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1 ROoviditések jegyzéke

3-APhA: 3-amidinofenilalanin (3-amidinophenylalanine)

3-CI-AHPC: 4- [3- (1-adamantil)- 4-hidroxifenil]- 3-klorokinnamiksav
ADAMTS: (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs)
AEBSF: 4-(2-aminoetil)-benzoszulfonil-fluorid

BCA: bicinkininsav (Bicinchoninic Acid)

BMP: csont morfogenikus fehérje (bone morphogenetic protein)

BSA: szarvasmarha szérumalbumin (bovine serum albumin)

c-Met: (mesenchymal-epithelial transition factor)

CCK-8: (Cell Counting Kit-8)

CK2: kazein kinaz (casein kinase Il)

COX-2: ciklooxigenaz-2

CUB: (Cls/ Clr, urchin embryonic growth factor, bone morphogenic protein-1)
DAPI: 4,6- diamino-2-fenilindol

DESC: (differentially expressed in squamous cell carcinoma)

DMBA: 7,12-dimetilbenzantracén

DMEM/F12: Dulbecco-féle modositott Eagle-tapkdézeg és Ham’s F-12 Nutrient Mixture 1:1
aranyu keveréke

DMSO: dimetil-szulfoxid

DSS: dextran-szulfat-natrium (dextran sodium sulfate)

E: prosztaglandin receptor

EGTA: etilén glikol-bisz(2-aminoetil éter)-tetraecetsav

ELISA: enzimhez kététt ellenanyag-vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent assay)
ER: endoplazmatikus retikulum

ERK: (extracellular signal-regulated kinase)

FBS: fétalis borju szérum (fetal bovine serum)

FD4: 4 kDa tdmegu fluoreszcens izotiocianattal jeldlt dextran molekula
GPx: glutation peroxidaz

HA: hemagglutinin

HAI-1: hepatocita névekedési faktor aktivator inhibitor-1 (hepatocyte growth factor activator
inhibitor type 1)

HAT: (human airway trypsin-like protease)

HFE: hemokromatézis protein



HGF: hepatocita névekedési faktor (hepatocyte growth factor)
HJV: hemojuvelin

HRP: tormaperoxidaz (horseradish peroxidase)

IL: interleukin

INF: interferon

IPEC-J2: ujszuldtt sertés jejunalis eredetli bélhamsejtvonal (intestinal porcine enterocytes—
jejunum-2)

IPF: idopatikus pulmonaris fibrozis

IRIDA: vasrezisztens vashianyos anémia (iron-refractory iron deficiency anemia)
LDLRA: low density lipoprotein receptor A

M-PER: (Mammalian Protein Extraction Reagent)

MAM: (meprin/A5 antigen/receptor protein phosphatase mu)

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

MDA: malondialdehid

MDCKII: Madin-Darby kutya veseham-sejtvonal

MERS Co-V: kdzel-keleti Iéguti koronavirus (Middle East respiratory syndrome coronavirus)
MI: matriptazinhibitor

MMP: matrix metalloproteinaz (matrix metalloproteinase)

MCoTI-1I: Momordica cochinchinensis trypsin inhibitor-I|

MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetoxifenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazdélium
MRNS: messengerRNS-ribonukleinsav

MSPL: (mosaic serine protease large- form)

NADP+: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NADPH+H+: redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NP: nem-parenchimalis

NSAID: nem-szteroid gyulladascsokkenté gyégyszer (nonsteroidal anti-inflammatory drug)
PAR-2: proteaz aktivalt receptor-2 (protease activated receptor 2)

PBS: foszfattal pufferelt sdoldat (phosphate buffered saline)

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz (phosphoinositide 3-kinases)

PGEZ2: prosztaglandin E2

ROS: reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species)

S1P: szfingozin-1-foszfat (sphingosine-1-phosphate)

SARS-CoV-1: sulyos akut légz6szervi szindroma-koronavirus-1 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus-1)

SCBN: kutya jejunalis epitelidlis sejtvonal



SEA: (sea urchin sperm protein/enteropeptidase/agrin)

SEM: atlag standard hibaja (standard error of the mean)

SFTI-1: (sunflower trypsin inhbibitor-1)

SMAD: (similarity to the Drosophila gene Mothers Against Decapentaplegic)
SRC: (SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase)

ST14: (suppression of tumorigenicity 14)

TAGD-15: (Tumor-associated differentially expressed gene-15)

TBA: tiobarbiturat sav (thiobarbituric acid)

TER: transzepitelialis elektromos ellenallas (transepithelial electrical resistance)
TfR2: transzferrin receptor-2

TGF: transzformal6 névekedési faktor (transforming growth factor)

TJ: szoros sejtkapcsold struktura (tight juntion)

TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin

TMPRSS: (transmembrane protease/serine)

TNF: tumor nekrozis faktor

TTSP: kettes tipusu transzmembran szerin proteaz (type Il transmembrane serine protease)
uPA: urokinaz plazminogén aktivator (urokinase plasminogen activator)

UPAR: urokinaz plazminogén aktivator receptor

WGA: buzacsira agglutinin (wheat germ agglutinin)

WST-8: 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-diszulfofenil)-2H-tetrazolium



2 Osszefoglalas

A kettes tipusu transzmembran szerin-proteazok (TTSP) sokféle élettani és patolégias
folyamatban toltenek be fontos szerepet. Mivel a TTSP csalad szamos tagjat az elmult
években igen széleskorlien tanulmanyoztak, azonban olyan szerteagazo és sokrétl hatasuk
lehetséges, hogy vizsgalataink sordan a nem kutatott teriletek kézil valasztottunk ki
néhanyat. Jelen disszertacido a TTSP csalad két tagja, a matriptaz-1 és matriptaz-2 élettani
és patoldgias jelentéségét foglalja 6ssze, illetve egy matriptaz aktivator és inhibitorcsoport
kulonféle sejttipusokra kifejtett hatasanak vizsgalataval foglalkozik. Olyan aktivatort és
inhibitorcsoportot valasztottunk, amelyek e szerek gyogyszerként valé alkalmazhatosaganak
igazolasara az elsé 1épéseket jelenthetik.

A matriptadz-1, a sejtkapcsolo strukturak szabalyozasa révén szilkséges a posztnatalis
tuléléshez, megndvekedett aktivithsa azonban elésegiti bizonyos epitelidlis eredeti
daganatok attétképzését. Részt vesz az izlleti porc bontasaban oszteoartritisz esetén,
szerepe van a tudéfibrézis kialakulasaban és segiti az influenzavirusok sejtbe jutasat is. A
matriptdaz-2 a vasanyagcsere szabalyozasaban tolt be kdzponti szerepet, illetve ezzel
Osszefliggésben szerepe van az elhizas, inzulinrezisztencia, kettes tipusu diabétesz
kialakulasaban. Szamos daganatnal csdkkené mennyisége rosszabb korjoslatot von maga
utan. Ezért funkciéjuknak pontos megismerése szamos patomechanizmus tisztazasaban
segithet, szabalyozasuk pedig a gydgyszerkutatas fejlesztés célpontja is lehet.

A TTSP csaladdal kapcsolatban leggyakrabban kutatott terlletek a daganatmarker és
tumorterapia, illetve a virusfertézésekkel kapcsolatos vizsgalatok. A matriptaz-1 és
matriptaz-2, illetve a mar ma is ismert aktivalé és gatldé molekulak hatasaval kapcsolatos
ismeretanyag attekinthet6sége érdekében igyekeztem Osszefoglalni a dolgozat elején az
utébbi  években megjelent publikaciokban fellelhetd eredményeket, hozzatéve
munkacsoportunk eddigi kutatasainak eredményeit is. Kutatasainkkal tobb iranyba is
szerettik volna béviteni a matriptaz enzimekrdl elérheté informaciodkat. Kisérleteink soran
egy ismert matriptaz-1 aktivatort, a szfingozin-1-foszfatot (S1P), illetve egy inhibitor csaladot,
a 3-amidinofenilalanin (3-APhA) alapvazu gatlészereket teszteltiink in vitro. A 3-APhA
alapvazu vegylletek mar szamos kutatasban in vitro és in vivo is hatékonynak bizonyultak az
enzimek gatlasaban, viszont a sejtekre gyakorolt egyéb hatasaikrél kevés adat allt
rendelkezéslinkre. Mivel az eddigi kutatasok féleg emlés eredetli sejteken, ill. egyedeken
torténtek, igy mas rendszertani kategériaba tartozé gerinces fajokrdél alig vannak ismereteink.
A nagyon sokféle hatas, és a mar létezd, ill. a jov6ben kifejlesztésre kertl6 modulator
molekulak miatt is szikség van egy jol attekinthetd, in vitro tesztrendszerre, ahol a kulonféle

fajokban és szervekben kialakulo, kuldnféle aktivalé és gatld hatasok jol 6sszehasonlithatok



lehetnének majd a jévdben. Ezért célunk volt faj- és szervspecifikus, in vitro vizsgalati
rendszert kialakitani e molekuldk hatasanak és alkalmazhatésaganak tesztelése érdekében.

A kisérleteket patkany és csirke primer majsejtkulturakon, csirke primer maj eredeti
ko-kulturakon, valamint IPEC-J2 ujszulott, sertés nem tumoros jejunalis bélham sejtvonalon
végeztuk. Kisérleteink soran egy esetben (1. vizsgalat) a matriptdz-2 vasanyagcserében
betdltott specifikus szerepét vizsgaltuk, a tovabbiakban (2. és 3. vizsgalat) pedig arra
kerestunk valaszt, hogy mely paraméterek sejtszintl vizsgalata szikséges egy matriptaz
modulator alkalmazhatésaganak igazolasahoz.

Az 1. vizsgalatunkban tehat a matriptaz-2 vasanyagcserében betoltott élettani
szerepét tanulmanyoztuk. Ujdonsagként egy olyan aktivald molekulat hasznaltunk, amelyet
eddig csak matriptaz-1 aktivatorként ismertek, s mint ilyen, nem tételezték fel
vasanyagcserére kifejtett hatasat. Ez a hatas, féként a vashianyos anémia allatorvosi
jelentésége miatt tébb emldsfajban, igy példaul sertés esetében kiemelked6é fontossagu
lehet. Eredményeink szerint a S1P matriptaz-1 aktivator patkany primer majsejttenyészetben
csokkentette a hepcidin mennyiségét, ezaltal hatassal lehet a vasanyagcserére.
Mindemellett a molekula a hepatocitak életképességét és a redox homeosztazist nem
befolyasolta, amely szerint a jelen vizsgalatokban matriptaz-2 aktivatornak is bizonyulé S1P
vasanyagcserét befolyasold szereppel bir, ugyanakkor nem karositja az igen érzékeny
majsejtek alapvetd életfolyamatait.

A 2. vizsgalatban néhany, korabban mar vizsgalt, és eml&sfajokban hatdsosnak
bizonyult matriptdz-1 és -2 gatlészer sejtekre gyakorolt alapvet§ hatasat és a sejtek
életképességére, metabolikus aktivitasara gyakorolt befolyasat kivantuk tanulmanyozni. A
vizsgalt inhibitorok esetében a sejtmetabolizmus, redox homeosztazis és gyulladasos
citokinszintek mérése csirkébdl szarmazdé hepatocita mono- és hepatocita — nem-
parenchimalis (NP) sejt ko-kultura modellben, a mi vizsgalatunkat megel6z6en még nem
tortént meg, holott éppen baromfinal az igen gyakori virusos megbetegedések
megelézésében, gydgyitasaban e szereknek igen nagy jelentésége lehetne. Eredményeink
szerint a két vizsgalt matriptazgatlé molekula nem volt toxikus, de eltéré hatast fejtettek ki a
gyulladasos citokinek termelésének mértékére, ezzel szemben a redox homeosztazisra nem
gyakoroltak alapveté hatast. A vizsgalatok alapjan megallapithatjuk, hogy eltér$
matriptazgatlok eltér6 mértékben és moddon Dbefolyasolhatjdk a sejtek alapvetd
életfolyamatait, amely hatasok csak részben egyeznek meg az eml6soknél tapasztaltakkal.
igy levonhat6 az a kdvetkeztetés, hogy minden egyes vizsgalni kivant gatlészer esetében
els6 lepéskent fajspecifikus in vitro sejtmodellt érdemes alkalmazni, és az egyes molekulakat
ebben az (pl. az altalunk is alkalmazott) in vitro tesztrendszerben célszerii 6sszehasonlitani.

A Kkisérlet eredményei arra utalnak, hogy a matriptaz vélhetéen a maj gyulladasos
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homeosztazisanak szabalyozasaban is szerepet jatszik, ugyanakkor nem tekinthetd jelentés
redox modulatornak csirkében.

A 3. vizsgalatunkban sertés bélhamsejttenyészeten vizsgaltuk két, altalunk eddig
még nem tanulmanyozott matriptazgatld hatasat. Citotoxikus befolyast nem tapasztaltunk,
azonban mindkét gatloszer esetében egyes kezelési koncentracioknal TER csokkenést és
antioxidans hatast meértink. A TER-t csokkent6 hatas alapvetd fontossagu lehet minden faj
esetében a bélham barrier funkcidjanak esetleges karosodasa miatt.

Jelen vizsgalataink célja tehat nemcsak az volt, hogy egy bizonyos aktivalé vagy
gatlészer hatasat Osszegezzik, hanem egy olyan in vitro, lehet6ség szerint faj- és
szervspecifikus modell rendszert alakitsunk ki, mely alkalmas lehet ezutan szamos ujonnan
kifejlesztett, matriptaz gatlé vagy aktivalé molekula vizsgalatara. Megallapithato, hogy a bél-
és majsejttenyészeten végzett vizsgalatok alapvetd fontossaguak, mivel a per os bejuttatott
gyogyszerek e szervek sejtjeivel kerllnek elsédlegesen kapcsolatba, és akar az altalunk itt
ismertetett modellrendszerben végzett vizsgalatok alapjan kivalaszthaték lesznek azok a

molekulak, amelyek tovabbi in vitro és in vivo tesztelése gyakorlati jelentéséggel birhat.
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3 Bevezetés és irodalmi attekintés

Az irodalmi attekintésben bemutatasra kerll a kettes tipusu transzmembran szerin-
proteaz (TTSP) csalad, majd ebbél kiemelten két tagjaval, a matriptaz-1 és matriptaz-2
enzim szintézisével, élettani és patoldgias szerepével foglalkozunk. A késébbi kisérletekhez
kapcsoléddan a tébbféle matriptazgatlé csoportok kézil a 3-amidinofenilalanin inhibitorok és
egy matriptaz-1 aktivator, a szfingozin-1- foszfattal kapcsolatos publikaciokrol készilt

Osszefoglalo a disszertacio jelen fejezetében.

3.1 A kettes tipusu szerin-proteaz csalad

A szerin-proteazok az egyik legésibb és legnagyobb enzimcsalad a protedzok kozul.
Tagjai szamos élettani és patoldgias folyamatban vesznek részt, mint példaul az emésztés,
véralvadas, sebgyogyulas, vérnyomas szabalyozasa vagy a virus-sejt interakcié. A szerin-
protedzok kézé soroljuk a TTSP csaladot, amelyhez négy alcsalad tartozik: a HAT/DESC
(human airway trypsin-like protease/differentially expressed in squamous cell carcinoma)
alcsalad, a hepszin/TMPRSS (transmembrane protease/serine) alcsalad, a matriptaz
alcsalad és a korin (Szabo et al., 2003). Kbézbés bennuk, hogy egy N-terminalis
transzmembran és egy C-terminalis extracellularis részbdl éplinek fel (Szabo et Bugge,
2008). Az N-terminalis plazmamembranhoz kétoétt rész miatt a sejt felszinén helyezkednek
el, igy sokuk feladata a sejt és az extracellularis kérnyezet kdzotti jelatvitel kdzvetitése, a
kilonféle sejtvalaszok szabalyozasa, a szOvetek morfogenezise, barrier funkcio kialakitasa,
illetve viz és ion transzport (Szabo et Bugge, 2011). A C-terminalis szakasz tartalmazza a
katalitikus hisztidin-aszparaginsav-szerin részt és a ,stem”, azaz torzsrégiot, amely tobbféle
fehérjét tartalmazhat. A HAT/DESC alcsaladhoz tartozik a HAT, DESC1, TMPRSS11A, HAT-
like 2, HAT-like 3, HAT-like 4, HAT-like 5. A torzsrégio itt egy SEA szakaszbdl all (sea urchin
sperm protein/enteropeptidase/agrin). A hepszin/TMPRSS alcsalad a hepszin, TMPRSS2,
TMPRSS3, TMPRSS4, TMPRSS5/spinesin, MSPL (mosaic serine protease large- form),
enteropeptidaz enzimekbdl all. Mindegyik enzim térzsrégidéjaban van egy LDLRA (low-
density lipoprotein receptor class A) egység, de az enteropeptidaznal ez kiegészil
sorrendben SEA, LDLRA, CUB (ClIs/Clr, urchin embryonic growth factor, bone morphogenic
protein-1), MAM (meprin/A5 antigen/receptor protein phosphatase mu) résszel is (Szabo et
Bugge, 2008; Bugge et al., 2009). A matriptaz alcsaladhoz a matriptaz-1 (Shi et al., 1993),
matriptaz-2 (Hooper et al., 2003), matriptaz-3 (Szabo et al., 2005) és poliszeraz-1 (Cal et al.,
2003) tartozik. A matriptazok térzsrégioja egy SEA, két CUB és harom (matriptaz-2, -3) vagy
4 (matriptaz-1) LDLRA szakaszbdl épil fel (Szabo et Bugge, 2008; Bugge et al., 2009)

(1. bra). Habar szamos gén kddolja a tébbféle TTSP enzimet, ugy tlnik, a kddolo régio elég
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konzervativ, és az eddig vizsgalt 6sszes gerincesben sikerlt kimutatni a genombdl (Szabo
et Bugge, 2008). Az o6sszes TTSP inaktiv, egylancu proenzimként szintetizalodik, de a
matriptaz, matriptdz-2, hepszin, TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 in vitro képes
autoaktivaciora (Bugge et al., 2009). Jelen disszertacioban a matriptaz alcsalad két tagjaval,

a matriptaz-1 és matriptaz-2 enzimmel foglalkozunk részleteiben.

Matriptaz alcsalad

vatriptiz-1 NN D €D 00 0@ ¢
matriptiz-2  N-HEER D G M@
matriptiz-3 - n— D D D 0@
poliszersz-1 N (D) Gl @ C

Membran k6té domén SEA domén CUB domén LDLRA domén Szerin-proteaz domén

1. abra: A matriptaz alcsalad sematikus rajza, az abran az extracellularis domének

lathatéak (A kép forrasa: Bugge et al., 2009).

3.1.1 A matriptaz-1

A matriptaz-1 (mas néven MT-S1P, TADG-15, epitin, vagy ST14) el6sz6ér emlétumor
sejttenyészetben keriilt leirasra, mint zselatinbonté enzim (Shi et al., 1993). Ortolégjat
szamos gerinces fajban kimutattak, példaul zebradanid, egér, patkany, csirke, kutya,
csimpanz és human genombdl is (Szabo és Bugge, nem publikalt adat, List et al. 2006a
Osszefoglald cikke alapjan). Az eddigi kutatasok szerint széles spektrumu hasitasi aktivitasa
hozzajarulhat az extracellularis matrix bontasahoz, mas proteazok és faktorok aktivalasahoz,

és elengedhetetlen a posztnatalis tuléléshez.

3.1.1.1 A matriptaz-1 szintézise, aktivalasa, gatlasa

A 80-95 kDa molekulasulyu matrtiptaz-1 a sejtfelszinhez kétotten talalhatd (Takeuchi et
al., 2000), az apikalis kapcsoldstruktiura komplex tertiletén (Buzza et al., 2010). Ahhoz, hogy
elérje kétlancu, proteolitikusan aktiv formajat, a szintézistél szamitva szamos szabalyoz6
lépésre van szukség. A matriptaz egylancu, inaktiv zimogénként szintetizalddik az
endoplazmatikus retikulumban (ER) (Lin et al., 1999). Autoaktivaciora képes, de a folyamat

részleteiben nem teljesen tisztazott. Szikség van két endoproteolitikus hasitasra és
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sejtfelszinre szallitasra. A szintézishez, transzporthoz, endogén hasitashoz és a sejtfelszinre
kerGléshez, igy aktivalasahoz, majd a spontan autoaktivacié6 megakadalyozasahoz és a
szerin-proteaz régio gatlashoz is elengedhetetlen a hepatocita ndvekedési faktor-1 (HAI-1)
(Oberst et al., 2005). A matriptaz-1 és HAI-1 felépitése a 2. abran lathato (Lee, 2006).

Matriptaz-1 HAI-1

COOH
s
{ NH, szerin protedz domén
(’Il ’ LDLRA domén
I CUB domén

==

. SEA domén

I:I transzmembran
domén

£
e

)
(; l Kunitz domén

Sejtmembran

<H2 <OOH Citoplazma

2. abra: A matriptaz-1 és HAI-1 szerkezeti felépitése (a kép forrasa: Lee, 2006).

Az els6 hasitas az N-terminalis rész SEA doménjében torténik a 149. szamu glicin
aminosav utan az ER vagy a Golgi-készilék teriletén (1. tdblazat). A hasité enzimet nem
ismerjuk, vagy lehetséges, hogy nem enzimatikus hidrolizis torténik. Bar igy megszakad a
kovalens kapcsolat a membranhoz koté N-terminalis résszel, a matriptaz-1 tovabbra is
szorosan kapcsolédik a membranhoz, valdszinlileg nem kovalens kétések révén (Cho et al.,
2001). Szikséges még egy proteolitikus hasitas mar a sejtfelszinen, a katalitikus és nem
(1. tablazat). A hasitas utan a két részt diszulfid-hidak koétik 6ssze. Ha ez a hasitas nem
torténik meg (példaul mutacié miatt), akkor nem lesz proteolitikusan aktiv az enzim. Csak az
aktiv, kétlancu forma tud Osszekapcsoléodni a HAI-1 faktorral. Az autoaktivacio
szabalyozasaban részt vesz a matriptaz-1 tobb doménje is. Az autoaktivacidhoz szikség
van négy intakt LDLRA doménre. Ez azt jelenti, hogy az LDLRA osztalyu domeén fontos az

enzim-fehérje koélcsdnhatasokban a matriptaz-1 és az aktivacidos folyamatban részt vevd
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fehérjék kdzott. A potencialis ligandumok, amelyek az LDLRA részen kétédnek, és aktivaljak
azt, még tovabbi jellemzésre varnak. LDLRA pontmutacié esetén az autoaktivacié nem
mikaodik, de ha mind a négy LDLRA szakasz hianyzik, akkor a nem sérilt matriptaz-1 képes
aktivalni az LDLRA hianyos matriptaz-1 enzimet. A domén valészinlileg kettés funkciot
tolthet be: egyrészt kotbhelyként szolgalhat a matriptaz-1 aktivatorainoz, masrészt
autoinhibitiv doménként szolgalhat, ha a proteaz aktivatorok nincsenek jelen. Szikséges
még az els6é CUB domén glikolizacioja a matriptaz-1 aktivalasahoz. A CUB domén delécioja
megakadalyozza a matriptaz-1 proteolitikus hasitasat kisebb molekulatémegi formaikba, és
ez a matriptaz-1 nem megfeleld aktivalédasat is eredményezheti. Ha mindkét CUB domén
egyidejlleg hianyzott, a vad tipussal kézel azonos matriptaz-1 aktivalast eredményezett. Ez
hasonlé ahhoz, mint amikor mind a négy LDLRA domén egyszerre torlédik: valdszinlileg a
CUB domének egytttesen szintén autoinhibitorként funkcionalhatnak, ha nem vesznek részt
az aktivaciéban (Oberst el al., 2003b). Tovabbi kutatasok szerint a sejtfelszinrél vald
levalashoz sziikség van egy hasitasra a SEA és CUB domén hataran a 186. arginin
aminosavnal (1. tablazat). A sejtfelszini levalas szorosan kapcsolédik a zimogén
aktivalasahoz, és levalva még az enzim aktiv maradhat, hozzaférhet szubsztratjaihoz, ha

nem kapcsolodik a HAI-1 aktivator inhibitorahoz (Tseng et al., 2017).

