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1 Rövidítések jegyzéke 

 

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

3‐Cl‐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 kináz (casein kinase II)  

COX-2: ciklooxigenáz-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 módosított Eagle-tápközeg és Ham’s F-12 Nutrient Mixture 1:1 
arányú keveréke 

DMSO: dimetil-szulfoxid 

DSS: dextrán-szulfát-nátrium (dextran sodium sulfate) 

E: prosztaglandin receptor 

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

ELISA: enzimhez kötött ellenanyag-vizsgálat (enzyme-linked immunosorbent assay) 

ER: endoplazmatikus retikulum 

ERK: (extracellular signal-regulated kinase)  

FBS: fötális borjú szérum (fetal bovine serum) 

FD4: 4 kDa tömegű fluoreszcens izotiocianáttal jelölt dextrán molekula 

GPx: glutation peroxidáz 

HA: hemagglutinin 

HAI-1: hepatocita növekedési faktor aktivátor inhibitor-1 (hepatocyte growth factor activator 
inhibitor type 1) 

HAT: (human airway trypsin-like protease) 

HFE: hemokromatózis protein 
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HGF: hepatocita növekedési faktor (hepatocyte growth factor) 

HJV: hemojuvelin 

HRP: tormaperoxidáz (horseradish peroxidase) 

IL: interleukin 

INF: interferon 

IPEC-J2: újszülött sertés jejunális eredetű bélhámsejtvonal (intestinal porcine enterocytes–
jejunum-2) 

IPF: idopatikus pulmonáris fibrózis 

IRIDA: vasrezisztens vashiányos 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 aktivált protein kináz 

MDA: malondialdehid 

MDCKII: Madin-Darby kutya vesehám-sejtvonal 

MERS Co-V: közel-keleti légúti koronavírus (Middle East respiratory syndrome coronavirus) 

MI: matriptázinhibitor 

MMP: mátrix metalloproteináz (matrix metalloproteinase) 

MCoTI-II: Momordica cochinchinensis trypsin inhibitor-II 

MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetoxifenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazólium 

mRNS: messengerRNS-ribonukleinsav 

MSPL: (mosaic serine protease large- form) 

NADP+: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát 

NADPH+H+: redukált nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát 

NP: nem-parenchimális  

NSAID: nem-szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszer (nonsteroidal anti-inflammatory drug) 

PAR-2: proteáz aktivált receptor-2 (protease activated receptor 2) 

PBS: foszfáttal pufferelt sóoldat (phosphate buffered saline) 

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

PGE2: prosztaglandin E2 

ROS: reaktív oxigén gyökök (reactive oxygen species) 

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

SARS-CoV-1: súlyos akut légzőszervi szindróma-koronavírus-1 (severe acute respiratory 
syndrome coronavirus-1) 

SCBN: kutya jejunális epiteliális sejtvonal 
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SEA: (sea urchin sperm protein/enteropeptidase/agrin) 

SEM: átlag standard hibája (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: tiobarbiturát sav (thiobarbituric acid) 

TER: transzepiteliális elektromos ellenállás (transepithelial electrical resistance) 

TfR2: transzferrin receptor-2 

TGF: transzformáló növekedési faktor (transforming growth factor)  

TJ: szoros sejtkapcsoló struktúra (tight juntion) 

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

TMPRSS: (transmembrane protease/serine) 

TNF: tumor nekrózis faktor 

TTSP: kettes típusú transzmembrán szerin proteáz (type II transmembrane serine protease) 

uPA: urokináz plazminogén aktivátor (urokinase plasminogen activator) 

uPAR: urokináz plazminogén aktivátor receptor 

WGA: búzacsíra agglutinin (wheat germ agglutinin) 

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

 

A kettes típusú transzmembrán szerin-proteázok (TTSP) sokféle élettani és patológiás 

folyamatban töltenek be fontos szerepet. Mivel a TTSP család számos tagját az elmúlt 

években igen széleskörűen tanulmányozták, azonban olyan szerteágazó és sokrétű hatásuk 

lehetséges, hogy vizsgálataink során a nem kutatott területek közül választottunk ki 

néhányat. Jelen disszertáció a TTSP család két tagja, a matriptáz-1 és matriptáz-2 élettani 

és patológiás jelentőségét foglalja össze, illetve egy matriptáz aktivátor és inhibitorcsoport 

különféle sejttípusokra kifejtett hatásának vizsgálatával foglalkozik. Olyan aktivátort és 

inhibitorcsoportot választottunk, amelyek e szerek gyógyszerként való alkalmazhatóságának 

igazolására az első lépéseket jelenthetik. 

