban alkalmazott fag bemutatas (phage dis-
play) technika lehet6séget ad azon oligopeptidek meg-
ismerésére, amelyek nagy affinitassal kétédnek a poli-
merek vagy fémek felliletéhez, segitve ezzel az allergia
patomechanizmusanak, elsésorban az antigén prezen-
tacionak a megértését. Polimer fellleten tébb kutato-
csoport végzett fag bemutatasos technikat.

Munkank soran polisztirol fellletén végeztiik el a fag
bemutatasos technikat, azzal a céllal, hogy megismer-
jik azokat a gyakori szekvenciakat, amelyek a legna-
gyobb affinitassal kétédnek a hidroféb polimer fellile-
téhez a kombinatorikus egyedi valtozatokat tartalmazé
kiindulasi fag kényvtarbdl. Pozitiv kontrollként a PS fe-
lliletéhez kotott streptavidin célmolekulat valasztottunk.
Az irodalombdl ismert, hogy a legfelismerhet6bb tripep-
tid mintazat (HPQ) ugyanazon kétédési helyen kétédik,
mint a biotin. Az alalunk elvégzett kisérleti eredmények-
ben is megfigyelhetd volt a HPQ mintazat a strepta-
vidinnel boritott polimer fellileten (1. tabldazat). A HPQ
mintazat a streptavidink6t6 peptidek kézétt ismert, de
ezen mintazaton kivil is azonosithatdk olyan peptidek,
amelyek a streptavidinhez két6dnek [17, 28]. Az iro-
dalomban talaltakkal 6sszhangban [30] kisérleteinkben
mi is talaltunk olyan mintazatot, amely nem felétlenul
csak a HPQ mintazatot tartalmazta. Egy masik, legfel-
ismerhetébb mintazat, a GXFN (X barmilyen aminosa-
vat jeldlhet) is el6fordult a HPQ mellett (1. tablazat),
amely hasonlit a GD(F/W)XF mintazathoz, amelyet Ro-
berts és munkatarsai taldltak hasonlo fellileten [20].
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60 57,14

50 [ 4777-47,62

40 3839
BSA-PS

PS
30 28,57
2571 Str-PS

atlagok 6sszessége (%)

20 16,19
14,29

491 476

0,00
0

apolaros polaros savas bézikus

2. abra: Aminosavak megoszlasa jelleg szerint
pozitiv kontroll (Str-PS),
negativ kontroll (BSA-PS)
és polisztirol (PS) fellleten
a leggyakoribb oligopeptidben megvizsgalva

Negativ kontrollként a marhaszérum albuminnal blok-
kolt polisztirol felliletet valasztottuk. Az albumin gyak-
ran alkalmazott blokkolé agens tdbbek kdzétt a fag be-
mutatasos technikaban. Ehhez a fehérjéhez gyengén
kétédnek kilonféle hatdanyagok, zsirsavak, hormonok
és fémionok. A BSA-k6t6 ligandum nélkil nem képes
specifikusan kétédni a polimer felliletéhez. Tébb kuta-
té a BSA fehérjét specifikus funkcids csoporttal latta el
a fag bemutatasos vizsgalat elvégzéséhez [30]. A BSA
egy vizben j6l oldédd, monomer globularis fehérje, ami
blokkol6 agensként valé hasznalata soran a polisztirol
fellletén hidrat burokkal van boritva. A fellleti hidrat bu-
rok kévetkezménye lehet annak, hogy a BSA-blokkolt
PS fellleten tébb polaros oldallanci aminosav kot6-
dik (2. abra), mint az apolaros jelleg(, kezeletlen poli-
sztirol fellleten. A fehérje felliletén 1évd vizmolekulak
elmozditasahoz, vagyis a k6tédés kialakulasahoz bizo-
nyos mértékl potencialis kdt6dési energiara van sziik-
ség. Ez az energia a kisméret(i peptid ligandokban
gatként jelentkezhet [30]. A szakirodalomban t6bb szek-
venciat is talalunk, amelyek a marhaszérum albuminhoz
kétédnek. Ezek a BSA-kot6 szekvenciak eléggé valto-
zatos képet mutatnak, ami az el6z6ekben leirtakat iga-
zolja. Abban az esetben, ha a szelekcios kért ugy végez-
zUk el, hogy a peptidek szamara nincs iranyitott, vagy
er@s csatlakozasi pont a fellleten, akkor az albumin te-
kinthet6 olyan fellletnek, amelyhez a peptidek nagy va-
[6szinliséggel kétédnek. Az altalunk elvégzett kisérlet is
ezt tAmasztja ala. A BSA-val blokkolt feliileten tébbféle
varians kisebb gyakorisaggal rendelkezd valtozatait (1. tab-
ldzat) izolaltuk. A bemutatott eredmények alapjan a blok-
kolt PS felliletén leggyakoribb heptapeptidekben a FXRT,
FSXT legfelismerhet6bb konszenzus mintazatokat ta-
laltuk (1. tablazat), ahol X barmilyen aminosavat jel6l.
Egy polimer felllethez gyakorlatilag az 6sszes peptid
kotédik valamilyen mértékben, mikdzben az abszorbealt
proteinek részlegesen denaturalédnak a fellleten [11].
Lesznek olyan peptidek, amelyek er8sebben kdtédnek,
igy a mosasi |épésekben ezek nem moshatok le, igy