1. tablazat: A matriptaz-1 aktivaciojahoz szukséges hasitasok (forras: Tseng et al.,
2017)

Szintézis/Erés Zimogén aktivacio Levalas

Sejtbeli

] ER/Golgi sejtmembran sejtmembran
elhelyezkedés

. i o _ 186 arginin-187 szerin
149. glicin-150. szerin | 614. arginin-615 valin

Hasitas helye SEA-CUB domén
SEA domén szerin proteaz domén .
hatara
Hasitas konformaciés autoaktivacio (zimogén aktiv matriptaz
tipusa stressz? 6nhasitas? aktivitas) enzimatikus hasitasa
i _ matriptaz-1
Funkcio, _ . L aktiv matriptaz-1 .
. zimogén aktivacio o lehasadas, elnyuijtott
termék létrejotte o
aktivitas

Mindezek mellett szilkség van az aktivalashoz a mar el6bb emlitett HAI-1 faktorra is.

A HAI-1 egy Kunitz-csaladba tartozé szerin-proteaz inhibitor, amely két Kunitz (1 és 2) tipusu

15



domént és egy LDLRA részt tartalmaz (1. és 2. abra) (Shimomura et al., 1997). A matriptaz-1
a sejtfelszinre szallitas kdzben is egyutt talalhaté meg a HAI-1 faktorral egy vezikulaban, un.
aktivacios kdzpontban, és egyutt halmozdédnak fel a sejtkapcsold struktuaraknal. HAI-1
hianyaban, vagy ha séril a Kunitz-1 domén, a matriptdz-1 az ER vagy Golgi-apparatusban
marad. Ha gatoltak siRNS technikaval a HAI-1 expressziét, akkor tébb matriptaz-1
autoaktivacié kovetkezett be, igy a HAI-1 matriptaz-1 spontan autoaktivacioja ellen is véd.
Mindezek mellett HAI-1 hidnyaban a matriptdz-1 szintézis alacsony szinten marad egy
autoproteolitikus aktivacié miatt, amely val6szinlleg a Golgi/ER teruletén torténik. Ez
negativan hat a sejten bellli transzportra, valamint a tovabbi matriptaz-1 transzlaciora
(Oberst el al., 2005). Korabbi matriptdz-1 szerin-proteaz régioé elemzés alapjan (Friedrich et
al., 2002) az aktivacios folyamat végén a HAI-1 (Benaud et al.,, 2001) Kunitz-1 doménja
(Oberst et al., 2005) gatolja az enzim proteolitikus aktivitasat. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a matriptaz-1 HAI-1 altali szabalyozasa tébb szinten is elé6fordulhat, beleértve
a szintézisét, az intracellularis transzportjat, a spontan aktivaciot, a szabalyozott aktivalasat,
a szerin-proteaz régié gatlasat és az ektodomén levalast is (Oberst et al., 2005). A

szabalyozas lépései a 3. szamu abran lathatdak (List et al., 2006a).

3. abra: A matriptaz-1 aktivacioja. (1) A matriptaz-1 az ER terlletén szintetizalodik
egylancu zimogénként az N-terminalissal membranhoz kotve. (2) Endoproteolitikus

hasitas a SEA domén terlletén az ER vagy a Golgi-apparatus terlletén. (3) A SEA
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domén hasitott matriptaz-1 a HAI-1 faktorral egyutt talalhato, egydutt facilitalt
transzporttal (4) a sejtmembran felé vandorolnak az aktivacios kdzpont vezikulaban,
(5) ahol bekdvetkezik a szerin-proteaz régio¢ autokatalitikus hasitasa, és (6) kialakul
az aktiv matriptaz-1, (7) amelyet szinte azonnal gatol a HAI-1. (8) A kialakult komplex

az extracellularis térbe valik le (A kép forrasa: List et al., 2006a).

Vannak ismert aktivatorai is, mint pl. a vérplazmaban is megtalalhaté szfingozin-1-
foszfat (S1P) (Benaud et al., 2002), és van kémiai induktora is, mint a polianionos suramin
(Lee et al., 2005).

3.1.1.2 A matriptaz-1 élettani folyamatokban betéltott szerepe

A matriptaz nagy mennyiségben megtalalhaté az egész szervezetben szinte az
Osszes szerv esetén, de csak az epitelidlis sejtekben (epidermisz, kornea, nyalmirigy, szaj és
orrireg, pajzsmirigy, timusz, nyel6csd, trachea, bronchioldk, alveolusok, gyomor,
hasnyalmirigy, epehdlyag, vékonybél, vastagbél, vese, mellékvese, hugyhdlyag, ureter,
prosztata, here, petefészek, méh, vagina) (Oberst et al., 2003a). A matriptdz génkisérletes
inaktivalasa (ST147) esetén egerek epitelidlis szoveteiben szamos funkcidzavart figyeltek
meg. Jellemzéen megndvekedett az epitelidlis sejtrétegek ateresztéképessége a tight
junction (TJ) fehérjék megvaltozott elhelyezkedése kodvetkeztében (List et al., 2009).

List és munkatarsai (2002) altal végzett kisérletben az ST147 egerek 48 éran bellil
elpusztultak kiszaradas miatt. Az ST147 egerek bére szaraz volt, illetve a sz6rtlisz6k
generalizalt hipoplazidja és a timocitak megndvekedett apoptdzisa volt megfigyelhetd (List et
al., 2002). Tovabbi kisérletekben igazoltak, hogy a szajlreg és timusz epitélium keratinizalt
részében is a matriptaz-1 a felelés a barrier funkcié kialakulasaért (List et al., 2006b).
Molekularis szinten matriptaz-1 hianyaban a keratinocita differencialédasa sérult. A
profilaggrin proprotein a végs6 differencialédas soran fehérjebontas hatasara filaggrin
monomerekre és NHa-terminalis filaggrin S-100 szabalyoz6 fehérjére valna, matriptaz-1
hianyaban viszont ez nem kovetkezik be (List et al., 2003). Korabbi kutatasok szerint a
matriptaz-1 a prosztazin zimogénjét hasitassal aktivalja, amely egy kaszkadrendszer
elinditdsaval jarul hozza a profilaggrin atalakulasahoz, a stratum corneum formalédasahoz,
és az epidermisz barrier funkcidjanak kialakitasahoz (Netzel- Arnett et al., 2006). Ujabb
genetikai és sejt alapu kutatasok szerint viszont a prosztazinra van szikség a matriptaz-1
aktivalasahoz, és a prosztazin zimogén aktivalas nem matriptaz-1 aktivitasfiggd (Szabo et
al., 2012). A matriptaz-1 aktivalasahoz a prosztazintél nem igényel zimogénbdl aktiv
prosztatin atalakulast vagy enzimatikus aktivitast, és a prosztazin zimogén aktiv prosztazinna
torténd atalakulasa a matriptaztdl fligg, de nem igényel matriptaz zimogén atalakulast. Tehat

a matriptdz-1 és a prosztazin kdlcsénds zimogeén aktivaciés komplexet képez, amelyben a
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matriptaz aktivaciét a prostazin indukalja. Azonban a prosztazin képes indukalni a matriptaz-
1 aktivaciot, fuggetlenll a prosztazin zimogén atalakulasatol vagy katalitikus aktivitasatol.
Ezzel szemben a prosztazin aktivalasa matriptaz-1-t6l fligg, de a matriptaz-1 altali aktivalas a
matriptaz-1 zimogén altal kivalthaté (Friis et al., 2013). ST147 egerek stratum corneum
terlletén taladlhaté intercellularis lipidlemezek (a lamellaris testek) Osszetétele is
megvaltozott. A szabad zsirsavak aranya jelent6sen csOkkent, amig a koleszterin és
szarmazékai, illetve a foszfolipidek aranya nétt. Az ultrastrukturalis vizsgalat eredménye
alapjan az abnormalis lipid 6sszetétel nem hagyta a lipid matrixot 6sszerendez6dni, hanem
rovid, toredezett, hullamos, rendezetlen lipidstruktura volt lathatd, igy nem tudott viztaszito
védoréteget alkotni (List et al., 2003). A sz6rtusz6knél a matriptaz-1 az anagén, novekedési
fazisban expresszalodik nagy mennyiségben, a hajhagyma germinativ matrixaban levd
hamsejtekben, a prekortex és kortex sejtjeiben (List et al., 2006b). ST™P°" transzgenikus
egereknél, ahol a vad tipus matriptaz-1 szintjének 1 %-a talalhatd, a profilaggrin rendellenes
érése, akantozis, ortohiperkeratézis és CD4+ T-sejtek infiltracidja lathaté. A béron talalhato
baktériumok génszekvenciaja alapjan valtozik az egészséges bdrhdz képest a fajok aranya
(Pseudomonas csokken, amig Corynebacterium és Streptococcus fajok baktériumainak
szama né), igy a genetikai allapot fontos szerepet télt be a kilénb6zd bbérbetegséges
kialakulasaban is (Scharschmidt et al., 2009). Egy ujabb kutatasnal olyan kisérleti egereket
hoztak létre, amelyek csak olyan matriptdaz-1 zimogént tudtak expresszalni, ahol a 614.
arginint glutaminnal helyettesitik, igy a mutans matriptazon az aktivaciés hely hasadasa nem
jon létre, ami az aktivaciéhoz sziikséges lenne. Az ST147 egerekkel szemben életképesek
voltak, kifejl6dott az epitelidlis barrier és képes volt a sérilt epitelium regeneraciora. A bér
makroszkoposan megkulldnbdztethetetlen volt, de a vastagsaga és a stratum corneum
fejlettsége alacsonyabb volt, és tobb folyadékveszteséget tett lehetévé a kontroll ST14**
egerekhez képest. A sz6rzetben feln6tt korban nem volt kildnbség, de a fejlédés kodzben
igen. Egyrészt késett a sz6rzet megjelenése, illetve a vad tipussal ellentétben nem volt
lathatd a szlletés utan a bajusz sem. A névekvd bajusz gyakran dsszehajlott, génddrodott. A
zimogén a prosztazint, és a proteaz aktivalt receptor-2 (PAR-2) gyulladasos jelatviteli utat is
aktivalta. A tanulmany alapjan a matriptaz-1 zimogén bioldgiailag aktiv és képes veégrehajtani
a protedz homeosztazisban betdltott funkcioit (Friis et al., 2017). Hasonlé megfigyelést tettek
human autoszomalis recessziven 0rokl6d6 icththyosis betegségénél hipotrichozis
szindrébmaval tarsulva. Az ST14 génhelyen levd mutacié érintette a matriptaz-1 szerin-
proteaz régiojat, amely testszerte halbériiséghez vezetett. Az 6sszes beteg haja gondor,
ritka, torékeny, szaraz és fénytelen volt, és lassu ndvekedést mutatott. Minden betegnél
fényérzékenység volt tapasztalhato, illetve volt, hogy a szem homalyosodasa is

megfigyelhetd volt. Szdvettanilag a kontrollhoz képest nem volt lathaté kuldnbség, de
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elektronmikroszképpal vizsgalva a stratum corneum terlletének felsé rétegeiben a
dezmoszomaknal rendellenességek latszodtak (Basel-Vanagaite et al., 2007).

Human (Oberst el al., 2003a) és patkany (Satomi et al., 2001) emésztd szervrendszer
epitéliumaban sok matriptaz-1 talalhaté. A vékonybélben végig kimutathato, a kriptaktol
egeszen a bélbolyhok csucsaig (kriptaban kissé kevesebb, csucsi résznél tdébb enzimmel),
illetve magas expresszié figyelhet6 meg a kolonban (Oberts et al., 2003a; Satomi et al.,
2001). A matriptaz-1 a TJ fehérjék szabalyozasa révén alakitja ki és tartja fenn a
bélhamréteg homeosztazisat (List et al., 2009). A beélhamréteg fontos gat (,barrier”)
funkcioval rendelkezik és szelektiv permeabilitast biztosit a tapanyagok és folyadékok
szamara. A paracellularis abszorpcidés utvonalat TJ kapcsoléstrukturak szabalyozzak,
amelyeket okkludin, klaudinok és junction adhézids fehérjék épitenek fel (Laukoetter et al.,
2008). Szamos kutatdas megerdsiti a matriptaz-1 enzim kulcsszerepét a bélbarrier
funkcidjanak fenntartasaban. ST147 egerek vastagbélben fokozott nyalkatermel6dést
tapasztaltak 6démas szubmukézaval (List et al., 2009). Tovabbi kisérletekben ST14
matriptaz hipomorf egereken, ahol az intesztinalis matriptaz mRNS-szint szazadrészére
csokkent, a bél ateresztévé valt: csokkent a transzepitelidlis elektromos ellenallas (TER),
fokozédott a paracellulars atjarhatésag, igy a sejtréteg atereszt6képessége. Mindezek
mellett azt talaltak, hogy a klaudin-2 TJ csatornat képzé fehérje mennyisége is
megnovekedett (Buzza et al.,, 2010; Netzel- Arnett et al.,, 2012). Ugyanezt tapasztaltak
human kolon karcinoma (Caco-2) sejtvonalon 4-(2-aminoetil)-benzoszulfonil-fluorid (AEBSF)
szerin-proteaz inhibitor vagy matriptaz-1 siRNS alkalmazas hatasara (Buzza et al., 2010).
Crohn-betegség és ulcerativ kolitisz esetén is szignifikdnsan alacsonyabb matriptaz mRNS-
szintet és megndvekedett klaudin-2 expressziot talaltak a gyulladt kolon szdéveteiben.
Dextran-szulfat-natrium (DSS) kolitiszt indukalé molekula hatasara az ST14 hipomorf egerek
kisebb sulyuak lettek, nagyobb lett a mortalitas és sulyosabb klinikai tuneteket produkaltak
az ugyanilyen kezelésen atesett vad tipusu tarsaikhoz képest. Ezen kivul a DSS kezelést
kévetd regeneraciés idé alatt magasabb tumor nekrézis faktor (TNFa), interleukin-6, -13
(IL-6, 1L-13) szintet produkaltak a kezelésen szintén atesett kontroll egerekhez képest
(Netzel- Arnett et al., 2012). Az MI432 sorszamu matriptazinhibitor hasznalatakor a TER
csOkkenését és a TJ szorossagaért felel6s okkludin helyzetvéltozasat figyelték meg a
kontroll sejtekhez képest IPEC-J2 sertés vékonybélham-sejtvonalon (Paszti-Gere et al.,
2015b). Nem tumoros kutya jejunalis epitelidlis sejtvonalon (SCBN) a sejttenyészethez
apikalisan adagolt matriptaz-1 a TER noOvekedését vonta maga utan. Kisérletesen
létrehozott, okkludint elSallitani nem képes SCBN sejtekhez matriptaz-1 enzimet adagolva
viszont nem tapasztaltak TER ndvekedést. A matriptaz-1 nem tudta visszaforditani a TNFa
és interferon (INFy) okozta TJ karosodast (Ronaghan et al., 2016). A kutatécsoport tovabbi

vizsgalataiban aktiv szerin-proteaz domeén esetén emelkedett a TER. A kutatécsoport
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részben leirt egy jelatviteli utat, amelyet a tripszin/matriptaz-1 indit el, képes a TER
megemelésére és fenntartasara. ValoszinUsitheté egy sejtfelszini receptor/ligandum,
amelyet hasitva kezdb6dik a bevezetd fazis, gyors TER emelkedéssel, majd ennek
fenntartdsahoz szlkséges, az &bran is lathato jelatviteli utak végul az okkludin
foszforilalodasahoz vezetnek (4. abra) (Lahey et al., 2017). Egy masik kisérletben, ahol
transzgenikus egerekben a matriptaz-1 csak zimogén formajaban expresszalodott, a bél bar
szbvettanilag nem kiilonbozott, az ateresztdképessége megduplazédott a kontroll ST14**
egerekhez képest (Friis et al., 2017). A bdr mellett vizsgaltak a prosztazin helyzetét Caco-2
sejtvonalon, és megallapitottdk, hogy a barrier funkcié kialakitasahoz is szikség van a
prosztazinra. A prosztazin itt sem enzimatikusan hat a matriptaz-1 aktivalasra, viszont aktiv
matriptaz-1 esetén mar prosztazin hianyaban is kialakul a megfelel6é bélbarrier (Buzza et al.,
2013).

Mindezek alapjan valdszinisithet6, hogy a matriptaz-1 szamos szabalyozé funkcidja
altal szUkséges a posztnatalis tuléléshez, az epitelidlis szdvetek homeosztazisanak
kialakitasahoz és fenntartasahoz, igy példaul a timuszsejtek tuléléséhez, fejlédéséhez,
szOrtlisz6k, epidermisz fejlédéséhez, valamint a bélbarrier kialakitasahoz. A matriptaz-1
mindezek mellett képes az extracellularis matrixot is bontani (Shi et al, 1999), ezért is

kilénos fontos kifejez6désének szigoru szabalyozasa.

Tripszin/ \
Matriptaz-1

—_—

. . @ — Okkludin

TER

idg

4. abra: A tripszin/matriptaz-1 altal indukalt TER ndvekedés jelatviteli utja. A matriptaz
hasit egy jelenleg még nem ismert sejtfelszini molekulat/molekulakat, amely gyors
TER ndvekedést von maga utan. A bevezet6 fazisba (1) tartozik a ERK1/2, PI3K,
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CK2 és SRC megijelenése. A fenntarto6 fazis (2) egyrészt részben az EGFR kotott
transzaktivitastol. Az ERK1/2, (MAPK3/1), PI3-K és CK2 kinaz barrier funkcid
szabalyozasaban betdltott szerepétél mar tobb publikacio sziletett. A PKC fontos
szerepet jatszik a folyamatban, de pontos feladata még nem ismert. CK2: kazein
kindz 2; PI-3K: foszfoinozitid-3-kinaz; ERK1, ERK2: extracellular signal-regulated
kinase; MAPK3, MAPK1: mitogén aktivalt protein kinaz, SRC:intracellularis protein-
tirozin kinaz;, PKC: protein kinaz C (A kép forrasa: Lahey et al., 2017).

3.1.1.3 A matriptaz-1 patolégias folyamatokban betéltott szerepe

A matriptaz-1 aktivitdsa szigoruan szabalyozott. Ha a szabalyozas sérul, akkor ismert
szubsztratjainak hasitasan at képes aktivalni az urokinaz plazminogén aktivatort (uPA), a
hepatocita novekedési faktort (HGF) és a PAR-2-t (Forbs et al., 2005; Lee et al., 2000;
Takeuchi et al.,, 2000). Ezek a szubsztratok szamos patolégias folyamat elinditasaért
felelések, mint sejtproliferacio, sejtmigracio, gyulladasos citokinek termelésének serkentése,
hiperplazia, fibrézis. igy a matripraz-1 nem megfelelé miikddése szamos gyulladasos és

daganatos betegség esetén lehet kulcsfontossagu.

3.1.1.3.1 A matriptaz-1 szerepe a tumor metasztazis képzésében

Szamos epitelidlis eredetli daganattipusnal megndvekedett matriptaz-1 aktivitast,
illetve csdkkent HAI-1 mennyiséget talaltak. Ha felborul az egyensuly a matriptaz-1 gatlas
szabalyozasakor, ez hatassal lehet e daganatoknal tapasztalt matriptaz medialt proteolizisre
(List et al, 2006a). A megnovekedett matriptaz-1 expresszid, illetve ha a matriptaz-1: HAI-1
arany né, magyarul jelentésen csdkkent a HAI-1 mennyisége, rosszabb kérjéslatot von maga
utadn (Oberst et al., 2002; Saleem et al., 2006; Vogel et al., 2006; Zeng et al., 2005), mert
nem szabalyozott matriptaz-1 aktivitast tesz lehetévé (List et al., 2006a). Megndvekedett
matriptaz-1 expresszié lathaté példaul petefészek karcinoma (Jin et al, 2006; Oberst et al.,
2002), invaziv duktalis eml6karcinoma (Oberst et al, 2001), méhnyak karcinoma (Santin et
al, 2003), prosztata adenokarcinédma (Riddick et al., 2005; Saleem et al., 2006) esetén. Ezzel
szemben gyomor karcindbmak (Zeng et al., 2005) és kolorektalis karcinébma (Vogel et al,
2006) vizsgalatakor mérsékelt matriptaz-1 aktivitast tapasztaltak a normalis szdveti szinthez
képest, megndvekedett matriptaz-1:HAI-1 arannyal. Ezek alapjan az aktiv matriptaz-1
funkcionalis tumor biomarker szerepe is felmerilhet (LeBeau et al., 2013). A matriptaz-1
tulzott mertékl expresszidja a transzgenikus egerek bérében spontan laphamsejtes
karcinomat okozott, és drasztikusan fokozddott a 7,12-dimetilbenzantracén (DMBA)

karcinogén-indukalt daganatképz6dés is. A matriptaz-1 altal indukalt daganatképz&dést
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progressziv interfollikularis hiperplazia, diszplazia, follikularis transzdifferenciacié, fibrozis és
dermalis gyulladas el6zte meg. Ezen kivil a matriptdz-1 indukalta a pro-onkogén foszfatidil-
3-inozitol-kinaz (PI3K) — AKT jelatviteli utat. Viszont az epidermalis HAI-1 expresszi6 teljesen
megakadalyozta a matriptaz-1 onkogén hatasait (List et al., 2005). Mindezen felll az aktivalt
matriptaz-1 6nmaga is bontja az extracellularis matrixot (Ko et al., 2015; Satomi et al., 2001).
A sejtfelszinrél lehasadt matriptaz-1, ha nem kapcsolodik HAI-1 inhibitorral, akkor képes
szubsztratjai hasitasara (Tseng et al, 2017). Vannak faktorok, mint a transzformald
ndvekedési faktor B (TGFB), amelyek képesek indukalni a matriptaz-1 sejtfelszini levalasat
(Lee et al., 2014). A matriptaz-1 igy aktivalhatja az uPA, HGF és a PAR-2-t is (Forbs et al.,
2005; Lee et al, 2000; Takeuchi et al, 2000), amelyek fontos mediator szerepet tdltenek be a
tumor névekedésében, a tumorsejtek tulélésében és invazidjaban. A HGF kulcsszerepet tolt
(Nakamura et al., 1989; Weidner et al., 1991). A matriptaz-1 képes a pro-HGF hasitasaval
aktivalni, majd kétédni az epitelialis daganatnal megtalalhaté c-Met (mesenchymal-epithelial
transition factor) receptorhoz, és elinditani a karcinogenezissel 6sszefliggé c-Met/HGF
jelatviteli utat (Kang et al., 2003), és ezt kovetéen még szamos jelatvitel utan, mint a mar
korabban is emlitett pro-onkogén PI3K-AKT jelatviteli utat (Zoratti et al., 2015). Az uPA
szintén pro-uPA formajaban expresszalddik, és a matriptaz-1 aktivalja (Lee et al., 2000).
Ezutan képes receptorahoz koétédni (UPAR), majd a plazminogén rendszer aktivalasan at
segiteni a matrixbontast, és mas faktorokon at szabalyozni a sejtadhéziét, sejtmigraciot és
proliferaciot (Sideniusi and Blasi, 2003). Ujabb kutatasok soran a matriptaz-1 nem bizonyult
a pro-UPA faktor f6 aktivatoranak (Zoratti et al., 2015). A G-protein kapcsolt PAR-2 receptor
nem szabalyozott mikddése soran gyulladasos citokinek szekrécidjat (Schaffner and Ruf,
2008), és pro- tumorgenikus faktorok expressziéjat seqiti el (Sales et al., 2015). Egy masik
kutatas alapjan prosztata adenokarcindma sejtvonalak esetén pozitiv korrelaciét talaltak az
ciklooxigenaz-2 (COX-2) és aktiv matriptaz-1 koézott, mennyiséguk jelentésen
megemelkedett mas, benignus sejtvonalakéhoz képest. Prosztata adenokarcindma mintakat
négy tumor stadiumra osztva szignifikansan névekedett a martipaz-1 mRNS mennyisége az
egyes csoportok esetén. A COX-2 valdszinlleg kulcsszerepet jatszik a matriptaz-1
aktivalasaban, hianyaban csokkent a matriptdz-1 mennyisége, és a sejtszorddas is. A
matriptdz-1 indukaldsa a COX-2 altal elinditott (prosztaglandin E2) PGE2 prosztaglandin
receptor (E) E1 és E2 jelatviteli uton toérténik. Egyes nem-szteroid gyulladascsdkkentdk
(NSAID), mint a celecoxib, vagy sulindac sulfid, képes megakadalyozni a sejtmigraciot, a
mariptdz-1 aktivalasat. Xenograft egérkisérletekben pedig cstkkent a tumorméret, és a
metasztazisképzédés mértéke is a tudoben (Ko et al.,, 2017). Ezek alapjan a matriptaz-1
hasznalhaté lehetne, mint diagnosztikai eszk6z, segithetne a korjoslat felallitasaban és

daganatellenes szer fejlesztés célpontja is lehetne.
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3.1.1.3.2 A matriptaz-1 szerepe oszteoartritisz esetén

Az oszteoartritisz egy kronikus, degenerativ izlleti betegség, amely az izlleti porc és
az alatta lev® csont degradaciojahoz, a szindévium gyulladasahoz (synovitis), és az Uj csont
és porc (oszteofitak) novekedéséhez vezethet, fajdalommal és funkcidvesztéssel is jar
(Troeberg és Nagase, 2011). A porcban a kondrocitak kéril nagy mennyiségben
extracellularis matrix talalhaté, amely kollagénrostokbdl, proteoglikanokbdl, hialuronsavbol és
glikoproteinekbdl épil fel (Rdhlich, 2006). Nagyon lassan és nehezen regeneralodik, mivel
avaszkularis, igy lassan jut el a sejtekhez az oxigén, tapanyagok (Maehara et al., 2021).
Egészséges porcszdvet esetén nem talalunk kimutathaté matriptaz-1 aktivitast (Oberst et al.,
2003a), viszont oszteoartritisz esetén emelkedett matriptdaz-1 expresszid detektalhato,
megndvekedett kollagénbontd aktivitassal. Ezen fellil serkenti a matrix metalloproteinazok
(MMP), pl. MMP-1, MMP-3 expresszi6jat, majd a késbébbiekben aktivalja is az inaktiv
zimogéneket (Milner et al., 2010). Képes segiteni az MMP és az aggrekan proteoglikdnnak
az ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs) medialta
bontasat, mig maga nem képes hasitani azt (Wilkinson et al., 2017). Az MMP és ADAMTS
csalad tagjai szamos cellularis, extracellularis és extracellularis matrix szubsztratot képesek
bontani, beleértve kollagént és prokollagént, proteoglikanokat, citokineket, kemokineket,
elasztint (Flannery, 2006). Szamos, porcbontasban résztvev® faktort is aktival, mint a
PAR-2-t is (Ferrel et al., 2010), amely noveli az MMP-1 és az MMP-13 expressziojat
(Boileau, et al., 2007). igy a matriptaz-1 kdzvetlen és kdzvetett moédon is részt vesz a
porcbontas szabalyozdsaban. Szamos sebészi és konverzativ gyogymod létezik a
porcsérilés gyogykezelésére (Maehara et al., 2021), a matriptaz-1 gatlasa is felmerilhet

kiegészit6 kezelésként.