A matriptáz-1, a sejtkapcsoló struktúrák szabályozása révén szükséges a posztnatális 

túléléshez, megnövekedett aktivitása azonban elősegíti bizonyos epiteliális eredetű 

daganatok áttétképzését. Részt vesz az ízületi porc bontásában oszteoartritisz esetén, 

szerepe van a tüdőfibrózis kialakulásában és segíti az influenzavírusok sejtbe jutását is. A 

matriptáz-2 a vasanyagcsere szabályozásában tölt be központi szerepet, illetve ezzel 

összefüggésben szerepe van az elhízás, inzulinrezisztencia, kettes típusú diabétesz 

kialakulásában. Számos daganatnál csökkenő mennyisége rosszabb kórjóslatot von maga 

után. Ezért funkciójuknak pontos megismerése számos patomechanizmus tisztázásában 

segíthet, szabályozásuk pedig a gyógyszerkutatás fejlesztés célpontja is lehet. 

A TTSP családdal kapcsolatban leggyakrabban kutatott területek a daganatmarker és 

tumorterápia, illetve a vírusfertőzésekkel kapcsolatos vizsgálatok. A matriptáz-1 és 

matriptáz-2, illetve a már ma is ismert aktiváló és gátló molekulák hatásával kapcsolatos 

ismeretanyag áttekinthetősége érdekében igyekeztem összefoglalni a dolgozat elején az 

utóbbi években megjelent publikációkban fellelhető eredményeket, hozzátéve 

munkacsoportunk eddigi kutatásainak eredményeit is. Kutatásainkkal több irányba is 

szerettük volna bővíteni a matriptáz enzimekről elérhető információkat. Kísérleteink során 

egy ismert matriptáz-1 aktivátort, a szfingozin-1-foszfátot (S1P), illetve egy inhibitor családot, 

a 3-amidinofenilalanin (3-APhA) alapvázú gátlószereket teszteltünk in vitro. A 3-APhA 

alapvázú vegyületek már számos kutatásban in vitro és in vivo is hatékonynak bizonyultak az 

enzimek gátlásában, viszont a sejtekre gyakorolt egyéb hatásaikról kevés adat állt 

rendelkezésünkre. Mivel az eddigi kutatások főleg emlős eredetű sejteken, ill. egyedeken 

történtek, így más rendszertani kategóriába tartozó gerinces fajokról alig vannak ismereteink. 

A nagyon sokféle hatás, és a már létező, ill. a jövőben kifejlesztésre kerülő modulátor 

molekulák miatt is szükség van egy jól áttekinthető, in vitro tesztrendszerre, ahol a különféle 

fajokban és szervekben kialakuló, különféle aktiváló és gátló hatások jól összehasonlíthatók 
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lehetnének majd a jövőben. Ezért célunk volt faj- és szervspecifikus, in vitro vizsgálati 

rendszert kialakítani e molekulák hatásának és alkalmazhatóságának tesztelése érdekében. 

 A kísérleteket patkány és csirke primer májsejtkultúrákon, csirke primer máj eredetű 

ko-kultúrákon, valamint IPEC-J2 újszülött, sertés nem tumoros jejunális bélhám sejtvonalon 

végeztük. Kísérleteink során egy esetben (1. vizsgálat) a matriptáz-2 vasanyagcserében 

betöltött specifikus szerepét vizsgáltuk, a továbbiakban (2. és 3. vizsgálat) pedig arra 

kerestünk választ, hogy mely paraméterek sejtszintű vizsgálata szükséges egy matriptáz 

modulátor alkalmazhatóságának igazolásához. 

Az 1. vizsgálatunkban tehát a matriptáz-2 vasanyagcserében betöltött élettani 

szerepét tanulmányoztuk. Újdonságként egy olyan aktiváló molekulát használtunk, amelyet 

eddig csak matriptáz-1 aktivátorként ismertek, s mint ilyen, nem tételezték fel 

vasanyagcserére kifejtett hatását. Ez a hatás, főként a vashiányos anémia állatorvosi 

jelentősége miatt több emlősfajban, így például sertés esetében kiemelkedő fontosságú 

lehet. Eredményeink szerint a S1P matriptáz-1 aktivátor patkány primer májsejttenyészetben 

csökkentette a hepcidin mennyiségét, ezáltal hatással lehet a vasanyagcserére. 