a koérék szamanak névekedésével felszaporodnak. A po-
lisztirol fellletén elég sokféle peptidet sikerllt azonosi-
tani mas kutatdcsoportoknak [30, 9]. A hidroféb poliszti-
rol fellletén els6ként Adey és munkatarsai vizsgalédtak,
és azt talaltak, hogy WXXW mintazatu peptidek két6d-
nek a hidroféb polisztirol felllethez, ahol X barmilyen
aminosav lehet [1, 12]. Anni és munkatarsai hasonlé
eredmeényre jutottak a médositott BSA-val boritott poli-
sztirol fellileten, ahol a FHENWPS (Phe-His-Glu-Asn-
Trp-Pro-Ser) klont izolaltak [2]. A NEB (New England
Biolabs) munkatarsai a FHWTWYW (Phe-His-Trp-Thr-
Trp-Typ-Trp) szekvenciaju klont igazoltak a poliszti-
rol fellletén és megallapitottak, hogy a polimer feliile-
tén tipikusan aromas aminosavakban gazdag (tirozin,
triptofan és fenil-alanin) oligopeptidek és ezek valtozatai
koétédnek [33]. Vodnik és munkatarsai célmolekula flg-
getlen, polisztirol feliletéhez k6t6d6 peptidet igazoltak
HWGMWSY (His-Trp-Gly-Met-Tpr-Ser-Tyr) szekvencia-
val [29]. A szerzék leirjak, hogy a kiilbnb6z6 munkacso-
portok altal végzett fag bemutatasos médszer a poliszti-
rol fellletén eredményezhet hasonlé klénokat, de nem
egyezik meg az altaluk talalt HWGMWSY szekvencia-
val. Ezt a szekvenciat tartjak célmolekula fliggetlen, po-
lisztirolhoz k6t6dd oligopeptidként szamon. Menendez
és munkatarsai tablazatosan mutatjak be, milyen kon-
szenzus polimerkdté mintazatok talalhatok a szakiroda-
lomban [16]. A WXXW, WXXWXXXW és az FHXXW
mintazatok mellett voltak olyanok, amelyekben felis-
merhet§ konszenzusmintdzat nem volt. A PS fellletén
a Phe-Ser-Gly-Arg-Pro-Leu-Pro (FSGRPLP) szekven-
ciat izolaltuk a legnagyobb szamban harom szelekciés
kor utan. A polisztirol aromas gydrdi kdnnyen polarizal-
hato delokalizalt elektronokat tartalmaznak, igy indukalt
dipdlus kélcsénhatasokban vehetnek részt. A mas kuta-
tok altal leirt polisztirol specifikus szekvenciakban fenil-
alanin (Phe, F) aminosavakban gazdag oligopeptidek
gyakoriak. A fenil-alanin aromas gy(r(ije és a polisztiol
aromas gydrdje kdzott alakulhat ki indukalt-indukalt ma-
sodrendi kélcsénhatas (w-m), ami lehet a random fag
kényvtarbdl vald szelektivitas mozgatoja. Az altalunk ta-
lalt oligopeptidek kdzott is voltak olyan ismétlédd szek-
venciak, melyeknek végallasa fenil-alanint tartalmazott.

A szakirodalomban talalhaté PS specifikus peptidek-
ben a variansok széles skalan mozognak. Ennek hatte-
rében a kilénbdz§ polisztirol fellletek, és eltéré kiindu-
lasi fag konyvtarak hasznalata, célmolekula fliggetlen
két6déses vizsgalat és a modszer kombinatorikus jel-
lege is allhat.