3.1.1.3.3 Virus-sejt fuzié létrejotte matriptaz-1 segitségével

Az influenzavirus replikaciojanak eléfeltétele a virus sejtbe jutasa. Ehhez szikség
van a virus egyik legfontosabb sejtfelszini glikoproteinjére, a hemagglutininre (HA), amellyel
kapcsolédni tud a célsejt membranjaban levd szialsav tartalmi receptorokhoz. A HA
prekurzor formaban szintetizalddik, hasitassal torténd aktivalasara a TTSP csalad szamos
tagja képes (Garten és Klenk, 2008). Az influenzavirus H1 szubtipusanak HA-jét képes volt
hasitani a matriptaz, amig a H2 és H3 szubtipusét nem (Hamilton et al., 2012). Human H1N1
(Beaulieu et al.,, 2013) és H7N9 (Whittaker és Straus, 2020) influenzavirus esetén is
megfigyelték, hogy a matriptdz-1 képes befolyasolni a HA hasitas segitségével a virus sejtbe
jutasat. HON1 madar influenzavirus esetén is bizonyitast nyert, hogy a matriptaz-1 képes

ugyanigy el6segiteni a virus penetraciot (Baron et al., 2013).
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Az influenzavirus HA hasitashoz hasonléan a TTSP csalad szamos tagja, mint a
matriptaz-1 képes a koronavirusok S tiskefehérjéjének hasitasara is, amely feltétele a virus-
sejt fuzio létrejottének. A kozel-keleti Iéguti koronavirus (MERS Co-V; Middle East respiratory
syndrome coronavirus) tuskefehérjéjének hasitasara képes a matriptaz-1 is, bar a hasitas
soran egy eddig még nem karakterizalt 25 kDa meéretl fragment jott 1étre (Whittaker és Millet,
2020).

Az eddigi vizsgalatok alapjan viszont a matriptaz-3 nem képes a HA hasitasara
(Chaipan et al., 2009), a matriptaz-2 pedig nem segiti elé a virus-sejt fuzid létrejéttét a sulyos
akut 1égzdszervi tinetegylttest okozé koronavirus (SARS-CoV-1; severe acute respiratory

syndrome coronavirus) esetében (Bertram et al., 2011).

3.1.1.3.4 A matriptaz-1 szerepe a pulmonaris fibrézis kialakulasaban

Idiopatikus pulmonaris fibrozis (IPF) esetén tudé parenchima pusztuldsa és az
extracellularis matrix lerakddasa lathatd, amely koéros reparald mechanizmusokbol
szarmazik. Noha az IPF-et gyakran a felborult egyensulyu proteazaktivitashoz tarsitjak, a
javitd mechanizmusok még nem teljes mértékben tisztazottak. Az IPF esetén a tudé
szOveteiben megemelkedett matriptaz-1 és PAR-2 expressziot tapasztaltak. A matriptaz-1
mennyisége és aktivitasa is megemelkedett az epitelialis sejteken, makrofagokon,
intersticialis monunuklearis sejteken, és a fibroblasztoknal is (utdébbinal normalis esetben
minimalis az expresszid) (Bardou et al., 2016). A transzformalé ndvekedési faktor alfa
(TGFa), amely az egyik f6 elindité az IPF folyamatainak (Fernandez and Eickelberg, 2012),
hatdsara n6 meg a matriptaz-1 expresszio, amely a PAR-2 receptort aktivalja (Bardou et al.,

,,,,,,

kollagén szintézist (Borensztajn et al., 2010).

3.1.2 A matriptaz-2

A matriptaz-1 enizmmel ellentétben, amely a szervezet minden epitelidlis eredetl
szervébdl kimutathatd, a matriptaz-2 (TMPRSS6) legnagyobb mennyiségben a majban
talalhatd, de egerekben magas szinten detektalhaté a vese, méh, orrnyalkahartya
szdveteiben is. Kis mennyiségben kimutathaté az agy, tidé, sziv, 1ép, izom, bél, timusz és

hasnyalmirigy szervekbdl is (Hooper et al., 2003).

3.1.2.1 A matriptaz-2 szintézise, aktivalasa

A matriptaz-2 szintézisének szabalyozasa részleteiben kevéssé ismert. Az aktiv

matriptaz-2 kb 90 kDa molekulasulyu. A matriptaz-1 enzimhez hasonléan proenzim
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formaban szintetizalédik az endoplazmatikus retikulumban, majd a sejt felszinén,
membranhoz kototten helyezkedik el. Aktivalasahoz szukség van az 576. arginin és 577.
izoleucin kozott egy hasitasra (Hooper et al., 2003), és autoaktivaciéra is képes (Bugge et
al.,, 2009). A matriptaz-2 egylancu zimogénként kerul a sejt felszinére. Korabbi kutatas
alapjan azt hitték, hogy a kétlancu, aktiv forma a membranrol levalas utan alakul ki (Stirnberg
et al., 2010), de az ujabb kutatasok szerint az autoaktivacio a sejt felszinén torténik, még

mielétt levalna a membranrdl (Jiang et al., 2014).

3.1.2.2 A matriptaz-2 élettani folyamatokban betéltott szerepe

3.1.2.2.1 A matriptaz-2 szerepe a vashaztartasban

A vas létfontossagu a mikrobaknak és magasabbrend(i szervezeteknek egyarant,
ugyanis alkotéja a hemnek és szamos redox enzimnek. A vas homeosztazisa, igy a
felszivodasa, szallitasa, raktarozasa és felszabadulasa is szigoru szabalyozas alatt all. Erre
azért is van szikség, mert a vas ionos formaja reverzibilisen képes oxidalodni és
redukalddni, igy konnyen részt vehet reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzésében is
(Swaminathan et al., 2007). A vérszérum vas szarmazhat a vas beélbél val6 felszivodasabadl,
az ujrafelhasznalt vas pedig a makrofagokbdl torténé kiszabadulasbadl. A folyamatok egyik f6
szabalyozdja a hepcidin (Nicolas et al., 2001; Nicolas et al., 2002a; Nemeth et al., 2004).
Transzgenikus egereknél, ahol hepcidin tultermel6dés volt talalhato, a megsziletett egerek
par o6ran belll elpusztultak. A bdéruk sapadt volt, a test vaskoncentracioja nagyon
alacsonynak mutatkozott, €s mikrociter, hipokrom anémia volt diagnosztizalhaté (Nicolas et
al., 2002a). Ezzel ellentétben transzgenikus hepcidin hianyos egereknél a szervezet
vastultelitettsége, hemokromatézis volt lathaté (Nicolas et al., 2001). A hepcidin
transzkripciojat tobb tényezd befolyasolja. Indukalja a szévetek vas tultelitettsége, gyulladas,
féleg az IL-6 citokin (Nemeth et al., 2003; Nemeth et al., 2004; Du et al., 2008), illetve a
csont morfogenikus fehérje (BMP) BMP-2, BMP-4, BMP-9, SMAD-1 fehérje (Du et al., 2008).
Viszont gatolja a vashiany, anémia, és hipoxia (Nicolas et al., 2002b; Nemeth et al., 2004).
Szamos kutatas alapjan a hepcidin transzkripciéjanak egyik f6 szabalyozdja a matriptaz-2
(Du et al., 2008; Folgueras et al., 2008, Silvestri et al., 2008).

Alacsony transzferrin szaturacié esetén, ha a szervezet vasraktarai kimerilnek, a
hepcidin mRNS szint gyorsan csdkken, viszont a matriptaz-2 vagy a hemojuvelin (HJV)
MRNS mennyiségében nincs valtozas, de a matriptaz-2 fehérje koncentraciéja né (Zhang et
al.,, 2011). Sem akut, sem kronikus vashiany nem befolyasolja a matriptdz-2 mRNS
mennyiségét. Az eredmények azt sugalljak, hogy az matriptaz-2 szabalyozasa a fehérjék
lebomlasanak szintjén torténik, nem pedig a transzkripcioés vagy transzlaciés folyamatokban,

és hogy a matriptaz-2 citoplazmatikus doménje sziikséges annak szabalyozasahoz. Tehat a
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matriptaz-2 citoplazmatikus doménje intracellularis vasérzékeléként is mikodik, és gatolja
annak lebomlasat vashiany esetén (Zhao et al., 2015).

Masrészt vizsgaltdk a matriptaz-2 extracellularis doménjét is a vasanyagcserében.
mutans) (Du et al., 2008), illetve matriptaz-2 kédoldé génhianyos (TMPRSS67") egereknél
(Folgueras et al., 2008) is abnormalis sz6rndvekedést, vashianyos anémiat és extrém magas
hepcidinszintet taldltak (Du et al, 2008, Folgueras et al, 2008). Human vasrezisztens
vashianyos anémia (IRIDA) esetén a TMPRSS6 kodold gén mutacidja soran séril a szerin-
protedz domén, a pacienseknél mért magas hepcidinszint miatt hipokrém, mikrociter anémia
alakul ki nagyon alacsony voros vérsejt mennyiséggel, alacsony transzferrin telitettséggel,
nem megfelelé vasfelszivodassal (Finberg et al., 2008). A matriptaz-2 expressziojat a vas
negativan szabalyozza, nem mRNS transzlacié és nem transzkripcié szintjén (Zhang et al.,
2011). A matriptaz-2 ugyanis képes gatolni a hepcidin transzkripcidojat a membranhoz kotott
HJV hasitasaval (Silvestri et al, 2008) (5. abra). A hasitas igényel még egy neogenin nevi
membranfehérjét, amely harmas komplexet képez a matriptaz-2-vel és HJV-nel a
plazmamembranon. A komplex megkoénnyiti a HJV hasitasat és a szolubilis HJV
felszabadulasat (Enns et al., 2012). A membranhoz kététt HJV a hepcidin transzkripcio egyik
f6 szabalyozoja, ugyanis a koreceptora a BMP-6 fehérjének. Hozza kétédve képes indukalni
a BMP/SMAD (SMAD1/4) jelatviteli uton at a hepcidin (Hamp gén) transzkripciojat (Babitt et
al., 2006; Wang et al., 2005; Xia et al., 2008). Ugyanis a szolubilis, hasitott BMP is kétédik a
receptorhoz, de nem képes aktivalni a receptort, igy kompetitiv antagonistaként gatolja a
hepcidin termel6dését (Lin et al., 2005), ndvelve a vas felszivédasat. A hepcidin, amely
nagyrészt a majban termel6dé peptid hormon (Park et al., 2001), a vérarammal eljutva képes
a ferroportin membran vasexporter fehériéhez koétédni, annak sejtbeli felvételét és
lebomlasat elbidézni. Mivel a ferroportin az egyetlen ismert vasexporter fehérje, lebomlasa
megakadalyozza a vas felszivodasat a vékonybélbdl, illetve a vas felszabadulasat pl. a

makrofagokbdl, igy a szérum vaskoncentracidja csokkenni fog (Nemeth et al, 2004).
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5. abra: A matriptaz-2 szerepe a vasanyagcsere szabalyozasaban. (1) Ferroportin

receptor a bélhamsejtek bazalis oldalan és a |ép makrofagokon. A vas igy jut be a

taplalékbodl az emésztérendszeren at, vagy a |ép vasraktaraibdl. (2) A hepcidin a

ferroportinhoz két6dve annak felvételét és lebomlasat idézi el6, igy a vas nem tud
kijutni az enterocitakbél/makrofagokbdl. (3) A membranhoz kététt HJV a BMP
receptorhoz kétédve a BMP-SMAD jelatviteli uton indukalja a hepcidin (Hamp)

transzkripciojat. A matriptaz-2 a HJV hasitasan at képes gatolni a hepcidin

expressziot, igy tamogatva a vas felszabadulasat. (A kép forrasa: Szabo and Bugge,

2011.)

Ujabb kutatasok szerint nem csak a HJV az egyetlen faktor, amely hasitasa

szukséges a hepcidin termel6dés gatldsahoz (Wahedi et al., 2017). A HJV-n kivll a

hemokromatdzis protein (HFE), transzferrin receptor-2 (TfR2) mutacidja vagy hianya, illetve

a neogenin hianya is csokkent hepcidin expresszidhoz és hemokromatézishoz vezet
(Schmidt et al., 2008; Gao et al., 2009; Lee et al., 2010). A TfR2 képes a vassal telitett

transzferrinhez (holo-transzferrin) kétédni, igy a vér vasellatottsagarodl informaciét szerezni. A

TfR2, HFE és HVJ a membranon komplexet alkotva képesek a hepcidin transzkripciot

elinditani ugyanugy a BMP-SMAD jelatviteli uton (D'Alessio et al., 2012). A matriptaz-2 képes
hasitani szamos BMP1 (ALK2, ALK3) és BMP2 tipusu (ActRIIA, Bmpr2) receptort, és HFE,

TfR2 receptort is, viszont a BMP6-ot nem. Ha a TfR2 holo-transzferrinhez kétédik, azaz a

szervezet vastelitettsége megfeleld, akkor a matriptdz-2 nem hasitja azt, hagyja a hepcidin
transzkripciojat (Wahedi et al., 2017).
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3.1.2.3 A matriptaz-2 patologias folyamatokban betéltédtt szerepe

3.1.2.3.1 A matriptaz-2, az elhizas és kettes tipusu diabétesz kapcsolata

Tdbb kutatas iranyul a vas szerepére az elhizasban, a kettes tipusu diabéteszben
gyakorolt hatasara. A szervezetben talalhaté vas hatassal van az adipocitak leptin
termelésére. Az adipocitak ndvekvd vastelitettsége gatolja a leptin termelédését, igy a
szervezet vastelitettsége kozvetlenll befolyasolja a takarmanyfelvételt, az étvagyat (Gao et
al., 2015). Ugyanis a leptin fontos szerepet jatszik a zsiranyagcsere szabalyozasaban: minél
kevesebb a leptin, annal nagyobb az étvagy. Tovabbi kutatdsok szerint a megemelkedett
szervezetbeli vaskoncentracid hozzajarulhat a kettes tipusu diabétesz kialakulasahoz.
Hepcidin szintézisre a majsejten kivil az adipocitak is képesek (Bekri et al., 2006). A
hepcidin szintézis zavara, melyet a HFE vagy HJV hiany okoz, gyakran tarsult a
pacienseknél diabétesszel vagy inzulin intoleranciaval (Dymock et al., 1972; Papanikolaou et
al., 2004). Viszont a diabétesz nem képes hatni sem a maj, sem a zsirszovetek hepcidin
szintézisére (Bekri et al., 2006). Magas vasbevitell diéta esetén egereknél nétt a szervezet
vastelitettsége, magasabb hepcidinmennyiséget mértek. Az éhgyomri vércukorszint, a vér
triglicerid-mennyisége is emelkedett. A  zsigeri zsirmennyiség csokkent, a
vasfelhalmozédassal 06sszefliggésben. A zsigeri zsirszovet génexpresszids elemzése
kimutatta, hogy a vasban dusitott takarmany aktivalta a vasra reagald géneket és az
adipokineket, amelyek az inzulinrezisztenciat tamogattak (Dongiovanni et al., 2013).
Hemokromatézis egér modellen a hasnyalmirigyben is vasfelesleg lépett fel, ami miatt nétt
az oxidativ stressz a pankreasz béta-sejtjeiben és és csdkkent az inzulinszekrécio, ami a
béta-sejtek apoptézisahoz és a glikoz-indukalt inzulinszekrécié deszenzitizacidjahoz
vezetett (Cooksey et al., 2004).

TMPRSS6™ egerek magas zsirtartalmud diéta mellett sem mutattak elhizast, a testzsir
mennyiséguk jelentdsen csokkent. A vérplazma inzulin mennyisége csokkent, de fokozodott
a sejtek glikdztolerancigja és inzulinérzékenysége. Szamos majbeli glikoneogenetikus és
glikolitikus gén expresszidja megndvekedett. Osszességében a vércukorszint nem csokkent
a vad tipushoz képest. Védettebbek voltak majelzsirosodassal szemben is, pedig nétt a
lipolizis mértéke. Vasinjekcid hatasara atmenetileg nétt az inzuinrezisztenia, de nem érte el a
vad tipus szintjét. Gatolva a HJV kapcsolt hepcidin expressziét a TMPRSS6-/- egerek
elhizast mutattak. Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a matriptaz-2
hiany, és az emiatt kialakult magas hepcidin és kovetkezményes alacsony vasmennyiség
megvéd az étrend altal okozott elhizastol és az ehhez kapcsolodd glikozintolerancia és

inzulinrezisztencia kialakulasatél. (Folgueras et al., 2018).
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3.1.2.3.2 A matriptaz-2 szerepe a tumorok fejlédéseben

Szamos TTSP képes az extracellularis matrix bontasara, és igy részt vesz a tumor
metasztazis képzésében. Ezen felll tébb kutatas is foglalkozik a vas tumornévekedésben
betdltott szerepével. Daganatos esetekben a vas homeosztazis felborul: minél agresszivebb
novekedésli volt az adott human emlédaganat, annal kevesebb ferroportin csatornat és
magasabb hepcidin expressziot tapasztaltak. Viszont a magas ferroportin- és alacsony
hepcidin-gén expressziot olyan mellrakos betegeknél talaltak, akiknék a 10 éves tulélés 90%
feletti (Pinnix et al., 2010).

Ezek utan a matriptaz-2 enzimet is vizsgaltak, milyen funkciét tolthet be az egyes
tumorok nodvekedésében, invazidjaban. Human maj és emlbdaganatos sejtvonalaknal
matriptaz-2 expressziot tapasztaltak. Medfigyelték, hogy a nagyon invaziv daganatos
sejtvonalaknal nincs matriptaz-2 expresszié. A matriptdz-2 csokkentette a vizsgalt
eml6daganatos sejtvonalakon a sejtek migracidjat és egérkisérletben visszafogta a belltetett
tidé tumor sejtvonal eredetli tumor ndvekedését is. Human emlédaganatos pacienseknél
ugy tapasztaltak, hogy szoros korrelacié van a prognozis és a matriptaz-2 expresszié kozott,
viszont forditva, mint matriptdz-1 esetén. Ugyanis a magas matriptaz-2 koncentracié esetén
volt jobb a prognézis (Parr et al, 2007). Prosztata daganatos sejtvonalakon a
megndvekedett matriptaz-2 aktivitas csdkkentette a daganatos sejtek tulélését, lassitotta a
sejtmigraciot, a sejtinvaziot, és a tumor ndvekedését is (Sanders et al., 2008). Hasonl6
eredményeket taldltak szajuregi laphamsejtes karcinbmanal: a jobban differencialodott
sejteket tartalmazé karcindmakban magasabb matriptdz-2 expressziot tapasztaltak, mig a
csokkend matriptaz-2 szint egyutt jart a nagyobb tumormeérettel, a nyirokcsomo attéttel, tavoli
attétek megjelenésével, a rosszabb tulélési eséllyel (Cheng et al., 2017). Vizsgaltak az
angiogenezisben betdltott szerepét is. Human vaszkularis endotelialis sejteknél a matriptaz-2
tultermelédés csokkentette a sejtek motilitasat és a tubulusképzédét, igy anti-angiogenikus
tulajdonsagu volt (Webb et al., 2013).

3.1.3 Matriptaz modulatorok

3.1.3.1 Szfingozin-1-foszfat matriptaz aktivator

A S1P, amely egy bioaktiv szfingolipid metabolit, nagy mennyiségben megtalalhaté a
vérplazmaban (Yatomi et al., 1997). Szinte minden sejt képes a szintézisére, ugyanis egy
intracellularis masodlagos hirvivé és transzcellularis mediator molekula az emlds sejtek
esetén (Yatomi et al., 2001). A tovabbiakban azt talaltdk, hogy a vérplazma egy dsszetevéje
képes volt a matriptaz-1 aktivaciora, és ezt a hatast a vizsgalt fajok vérplazmaja mind

kivaltotta (teknds, csirke, kacsa, egér, patkany, nyul, kecske, szarvasmarha, 16, human)
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(Benaud et al., 2001). Kés6bb azonositottak, hogy ez az aktiv komponens a S1P. Fontos
tovabba, hogy hatasat nem G-protein medialta receptorokon, valtja ki, viszont a folyamat
kalciumion (Ca?*) fliggé (Benaud et al., 2002). A S1P hatasara a matriptaz-1 zimogén és
HAI-1 szubcellularisan felhalmozodik az aktivaciés kézpontban a sejtkapcsold strukturaknal
(Lee et al., 2005). A S1P hatast kovet6en az aktivalt matriptaz-1 és HAI-1 megjelenik a sejt
felszinén (Benaud et al., 2002), majd a HAI-1 szinte azonnal gatolja a matriptaz-1 enzim
aktivitasat (Lee et al., 2005). Kisérletesen csokkentett HAI-1 mennyiség a matriptaz-1
spontan aktivalédasat és a matriptaz-1 S1P altali fokozott aktivaciojat okozta (Oberst et al.,
2005). IPEC-J2 sejtvonalon vizsgaltak a S1P hatasat a matriptdz-1 aktivalasara. A
legmagasabb vizsgalt (200 ng/ml) koncentracidban sem befolyasolta a sejtek
életképességét, nem befolyasolta az extracellularis hidrogén-peroxid mennyiségét, viszont
nétt a sejtréteg elektromos ellenallasa és tobb okkludin volt kimutathaté a TJ sejtkapcsold

struktura teruletén (Paszti-Gere et al., 2016b).