Mindemellett a molekula a hepatociták életképességét és a redox homeosztázist nem 

befolyásolta, amely szerint a jelen vizsgálatokban matriptáz-2 aktivátornak is bizonyuló S1P 

vasanyagcserét befolyásoló szereppel bír, ugyanakkor nem károsítja az igen érzékeny 

májsejtek alapvető életfolyamatait. 

A 2. vizsgálatban néhány, korábban már vizsgált, és emlősfajokban hatásosnak 

bizonyult matriptáz-1 és -2 gátlószer sejtekre gyakorolt alapvető hatását és a sejtek 

életképességére, metabolikus aktivitására gyakorolt befolyását kívántuk tanulmányozni. A 

vizsgált inhibitorok esetében a sejtmetabolizmus, redox homeosztázis és gyulladásos 

citokinszintek mérése csirkéből származó hepatocita mono- és hepatocita – nem-

parenchimális (NP) sejt ko-kultúra modellben, a mi vizsgálatunkat megelőzően még nem 

történt meg, holott éppen baromfinál az igen gyakori vírusos megbetegedések 

megelőzésében, gyógyításában e szereknek igen nagy jelentősége lehetne. Eredményeink 

szerint a két vizsgált matriptázgátló molekula nem volt toxikus, de eltérő hatást fejtettek ki a 

gyulladásos citokinek termelésének mértékére, ezzel szemben a redox homeosztázisra nem 

gyakoroltak alapvető hatást. A vizsgálatok alapján megállapíthatjuk, hogy eltérő 

matriptázgátlók eltérő mértékben és módon befolyásolhatják a sejtek alapvető 

életfolyamatait, amely hatások csak részben egyeznek meg az emlősöknél tapasztaltakkal. 

Így levonható az a következtetés, hogy minden egyes vizsgálni kívánt gátlószer esetében 

első lépésként fajspecifikus in vitro sejtmodellt érdemes alkalmazni, és az egyes molekulákat 

ebben az (pl. az általunk is alkalmazott) in vitro tesztrendszerben célszerű összehasonlítani. 

A kísérlet eredményei arra utalnak, hogy a matriptáz vélhetően a máj gyulladásos 



11 
 

homeosztázisának szabályozásában is szerepet játszik, ugyanakkor nem tekinthető jelentős 

redox modulátornak csirkében. 

A 3. vizsgálatunkban sertés bélhámsejttenyészeten vizsgáltuk két, általunk eddig 

még nem tanulmányozott matriptázgátló hatását. Citotoxikus befolyást nem tapasztaltunk, 

azonban mindkét gátlószer esetében egyes kezelési koncentrációknál TER csökkenést és 

antioxidáns hatást mértünk. A TER-t csökkentő hatás alapvető fontosságú lehet minden faj 

esetében a bélhám barrier funkciójának esetleges károsodása miatt. 

Jelen vizsgálataink célja tehát nemcsak az volt, hogy egy bizonyos aktiváló vagy 

gátlószer hatását összegezzük, hanem egy olyan in vitro, lehetőség szerint faj- és 

szervspecifikus modell rendszert alakítsunk ki, mely alkalmas lehet ezután számos újonnan 

kifejlesztett, matriptáz gátló vagy aktiváló molekula vizsgálatára. Megállapítható, hogy a bél- 

és májsejttenyészeten végzett vizsgálatok alapvető fontosságúak, mivel a per os bejuttatott 

gyógyszerek e szervek sejtjeivel kerülnek elsődlegesen kapcsolatba, és akár az általunk itt 

ismertetett modellrendszerben végzett vizsgálatok alapján kiválaszthatók lesznek azok a 

molekulák, amelyek további in vitro és in vivo tesztelése gyakorlati jelentőséggel bírhat. 
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3 Bevezetés és irodalmi áttekintés 

 

Az irodalmi áttekintésben bemutatásra kerül a kettes típusú transzmembrán szerin-

proteáz (TTSP) család, majd ebből kiemelten két tagjával, a matriptáz-1 és matriptáz-2 

enzim szintézisével, élettani és patológiás szerepével foglalkozunk. A későbbi kísérletekhez 

kapcsolódóan a többféle matriptázgátló csoportok közül a 3-amidinofenilalanin inhibitorok és 

egy matriptáz-1 aktivátor, a szfingozin-1- foszfáttal kapcsolatos publikációkról készült 

összefoglaló a disszertáció jelen fejezetében. 