A peptid szekvencidkat aminosavak alkotjak, ame-
lyeknek oldallancai, funkcios csoportjai befolyasoljak
a peptidek jellegét és a fellilethez valo viszonyat. A fag
kényvtarbdl valamilyen iranyba térténé feldusulas kap-
csolatban van a peptid és a fellilet jellegével. Serizawa
és munkatarsai szindiotaktikus (monomer egységen-
ként szabalyosan valtozd) PS fellleten végeztek fag
bemutatasos modszert, amelyben a YLTMPTP szek-
venciat talaltak, amellyel bemutattak, hogy a peptidek
felismerik a polimer fellilet sztereoregularitasat [22].



A polisztirol specifikus peptidek apolaros (hidroféb) vagy
aromas aminosavakban gazdag peptidek [1, 33]. Az al-
talunk talalt polisztirol specifikus szekvenciak is apola-
ros (hidroféb) oldallanci aminosavakban gazdag oligo-
peptidek (2. abra).

Jelen munkaban bemutattuk, hogy a polisztirol ru-
galmas fogsoranyaghoz is kotédnek peptid szekvenci-
ak. Felhasznalasuk soran eddig nem szamoltak be al-
lergias megbetegedésrdl. Ennek hatterében az allhat,
hogy ezen poétlasok froccsOntéssel készlinek, amelyek
elkészitéséhez kész polimereket hasznalnak. Ezeknek
a termoplasztikus polimereknek a szabad monomer
tartalma elhanyagolhato, ellentétben a polimetil-metak-
rilat bazisu termoszet polimerekkel. A PMMA bazisu
rendszerek felhasznaldsa soran a polimerizalt metil-
metakrilatot, metil-metakrilat monomerrel keverik 6sz-
sze. A rendszerben marado el nem reagalt monome-
rek, azok bomlastermékei (metakrilsav, formaldehid) és
polimer alkotdi (kisebb fragmentumok, benzoil-peroxid
iniciator) okozhatnak hiperszenzitivitasi reakciot arra ér-
zékeny péaciens esetében. Osszességében megallapit-
hatd, hogy a polisztirol fellileten apolaros oldallanccal
rendelkez6 aminosavakban gazdag peptidek kétédnek
nagyobb affinitassal. A FSGRPLP szekvenciat talaltuk
a legnagyobb gyakorisaggal az altalunk hasznalt poli-
sztirol felileten. A késGbbiekben a jelen munkaban el-
végzett vizsgalataink alapjan mas, a fogaszatban rég-
ota (polimetil-metakrilat rendszerek), illetve Ujszerden
hasznalt polimeren (3D nyomtatashoz hasznalt polime-
reken) fag bemutatasos technikaval kivanjuk meghata-
rozni azokat az oligopeptideket, amelyek nagy affinitas-
sal két6dnek az ilyen jellegli felszinekhez. Az antigén
prezentaciéban szerepet jatszé fellleti kétéhelyek is-
merete és azok blokkolasa segithet az esetlegesen ki-
alakulo allergias reakciok gyakorisaganak cstkkenté-
sében.
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SzaLoki M, Rabpics T, HegebUs Cs
Characterization of dental allergy associated polymer surfaces by phage display technique

Many materials are used during a dental treatment, which can cause dental allergy in susceptible patients. Behind the
immune response there are multistage biochemical processes, in which protein interactions can be investigated by di-
rected evolutionary, phage display technique. Aim of this study is to determine the frequent amino acid sequences on
polystyrene surface as dental base thermoplastic polymers by phage display technique. Positive control was streptavidin
(Str) covered polymer, the negative control was bovine serum albumin blocked polystyrene. Based on our results it was
found that the WLFNHPQ sequence is Str specific peptide in our system, because this variant has occurred repeatedly in
three independent samples. The selected phages from the BSA blocked PS surface have contained some variants with
some frequency. We demonstrated that peptides bond to PS surface. The most frequent peptide was FSGRPLP on un-
treated polystyrene surface. However allergy is not reported with the application of PS thermoplastic polymer. The rea-
son of this can be the result of the applied technology, namely the injection moulded technique. In the antigen presenta-
tion the knowledge and blocking of the binding sites can help to discover and reduce the formation of allergic reactions.
Based on our experiments it can be declared that our PS model system can be a good starting point in the recognition
of other dental polymer peptide biding sites.

Keywords: phage display, oligopeptide, polystyrene, binding to polymer surface
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