3.1.3.2 3-amidinofenilalanin alapvazu matriptazinhibitorok

3.1.3.2.1 3-amidinofenilalanin alapvazu matriptazinhibitorok fejlesztése

A korabban leirtak alapjan a matriptaz-1 és matriptaz-2 gatlasa szamos esetben
felmerilhet, mint célpont példaul daganatterapia, virusellenes szer vagy hemokromatozis
kezelésre is. A proteaz inhibitorok tervezésénél az egyik legnagyobb kihivas a megfeleld
szelektivitdas. Ugyanis a széles spektrumu gatlészerek szamos, elbre nem megjésolhato,
jelatviteli atra is hathatnak. Ezért minél szelektivebb és célmolekulahoz magas affinitéassal
rendelkezd inhibitor l1étrehozasara térekednek a kutatécsoportok, amelyhez elengedhetetlen
a molekula szerkezeti strukturajanak pontos ismerete. A matriptaz-1 és matriptaz-2
katalitikus szerin protedz doménja nagyon hasonlit mas kimotripszin és tripszinszerd szerin
proteazokéhoz, mint pl. trombin, Xa faktor. A szerin proteazok aktiv részén 8 hurok talalhaté
(Page és Cera, 2008). A legnagyobb kulénbség a masodik huroknal lathatd, amely tiz
aminosavval hosszabb, mint a tripszinnél levd 2. hurok, igy nagyobb kitiremkedést
eredményez. Az els6, harmadik és 6tddik hurok kilénb6zé szekvenciakat tartalmaz, amely
igy kissé eltérté konformaciot eredményez. A negyedik, hatodik és nyolcadik hurok nagyon
hasonlé mind a matriptaz-1-ben, mind a tripszinben. A martiptaz-1 aktiv része negativabb
toltéssel rendelkezik (Quimbar et al, 2013). Az S1 kétézseb matriptaz-1 (uPA és Vlla faktor)
esetén tartalmaz egy szerint a 190. és egy aszparaginsavat a 189. pozicidban, amelyek
hidrofilebbé és szlikebbé teszik a kdtézsebet mas tripszinszer(i proteazhoz képest, mint a
trombin vagy a Xa faktor (Katz et al., 2001). Ez a rész bazikus aminosavakhoz kétédik, mint
a lizin vagy az arginin, igy sok argininszer( szintetikus inhibitort hasznaltak. Az S2 rész kis

és kdzepes P2-aminosavakhoz illik, mint pl. a szerin, s6t a tobbi tripszinszerli protedzhoz
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képest nagyobb P2-aminosavakat tartalmazé szubsztratokat is hatékonyan hasit, mint a
fenilalanin a pro-uPA és leucin a pro-HGF molekuldkban. S3/4 két6helye emlékeztet a Xa
faktor hasonlo kotéhelyére, amely hidrofob rész kotésére képes, de matriptaz-1 esetén ez a
terllet kation kdtésre is alkalmas. Az S2 koétézseb terlletén van egy hurok, amely csak a
matriptaz és trombin esetén taladlhaté meg. A matriptaznal viszont ez a kétézseb nyitottabb, a
hurok a 60. pozicidban jobban el tud mozdulni. (Hammami, 2012). Matriptaz-1 esetén a 60.
hurok 3 aminosavval hosszabb, mint a matriptdz-2 ugyanezen része, de szerkezetileg
nagyon hasonl6 a két katalitikus domén (Sisay et al., 2010).

Szamos inhibitor létezik a matriptaz-1 és matriptaz-2 gatlasara. Az elsé
szintetikus inhibitorok biszbenzamidin szarmazékok voltak, de ezek szamos mas
tripszinszeri proteazt is gatoltak, mint pl. a trombin (Enyedy et al., 2001). Szamos
természetes szarmazéku és szintetizalt szerin-proteaz gatlészer(csoport) is létezik, mint
példaul a novényi eredetil sunflower trypsin inhbibitor-1 (SFTI-1) (1. melléklet), vagy
Momordica cochinchinensis trypsin inhibitor-1l (MCoTI-1l) (1. melléklet), amelybdl elemezve a
matriptaz-1 aktiv részét hatékonyabb, szintetikus ciklikus peptid szarmazékokat is
el6éallitottak (Quimbar et al., 2013). Matriptaz gatlé az in vitro és in vivo kérilmények kézott is
tumorellenes hatasu daganatellenes szerhez kotott aktiv matriptaz-1 specifikus monoklonalis
ellenanyag M69 (Rather and al., 2018), illetve a HGF hasitasat megakadalyozo, matriptaz-1-
HAI-1 komplex kialakulasat indukald 4- [3- (1-adamantil)- 4-hidroxifenil]- 3-klorokinnamiksav
(3-CI-AHPC) (1. melléklet) vegyllet is (Ye et al., 2019). Jelen disszertacié csak a
3-amidinofenilalanin (3-APhA) alapvazu szarmazékokkal foglalkozik. Az egyik elsé ilyen
tipusu inhibitort, a WX-UK1 eredetileg uPA gatléként irtak le, de késébbi kutatasok alapjan
képes volt gatolni a matriptaz-1-t is (Sturzebecher et al, 1999). Kezdetben prébaltak a
matriptazra minél szelektivebb (a fenilalanin bazikus szubsztitunsei altal megjelenitetten)
dibazikus, N-szulfonil-3-APhA szarmazékokat elballitani, amelyek a matriptazra jellemzé
S3/S4 helyen tudnak kapcsolddni, és ezeknek az in vivo kisérletnek a soran 2 inhibitor is
csOkkentette a xenograft egér modellen a prosztatatumor ndvekedését (Steinmetzer et al.,
2006). Annak érdekében, hogy csokkentsék a molekulak erés bazikussagabdl eredd rossz,
sejtbe torténd penetracios képességét, a 3-APhA szarmazékokat bifenil-3-szulfonillal
szubsztitualtak az N-terminalis részén (Steinmetzer et al., 2009), illetve a C-terminalis rész
2-aminoetilpiperidin, erésen bazikus részét cserélték toltés nélkuli semleges analdgokra
(Schweinitz et a.l, 2009). Sajnos ezek a valtoztatdsok csokkentették az inhibitorok
matriptéz-1 szelektivitdsat (Hammami et al.,, 2012). Ezutédn ujabb tipusu analégokat
szintetizaltak, optimalizalva mind az N-, mind C-terminalis részét az inhibitoroknak. Az elsé
széria N-terminalis része terminalis arilgylrit kapott, igy bifenil-3-szulfonil részt tartalmazott,
a C- termindlison pedig két kulonbdz6 amidcsoport beépitését valtogattak. Az arilgylrin

oxigén-tartalmu  szubsztituenseket, klor- vagy fluor-szubsztituenseket tartalmazo
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szarmazékokat is el6allitottak. Ebbdl a sorozatbdl a dibazikus 2-aminoetilpiperidin
szarmazékot tartalmazo inhibitorok sokkal hatékonyabb matriptazgatiok voltak, mint a
monobazisos formaik. Ebben a sorozatban talalhato meg az MI432, MI439, amelyeket
kés6bbi kisérletekben sajat kutatasunkban is hasznaltunk (2. tablazat). A sorozatra jellemz6,
hogy nagyon j6 trombininhibitorok is. Ezt kikiiszObdlendd, a C-terminalis részén egy kevésbé
flexibilis és kevésbé bazikus szubsztituensként, karbamid részt tartalmazé sorozatot allitottak
el6, ugyanis a matriptaz-1 S1 kétézsebe a trombinhoz képest nyitottabb, és a 60. hurok is
jobban el tud mozdulni, mint trombinnal. Hogy megfelel6 maradjon az oldhatosag, és az S3/4
kotéhelyhez is illeszkedjen a molekula, az N-terminalis részen fenilcsoportot épitettek a
molekulaba, az oldhatésag érdekében b-alanilamiddal egyutt. Az 6sszes analég kevésbé
hatékonynak bizonyult, mint az el6z6 csoport tagjai, viszont sokkal szelektivebbé valtak
matriptaz-1-re, mint trombinra, Xa faktorra, vagy matriptaz-2-re (két inhibitor esetén
matriptaz-2 gatlas még lathatd). A harmadik sorozatban az N-terminalis csoportjaban a
fenilcsoport helyett 2,4-dimetoxifenil- vagy diklorfenil-csoportot tartalmazé szarmazékokat is
szintetizaltak, amelyek sokkal hatékonyabb inhibitornak bizonyultak az el6z6 sorozat
tagjaihoz képest. Ebben a sorozatban talalhaté az MI460 inhibitor (2. tablazat), amelyet

késébbi kisérletben hasznaltunk (Hammami et al., 2012, Hammami, 2012).

Ezzel parhuzamosan a matriptaz-2 enzimre is elkezdtek 3-APhA inhibitorokat
szintetizalni. Az eredeti inhibitorok, amelyek késébb tovabbfejlesztésre kertltek 2 amidino-és
2 Kkloér-szubsztitualt benzilamid szarmazékok voltak. Az ebben a cikkben 1 és 3 sorszamu
inhibitor mind a matriptaz-1, mind a matriptdz-2 gatlasaban hatékonynak bizonyult, a 2 és 4
szamu inhibitor pedig teljesen elvesztette a matriptaz-2 inhibitor szerepét (2. melléklet)
(Sisay et al, 2010).
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2. tablazat: A disszertacidban hasznalt 3-APhA inhibitorok szerkezeti képlete és Ki

(disszociacios allandd) értékei. (forras: Hammami et al, 2012; Sisay et al., 2010)

S K ti képlet Kimatriptéz-l Kimatripta’z-z
. zerkezeti képle
Inhibitor (umolll) (umol/)
1w g
MI432 ST T N 0,002 0,11
HN‘)GNHQ
s f\l ;.\H\/J?\N/_\)—
M1439 g o s N 0,001 0,31
[ \ /\
HN}WNHE
P ;J\,S\IH‘?AN/\
MI460 w0 TIGH R, 0,0018 0,18
- o
HN}”NH n=2
L a
MI476 PO p n.a. 0,07

3.1.3.2.2 3-amidinofenilalanin inhibitor csaladdal végzett in vitro kisérletek

A 3-APhA inhibitorokat tesztelték in vitro és in vivo kisérletekben is, mind matriptaz-1
és matriptaz-2 gatlasra is. Sok esetben csak a matriptazokra kifejtett gatldképességét
vizsgaltak, illetve ennek kévetkezményeit, a molekula egyéb bioldgiai folyamatokra kifejtett
hatasait kevésbé. Az in vitro és in vivo kisérletekben hasznalt 3-APhA inhibitorok szerkezeti

képlete és gatldképessége a Mellékletek alfejezetben lathatd (2. melléklet).
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3.1.3.2.2.1 Matriptaz-1 gatlas vizsgalata uPA gatloval és uj, 3-amidinofenilalanin alapvazu
inhibitorokkal

FaDu tud6é karcinoma és HelLa meéhnyak karcinoma sejtvonalakon vizsgaltak az
eredetileg uPA gatlasra kifejlesztett WX-UK1 L-és D enantiomerjét, képes-e gatolni a sejtek
vizsgaltak az inhibitort, amely 1 ug/ml koncentracié felett mar citotoxikusnak bizonyult. HeLa
és FaDu sejteken is csokkentette a migraciot a L-WX-UK-1 2 nap kezelési id6 utan, még a
citotoxikus koncentraciéval torténd kezelés idején (Ertongur et al, 2004).

Tobb in vitro kisérletet is végeztek 3- APhA inhibitorokkal. Kolon (DLD-1) és prosztata
(PC-3) karcindbma sejtvonalon vizsgaltak két 3- APhA-tipusu inhibitort 1, 3 és 10 umol/l
koncentracioban (CJ-697 és CJ-730), 16 6ra inkubacidval. A kisérlet soran mindkét inhibitor
10 pmol/l koncentraciéban alkalmazva szignifikansan csokkentette az extracellularis
matrixban a sejtek szérdodasat (Forbs et al., 2005).

Egy masik kisérletben 6 kiloénb6zé 3-APhA alapvazu inhibitort (CU-697, CU-1737,
CU-988, CU-990, CU-1804, CU-1807, CU-1832) teszteltek human pankreasz
adenokarcinoma sejtvonalakon (AsPC-1, BxPC-3), 16 6ran &t inkubalva a sejteket.
(Steinmetzer 2006-ban megjelent publikaciéjaban CU-697=44, CU-1737=59 sorszamu
inhibitoraval, Forbs et al., 2005 cikkében pedig CJ-697=CU-697). 1 uymol/l koncentraciéban
hasznalva az 6sszes inhibitor szignifikansan csokkentette az uPA aktivitdst a matriptaz
gatlason keresztil, ugyanis az inhibitorok dnmagukban nem voltak képesek gatolni a tisztitott
rekombinans uPA enzimet (1 ymol/l), csak a matriptaz-1 enzim gatlasa altal. Az alkalmazott
1 umol/l koncentraciéban egyik inhibitor sem volt citotoxikus. Tovabba, a CU-1804 és a
CU-1807 10 pmol/l koncentraciéban AsPC-1 sejtvonalon csokkentette a sejtmigraciot, és
ezek az inhibitorok sem bizonyultak citotoxikusnak (Uhland et al., 2009).

Csirke embrionalis vesehamsejt-tenyészeten és Madin-Darby kutya veseham-
sejtvonalon (MDCKIIl) a H9N1 influenzavirus sejtbe jutasat, igy replikaciojat is sikerult
csokkenteni két inhibitor, a MI021 és MI462 48 6ran at tarté 50 umol/l koncentracidban
tortén6 adagolasa esetén (Baron et al., 2013).

Kutatocsoportunk nem daganatos, Ujszulott sertés jejunalis IPEC-J2 sejtvonalon
vizsgalt egy szerin-proteaz gatlot, az AEBSF-et és tobb, 3-APhA alapvazu inhibitort: MI1432,
MI453, MI460, MI463, MI469. A sejteket AEBSF inhibitorral 25 pmol/l koncentracidoban
3 napig kezelték, mig a 3-APhA inhibitorokkal 24 6raig. AEBSF esetén csak TER mérés
tortént, itt a kontrollhoz képest szignifikans csdkkenés volt lathaté. Az inhibitorok esetén TER
mérésre 0,5; 1; 4; 24 o6ra utan kerllt sor, és csak az MI432 és MI460 esetén volt
tapasztalhaté szignifikans csdkkenés. Ezzel parhuzamosan csak ennél a két inhibitornal volt

tapasztalthatd, hogy jelentés mértékben megndvekedett a 4 kDa témegl fluoreszcens
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izotiocinalattal jelolt dextran (FD4) paracellularis atjutasa. Mindkét mérésnél az MI432 és
MI460 csOkkentette az enzim aktivitasat. A kisérlet alapjan elmondhatd, hogy MI432 és
MI460 inhibitor képes volt a matriptaz gatlasan keresztlil a bélhamréteg-integritasat
csokkenteni (Paszti-Gere et al., 2016a).

IPEC-J2 sejtvonalon vizsgaltdk tovabba az MI432 hatasat 10, 25, 50 pmol/l
koncentracioban 2, 24 és 48 6ra inkubaciot kovetéen. Nem okozott szignifikans valtozast a
sejtek életképessegeben az 50 umol/l kezelési koncentraciéo sem, a 48 éra kezelési id6 alatt.
Western blot moddszerrel vizsgalva az inhibitorok nem voltak hatdssal a matriptaz
expressziéra. A sejtek a kisérlet kbzben differencialodtak. 2, 24 éra inkubaciét kdvetéen csak
50 umol/l koncentracio esetén tapasztaltak szignifikdns TER csokkenés, ezzel szemben
48 orat kovetéen mar minden alkalmazott kezelési koncentracié esetében jelentés TER
csokkenés volt mérhet6. A differencialdodod sejtek kontrolljanal immunfluoreszcens festékkel
vizsgalva, az okkludin egyre nagyobb mennyiségben jelent meg a sejtmembranban, viszont
a kezelés hatasara az a citoplazmaban maradt. Ez a jelenség 48 éras inkubaciot kdvetéen
mar 10 pmol/l koncentracional is megfigyelheté volt. Klaudin-4 esetén nem volt lathato
megoszlasvaltozas az inhibitorok hatasara. 2 6ras kezelés utan az intracellularis ROS
szignifikans csokkenése volt tapasztalhaté minden koncentracional, amellyel parhuzamosan
az extracellularis H;O., emelkedését detektaltak, amely csak 50 pmol/l esetén volt
szignifikansnak tekinthet6. Az intracellularis ROS értékeknél 24 és 48 orat kovetben
szignifikdns emelkedés volt megfigyelheté 50 pymol/l kezelési koncentracié esetén, mig az
extracelluldris mérésnél nem adodott szignifikdns kilonbség. Mindezek alapjan
valészinlsithetd, hogy a matriptdz-1 kulcsszerepet tolt be a bélhamréteg barrier
integritasaban. Tovabba, az MI432 atmenetileg befolyasolta a ROS termel6dést, de ez

kiegyenlit6dott a 48 oras kezelési id6 végére (Paszti-Gere et al., 2015b).

3.1.3.2.2.2 Matriptaz-2 gatlas vizsgalata hepatocita modellen

Sertés eredetl primer gyulladasos modellként szolgalé hepatocita — Kupffer-sejt ko-
kulturan (1:2 és 1:6 Kupffer-sejt — hepatocita aranyban), vizsgaltak négy 3-APhA alapvazu
inhibitort: MI432, MI441, MI460, MI461, hogy gyulladasos esetben mennyire hatékonyak a
matriptaz-2 gatldsaban. Az inhibitorokat 50 pmol/l koncentracidoban alkalmaztak 2 (H20:
mérés, IL-8 és hepcidin ELISA mérés) és 24 6ra (MTS sejtéletképesség teszt) inkubacios
idével. A sejtéletképességet az inhibitorok nem befolyasoltak. A MI441 megemelte az
extracellularis H.O. szintet mindkét ko-kultura esetén, a tobbi inhibitornal nem volt
szignifikans valtozas. Az IL-8 citokin szint a kontroll, nem kezelt tenyészettel 6sszehasonlitva
nem mutatott eltérést a kezelt sejtek esetén egyik ko-kulturanal sem. A hepcidin

expressziora nem volt hatassal egyik ko-kulturanal sem az MI432, MI461. A Mi441
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kezelésnek kitett sejteknél a hepcidinszint csOkkenése, a MI460 kezelésnél pedig a
hepcidinszint névekedése volt lathatd (Pomothy et al., 2016).

Ugyanezt a négy inhibitort hasznaltak 50 pymol/l koncentraciéban majsejt mono- és
1:6 Kupffer sejt — hepatocita ko-kulturan, hidrogél bazisu matrixkozegben is. 24 ora
inkubaciét kdvetdéen a kétdimenzids és hidrogél alapu hepatocita mono-kulturaknal a Mi432,
MI441 és MI461 esetén nétt a hepcidin mennyisége a sejtfeliluszokban, mig ko-kultura
esetén nem tapasztaltak valtozast. A kisérlet tovabbi részében csak az MI461 inhibitorral
foglalkoztak, mivel kisebb koncentraciéban (30 pmol/l) csak ez az inhibitor névelte a hepcidin
koncentraciojat. Az MI461 50 pmol/l koncentracidban nem befolyasolta az extracellularis
H.O,, IL-6, IL-8 mennyiséget, sem mono-, sem ko-kulturan, kétdimenzios és hidrogél

rendszerben vizsgalva (Paszti- Gere et al., 2020).

3.1.3.2.2.3 TMPRSS2 gatlas vizsgalata influenzavirus fert6zés esetén

Calu-3 human bronchialis epitelialis sejteket inkubaltak HI1N1 és H3N2
influenzavirusokkal 72 6raig. Ezt megel6zéen a TMPRSS2 aktiv részét vizsgaltak mar a
kulonféle inhibitorokkal torténd kezelés esetében, hogy a korabban masra fejlesztett
molekulak, mennyire hatékonyak. (A publikaciéban 92. szamu inhibitor ugyanaz, amelyre
MI432 alatt hivatkozunk, mig a 111. sorszamu pedig a MI460) El6szor a sejtéletképességet
vizsgaltdk a leghatékonyabbnak tiné 92, 93, 113 és 114 sorszamu inhibitorokkal 10 és
50 uymol/l koncentracioban 48 6raig. A 10 umol/l koncentracidéban térténé kezelés soran, s
kimutattak, hogy egyik inhibitor sem volt toxikus, de a 93 és 113 sorszamu inhibitor 20 %-kal
csokkentette a sejtek életképességét. igy a leghatékonyabbnak és nem citotoxikusnak
bizonyult 92 szamu inhibitorral (MI432) folytattak a kisérletet. A nyert eredmények szerint a
92 inhibitor képes volt a virusaktivaciot, és igy a sejtbejutast a TMPRSS2 gatlasan keresztul

megakadalyozni (Meyer et al., 2013).

3.1.3.2.3 3-amidinofenilalanin inhibitor csaladdal végzett in vivo kisérletek

In vivo kutatasok soran egerekbe lUltettek kulénbdz6 daganatos sejtvonalakbdl
szarmazo sejteket. Sikerult két inhibitort eléallitani (8 és 59 szadmu inhibitor), amelyek
egerekbe Ultetett PC-3 prosztata karcindma sejtvonal modellben gatoltdk a tumor
novekedését és a tumorsejtek szérodasat. Az inhibitorokat 5 mg/kg dozisban 4 héten at
kaptak az allatok intraperitonedlisan. A tumor nOvekedését és a hasuregi attéteket is
csOkkentette a két inhibitor: a tumor ndvekedését 17 és 40 %-kal csOkkentette a kontrollhoz
képest, tovabba, a kontrollcsoportban kb. 30 %-ban fordultak el6 attétek a mellkasban, mig

az inhibitorokkal kezelt egyedeknél csak 14 és 20 %-ban. Végul, hasuregi attétek a kontroll
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egerek 50 %-nal voltak tapasztalhatdéak, mig az inhibitorral kezelt egerek esetén nem voltak
hasUregi attétek (Steinmetzer et al, 2006).

Egy masik kutatas soran AsPC-1 human pankreasz adenokarcinoma sejteket ultettek
egerekbe. In vivo vizsgaltak a matriptaz aktivitasat intravénasan befecskendezett tumor és
matriptaz specifikus jelOlt antitest és matriptaz specifikus jelolt szubsztrat segitségével. A
tumor és a képzddb attétek esetén is proteolitikusan aktiv matriptazt talaltak.
Intraperitonealisan (5 mg/kg dézisban) a mérés el6tt 24 oraval adott CU-1737 (Steinmetzer
et al, 2006 cikkben: 59. inhibitor), CU-1275 (mas cikkben: WX-UK-1) és CU-1803 inhibitorok
gatoltak a matriptaz aktivitadsat (Napp et al., 2010).

Vizsgaltak egy 3-APhA alapvazu inhibitor hatékonysagat oszteoartritisz esetén is.
Oszteoartritiszt indukaltak egereknél, majd az izlletbe jutattak az 59. sorszamu (Steinmetzer
et al., 2006) inhibitort. Az inhibitor csdkkentette az aggrekan veszteséget és a porckarosodas

mértékét is, a hatas nem volt dozisfuggé (Wilkinson et al., 2017).
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4 Célkitizeés

Kutatasunk soran tdébb iranyba szerettik volna béviteni a matriptaz-1 és matriptaz-2
aktivalasarél és gatloszereir6l rendelkezésre allé ismereteinket, igy a kilénb6zé
kisérleteinknél eltérd célkitliizéseink voltak.