3.1 A kettes típusú szerin-proteáz család 
 

A szerin-proteázok az egyik legősibb és legnagyobb enzimcsalád a proteázok közül. 

Tagjai számos élettani és patológiás folyamatban vesznek részt, mint például az emésztés, 

véralvadás, sebgyógyulás, vérnyomás szabályozása vagy a vírus-sejt interakció. A szerin-

proteázok közé soroljuk a TTSP családot, amelyhez négy alcsalád tartozik: a HAT/DESC 

(human airway trypsin-like protease/differentially expressed in squamous cell carcinoma) 

alcsalád, a hepszin/TMPRSS (transmembrane protease/serine) alcsalád, a matriptáz 

alcsalád és a korin (Szabo et al., 2003). Közös bennük, hogy egy N-terminális 

transzmembrán és egy C-terminális extracelluláris részből épülnek fel (Szabo et Bugge, 

2008). Az N-terminális plazmamembránhoz kötött rész miatt a sejt felszínén helyezkednek 

el, így sokuk feladata a sejt és az extracelluláris környezet közötti jelátvitel közvetítése, a 

különféle sejtválaszok szabályozása, a szövetek morfogenezise, barrier funkció kialakítása, 

illetve víz és ion transzport (Szabo et Bugge, 2011). A C-terminális szakasz tartalmazza a 

katalitikus hisztidin-aszparaginsav-szerin részt és a „stem”, azaz törzsrégiót, amely többféle 

fehérjét tartalmazhat. A HAT/DESC alcsaládhoz tartozik a HAT, DESC1, TMPRSS11A, HAT-

like 2, HAT-like 3, HAT-like 4, HAT-like 5. A törzsrégió itt egy SEA szakaszból áll (sea urchin 

sperm protein/enteropeptidase/agrin). A hepszin/TMPRSS alcsalád a hepszin, TMPRSS2, 

TMPRSS3, TMPRSS4, TMPRSS5/spinesin, MSPL (mosaic serine protease large- form), 

enteropeptidáz enzimekből áll. Mindegyik enzim törzsrégiójában van egy LDLRA (low-

density lipoprotein receptor class A) egység, de az enteropeptidáznál ez kiegészül 

sorrendben SEA, LDLRA, CUB (Cls/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 matriptáz alcsaládhoz a matriptáz-1 (Shi et al., 1993), 

matriptáz-2 (Hooper et al., 2003), matriptáz-3 (Szabo et al., 2005) és poliszeráz-1 (Cal et al., 

2003) tartozik. A matriptázok törzsrégiója egy SEA, két CUB és három (matriptáz-2, -3) vagy 

4 (matriptáz-1) LDLRA szakaszból épül fel (Szabo et Bugge, 2008; Bugge et al., 2009) 

(1. ábra). Habár számos gén kódolja a többféle TTSP enzimet, úgy tűnik, a kódoló régió elég 
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konzervatív, és az eddig vizsgált összes gerincesben sikerült kimutatni a genomból (Szabo 

et Bugge, 2008). Az összes TTSP inaktív, egyláncú proenzimként szintetizálódik, de a 

matriptáz, matriptáz-2, hepszin, TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 in vitro képes 

autoaktivációra (Bugge et al., 2009). Jelen disszertációban a matriptáz alcsalád két tagjával, 

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

 

1. ábra: A matriptáz alcsalád sematikus rajza, az ábrán az extracelluláris domének 

láthatóak (A kép forrása: Bugge et al., 2009). 