Az elsé vizsgalat soran a korabban matriptaz-1 aktivatornak leirt S1P-t vizsgaltuk. A
szakirodalomban megtalalhaté kisérletek eddig csak a matriptaz-1 aktivalasban betdltétt
szerepét vizsgaltak, matriptaz-2 aktivalast nem. Célunk az volt, hogy kideritsik, a S1P
képes-e hatni a majsejtek hepcidintermelésére, és igy hepcidinkoncentracio-csdokkenést
generalni feltételezhetéen a matriptaz-2 enzim serkentése révén. A vizsgalat fontos részét
képezte, hogy az altalunk valasztott S1P koncentraciok befolyasoljak-e a sejtek
életképességét, kivaltanak-e oxidativ stresszvalaszt. Kisérleteinkhez patkany primer majsejt
mono-kulturat valasztottunk, hogy minél jobban tudjuk modellezni a fiziolégias in vivo
korulményeket.

A masodik vizsgalatnal két, mar tobb in vitro kisérletben matriptaz-1, matriptaz-2 és
TMPRSS2 gatlasra is tesztelt inhibitort hasznaltunk. Mivel az MI432 és MI460 inhibitort eddig
eml6s sejtvonalakon és primer sejtkultirakon vizsgaltak, kutatasunkat madar, jelen esetben
csirke primer hepatikus sejtmodellekre terveztiik. Mivel ezek a vegyiletek a szakirodalom
alapjan a késébbiekben felmerilhetnek, mint gydgyszerjelolt vegylletek, ezért a
kisérletinkben az esetleges gyulladasos, ill. oxidativ stresszvalasz kivaltasaban betoltott
szerepét vizsgaltuk majmodellen. Kulon teszteltik egészséges majat modellez6 hepatocita
mono-kultiran és enyhébb gyulladast modellez6 NP sejt — hepatocita ko-kulturan is.
Kutatasunk soran a kilénb6zé gyulladasos markereket és oxidativ stresszmarkereket, a sejt
oxidativ védekezbrendszerének részeit vizsgaltuk, ugymint az extracellularis hidrogén-
peroxid mennyiséget, IL-6 és IL-8 gyulladasos citokineket, és egy lipidperoxidaciés markert,
a malondialdehidet. Teszteltik a sejtek glutation-peroxidaz aktivitasat is, amellyel jol
vizsgalhato a sejtek peroxidok elleni védekez6képessége.

A harmadik vizsgalatban korabban sejttenyészetekben még nem alkalmazott
matriptaz-1 inhibitorok vizsgalatat mar jol mikdéd6é modellrendszerben, sertés vékonybél
eredetll IPEC-J2 sejtvonalon végeztik. Céljaink kdzott szerepelt annak felderitése, hogy az
altalunk tesztelt inhibitorok hogyan befolyasoljak a sejtek életképességét, csokkentik-e a
sejtréteg integritasat a matriptaz-1 gatlason keresztul, okoznak-e oxidativ stresszvalaszt a
bélhamsejteknél.

A meghatarozott gatlé vagy aktivalé molekula hatasanak vizsgalatan felll célunk volt
tovabba, hogy olyan in vitro, faj- és szervspecifikus modellrendszereket alakitsunk ki,
amelyek majd alkalmasak lesznek a kulonféle aktivald és gatloszerek hatasainak

Osszevetésére a jovében.
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5 Anyag és modszer

Az alkalmazott sejtkulturakat, médszereket vizsgalatonként csoportositottuk. A kisérleti

elrendezést a 3. tabazat mutatja be.

3. tablazat: Az elvégzett vizsgalatok dsszefoglalo tablazata

1. vizsgalat

2. vizsgalat

3. vizsgalat

Sejtkultara

patkany primer
majsejt mono-

csirke primer
hepatikus mono-

IPEC-J2 sertés
bélhamsejtvonal

kultdra kultura és ko-
kultdra
M1432
1) MI1439
umolll) (10, 25, 50 pmol/l)
24 h 4 h 24 h
Inkubacioés (kezelési) idd
48 h 24 h
72 h
CCK-8
Amplex Red MTS
MTS (24, 72 h) .
IL-6 ELISA Amplex Red
Vizsgalatok, mérések Amplex Red IL-8 ELISA
TER
Hepcidin ELISA £
MDA mérés (+IF: WGA)
GPx aktivitas
mérés
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5.1 1. vizsgalat: matriptaz aktivator vizsgalata patkany primer hepatocita
mono-kulturan

5.1.1 Patkany primer hepatocita mono-kultura létrehozasa és fenntartasa

A patkany primer majsejteket kereskedelmi forgalombdl szereztik be (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA). A kriofagyasztott hepatocitakat a gyarté altal megadott
protokoll szerint felmelegitettik 37 °C-ra 2 percen belil, majd a sejtszuszpenziét Hepatocyta
Thaw Mediumba helyeztik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). A sejteket 100 g
centrifugalasi erével 10 perc alatt centrifugaltuk, a fellliszé elontése utan a sejtek
reszuszpendalasra keriltek Williams’ E Mediumba. A majsejtek fenntartasahoz Williams’ E
Mediumot hasznaltunk, 1% penicillin-sztreptomicin, 2 mmol/l glutamin, 5 pg/ml transzferrin,
5 ng/ml szelén, 4 pg/l dexametazon, 20 U/l inzulin, és 0,22% bikarbonat kiegészitéssel (a
kézeg és a hozzavaldk is Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). Az elsé hat 6raban
5 % fotalis borju szérum (FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) kiegészitést is
kapott a sejttenyészet. A majsejteket 6 lyuku Costar TC membraninzerten (pérusméret:
0,4 um, fellilet: 4,62 cm?), illetve 96 lyuki mikroplate lemezen vizsgaltuk (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag). A sejtkilltetést 0,9-1,1x10°8 sejt/ml koncentracioban végeztik. A
sejtek életképességét tripankék festéssel ellendriztik, mely 90 % feletti volt minden esetben.
A majsejteket 37 °C-on, 5 % CO; jelenlétében tartottuk fent.

5.1.2 Sejtek kezelése és mintavételezése

A kisérlet soran egy természetes matriptaz-1 aktivatort, S1P-t vizsgaltuk, képes-e
aktivalni a matriptaz-2 enzimet is. Vizsgaltuk, hogyan hat a S1P a patkany primer majsejtek
életképességére (MTS), az extracellularis hidrogén-peroxid termelésre (Amplex Red
Hydrogen Peroxidase Assay Kit), illetve a hepcidinszintre (szendvics ELISA). A sejtek
életképességének nyomon kdvetéséhez a sejteket 96-0s tenyészté lemezre,
mintagy(jtéshez 6 Ilyuku inzertre (Ultettik 3 parhuzamos kezelésnek megfelel
mennyiségben, a kezelés a sejtek lerakasa utan 6 6raval kezdddott. A por halmazallapotu
S1P-t (Bio-Techne, Minneapolis, Minnesota, USA) 4 mg/ml BSA-t tartalmazé foszfattal
pufferelt séoldatban (PBS) oldottuk, igy 0,5 mg/ml koncentracidju térzsoldatot allitottunk eld.
A kezel6oldatokat kozvetlenll a kisérlet el6tt készitettuk el, a primer patkany majsejteknek
megfeleld tapfolyadékkal higitva a torzsoldatot. A S1P szerkezeti képlete a 6. abran lathato.
72 6ran at 50, 200, 1000 ng/ml koncentracioban adagoltuk a S1P-et a mono-kultura apikalis
térrészéhez, az apikalis felliluszébdl 24, 48 és 72 6ra inkubaciét kdvetéen mintavétel tortént.

Eletképesség vizsgalatot 24 és 72 éra elteltével végeztiink (3. tablazat).
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6. abra: Szfingozin-1-foszfat szerkezeti képlete.

5.1.3 Laboratoriumi mérések

5.1.3.1 Segjtéletképesség és metabolikus aktivitas mérése

A sejtek életképességének, illetve metabolikus aktivitasanak méréséhez a sejteket 96
lyuku sejttenyészté lemezre Ultettik. A kezel6oldat eltavolitasa utan 3x PBS-ben mostuk a
sejteket, majd 100 pl tapfolyadékhoz 20 ul CellTiter96 vizes oldatot (Promega, Bioscience,
Magyarorszag) mértink a  sejtekre. A reagens  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboximetoxifenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazoéliumot (MTS) és fenazin-etoszulfatot
tartalmazott. A barna szinreakciét a formazanna atalakulé MTS (sarga) adja. Az
atalakitashoz metabolikusan aktiv sejtre, pontosabban mikédé NAD+ /NADP+ rendszerre
van szukség, a keletkezd formazan mennyisége aranyos az él6 sejtek szamaval. A festékkel
egyutt egy 6ran at inkubaltuk a sejteket 37 °C-on, 5 % CO; jelenlétében. A sejtek altal
atalakitott formazan abszorbanciajat 490 nm hullamhosszon mértiik EZ Read Biochrom 400

microplate olvasdval (Biochrom Ltd, UK).

5.1.3.2 Hidrogén-peroxid koncentracio meghatarozasa

Mindharom kisérletben az extracellularis H.O> meghatarozasa Amplex Red Hydrogen
Peroxidase Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segitségével tortént. A
mérés soran az Amplex Red reagens (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin) 1:1 aranyban,
sztéchiomerikusan reagal a H.O.-dal tormaperoxidaz jelenlétében, mikdézben kialakul a
fluoreszcens rezorufin, amelyet fluoriméterrel detektalhatunk. Az igy kapott szinintenzitas
tehat aranyos a feluluszoban taldlhatdo H.O2> mennyiséggel. A gyarté altal megadott médon
el6készitettik az Amplex Red munkaoldatot (50 pl-t kimértink a DMSO-ban feloldott
10 mmol/l Amplex Red toérzsoldatbol, valamint 100 ul-t a 10 U/ml koncentracioju
tormaperoxidaz oldatbdl, és mindezt 4,85 ml 1x reakcié pufferhez adtuk), majd ebbdl 50 pl-t
50 ul mintahoz pipettaztunk. 30 perces szobahdmérsékletii inkubaciot kdvetdéen, a mintakat
560 nm hulldmhosszu excitaciét kdvetdéen 590 nm emisszidés hulldamhosszon detektaltuk
Victor X2 2030 fluoriméterrel (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).
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5.1.3.3 Hepcidinkoncentraciéo meghatarozasa

A hepatocitak fellluszéjabol 24, 48, 72 6rat kdvetben vettlink mintat és vizsgaltuk a
S1P hatasat a matriptaz-2 aktivalasan at a hepcidin termelésre. A szendvics ELISA médszer
lemez fellletére elére antigénspecifikus antitestet adszorbedl, ehhez képesek koétédni a
mintaban talalhaté antigének. Mivel ez a kapcsoléodas énmagaban nem jar lathaté
valtozassal, ezért a mintaban talalhaté antigének (hepcidin) bekétédése utan, masodlagos
szinreakcioval jard technikaval a jel feler8sitésének céljabdl is tovabbi Iépések szlikségesek.
Jelen esetben biotinnal jeldlt antitest, majd avidinhez konjugalt tormaperoxidaz kertlt a plate
lyukaiba. A tormaperoxidaz H-O; jelenlétében az eredetileg szintelen kromogén szubsztratot
kékké oxidalja. A reakcid a stop oldattal allithatd le, valt sarga szinlre. A szinintenzitas
aranyos a mintaban talalhaté hepcidin mennyiségével, amely ismert koncentracioju standard
sorozattal kiszamolhaté. A patkany hepcidin szendvics ELISA kit-et (Elabscience
Biotechnology, USA) a gyart6 altal megadott leirdas szerint alkalmaztuk. A 96 lyuku plate-et
el6zbleg patkany hepcidinre specifikus antitesttel vontak be. A standard sorozat és a mintak
bemérése, inkubalasa (100 pl, 90 perc, 37 °C), majd eltavolitdsa utan hozzaadtuk a biotinnal
megjeldlt detektald antitest munkaoldatot (100 ul, 60 perc, 37 °C). Ennek eltavolitasat mosas
kovette (3x350 pl), majd bemértik az avidin-tormaperoxidaz konjugatumot tartalmazé
munkaoldatot (100 ul, 30 perc, 37 °C), és Ujabb mosas utan (5x350 pl) a lyukakba
pipettaztuk a szubsztratot tartalmazé reagenst (90 pl, 37 °C, fénytél védve). A megfelel6 kék
szin elérését kdvetéen (maximum 15 perc) a stop oldat hozzaadasa utan a mar sarga minta
abszorbanciajat EZ Read Biochrom 400 microplate olvaséval (Biochrom, Ltd, USA)

detektaltuk 450 nm hulldamhosszon.

5.2 2. vizsgalat: matriptazinhibitorok vizsgalata csirke primer hepatikus mono-
és ko-kulturan

5.2.1 Csirke primer hepatikus mono- és ko-kulturak létrehozasa és fenntartasa
5.2.1.1 Hepatocitak és nem-parenchimalis sejtek izolalasa

A jelen kutatasunkban hasznalt sejtizolalasi technikat, sejtfenntartast a Tanszék
munkatarsai altal korabbi publikacioban leirt mddszerrel megegyezéen végeztik (Mackei et
al.,, 2020a). A sejtizolalashoz, sejtkitltetéshez és fenntartashoz a termékeket Merck KGaA

cégtdl szereztik be (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), a kivételeknél a forgalmazo

feltintetésre kerdlt.
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A majsejtek izolalasahoz 3 hetes Ross-308 brojlercsirkét hasznaltunk (Gallus Ltd;
Devecser, Magyarorszag). Szén-dioxiddal torténé kabitasban a csirkét dekapitaltuk, és a
testireg aszeptikus feltarasat kovet6en kanulaltuk a v. gastropancreaticoduodenalis-t.
Utébbira a maj perfuzidja miatt volt szlkség, az elfolyd agat a sziven at apré bemetszésen
behelyezett livegkanll segitségével alakitottuk ki. Az dsszes perfuziohoz hasznalt puffert
el6z6leg 40 °C-ra melegitettiik, és oxigenizaltuk Carbogennel (95 % O-, 5 % CO), a perfuzié
sebessége 30 ml/perc volt minden puffer esetén. A harom lépcsds perfuzidbhoz elbszér
150 ml etilén glikol-bisz(2-aminoetil éter)-tetraecetsav (EGTA, 0,5 mmol/l koncentracidban)
tartalmu Hanks-féle puffert hasznaltunk 0,035 % NaHCOs-tal kiegészitve, hogy az EGTA a
kalcium és magnézium ionok megkotésével segitse a késBbbiekben a sejtkapcsold
struktarak felszakadasat. Ezt kovette 150 ml EGTA-mentes Hanks-féle pufferrel torténd
mosas, majd végezetil az intersticium emésztése 100 ml Hanks-féle pufferben oldott
100 mg IV. tipusu kollagenazzal (Normark, Uetersen, Németorszag) tortént, kiegészitve még
7 mmol/l CaCl;, és 7 mmol/l MgCl,-dal. Az intersticium felbomlasa utan a maj eltavolitasra
kerlt, jégen tartva steril kérilmények kozott folyt a tovabbi feldolgozasa. A burok felvagasa
€s a maj mechanikai apritasa utdan haromréteg(i steril gézen szlrtlk at a primer
sejtszuszpenziét, majd jégen inkubaltuk 2,5 %-os BSA tartalmu Hanks-féle pufferben
45 percig. A BSA segitett megelézni a sejtek széléfurtszerli 6sszetapadasat, amely a
késbbbiekben nehezitené az egyenletes, konfluens kultura kialakitasat.

A hepatocitdk izolasasa soran haromszor 100 g centrifugalasi erével, 3 percig
szukséges centrifugalni a sejtszuszpenziét. A hepatocitakban gazdag Uledéket pedig
korabban 0,22 % NaHCOs;, 50 mg/ml gentamicin, 2 mmol/l glutamin, 4 pg/l dexametazon,
201U/l inzulin és 5 % FBS kiegészitést kapott Williams’ E Mediumban reszuszpendaltuk
minden egyes centrifugalas utan. igy végezetiil kb. 20 ml, tdémény hepatocitat tartaimazé
sejtszuszpenziot kaptunk.

A NP sejtek izolasasa (amely frakcié f6leg makrofagokat, elsésorban Kupffer-sejteket
tartalmaz) a korabban kapott fellluszokbdl toértént. A fellluszok centrifugalasa 350 g
centrifugalasi erével 10 percig zajlott, igy az uledékbe kerilt a kevés maradék hepatocita,
illetve sejttérmelék, vorosvérsejt. Az igy nyert feltluszobol 800 g fordulatszamon 10 percig
centrifugalva az Uledékben megkaptuk a NP sejteket, amelyeket a korabban leirt

kiegészitéseket tartalmazo 5 ml Williams’ E Mediumban reszuszpendaltuk.
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5.2.1.2 Az izolalt sejtek eletképességének vizsgalata, sejtszam meghatarozasa, sejtek
kitiltetése, fenntartasa

A hepatocitak és NP sejtek életképességét is tripankék festéssel vizsgaltuk. A festést
10x higitasban, 200 ul sejtszuszpenziéhoz 800 ul Williams’ E Medium hozzaadasaval, majd
ebbdl 200 pl sejtszuszpenzié és 200 pl tripankék bemérésével készitettik el, Birker-
kamraban fénymikroszkop segitségével zajlott a sejtek vizsgalata, majd a szamlalasa is. A
megfelel6 koncentracio hepatocita mono-kultiranal 10° sejt/ml; ko-kulturanal 8,5 x 10° sejt/ml
és 1,5 x 10° NP sejt/ml volt.

Hepatocita mono-kultira esetén 1,5 ml sejtszuszpenziot pipettaztunk a 6 lyuku,
korabban kollagénnel fellletkezelt lyukakba, illetve 100 pl-t adagoltunk szintén kollagénezett
96 Ilyuku mikroplate-re lyukanként. A hepatocita: Kupffer sejt ko-kulturahoz a kollagénnel
kezelt 6 lyuku plate minden lyukaba 1,5 ml NP sejtszuszpenziét pipettaztunk, majd 30 perc
elteltével a fellluszot eltavolitottuk. Ezt kdvetben pedig 1,5 ml hepatocita szuszpenziot
pipettaztunk minden Iyukba. A 96 Iyuku kollagénezett mikroplate lyukaiba 100 pl
szuszpenziot mértink. A tapfolyadékot a killtetés utan 4 oraval cseréltik, a hepatocita
mono-kultura (7.A abra) és hepatocita- NP sejt ko-kultura (7.B abra) konfluens sejtréteget

alkotott 24 érat kdvetben. A killtetett sejteket steril termosztatban 37 °C hémérsékleten, 5 %

legkdri CO»-koncentracié és kbézel 100% relativ paratartalom mellett tenyésztettik.

7. abra: Giemsa festékkel festett hepatocita mono-kultura (A) és hepatocita- NP sejt ko-
kultura (B) 24 6ra utan (200x nagyitas, bar=100 um). Piros nyillal megjelélve egy NP
sejt lathaté.

5.2.2 Sejtek kezelése és mintavételezése

Korabban leirt matriptaz-1 és -2 inhibitorokat teszteltiink csirke primer hepatocita
mono-kultiran és hepatocita — NP sejt ko-kultiran. A kisérlet soran a vizsgalatok az
inhibitorok esetleges gyulladaskeltd vagy oxidativ stresszkelté hatasainak feltérképezésére

iranyultak. A 3-APhA alapvazu matriptazinhibitorokat Torstein Steinmetzer csoportja
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szintetizalta (Philipps University Marburg, Faculty of Pharmacy, Institute of Pharmaceutical
Chemistry, Marburg, Németorszag), és t6luk kaptuk meg kiprébalasra. A por formaju
inhibitorokat dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk be, 1 mmol/l koncentracioju térzsoldatokat
hozva létre. A kisérletek el6tt kozvetlenll higitottuk a tapoldatban az inhibitorokat. A
kisérletben hasznalt MI432 és MI460 inhibitorok szerkezeti képlete, gatloképessége az
irodalmi attekintésben talalhatd (2. tablazat). A Ki értékek human matriptaz katalitikus
doménen alapuld kisérlet alapjan kerultek megallapitasra (Steinmetzer et al, 2006). Minden
mintavételt 4 és 24 6ra inkubacié utan végeztink el, az inhibitorokat 10, 25 és 50 pmol/l
koncentracioban alkalmaztuk, 3 parhuzamossal (kontroll tenyészeteknél 6 parhuzamossal).
A sejtek metabolikus aktivitdsat Cell Counting Kit-8 (CCK-8) teszttel ellenériztuk. A
fellluszobal IL-6 és IL-8 ELISA, malondialdehid (Lipid Peroxidation MDA Assay Kit) és H,0O-
(Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit) mennyiségi meghatarozasa tértént. A 24 éras
mintavétel utan a sejteket specialis lizalé puffer (M-PER) segitségével lizaltuk. Az
eredmények standizalasa céljabdol a sejtlizatumok 0Osszfehérje-koncentraciéjat Pierce
Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay segitségével mértik. Végezetil a sejtlizatumbdl
glutation-peroxidaz (Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit) aktivitds mérésére
kerilt sor. A CCK-8 vizsgalatot 96 lyuku sejttenyészté lemezen végeztik, mig a mintavétel

6 lyuku sejttenyészté edényekre killtetett tenyészetekbdl tértént (3. tablazat).

5.2.3 Laboratériumi mérések

5.2.3.1 Sejtéletképesseég és metabolikus aktivitas mérése

Csirke primer majsejt mono- és ko-kultura esetén is az inhibitorok sejtéletképességre,
igy a metabolikus aktivitdsara gyakorolt hatasanak vizsgalatat CCK-8 mddszer segitségével
végeztuk. A modszer Iényege hasonlé az MTS festékkel torténd méréshez: a tetrazolium
komponens NAD+ /NADP+ rendszer segitségével képes atalakulni formazanna, amely
festéknek az abszorbanciaja mérhet6, és ez aranyos lesz az él6 sejtek mennyiségével. A
festék a 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-diszulfofenil)-2H-tetrazolium (WST-8).
Az MTS modszerhez képest ez a modszer szenzitivebb. A sejteket itt is 96 lyuku
sejttenyészté edényekre helyeztik, majd 4 és 24 ¢6ras inhibitoros kezelés eltavolitasat
kévetéen 100 pl Williams’ E Medium és 10 ul reagens bemérése kdvetkezett. 2 6ra inkubacié
utan a minta abszorbanciajat 450 nm hullamhosszon detektaltuk Thermo Scientific Multiskan

GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnorszag) segitségével.
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5.2.3.2 IL-6, IL-8 citokinek koncentraciojanak meghatarozasa

A csirke primer majsejt mono-és ko-kultdra felliluszéibdl 4 és 24 6ra utan mintavétel
tortént, amelybdl az IL-6 és IL-8 mennyiségi meghatarozasat fajspecifikus szendvics ELISA
modszerrel végeztik (MyBiosource, San Diego, USA). A munkaoldatokat a gyartd altal
megadottak szerint készitettiik el6. El6zetes mérések alapjan IL-6 esetén a mintak 50x, IL-8
esetén pedig 10x higitasa tértént, hogy megfelelé6 mérési tartomanyba kerlljenek a kapott
értékek.

IL-6 ELISA esetén az IL-6 monoklonalis antitesttel el6re bevont plate-re mértik a
standard sorozatot és a mintakat (100 ul, 90 perc, 37 °C), majd eltavolitasuk utan kétszer
350 pl mosofolyadékkal mostuk. A biotinnal megjelolt IL-6 poliklonalis antitestet tartalmazo
oldatot a lyukakba mértik (100 pl, 60 perc, 37 °C), majd haromszori mosast kovetéen
(350 i) belepipettaztuk az avidin-peroxidaz tartalmu oldatot (100 pl, 30 perc, 37 °C). Mosas
utan (5x350 pl) a 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) szinreagens tartalmu fényérzékeny
reagens kertlt a lyukakba (100 pl, maxiumum 30 perc, 37 °C, fénytdl védve). A kék szin
megjelenését kovetben a stop oldat hozzdadasa utdn a most mar sarga minta
abszorbanciajat 450 nm hullamhosszon olvastuk le Thermo Scientific Multiskan GO 3.2
reader (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnorszag) segitségével.

IL-8 ELISA mérésekor az IL-8 monoklonalis antitesttel bevont lyukakra bemérésre
kerilt a standard sor és a mintak (100 ul, 120 perc, 37 °C), majd a folyadék eltavolitasa utan,
mosas nélkul kerllt bemérésre a bitoninal jeldlt IL-8 poliklonalis antitest (100 pl, 60 perc,
37 °C). Az oldatok eltavolitasa utan 4x 400 uyl mosopufferrel torténé mosast kovetéen a
lyukakba pipettaztuk az avidin-peroxidaz tartalmu oldatot (100 ul, 60 perc, 37 °C). Otszér
ismételt mosas utan a szinreagenst tartalmazd oldatot mértik be a lyukakba (90 ul,
maximum 20 perc, 37 °C), majd a kék szin megjelenése utan hozzaadtunk 50 ul stop oldatot.
A sargara szinez6dott mintakat 450 nm hullamhosszon detektaltuk Thermo Scientific
Multiskan GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnorszag) segitségével. Az

eredmények abrazolasa sejtek 6sszfehérjére valé korrigalas utan tortént.

5.2.3.1 Hidrogén-peroxid koncentracio meghatarozasa

Az extracellularis H,O, meghatarozasa a korabban leirt Amplex Red Hydrogen
Peroxidase Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segitségével tortént.

5.2.3.2 Malondialdehid-koncentracié meghatarozasa

A 24 6ras inhibitoros kezelést kdvetb6en a sejtek felUluszojabdl végeztik el a

lipidperoxidacié egyik végterméke, a malondialdehid (MDA) mennyiségi meghatarozasat,
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amely szintén oxidativ stresszmarkernek tekintheté. A vizsgalatokat a Lipid Peroxidation
(MDA) Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) segitségével végeztik; a gyartd
altal megadott protokollt adaptaltuk a sejtek felUluszojabol szarmazd mintakra. A vizsgalat
soran a mintaban talalhaté MDA reagal tiobarbitursavval (TBA), és jon létre egy
kolorimetriasan és fluorimetriasan is mérhetd, rozsaszin szinl termék. PCR csdvekbe 150 pl
TBA oldatot és 100 pl mintat mértink, majd 60 perc 95 °C-on torténd inkubaciot kdvetben a
csOvekbdl 150 ul-t 96 lyuku sejttenyésztd edényre pipettaztunk. A minta abszorbanciajanak
leolvasasat 532 nm hullamhosszon végeztik Thermo Scientific Multiskan GO 3.2 reader

(Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnorszag) segitsegével.

5.2.3.3 Glutation-peroxidaz aktivitas meghatarozasa sejtlizatumbol

GPx aktivitasmérés csirke primer majsejt mono-és ko-kultura sejtlizatumaibdl tortént a
24 oras inkubaciés idét kovetéen Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit
segitségével (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A mérés egy indirekt, kolorimetrias
meghatarozasi mdodszeren alapul, amely soran a GPx altal katalizalt reakcidban a glutation
oxidalodik. Az oxidalt glutation visszaalakitasa kapcsolt reakcidoban glutation-reduktaz enzim
segitségével zajlik, melynek mikodése redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfatot
(NADPH+H+) igényel. A NADP+H+ 340 nm-en mért abszorbancia csotkkenése (mivel
visszalakul NADP+-da) a GPx aktivitasat jelzi, mivel a GPx a kapcsolt reakciok
sebességkorlatozé tényezdbje. A teszt soran 15 pl sejtlizatumot adtunk 455 pl GPx Assay
Buffer-hez, 25 ul NADPH Assay Reagenshez (1 fiolat 1,25 ml desztillalt vizben oldottunk fel),
majd kozvetlenll a mérés elbtt 5 pul 30 mmol/l koncentraciéju tert-butil hiperoxid oldatot
(Luperox; 10, 75 ul Luperox oldatot higitottunk 6sszesen 2,5 ml-re desztillalt vizzel)
adagoltunk az elegyhez. A kvarcklvettat a méréeszkdzbe helyezve az abszorbanciamérés
10 masodpercenként egy percen at 340 nm hulldmhosszon tortént. A mérési hémérséklet
25 °C volt. A minta GPx aktivitasat a gyartd altal megadott képlet segitségével szamoltuk ki

(mmol/[masodperc*ml]= egység/ml):

6.22 =V

ahol a

AAs40 = masodpercenkénti abszorbanciavaltozas

6,22 = €™ (NADPH+H+)

DF = a minta higitasi tényezje a reakcidhoz valo hozzaadas el6tt

V = minta mennyisége (ml).

47



Az egység definicidja: 1 egység GPx 1,0 umol NADP+ képz6dését idézi el6 NADPH-baI
percenként 8,0 pH-érteken, 25 °C-on, kapcsolt reakciéban redukalt glutation, glutation-

reduktaz és terc-butil-hidroperoxid jelenlétében.

Az eredmények értékelésére a sejtlizatum Osszfehérje-koncentracidjara vald korrigalas utan

kerult sor.

5.2.3.4 Osszfehérje-koncentracié meghatarozéasa

A lizalt sejtek 6sszfehérje-koncentracidjat Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével mértik. A BCA teszt egy kolorimetrias,
kétkomponens(, nagy pontossagu, M-PER detergenssel kompatibilis médszer. Ennek soran
el6szor biuretreakcioban a réz(ll) ionok lugos kézegben komplexet képeznek a peptidkotés
nitrogénatomjan at a fehérjével, mikdzben réz(l) kation jon létre. Ehhez legalabb harom
aminosavat kell tartalmazni a peptidnek, mikdzben vilagoskék szinl lesz a reakcidelegy.
Kovetkez6 lIépésben a BCA reagal az el6z6 lépésben keletkezett réz(l) ionokkal, amely soran
két molekula BCA kelatot képez egy réz(l) ionnal. Az igy keletkezett vizoldhatd, intenziv lila
komplex er8s linearis abszorbaniat mutat 562 nm hullamhosszon. A zdld szini BCA
munkaoldatot az A és B reakciodoldatok dsszekeverésével nyertik (50:1 aranyban). Ezutan a
96 lyuku edény lyukaiba 25 ul mintat és 200 ul BCA munkaoldatot tettiink. Az oldatok finom
Osszekeverése utan 30 percen at 37 °C-on valé inkubalast kdvetéen 562 nm hulldamhosszon
mértik a mintakat Thermo Scientific Multiskan GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific Oy,

Vantaa, Finnorszag) segitségével.

5.3 3. vizsgalat: matriptazinhibitorok vizsgalata sertés IPEC-J2
bélhamsejtvonalon

5.3.1 IPEC-J2 sertés bélhamsejtvonal fenntartasa

Az IPEC-J2 nem daganatos, Uujszulott sertés jejunalis bélhamsejtvonalat a
Gyogyszertani és Méregtani Tanszék ajandékba kapta Dr. Jody Gookintdl (Department of
Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine, North Carolina State University, Raleigh,
NC, USA). A sejttenyészetek ndvekedéséhez és fenntartdsahoz Dulbecco-féle mdédositott
Eagle tapkézeg (DMEM) és Ham’s F-12 Nutrient Mixture (DMEM/F12) 1:1 aranyu
tapfolyadékat hasznaltuk (Merck, USA). Ehhez adtunk hozza 5 % FBS-t, 5 pg/ml inzulint,
5 pg/ml transzferrint, 5 ng/ml szelént, 5 ng/ml epidermdlis novekedési faktort és 1 %

penicillin- sztreptomicint (a felhasznalt vegyszerek mind Merck KGaA, Darmstadt,
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Németorszag; és Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA forgalmazoktél szarmaztak)
(Paszti- Gere et al.,, 2014). A kutatds soran 45-55 passzdzsszam kozotti sejteket
hasznaltunk. A sejteket 37°C-on, 5 %-0os CO: szinten tenyésztettik, naponta cserélve a
tapfolyadékot. A kisérleteket 6 lyuku sejttenyészté edényekben, Costar TC poliészter
membran inzerten (pérusméret 0,4 um, a felllet nagysaga 4,67 cm?) végeztik (Merck,
KGaA, Darmstadt, Németorszag). A sejttenyészté edény apikalis részére 1,5ml, a
bazolateralis részére 2,5 ml tapfolyadék kerilt a gyarté ajanlasa alapjan. Az IPEC-J2 sejtek
Osszefligg6, egyrétegl sejtréteggé néttek a membran inzerten, mikézben differencialédtak
(egy membran inzert atlagosan 1,5x10° sejt/ml-t tartalmaz). A sejtek differencialodasat a

tapfolyadékcsere alkalmaval, TER méréssel ellendriztik.

5.3.2 Sejtek kezelése és mintavételezése

A vizsgalat soran az MI439 és MI476 sorszamu inhibitorokat teszteltik IPEC-J2 nem
daganatos, Ujszilott sertés jejunalis bélhamsejtvonalon. Korabbi kisérletek alapjan
kivancsiak voltunk, hogy az inhibitorok in vitro hogyan befolyasoljak a sejtek életképességét
(MTS), a sejtek kozotti kapcsolatok integritasat (TER), és az extracellularis redox statuszt
(Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit). Ehhez a kisérlethez az MI439 és MI476
3-APhA alapvazu matriptazinhibitorokat hasznaltuk, a fent leirt médon el6készitve. Az
inhibitorok szerkezeti képlete, gatléképessége az irodalmi részben talalhato (2. tablazat). A
Ki értékek ez esteben is human matriptaz katalitikus doménen alapulé kisérlet alapjan
kerultek megallaptasra (Steinmetzer et al, 2006). A vizsgalatokat 24 6ra inkubaciot kovetéen
végeztiuk, 10, 25, 50 pmol/l koncentracidoban. Az életképesség vizsgalatahoz a sejteket
96 lyuku tenyésztbedényre Ultettik, minden mas kisérlethez 6 lyuki membran inzertet
hasznaltunk. Az apikalis és bazolateralis térrészb6l is mintavétel tortént. Az egyrétegi
sejtréteg épségének ellenbrzésére elvégeztik a sejtmembran immunfluoreszcens festését
(WGA) (3. tablazat).

5.3.3 Laboratériumi mérések

5.3.3.1 Segjtéletképesség és metabolikus aktivitas mérése

A sejtek életképességét, illetve metabolikus aktivitasat a korabban ismertetett

CellTiter96 MTS Promega, Bioscience, Magyarorszag) vizsgalattal végeztik el.
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5.3.3.2 Hidrogén-peroxid koncentracio meghatarozasa

Az extracellularis HO. meghatarozasa a korabban leirt Amplex Red Hydrogen

Peroxidase Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segitségével tortéent,

5.3.3.3 Segjtréteg-integritas vizsgalata

A TER mérést két folyadéktér kdzott végezhetjuk, ahol eltérd az ionok mennyisége a
két folyadéktérben; jelen esetben egy egyrétegl, membran inzerten tenyésztett sejtrétegen.
A sejtek polarizaltsaganak és a sejtréteg integritasanak mértéke mérheté vele: minél
polarizaltabb egy sejtréteg, annal magasabb a TER értéke. Ha sérll a sejtréteg-integritasa,
ugy csokkeni fog a sejtréteg-ellenallasa, igy a TER értéke is. A vizsgalat sordn TER mérést
végeztink 6 lyuku, poliészter membran inzerten tenyésztett egyrétegl sejttenyészeten
10, 25, 50 ymol/l koncentraciéju MI439, MI476 kezelés esetén az inhibitor hozzédadasa utan
24, 48 6bra elteltével. A TER méréseket EVOM Epithelial Tissue Volt/ Ohmmeter (World

Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) segitségével végeztik.

5.3.3.4 Monolayer morfologiai vizsgalata

Els6 lépésként az IPEC-J2 sejteket tartalmazé membran inzertet metanollal fixaltuk
5 percig. A sejtmembranban talalhaté szialsav maradékot immunfluoreszcens festékkel jel6lt
buzacsira agglutininnel (WGA, 1:200 higitas PBS-ben, WGA Alexa Fluor 488, Thermo Fisher
Scientific, USA) festettik meg (30 perc). A sejtmagokat 4,6- diamidino-2-fenilindol (DAPI)
festékkel jeldltik meg (1:500 higitas PBS-ben; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Végezetll a rogzitéshez ragasztdéanyagot (DAKO) hasznaltunk.

5.4 Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzéséhez az R 3.6.1 szoftvert alkalmaztunk.
Szignifikdnsnak akkor tekintettik a kapott eredmények kozti kulonbséget, ha a p értéke 0,05-
nél kisebb volt. Ha p<0,001, az abran ***, ha p<0,01, az abran **, ha p<0,05, az abran *
jelolés lathatd. A normal eloszlasu mintak esetén a vizsgalt csoportok kozotti kulonbségek
megallapitdsara egytényez8s varianciaanalizist (one-way ANOVA) és post-hoc Tukey
tesztet, illetve Spearman-féle korrelaciot végeztink el. A kisérletek soran mért adatok atlag
standard hibajaként (SEM) tortént kisérlettél figgéen 3, 4 vagy 6 parhuzamos hasznalataval.
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6 Eredmények

6.1 1. vizsgalat: matriptaz aktivator vizsgalata patkany primer hepatocita
mono-kulturan

6.1.1 Szfingozin-1-foszfat hatasa a hepatocitak életképességére

A kisérlet alapjan a vizsgalt inkubaciés idé alatt az altalunk hasznalt legmagasabb
S1P koncentracio (1000 ng/ml) sem okozott szignifikans kulonbséget a kontroll majsejt
mono-kultirahoz képest (mindkét esetben p>0,05). Az eredmény alapjan a S1P hasznalata
1000 ng/ml koncentracioban, 72 o6ra inkubacios idét alkalmazva biztonsagosnak tlnik

patkany primer majsejt mono-kulturan (8. abra).

0,6 -
0,5 -
s 04
e kontroll
S
5 03 S1P 50 ng/ml
N
.§ ® S1P 200 ng/ml

0,2 M S1P 1000 ng/ml

0,1

24 h 72 h

8. abra. A szfingozin-1-foszfat (S1P) sejtéletképességre gyakorolt hatasa patkany
primer hepatocita mono-kulturan 24 és 72 6ra inkubaciot kovetéen MTS méddszerrel

vizsgalva. Atlag + SEM; n=3/csoport.
6.1.2 Szfingozin-1-foszfat hatasa az extracellularis H202 koncentraciora
A 72 ¢6ras vizsgalati id6 alatt nem tapasztaltunk szignifikans kiulénbséget a kontroll és

kezelt majsejt mono-kultura fellluszéinak H,O, koncentracidja kdzott egyik vizsgalt S1P

koncentracio esetén sem (minden esetben p> 0,05; 9. abra).
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9. abra. A szfingozin-1-foszfat (S1P) extracellularis H.O.-koncentraciéra gyakorolt
hatasa patkany primer hepatocita mono-kulturan 24, 48 és 72 6ra inkubaciot

kévetden Amplex Red modszerrel vizsgalva. Atlag + SEM; n=3/csoport.

6.1.3 Szfingozin-1-foszfat kozvetett hatasa az extracellularis hepcidinkoncentraciéra

A Kkisérlet soran kildonb6z6 koncentracidkban alkalmazva az S1P aktivatort
szignifikans kuldnbségeket kaptunk a kontroll és kezelt sejttenyészetek tapfolyadékanak
hepcidinkoncentraciéi kozott. 24 6ra inkubaciot kovetéen a felluluszobol vett mintakban
csokkent abszorbanciat tapasztaltunk mindharom vizsgélt koncentracié esetén
(Psongimi<0,001;  P200ng/mi<0,001; pPiooongm<0,01). A fellluszét 48 oras kezelést kovetden
vizsgalva az extracellularis hepcidinkoncentracié szignifikdnsan csokkent 200 ng/ml
(p=0,0206) és 1000 ng/ml (p<0,01) koncentraciéju S1P kezelés esetén. 72 6ra S1P
inkubécios idd utan az dsszes vizsgalt mintaban csokkent hepcidinkoncentraciot detektaltunk
(Psongimi=0,0012; P200ngmi<0,001; P1ooongmi<0,001; 10. abra).
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10. abra. A szfingozin-1-foszfat (S1P) extracellularis hepcidinkoncentraciora gyakorolt
hatasa patkany primer hepatocita mono-kultiran 24, 48 és 72 éra inkubaciét
kévetden ELISA modszerrel vizsgalva. Atlag + SEM; n=3/csoport; *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.

6.2 2. vizsgalat: matriptazinhibitorok vizsgalata csirke primer hepatikus mono-
és ko-kulturan

6.2.1 Metabolikus aktivitas vizsgalata

A 4 6ras inkubacios id6t kovetéen mind a MI432, mind a MI460 szignifikdnsan
csokkentette a mono-kultira és ko-kultura sejtjeinek metabolikus aktivitasat (mono-kultiran
Pmiaz2 10 pmoi=0,0131; pPmiseo 25 pmoii=0,0197; Pmuaso 50 pmon=0,0111; Ko-kulturan: pmissz 25
umoin=0,0457; pmuaso 50 wmoi=0,0187) (11. abra A). Ezzel ellentétben a hosszabb, 24 o6ra
inkubaciot kdvetéen nem volt megfigyelhetd valtozas sem a mono-kultira, sem a ko-kultura

metabolikus aktivitdsaban (minden esetben p>0,05) (11. abra B).
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11. dbra: Az MI432 és MI460 inhibitorok metabolikus aktivitasra gyakorolt hatasa csirke

primer hepatocita mono-kultdran és hepatocita — NP sejt ko-kultiran 4 (A) és 24 (B)
ora inkubaciét kdvetéen CCK-8 modszerrel vizsgalva. Atlag + SEM; n=6,

nw=3/csoport; *p<0.05. A relativ abszorbancia értékeket ugy szamitottuk ki, hogy a

kontroll hepatocita mono-kultarak abszorbanciajanak atlagat 1-nek tekintettik.

6.2.2 Az inhibitorok IL-6, IL-8 citokinekre gyakorolt hatasa

A sejtek feluluszoéjat vizsgalva az IL-6 gyulladasos citokin koncentraciojara eltérd
hatast gyakorolt a két inhibitor. Amig az MI432 inhibitor szignifikansan megemelte az IL-6
koncentraciot mind a két sejtkulturan 4 (12. abra A) (mono-kultdran: pmis2 10 ymon=0,0115;
pMia32 25 umoli=0,0006; Pmias2 s0 umoii<0,0001; ko-kultiran: pmusz 25 umoii=0,0269; Pmiasz so
umoi=0,0421) és 24 6ras (B abra) inkubacios id6 utan is (mono-kultdran: pmiss2 10 ymori=0,0116;
Pmiaz2 25 umoii=0,0004; Pwmiszz 50 umoni=0,0021; ko-kultdran: pmiss2 10 pmon=0,0018; pwmisz2 25
umo1<0,0001; pmias2 s0 ymoin=0,0004), addig MI460 inhibitornal nem figyelhet6 meg jelentds
valtozas az IL-6 koncentracidjaban (kiveve a 24 o6ra inkubaciot kdvetd
koncentraciocsdkkentd hatast ko-kulturan, 25 pmol/l esetén; p=0,0346). Az IL-6
koncentraciondvekedés kifejezettebbnek bizonyult 4 6ra MI432 kezelést kdvetéen mono-
kultira esetén, mint ko-kultiran, mig 24 éra inkubacié utan nem tapasztaltunk jelentds

kldnbséget a két tipusu sejtkultura IL-6 koncentracio értékei kozott (12. abra B).
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12. abra: Az MI432 és MI460 inhibitorok IL-6 termelésére gyakorolt hatasa csirke primer
hepatocita mono-kulturan és hepatocita — NP sejt ko-kultiran 4 (A) és 24 (B) 6ra

inkubaciot kdvetéen ELISA mddszerrel vizsgalva. Atlag + SEM; ney=6, nw=3/csoport;
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A relativ koncentracio értékeket ugy szamitottuk ki,

hogy a kontroll hepatocita mono-kulturak koncentracidinak atlagat 1-nek tekintettik.

Az IL-6 vizsgalat eredményéhez hasonléan az MI432 szignifikansan megemelte 4
(13. abra A) és 24 6rat (13. abra B) kdévetden is az IL-8 gyulladasos citokin extracellularis
koncentraciojat mindkét tipusu sejtkultdran (mono-kulturan, 4 6ra kezelés utan pwmiss2 10
umoln=0,0011; pmiss2 25 pmoin=0,0019; pmiasz 50 umoii=0,0068; ko-kulturan, 4 éra kezelés utan: pmisz2
10 pmoli=0,0022; pmiaz2 25 pmon=0,0001; pmiss2 s0 umoi=0,0231; mono-kultdran, 24 6ra kezelés
utan: pmisa2 10 pmol1<0,0001; Pmias2 25 pmoti<0,0001; Pwmias2 50 ymoini=0,0010; Pmi4eo 10 ymoin=0,0097; ko-
kultiran, 24 o6ra kezelés utan: pwmus2 10 pmon=0,0003; pmiszz 25 umoi<0,0001; Pmiazz so
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umoin=0,0179). Ezzel szemben az MI460 nem volt hatassal a sejtek IL-8 termelésére (kivéve

mono- kultdran, 24 6ra kezelést kdvetden pmiaso 10 umo=0,0097).
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13. dbra: Az MI432 és MI460 inhibitorok IL-8 termelésére gyakorolt hatdsa csirke primer
hepatocita mono-kulturan és hepatocita — NP sejt ko-kulturan 4 (A) és 24 (B) 6ra

inkubaciot kdvetéen ELISA médszerrel vizsgalva. Atlag + SEM; new=6, nwi=3/csoport;
*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001. A relativ koncentracio értékeket ugy szamitottuk ki,

hogy a kontroll hepatocita mono-kultirak koncentracidinak atlagat 1-nek tekintettik.
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6.2.3 Az inhibitorok hatasa az extracellularis H20O2 koncentraciora

Az esetek tobbségében nem tapasztaltunk szignifikans valtozast egyik inhibitor
alkalmazasanal sem az extracellularis H.O, mennyiségében. Az MI432 25 és 50 umol/l
koncentracioban 4 6ra kezelést kovetéen megemelte az extracellularis H.O, mennyiséget a
majsejt mono-kultiran (14. abra A) (pmus2 25 umoini=0,0268; pPmiasz s0 umo=0,0045). Ezzel
ellentétben MI460 esetén 10 pmol/l koncentracidban szignifikans csokkenést tapasztaltunk 4
€s 24 ¢6ra inkubacios idé utan ko-kulturan (14. abra A és B) (4 6ra kezelés utan: paso 10
umon=0,0048; 24 ora kezelés utan: paso 10 umoi=0,0199). A H2O, és IL-8 szint kozott

szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk mono-kulturan (p=0.019).
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14. abra: Az MI432 és MI460 inhibitorok extracellularis H.O, termelésére gyakorolt
hatasa csirke primer hepatocita mono-kulturan és hepatocita — NP sejt ko-kulturan 4

(A) és 24 (B) 6ra inkubaciot kdvetéen Amplex red médszerrel vizsgalva. Atlag + SEM;
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Nee=6, Nnm=3/csoport; *p<0,05; **p<0,01. A relativ fluoreszcencia intenzitas értékeket
ugy szamitottuk ki, hogy a kontroll hepatocita mono-kulturak fluoreszcencia

intenzitasanak atlagat 1-nek tekintettik.

6.2.4 Az inhibitorok hatasa az extracellularis malondialdehid-koncentraciora

Az MI432 és MI460 sorszamu inhibitor sem okozott szignifikans valtozast sem mono-
vagy ko-kulturan, 4 (15. abra A), 24 6ra (15. abra B) kezelést kdvetéen sem, egy esetet
leszamitva: az MI432 25 pmol/l koncentracidoban 4 éra inkubaciét kovetéen mono-kultiran

kissé megemelte az MDA mennyiségét (pmias2 25 ymori=0,0146).
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15. abra: Az MI432 és MI460 inhibitorok malondialdehid termelésére gyakorolt hatasa
csirke primer hepatocita mono-kultiran és hepatocita — NP sejt ko-kultdran 4 (A) és
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24 (B) 6ra inkubaciot kdvetden specifikus kolorimetrias eljarassal vizsgalva. Atlag +
SEM; ne=6, nmi=3/csoport; *p<0,05. A relativ koncentracio értékeket ugy szamitottuk
ki, hogy a kontroll hepatocita mono-kulturak koncentracidinak atlagat 1-nek
tekintettlk.

6.2.5 Az inhibitorok hatasa a glutation-peroxidaz aktivitasara

Az inhibitorok kdzul az MI460 50 umol/l koncentracidban alkalmazva 24 6ras kezelést
kovetéen szignifikdnsan megemelte a sejtek GPx aktivitasat mind majsejt mono-, mind
majsejt NP sejt ko-kulturan (mono-kulturan pwmieo so umon=0,0446, ko-kulturan: pwmso so
umoi=0,0273) (16. abra).
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16. abra: Az M1432 és MI460 inhibitorok GPx aktivitasra gyakorolt hatasa csirke primer
hepatocita mono-kultiran és hepatocita- NP sejt ko-kultiran 24 éra inkubaciot
kdvetben specifikus kolorimetrias eljarassal vizsgalva. Atlag + SEM; ne=6,
nu=3/csoport; *p<0,05. A relativ GPx aktivitas értékeket ugy szamitottuk ki, hogy a

kontroll hepatocita mono-kulturak aktivitas atlagat 1-nek tekintettik.

6.3 3. vizsgalat: matriptazinhibitorok vizsgalata IPEC-J2 bélhamsejtvonalon

6.3.1 Sejtmembran integritasvizsgalat immunfluoreszcens technikaval

Immunfluoreszcens festékkel (Alexa Fluor 488, zdld szin(i fluoreszcencia) jeldlt, a
sejtmembranban talalhaté szialsavhoz specifikusan kot6dé WGA segitségével vizsgaltuk az

egyrétegli sejttenyészet integritdsat a membran inzerteken. Azt tapasztaltuk, hogy
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Osszefliggb sejtréteg lathatd mind a kontroll, mind a kezelt sejttenyészetben. A sejtmagokat

kék fluoreszcenciat mutaté DAPI felhasznalasaval jel6ltik (17. abra).

17. abra: Az IPEC-J2 sejtek jellemzése immunfluoreszcens festékkel jeldlt buzacsira

agglutinin segitségével (WGA, Alexa Fluor 488, z6ld), valamint a sejtmagok jelélése
diamidino-fenilindol (DAPI) festékkel (kék). A képen a kontroll (A) és inhibitorral kezelt
sejtek lathatéak (MI439: B, MI476: C; mind 50 pymol/l). Bar=20 um.

6.3.2 Sejtéletképesség és metabolikus aktivitas vizsgalata

A sejtek életképességét nem befolyasolta egyik inhibitor sem 50 pmol/l
koncentracioban alkalmazva 24 6ra inkubaciot kévetéen (pmiaze=0,997, pwmiaze=0,999) (18.

abra).

Abszorbancia
o
(03]

kontroll MI1439 MI476

18.abra: Az MI439 és MI476 inhibitorok metabolikus aktivitasra gyakorolt hatasa
IPEC-J2 sejtkultdran 24 éra inkubaciot kdvetéen MTS modszerrel vizsgalva. Atlag +
SEM; n=4/csoport.
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6.3.3 Az inhibitorok hatasa a TER értékekre

Az MI439 és MI476 10 pmol/l koncentracidban 24 6ra inkubacios id6 alatt nem
okozott szignifikans valtozast a TER értékekben (pmiaze=0,1612; pmiaze=1,0000), amig 25 és
50 pmol/l koncentracidkban alkalmazva szignifikans TER csokkenés volt lathatd (p<0,001)
(19. abra).
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19. abra: Az MI439 és MI476 inhibitorok sejtréteg-integritasra gyakorolt hatasa IPEC-J2
sejtkulturara 24 6ra inkubaciot kdvetéen TER méréssel vizsgalva. Atlag + SEM;

***n<0,001, n=3/csoport.

6.3.4 Az inhibitorok hatasa az extracellularis H2O2 koncentraciora

Az extracellularis H.O» koncentraciot mind az apikalis (20. abra A), mind a
bazolateralis (20. abra B) térrészbdl mértik a membran inzertekr6l szarmaz6 mintakbal
24 6ra inhibitoros kezelés utan, az inhibitorokat 10, 25 és 50 pmol/l koncentracidban
alkalmazva. Mindkét inhibitor enyhén (kb 3-6 %-kal), de szignifikdnsan csokkentette az
extracellularis H».O, mennyiségét apikalisan és bazolateralisan (apikalisan, 25 pmol/l:
Pmiaze=0,6514, pmia76=0,0594; minden mas esetben p<0,001) (20. abra A és B).
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20. dbra: Az MI439 és MI476 inhibitorok extracellularis H,O, termelésére gyakorolt

hatdsa az apikalis (A) és bazolateralis (B) térrészben IPEC-J2 sejtkultdran 24 éra

inkubaciot kdvetéen Amplex red moédszerrel vizsgalva. Atlag + SEM; n=3/csoport;
*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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7 Megbeszéles

7.1 1. vizsgalat: matriptaz aktivator vizsgalata patkany primer hepatocita
mono-kulturan

A matriptaz-1 fontos szerepet jatszik a sejtek kozotti TJ szabalyozasa révén, igy
mikodése szikségszerl a posztnatalis tuléléshez (List et al, 2002). Korabban bizonyitasra
kerilt, hogy a S1P extracellularis szabalyozoként és intracellularis masodlagos hirvivéként is
képes nanomolos mennyiségben aktivalni a matriptaz-1 enzimet (Benaud et al., 2002). Ezt
tamasztotta ala az IPEC-J2 nem tumoros bélhamsejtvonalon munkacsoportunk altal végzett
korabbi kisérlet is, ugyanis a S1P hatasara er6sodott a sejtréteg barrier funkcidja: nétt a
transzepitelidlis elektromos ellenallas, és nagyobb mennyiségli okkludin jelent meg a TJ
terlletén (Paszti-Gere et al., 2016b). Mivel a matriptédz-1 és matriptaz-2 szerkezetileg nagyon
hasonléak, a S1P pedig mindenhol megtalalhaté a szervezetben, ahol sokféle szabalyozé
feladatot l1at el, igy felmerilt a kérdés, hogy a matriptaz-1 enzimen kivil képes-e a matriptaz-
2 aktivalasara is. A matriptaz-2 tulnyomoérészt a majban termelédik, igy kutatasunkat
hepatocita mono-kultirara terveztik. Jelen kutatasban a S1P matriptaz-2 enzimre gyakorolt
hatasat vizsgaltuk indirekt médon, a hepcidin mennyiségi valtozasat vizsgalva patkany
primer hepatocita mono-kultaran.

A matriptaz-2 a membranhoz kotétt HJV hasitasaval képes megakadalyozni a
hepcidin transzkripcidjat (Silvestri et al., 2008). Ha a matriptaz-2-t kédolé TMPRSS6 gén
hibas vagy a matriptdz-2 proteolitikusan nem aktiv, akkor a vér extrém magas
hepcidinkoncentraciéja és a bélhamsejtek kdvetkezményesen csdkkent ferroportin
expressziéja révén vashianyos vérszegénység alakul ki (Du et al., 2008; Folgueras et al.,
2008). Ezek alapjan a matriptaz-2 aktivacié alternativ terapias lehetéséget jelenthet krénikus
gyulladasok esetén kialakuld vashianyos, nemregenerativ anémia esetén. Eredményeink
alapjan a S1P expozicié hatasara csokkent hepcidinszintet talaltunk 24, 48 és 72 6ra utan is.

A Kkisérlet soran a 24, 48 és 72 6ras mérésénél sem talaltunk szignifikdnsan
emelkedett extracellularis H>O. mennyiséget egyik koncentracio esetén sem. Hasonld
eredményeket tapasztaltak IPEC-J2 sejtvonalon, ahol a 48 6ras kezelési id6 alatt szintén
nem volt mérhet6 extracellularis H.O2-koncentracié emelkedés (Paszti-Gere et al.,2016b).
Ezzel ellentétben patkany, nem tumoros FRTL-5 pajzsmirigy sejtvonalon a hozzaadott S1P
megnovekedett H.O, koncentraciét eredményezett (Okajima et al., 1997).

Vizsgaltuk tovabba, hogy az altalunk hasznalt patkany primer hepatocitakhoz 50, 200,
1000 ng/ml koncentraciékban hozzaadott S1P megvaltoztatja-e a sejtek metabolikus

aktivitasat, életképességét. A 72 oras kezelési id6 alatt a legmagasabb alkalmazott
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koncentracioban sem volt tapasztalhatdé szignifikans kilénbség a kontroll és egyik kezelt
csoport kozott sem. Ez dsszhangban van a szakirodalommal, ugyanis a S1P széles korben
megtalalhatd a szervezetben, altalanossagban segiti a sejtek tulélését, ndvekedését,
fejlédését (Hait et al., 2006). Az eredetileg intracellularis hirvivd molekulaként leirt S1P, az 5
ismert G-protein kapcsolt receptora segitségével rengeteg szabalyozé feladatot 1at el (Hait et
al., 2006). S1PR1-3 receptorok testszerte megtalalhatéak, a maj tertletén is (Kleuser, 2018).
Korabban a Gydgyszertani és Méregtani Tanszéken végzett kisérletben, ahol 200 ng/ml
koncentracioban 48 o6ran at adagolva a S1P biztonsagosnak bizonyult IPEC-J2
bélhamsejteken (Paszti-Gere et al., 2016b).

Tobb fiziolégias és patolégias, majat is érinté folyamatban kutattak a S1P szerepét.
Korabbi kutatdsokban egyrészt vizsgaltak a maj funkciojat a plazma S1P szabalyozasaban
(Christoffersen et al., 2011; Wilkerson et al., 2012). Masrészt szamos patoldgias folyamatban
kutattak a S1P szabalyozé szerepét. Hepatocellularis karcinomaban szenvedd betegeknél
megemelkedett a plazmaban talalhaté S1P koncentracioja, és er6s korrelaciot talaltak a
magasabb S1P koncentracié és a daganat ndvekedése kozott is a cirrdzisban szenvedd
betegekkel dsszehasonlitva (Grammatikos et al., 2016). Mindemellett a S1P 10-30 pmol/l
koncentracioban HuH7 human hepatocellularis karcindma sejtvonalon csokkentette a
sejtmigraciot (Matsushima-Nishiwaki et al., 2018). Egereken végzett kisérlet soran a S1P és
S1PR3 expresszidja megemelkedett epepangas okozta majfibrozisban (Li et al., 2009). Az
1-es tipusu cukorbetegséget modellezd egereken emlekedettebb S1P mennységet talaltak a
kontroll egerekkel 6sszehasonlitva (Fox et al., 2011). A S1P majmikddési zavarokban
betdltott szerepe azonban még nem tisztazott.

(")sszességében, az Aaltalunk valasztott 50, 200, 1000 ng/ml koncentracidban
alkalmazott S1P biztonsagosan alkalmazhaté patkany primer majsejt mono-kulturan 72 éra
inkubaciés idét hasznalva, mivel nem befolyasolta sem a sejtek metabolikus aktivitasat, sem
életképességét, sem a sejtek extracellularis redox statuszat. A kezelés hatasara csokkent a
hepcidinkoncentracié a sejtek fellluszéjaban, amelyet feltehetéen a matriptaz-2 aktivalasa
révén kovetkezhetett be. Az eredmények alapjan ugy feltételezhet6, hogy a S1P a
matriptaz-2 aktivatoraként a majban is szabalyozé szereppel bir, ugyanis a hepcidinszint

valtoztatdsan at a vasanyagcserére is hatast gyakorolhat.
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7.2 2. vizsgalat: matriptazinhibitorok vizsgalata csirke primer hepatikus mono-
és ko-kulturan

A kutatobmunka keretében a matriptazgatlas hatasait vizsgaltuk csirke eredet(
egeszseges és gyulladasos majsejtmodelleken, kiemelten tanulmanyozva a matriptaz a
sejtek metabolikus, gyulladasos és redox folyamataiban betdltétt potencialis szabalyozé
szerepét. Az alkalmazott hepatocita mono-kultura és a hepatocita — NP sejt ko-kultura
Mackei és mtsai. publikaciéja alapjan megfelelé modellnek tekinthetd6 a madarak
hepatocellularis gyulladasos és stresszorokra adott valaszreakcidinak vizsgalatara (Mackei
et al.,, 2020a). Ezért ezek a sejttenyészetek j0 modellként szolgalhatnak a madarakban
tortén6 matriptazgatlas kovetkezményeinek kutatasahoz is.

A kiloénb6zé allatfajok matriptaz-1 és matriptaz-2 enzimjeirél korlatozott mennyiségl
informacid all rendelekezésiinkre. A matriptaz-1 ortolégjat szamos allatfaj genomjabdl
sikerllt mar kimutatni, a kisérletekben hasznalt csirkénél is (List et al., 2006a), de a
kilonb6z6 allatfajok fehérjeszerkezetér6l nem elérhetéek informaciok. Matriptaz-2
fehérjekimutatas egér (Hooper et al, 2003) és ember (Velasco et al., 2002) esetében tortént
elészor, e fehérje szerkezeti jellemzdi viszonylag konzervaltak, ember, makaké, kutya,
szarvasmarha, egér és patkany kozott, az emberi fehérjével dsszehasonlitva 95,6%, 91,1%,
85,6%, 80,1% és 80,4% azonossag mutathaté ki az aminosav-szekvenciaban (Ramsay et al,
2008).

A matriptaz-1 teljes genomja elérheté szamos fajban, mint ember, patkany, egér illetve
k6zdénséges makakd (Entrez Gene azonositd: 6768 (human); 19143 (egér); 114093
(patkany); 102117178 (k6zbnséges makakd), matriptaz-2 genomja ember, egér és patkany
esetén kerult leirdsra (164656 (human); 71753 (egér); 315388 (patkany)). A human
matriptaz-1 katalitikus doménjének (Friedrich et al, 2002), és egészének (Zhao et al., 2013) a
strukturaja, kristalyszerkezete mar leirasra kerilt, de ez még mas fajok esetén eddig nem
tortént meg. Matriptdz-2 esetén human katalitikus domén kristalyszerkezetének modellezése
szamitogépen 3D modellezérendszerrel tortént meg (Velasco et al., 2002,Sisay et al, 2010),
illetve rekombinank katalitikus domén kertilt szintetizalasra (Sisay et al, 2010). Szamos
kisérletben csak a matriptazok mRNS-ének vagy fehérjéjének kimutatédsa torténik meg,
példaul Madin-Darby kutya veseham sejtvonalon a matriptaz-1 expresszidjat mutattak ki
(Godiksen et al, 2008), IPEC-J2 sejteken enzimaktivitas vizsgalatot végeztek (Paszti-Gere,
2015), csirke embrionalis vesehamsejt-tenyészeten csirkespecifikus primerrel teljes
matriptdz mRNS-t detektaltak (Baron et al, 2013). Human szdvetekbdl a fehérje és az mRNS
kimutatasa is megtortént (Oberst et al, 2013). Nem kerult még megallapitasra a csirke és
human enzimek szerkezeti hasonlésaganak meértéke, és nem ismert a csirke enzim

szubsztratum- és inhibitor-specificitasa sem. A szakirodalomban fellelhet6 3-APhA
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inhibitorokkal killénb6zd allatfajok sejttenyészetein végzett kisérletek mind Steinmetzer altal
meghatarozott, human szerin-proteaz doménen megallapitott Ki értékeket veszik alapul
(Steinmetzer et al, 2006; Sisay et al, 2010, Hammami et al., 2012). Mindazonaltal kérdéses,
hogy a kivalasztott inhibitorok kvantitativ enzimgatléo hatasuk és szelektivitasuk (legalabb
nagysagrendileg) azonos-e human és csirke modelleken.

A modell érzékenységét nem vizsgaltuk az inhibitorok fizikai-kémiai tulajdonsagaival és
egyéb, nem gyulladasos vagy oxidativ stresszvalaszt érinté bioldgiai hatasaival szemben. A
CCK-8 vizsgalat eredményei alapjan mind az MI432, mind az MI460 inhibitorok bizonyos
koncentracioi mérsékelten csdkkentették mindkét tipusu sejttenyészet aerob katabolikus
aktivitasat a 4 oras inkubacios id6t kdvetéen. A redukcié mértéke azonban azt mutatta, hogy
az inhibitorok nem voltak citotoxikusak. Ez dsszhangban van egy korabbi tanulmannyal, ahol
a T-2-toxin hasonlé csokkenést okozott ugyanilyen csirke majsejt mono- és hepatocita — NP
sejt ko-kultira metabolikus aktivitasaban anélkil, hogy citotoxikusnak bizonyult volna
(Mackei et al, 2020b). A hosszabb, 24 o6ras inkubaciét kovetéen a kontroll és a
matriptazinhibitorokkal kezelt sejtek k6zott mar nem volt szignifikans kilonbség, ami arra
utal, hogy a majsejtek metabolikusan gyorsan alkalmazkodnak a hasznalt inhibitorokhoz.
Sertés hepatocita — Kupffer-sejt ko-kultiran az MI432, MI441, MI460, MI461 inhibitorok
50 umol/l koncentraciéban 24 6ran at vizsgalva nem indukaltak sejthalalt (Pomothy et al.,
2016).

IL-6 és IL-8 koncentracidja jelentésen megnétt az MI432 inhibitornak kitett mono- és ko-
kulturaban, mind 4, mind 24 6ras inkubaciés id6ét kévetéen (kivéve IL-6-ot MI432 10 pmol/l
koncentracioban 4 6ran at kezelt ko-kulturaknal). Az inhibitorok altal kivaltott interleukin-
felszabadulas nagyobb mértékinek bizonyult a mono-kulturan, mint a ko-kulturan 4 éra
elteltével, ezzel ellentétben megkodzelitbleg azonos volt 24 éras expozicid utdan mindkét
sejtmodellen. A mono-kulturak MI432 kivaltotta fokozott citokintermelése is megerdsiti, hogy
a hepatocitak szamos gyulladaskelt6 citokint képesek eldallitani, mint példaul az IL-6-ot és
az IL-8-at, amelyek kulcsszerepet jatszanak a gyulladasban és stresszvalaszban (Dong et
al., 1998; Rowell et al, 1997). Mivel a H-0,, mint redox szignalmolekula, hepatocellularis IL-8
termelést indukalhat (Dong et al., 1998), az emelkedett IL-8 szintet részben okozhatja a
megndvekedett extracellularis ROS koncentracio MI432 kezelés esetén 25 és 50 ymol/l
4 oras inkubacio utan mono-kulturan. Ezt tamasztja ala a H.O. és IL-8 szintje kozott
megfigyelt pozitiv korrelaciéo is. Eredményeink alapjan az MI432 inhibitor jelentésen
befolyasolta a gyulladasos folyamatokat, amit az emelkedett IL-6 és IL-8 koncentracio jelzett,
és a matriptaz hepatikus oxidativ és gyulladasos homeosztazis fenntartasaban betoltott
feltételezett szerepére utalhat. Az MI432 inhibitorral ellentétben az MI460 nem bizonyult

gyulladaskelté hatasunak az IL-6 és IL-8 koncentraciok alapjan (kivéve mono-kulturan, IL-8

66



esetében 10 umol/l koncentracidban alkalmazva 24 éran at). Annak ellenére, hogy az MI432
és az MI460 egyarant hasonld strukturaju 3-APhA alapvazu inhibitorok, eredményeink
megerdsitik, hogy nagyban eltérdé hatast gyakorolhatnak a sejtek mikodésére, valdszinileg
eltérd Ki értékeik miatt (Hammami, 2012). Mivel a matriptaz MI432 inhibitorral torténd gatlasa
intenziv IL-6 és IL-8 felszabadulast valtott ki, ezen eredményeink azt sugalljak, hogy a
fiziolégiasan szabalyozott matriptaznak kulcsszerepe lehet a homeosztazis fenntartasaban
csirke majban, kerllve a tulzott gyulladaskeltd citokin felszabadulast. Tovabba, mivel az
MI432 inhibitorral kezelt csirke majsejt mono- és ko-kulturak megemelkedett interleukin
szintje 24 6ras inkubacié utan sem csokkent, felmeril, hogy a majsejtek inhibitorokhoz valé
gyors metabolikus adaptacidja nem jart egyitt a fiziolégias gyulladasos homeosztazis
helyreallitasaval.

A matriptaz sokféle funkcidjat a gyulladasos valaszban tébbféle eml8s sejttipuson mar
vizsgaltak, de korabban ezt nem kutattdk még madar eredetii modelleken. Az MI432 és
MI460 hatasait a gyulladaskelté citokintermelésre Pomothy és mtsai sertés eredetli primer
mono- és ko-kulturan tanulmanyoztak. Megallapitasaik szerint a rovid tavu, 2 éras kezelés
matriptazinhibitorokkal nem befolyasolta az extracellularis IL-6 és IL-8 szintet sertés
hepatocita — Kupffer-sejt (NP sejtek f6 frakcidja) ko-kultiran (Pomothy et al., 2016).
Egyrétegl és hidrogél vazu 3D sertés primer hepatocita mono-kulturan és hepatocita —
Kupffer-sejt ko-kultdran egy masik 3-APhA tipusu inhibitor, az MI461 24 éra inkubacié utan
sem befolyasolta az extarcellularis IL-6 és IL- 8 koncentraciot (Paszti-Gere et al., 2020).
Emberekben a matriptaz aktivaciéja szamos gyulladasos bérbetegségnél megfigyelhetd volt
(Chen et al.,, 2011). Leirtak, hogy a matriptdz a PAR-2 altal kozvetitett gyulladasos uton
indukalta az endotelidlis sejtek IL-6 és IL-8 termelését (Seitz et al., 2007). A nem
megfeleléen szabalyozott matriptdz a PAR-2 utvonal aktivalasan at jelentésen részt vesz a
humoralis és sejtes gyulladasos valaszban, illetve szamos betegség, kdztlik epidermalis
daganatok kialakulasaban is szerepet jatszik (Oberst et al., 2003a; Sales et al., 2015).
Masrészrél azonban mas betegségeknél, mint a fekélyes vastagbélgyulladas, a matriptaz
véd6 szereppel birt a bélbarrier funkcidé helyreallitdsaval (Netzel-Arnett et al.,, 2012). Az
eml6ssejteken végzett kutatasokbdl nyert adatok és a jelen, csirke majsejttenyészeten
végzett kisérletekb6l nyert adatok kozotti kulonbségek ravilagitanak a matriptaz-aktivitas
fajfuiggd kulonbségeinek fontossagara. Ezen felll pedig tukrézik a matriptaz-aktivitds és a
gyulladasos valasz 6sszetett kdlcsonhatasat is.

Eredményeink alapjan a sejtek redox allapotat az alkalmazott inhibitorok tobbnyire nem
befolyasoltak, mivel az extracellularis H.O, és MDA koncentraciokban, valamint az
intracellularis GPx aktivitasban nem talaltunk szignifikdns valtozast. Azonban az MI432
inhibitort 25 és 50 umol/l koncentracidoban 4 éran at inkubalva mono-kulturan szignifikdnsan

megemelkedett H,O»-koncentraciét mértliink, 25 pmol/l koncentracié esetén fokozott
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lipidperoxidaciot jelz6 MDA mennyiséggel kombinalva. Ezzel szemben 10 pmol/l MI460
inhibitor antioxidans hatasunak bizonyult ko-kulturan mindkét vizsgalt inkubacios id6 alatt. Az
MI460 inhibitornak kitett sejtek GPx-aktivitasa jelentdsen csak akkor emelkedett meg, ha az
inhibitort a legnagyobb koncentraciéban alkalmaztuk mindkét sejtmodellen. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy az alkalmazott 3-APhA tipusu inhibitorok a legtdbb koncentracioban nem
befolyasoljak jelentésen a csirke majsejtek redox homeosztazisat, bizonyos kértilmények
k6zott azonban redox modulatorokként mikoédhetnek. Hasonldképpen, a sertés hepatocita —
NP sejt ko-kulturan végzett korabbi kisérletek eredményei szerint az MI432 és MI460
50 ymol/l koncentracioban torténd rovid tavu (2 oras) alkalmazasa nem befolyasolta az
extracellularis ROS szintet, viszont a hasonlé 3-AphA tipusu MI441 jelentésen stimulalta a
ROS felszabadulasat (Pomothy et al., 2016). Sertés eredetli 3D majsejtmodelleken a H,0-
termelés nem valtozott az MI461 inhibitor 24 6ras expozicidja utan sem (Paszti-Gere et al.,
2020). A matriptaz-modulalt hepatocitak redox homeosztazisanak stabilitasa 6sszhangban
van az 1. szamu vizsgalat patkany hepatocita mono-kulturakon végzett Kkisérleti
eredményeinkkel, mivel a S1P mint matriptaz aktivator nem befolyasolta a sejtek oxidativ
allapotat. Az extrahepatikus sejttipusok esetében, mint a sertés vékonybél eredetli IPEC-J2
sejtvonalon az MI432 inhibitor 2 6ran at 50 umol/l koncentracidban alkalmazva atmeneti
novekedést okozott a sejtek ROS-termelésében, de hosszabb expozicios id6 alatt a H.O»
szint normalizalodott (Paszti-Gere et al., 2015b). Ezzel szemben a 3. vizsgalatban az MI439
és MI476 inhibitorok 24 6ran keresztil alkalmazva jelentés antioxidans hatast valtottak ki az
extracellularis H-O» koncentracié csokkentésével egyrétegli IPEC-J2 sejttenyészeten, amely
hatas a legkisebb alkalmazott koncentracional (10 umol/l) volt a legkifejezettebb, hasonldéan
az MI460 majsejtekre gyakorolt hatasahoz. Ezen adatok alapjan a matriptaz gatlas bizonyos
esetekben kis mértékben befolyasolhatjia a ROS termelést és a sejt oxidativ védekezé
mechanizmusait, de nem tekinthetd a redox homeosztazis jelentés modulatoranak. Az GPx —
mint kézponti szerepl antioxidans enzim - MI460 kivaltotta aktivacioja hozzajarulhat a
cellularis ROS felszabadulas karos hatdsainak mérsékléséhez, igy a hepatikus oxidativ
distressz elkerlléséhez. Ezért eredményeink alapjan felvethetd, hogy ezek az inhibitorok
nem befolyasoljdk nagymértékben a csirke eredetl majsejtek oxidativ allapotat, igy
biztonsaggal alkalmazhatdk anélkul, hogy oxidativ stresszt és lipidperoxidaciot okoznanak.
Az altalunk hasznalt matriptaz inhibitorok altal kivaltott valtozasok tekintetében nem
talaltunk szamottevo eltérést a hepatocita mono-kultura és hepatocita — Kupffer-sejt (NP) ko-
kultura kozott, dsszhangban Paszti-Gere és mtsai 2020-ban sertés hepatocita mono-és
hepatocita — Kupffer-sejt (NP) ko-kulturan végzett tanulmanyaval (Paszti-Gere et al., 2020).
Ez a megallapitas arra utalhat, hogy a maj NP sejtjeinek jelenléte nem kritikus tényezd a
matriptaz-gatlas hatasainak meghatarozasaban. Mivel a jelenleg alkalmazott ko-kultura 6: 1

sejtarannyal (hepatocita: NP sejtek) az enyhe foku, mérsékelt makrofag infiltracioval jaro
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majgyulladas modelljeként szolgalhat (Mackei et al., 2020a), felmerll, hogy a 3-AphA
alapvazu matriptazinhibitorok hasonléan mikodhetnek fiziolégias és enyhén gyulladt
korulmények kozott a csirke eredetl majsejteken. Az MI432 gyulladaskelté hatdsa azonban
mindkét sejtkultira modellen kiemeli, hogy a matriptaz a csirke majaban zajl6 gyulladasos
folyamatok fontos szabalyozdja is lehet.

Mindezt 6sszefoglalva eredményeink alapjan az MI432 altal kivaltott matriptazgatlas
jelentés IL-6 és IL-8 gyulladaskeltd citokintermelést valtott ki, amely nem jart egyutt fokozott
oxidativ stresszel és lipidperoxidaciéval (amelyeket a H,O, és MDA mérése tamasztott ala).
Az MI432 és MI460 inhibitor sem bizonyult citotoxikusnak, de 4 6ras expoziciot kovetéen
atmeneti, mérsékelt metabolikus aktivitascsokkenést figyelhettink meg mindkét
sejtmodellen, amely 24 éra utan visszaallt, jelezve a majsejtek gyors metabolikus adaptacios
folyamatait. Ezek az eredmények arra utalhatnak, hogy a fiziolégias matriptazaktivitasnak
kulcsfontossagu szerepe lehet a maj metabolikus és gyulladasos homeosztazisanak
megdrzésében csirkemajban, anélkil, hogy a hepatocellularis redox allapot f6 szabalyozdja

lenne.
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7.3 3. vizsgalat: matriptazinhibitorok vizsgalata sertés IPEC-J2
bélhamsejtvonalon

A matriptdz-1 és matriptdz-2 gatlasat intenziven kutatjdk a potencidlis terapias
felhasznalasra dsszpontositva. Ugyanakkor jelenleg csak meglehetésen korlatozott adatok
allnak rendelkezésre a 3-APhA alapvazu inhibitorokrol, hogy milyen hatassal vannak a sejtek
redox statuszara, oxidativ stresszvalaszra, a sejtréteg integritasara, illetve toxikus voltara
nézve. A harmadik kisérletben olyan inhibitorokat hasznaltunk, amelyeket még korabban
nem teszteltek sejtes kdzegben. Jelen kisérletben IPEC-J2 nem tumoros sertés jejunum
eredetl bélhamsejtvonalat alkalmaztunk, mivel sokkal jobban hasonlit a fizioloégias
bélhamhoz, mint barmely daganatos eredetli sejtvonal (Brosnahan et al.,, 2012). Az
inhibitorok gatléképességét itt is korabban human tisztitott, rekombinans aktiv matriptaz
doménen vizsgaltak. ltt is felmeril, mennyi lehet a hasonlésag human és sertés matriptaz-1
szerkezete kozott, mennyire hasonld az inhibitorok szelekivitasa, galoképessége, bar
valészinlleg tobb a hasonlésag, mint a masodik vizsgalat human-csirke matriptaz
gatloképessége esetén.

Eredményeink alapjan az MI439 és MI476 nem volt hatassal a sejtek életképességére
a vizsgalt 24 éra inkubacids idd alatt, megerdsitve, hogy ezek az inhibitorok biztonsagosan
alkalmazhatéak 50 umol/l 24 6ran at IPEC-J2 bélhamsejteken. Ez 6sszhangban all a
korabban tesztelt mas inhibitoroknal tapasztaltakkal. Ugyanigy IPEC-J2 sejtvonalon az
MI432 sorszamu inhibitor sem befolyasolta a sejtek életképességét 50 pmol/l
koncentracioban 48 éra kezelési id6t kovetben (Paszti-Gere et al., 2015b). A legtdbb 3-APhA
tipusu inhibitorral végzett kisérletre azonban tdbbnyire daganatos sejtvonalakon kerdlt sor
(Uhland et al., 2009; Meyer et al., 2013), igy az ott kapott eredmények kevéssé relevansak
nem daganatos sejteken végzett kisérletekkel dsszehasonlitva.

A 3. vizsgalatunk soran azt tapasztaltuk, hogy az MI439 és az MI476 is szignifikansan
csOkkentette a TER értéket 25 és 50 umol/l koncentracidoban 24 6ra kezelési id6t alkalmazva.
Korabbi kisérletekben a differencialt IPEC-J2 egyrétegli sejteken az AEBSF szerin-proteaz
inhibitor 25 pmol/l koncentraciéban szignifikdansan csokkentette a TER értékeket
haromnapos expozicié alatt, illetve a 3-APhA tipusu inhibitor MI432 és MI460 pedig
szignifikansan csdkkentette a TER-t a 24 6ras inkubaciés idd utan, amig az MI453 és MI463
sorszamu inhibitor nem befolyasolta a sejtréteg TER értékét (Paszti-Gere et al., 2016a). Az
inhibitorok gatloképességét vizsgalva a MI432 és MI460 membran ateresztoképességet
novelé enzim Kimariptaz1 allanddja volt a legkisebb (2. tdblazat), amig a tébbi (MI453, MI463,
MI469) inhibitornal ez tdbbszordse volt (3. tablazat). Ennek fényében érthetébb, miért ez a
két inhibitor gatolta a matriptaz-1 enzimet, ugyanis minél kisebb az allando, annal nagyobb a

kétédési affinitas. igy valdsziniileg csak magasabb koncentracidban alkalmazva sikeriilhetett
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volna hatast elérni a tébbi inhibitorral. A disszertacidban alkalmazott MI439 Kimatriptaz-1 €rtéke
ismert (0,001 pmol/l), a korabban IPEC-J2 sejttenyészeten alkalmazott, matriptaz-1 gatlast
okozé inhibitorok Ki értékével kdzel azonos. Az MI476 Kimatiptaz-1 €rtéke nem ismert, de az
eredményunk alapjan valdszinUsithetd, hogy nagysagrendileg 0,001-0,002 kozott kell lennie.
Mas, IPEC-J2 sejteken végzett kutatdasok soran az MI432 10, 25 és 50 pmolll
koncentracioban 48 oras alkalmazas esetén csOkkentette a TER-értékeket (Paszti-Gere et
al., 2015b), arra utalva, hogy a matriptazinhibitorok befolyasolhatjagk a sertések
bélintegritasat. Megndvekedett paracellularis permeabilitast és csdkkent a matriptaz-1
enzimaktivitast okozhatna a sejtréteg sérulése, sejtek pusztulasa is. A TER ellen6rzése
viszont alatamasztja, hogy nem a sejtek pusztuldsa okozza a lathato eltéréseket. Ugyanis a
TER az MI432 és MI460 inhibitorral kezelt sejttenyészté edényekben is ndvekedett, csak
kisebb mértékben a kontrollhoz képest, ami azt jelenti, hogy a sejtek differencialédtak,
fejlédtek a kezelés alatt is (Paszti-Gere et al., 2016a).

Az IPEC-J2 sejtréteg integritasat WGA festéssel ellendriztik. A vizsgalat alapjan
mindkét inhibitorral kezelt és a kontroll mono-kultdra is konfluens sejtréteget alkotott. A
festés alapjan az inhibitorokkal kezelt sejteknél intenziv perinuklearis fluoreszcencia volt
lathatd. A WGA pozitiv Golgi-apparatus részeként lathaté vakudlumok egyik legfontosabb
feladata a membranhoz koétott fehérjék szintézise és transzportja (Wang és Seemann, 2011).
A matriptazinhibitorok egy lehetséges kozvetett visszacsatolasi mechanizmuson at
eredményezhetik, hogy matriptaz intermedierek halmozdédnak fel és tarolédnak a gatolt
szintézis vagy zimogén aktivacio miatt.

Ugy tiinik, hogy a cellularis redox statusz megzavarasa egyes mechanizmusok révén -
példaul a TMPRSS enzimek megvaltozott eloszlasi mintdzatan keresztil - ronthatja a
bélhamréteg integritasat. Ez arra utalhat, hogy kapcsolat all fenn a bizonyos TTSP
enzimaktivitas és a bélham redox homeosztazisa kozott (Paszti-Gere et al.,, 2015a). A
matriptaz gatlasnak a redox allapotra gyakorolt hatasat illetéen korabban kutatocsoportunk
leirta, hogy az MI432 inhibitorral tortént kezelés nem okozott zavart az extracellularis H.O-
szintben 10, 25 és 50 umol/l koncentracidoban alkalmazva 24 és 48 6ra inkubaciot kdvetéen,
azonban rovid, 2 6ras expozicio utan atmenetileg megnétt a H.O, termelés, ha az MI432
50 umol/l koncentracidban kerult alkalmazasra IPEC-J2 sejteken (Paszti-Gere et al., 2015b).
Masrészt, IPEC-J2 sejteken a matriptaz aktivator S1P alkalmazasa nem befolyasolta az
extracellularis H2O2 szintet, ezzel egyidejlleg viszont novelte a TER-t és stimulalva az
okkludin felhalmozddasat a TJ terlletén (Paszti-Gere et al., 2016b). Ugyanezt tapasztaltuk
az 1. vizsgalat keretében patkany primer hepatocita mono-kulturan végzett kisérletben, hogy
a sejtek redox statuszat nem befolyasolta a S1P adagolas a vizsgalt 72 6ras idészak alatt.

Az IPEC-J2 sejteken végzett jelen vizsgalatban az MI439 és az MI476 egyarant

képesek voltak szignifikansan csdkkenteni az extracellularis H.O. mennyiséget, 10, 25 és
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50 umol/l koncentraciéban 24 6ran keresztiil adagolva (50 pmol/l esetén csak a bazolateralis
térrészben). Ezek az adatok a matriptazgatlas uj j6tékony hatasara mutathatnak ra a bélham
redox allapotanak javitasaval. A korabbi vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy a 3-APhA
tipusu inhibitorok rovid tavu (2 oras) alkalmazasa novelheti az extracellularis H2O: szintet
azaltal, hogy megzavarja a ROS egyensulyat a sejtmembran két oldalan, de ezt a hatast
kompenzalodik és az élettani redox paraméterek helyreallnak a hosszabb inkubacios idét
kovetben (24 és 48 ora) (Paszti-Gere et al., 2015b). A 3. vizsgalat eredménye azonban arra
utal, hogy bizonyos matriptazgatlok antioxidativ képességgel is rendelkezhetnek, igy
csokkenthetik a bélhamsejtek extracellularis ROS-felszabadulasat, hozzajarulva ezaltal a bél
egeszsegehez. Mivel az oxidativ stressz sokrétli hatasmod révén kulcsszerepet jatszik
szamos bélbetegség patogenezisében (Paszti-Gere et al., 2015a), az alkalmazott 3-APhA-
gatlok (MI439 és MI476) feltételezett potencidlja a bél ROS-képzddésének enyhitésében
nagy jelentéséggel bir a gasztrointesztinalis rendellenességeket célzé Uj terapiakban.
Mindent dsszegezve, a vizsgalt 3-APhA tipusu MI439 és MI476 inhibitor is igéretes
jelolteknek tekinthetdk a redox homeosztazis és a bél egészségének kialakitasaban és
fenntartasaban, mivel jelentésen csokkentették az extracellularis H.O, szintet 24 6ras
expoziciot kovetéen IPEC-J2 sejtrétegen. A jelen eredmények, a korabbi vizsgalatokkal
Osszefliggésben kiemelik a matriptaz-1 enzim kulcsfontossagu funkciojat a bélbarrier funkcio
szabalyozasaban, és arra is utalnak, hogy a megfelelé matriptazgatlas hasznos eszkoz lehet

a bél egészségének javitasaban a fizioldgias oxidativ egyensuly fenntartasa révén.
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7.4 Konkluzio

A doktori kutatas keretében kilonféle matriptaz modulatorok sejtszintli hatasait
vizsgaltuk patkany, csirke és sertés eredetl hepatikus, ill. enterdlis in vitro
modellrendszerekben. Vizsgalataink szamos Uj adattal szolgaltak a matriptaz aktivatorként
hasznalt S1P, valamint kilénb6z8 3-APhA alapvazu gatlészerek sejtmetabolizmusra,
gyulladasos és redox homeosztazisra gyakorolt befolyasolasaval, valamint a matriptaz
enzimek élettani szerepével kapcsolatban egyarant.

A S1P esetében altalanos emldés modellként szolgald patkany primer hepatocita mono-
kulturan igazoltuk, hogy a matriptaz-2 hatékony aktivatoraként csokkenti a majsejtek
hepcidintermelését, anélkil, hogy citotoxikus vagy prooxidans hatassal birna. A S1P ezaltal
hozzajarulhat a vas felszivodasanak és raktarozo sejtekbdl torténd leadasanak
elésegitéséhez, igy igéretes jeldlt lehet a kronikus gyulladasos folyamatok esetén medfigyelt,
fokozott hepcidintermelés medialta nemregenerativ anaemiak gyégykezelésében.

Kutatdmunkank soran elsdéként vizsgaltuk egyes matriptazgatiok hatasait csirkében,
amely faj a matriptdz modulatorok esetleges késébbi terapias alkalmazasa tekintetében
célallatfajként, valamint a madarak modellallatfajaként is nagy jelentéséggel bir. A csirke
eredetl hepatikus mono- és ko-kulturakon az MI432 hatasara fokozott IL-6 és IL-8 termelést
tapasztaltunk, ami arra utal, hogy a matriptaz vélhetéen szerepet jatszik a maj gyulladasos
homeosztazisanak szabalyozasaban. Mivel azonban egyik gatlészer sem befolyasolta a
sejtek oxidativ statuszat és a lipidperoxidacio meértékeét, a matriptaz vélhetéen nem tekinthet6
a redox homeosztazis modulatoranak csirkében. Mindkét inhibitor (MI432 és MI460) rovid
idejd, 4 oran keresztll térténé alkalmazasa kismérték(i metabolikus depressziot idézett el6,
de 24 6ras inkubaciét kdvetden a maj anyagcseréjének gyors adaptacidja révén ez a hatas
mar nem volt megfigyelhetd. Kisérletlink alapjan tehat egyik vizsgalt 3-APhA tipusu gatlészer
in vitro hepatikus alkalmazasa sem jart sejtkarosité hatassal csirkében, a gyulladasos
folyamatok befolyasolasa révén egyes matriptazgatlbk azonban hozzajarulhatnak a
majsejtekben kialakulé gyulladasos valasz fokozédasahoz.

Az IPEC-J2 sertés bélhamsejtvonalon végzett kisérletlink igazolta, hogy az MI439 és
MI476 gatloszerek — mas, 3-APhA tipusu inhibitorokhoz hasonléan — befolyasolhatjdk a
bélham integritasat, valamint antioxidans hatdsuk révén a sejtek redox allapotat is, amely
megerdsiti a matriptaz élettani szerepét a bél barrier funkciéjanak fenntartasaban, és
lényeges limitald szempontot jelent a matriptazinhibitorok esetleges késdbbi alkalmazasa
szempontjabal is.

Eredményeinket Osszegezve, a kutatbmunkank soran felhasznalt sejttenyészetek
megfeleld faj- és szervspecifikus modellnek bizonyultak a matriptaz modulatorok hatasainak

vizsgalatara. A vizsgalt aktivaléd és gatld hatasu vegylletek kilonbdzd allatfajok maj és bél

73



eredetl sejtkulturaiban kifejtett sejtszintli hatasainak leirasa hozzajarulhat a kezel6anyagok
esetleges jovbbeli farmakologiai iranyu fejlesztéséhez, tekintettel a felmertld terapias

célokra, valamint az alkalmazas biztonsagossagara is.
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8 Ujtudomanyos eredmények

1. A szfingozin-1-foszfat matriptaz-2 aktivatorként csokkenti az extracellularis
hepcidinkoncentraciét patkany primer hepatocita mono-kultdran, ezaltal vélhetéen
részt vesz a vasanyagcsere szabalyozasaban.

2. Elséként teszteltiink 3-APhA alapvazu matriptazinhibitorokat (M1432, MI460) csirke
primer hepatikus mono-és ko-kulturan, vizsgalva a matriptaz metabolikus,
gyulladasos és redox folyamatokban betdltott szerepét. Az MI432 ugyan jelentés
gyulladaskeltd citokintermel&dést valtott ki, de ez nem jart egyutt oxidativ stresszel
és lipidperoxidacioval, és egyik inhibitor sem csdkkentette a sejtek metabolikus
aktivitdsat. Eredményeink  alapjan  feltételezheté, hogy a fiziologias
matriptazaktivitds fontos szerepet t6lt be a maj metabolikus és gyulladasos
homeosztazisanak fenntartasaban madarakban.

3. Sejtkulturan még nem tesztelt matriptaz inhibitorok (MI439, MI476) Uj hatasait irtuk
le sertés IPEC-J2 bélhamsejt-tenyészeten. Az MI439 és MI476 inhibitorok a sejtek
életképességét nem csOkkentették, magasabb koncetraciokban azonban TER
csokkentd hatas volt megfigyelhetd, illetve az extracellularis H.O> mennyisége is
csokkent. Ezen eredmények alapjan a bélbarrier befolyasolasan kivil bizonyos
matriptazgatlok antioxidans képességgel is rendelkezhetnek, igy meérsékelve a
H.O, bélhamsejtekbél torténd felszabadulasat, hozzajarulva ezaltal a bél

egeszsegehez.
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11 Mellékletek

1. melléklet: Mas inhibitorcsoportba tartozé, a disszertaciéban emlitésre kertld inihibitorok

o L Kimatriptéz-l Ki matriptaz-1
Inhibitor Szerkezeti képlet
(umoll/l) (umol/l)
SFTI-1
0,2 n.a.
MCoTI-Il 0,0028 n.a.
3-CI-AHPC n.a. n.a.
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2. melléklet: A szakirodalomban in vitro és in vivo kisérletekben megemlitett,
disszertacioban nem alkalmazott 3-APhA inhibitorok szerkezeti képlete és Ki
(disszociaciés allando) értékei. Zarojelben mas publikaciéban megtalalhatd elnevezések,

adatok lathatodak.

o e Kimatriptéz-l Kimatripta’z-z
Inhibitor Szerkezeti képlet
(umolll) (umoll/l)
WX-UK1 )\(/Eﬁ\i
&b ; Cl\ﬂ,o\/ 0,37 n.a.
(CU-1275) Q I
. .
[ |
CJ-697 & Il 0,026 n.a.
(CU-697; 44) D
CJ-730 0,046 n.a.
CU-988 SN 0,036 n.a.
R S0 BT
CU-990 ! e 0,0061 n.a.
b L
CU-1737 f a 0,0038 (0,0066
RSB PN (_ n.a.
(59) . Hammami, 2012)
CU-1803 (24) 0,028 n.a.
CU-1804 L B 0,0025 n.a.
e
CU-1807 P \ .,,ﬁ.¥ 0,0245 n.a.
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CU-1832 HoN NH, 0,0001 n.a.
MI021 “ q & 0,0038 na
MI441 LR

O Cl eo Q\/\NH; 0,011 0,21
(96) cl
M |453 HZN/\iN/QS N\:)OLN [o]
Mg 10,2 0 0,008 0,79
(89) .
MI461
0,0009 0,073
(112)
MI462*
0,0027 1,42
(113)
MI463
0,0051 0,94
(114)
MI1469 0,044 n.a.
P2:Ala
P3: H-D-hPhe
8 QVA .
°2/ N ONH, 0,046 n.a.
oG
MI406 ,;“\20% Y
Boar yatatan 0,013 0,035
(93)
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095 N\,; \J/l\NH
1 f‘j”sﬁfr*wfj_; 0,055 0,17
oA
R RY T
2 SEYRY, 0,22 >10
e
3 L ool 0,77 0,46
& CU
S
4 } jo\yﬂgﬁ;l\a 21 >10
RN
[

* Baron et al, 2013-as cikkjében MI462 inhibitora az ott lathaté szerkezeti képlet és a cikkben

utalt Ki érték alapjan is Hammami disszertacidjaban MI463 sorszamu inhibitora.
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