 

3.1.1 A matriptáz-1 
 

A matriptáz-1 (más néven MT-S1P, TADG-15, epitin, vagy ST14) először emlőtumor 

sejttenyészetben került leírásra, mint zselatinbontó enzim (Shi et al., 1993). Ortológját 

számos gerinces fajban kimutatták, például zebradánió, egér, patkány, csirke, kutya, 

csimpánz és humán genomból is (Szabo és Bugge, nem publikált adat, List et al. 2006a 

összefoglaló cikke alapján). Az eddigi kutatások szerint széles spektrumú hasítási aktivitása 

hozzájárulhat az extracelluláris mátrix bontásához, más proteázok és faktorok aktiválásához, 

és elengedhetetlen a posztnatális túléléshez. 

3.1.1.1 A matriptáz-1 szintézise, aktiválása, gátlása 

 

A 80-95 kDa molekulasúlyú matrtiptáz-1 a sejtfelszínhez kötötten található (Takeuchi et 

al., 2000), az apikális kapcsolóstruktúra komplex területén (Buzza et al., 2010). Ahhoz, hogy 

elérje kétláncú, proteolitikusan aktív formáját, a szintézistől számítva számos szabályozó 

lépésre van szükség. A matriptáz egyláncú, inaktív zimogénként szintetizálódik az 

endoplazmatikus retikulumban (ER) (Lin et al., 1999). Autoaktivációra képes, de a folyamat 

részleteiben nem teljesen tisztázott. Szükség van két endoproteolitikus hasításra és 
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sejtfelszínre szállításra. A szintézishez, transzporthoz, endogén hasításhoz és a sejtfelszínre 

kerüléshez, így aktiválásához, majd a spontán autoaktiváció megakadályozásához és a 

szerin-proteáz régió gátláshoz is elengedhetetlen a hepatocita növekedési faktor-1 (HAI-1) 

(Oberst et al., 2005). A matriptáz-1 és HAI-1 felépítése a 2. ábrán látható (Lee, 2006). 

 

2. ábra: A matriptáz-1 és HAI-1 szerkezeti felépítése (a kép forrása: Lee, 2006). 

Az első hasítás az N-terminális rész SEA doménjében történik a 149. számú glicin 

aminosav után az ER vagy a Golgi-készülék területén (1. táblázat). A hasító enzimet nem 

ismerjük, vagy lehetséges, hogy nem enzimatikus hidrolízis történik. Bár így megszakad a 

kovalens kapcsolat a membránhoz kötő N-terminális résszel, a matriptáz-1 továbbra is 

szorosan kapcsolódik a membránhoz, valószínűleg nem kovalens kötések révén (Cho et al., 

2001). Szükséges még egy proteolitikus hasítás már a sejtfelszínen, a katalitikus és nem 

katalitikus domén határán, a szerin-proteáz domén 614. pozíciójú arginin aminosav után 

(1.  táblázat). A hasítás után a két részt diszulfid-hidak kötik össze. Ha ez a hasítás nem 

történik meg (például mutáció miatt), akkor nem lesz proteolitikusan aktív az enzim. Csak az 

aktív, kétláncú forma tud összekapcsolódni a HAI-1 faktorral. Az autoaktiváció 

szabályozásában részt vesz a matriptáz-1 több doménje is. Az autoaktivációhoz szükség 

van négy intakt LDLRA doménre. Ez azt jelenti, hogy az LDLRA osztályú domén fontos az 

enzim-fehérje kölcsönhatásokban a matriptáz-1 és az aktivációs folyamatban részt vevő 
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fehérjék között. A potenciális ligandumok, amelyek az LDLRA részen kötődnek, és aktiválják 

azt, még további jellemzésre várnak. LDLRA pontmutáció esetén az autoaktiváció nem 

működik, de ha mind a négy LDLRA szakasz hiányzik, akkor a nem sérült matriptáz-1 képes 

aktiválni az LDLRA hiányos matriptáz-1 enzimet. A domén valószínűleg kettős funkciót 

tölthet be: egyrészt kötőhelyként szolgálhat a matriptáz-1 aktivátoraihoz, másrészt 

autoinhibitív doménként szolgálhat, ha a proteáz aktivátorok nincsenek jelen. Szükséges 

még az első CUB domén glikolizációja a matriptáz-1 aktiválásához. A CUB domén deléciója 

megakadályozza a matriptáz-1 proteolitikus hasítását kisebb molekulatömegű formáikba, és 

ez a matriptáz-1 nem megfelelő aktiválódását is eredményezheti. Ha mindkét CUB domén 

egyidejűleg hiányzott, a vad típussal közel azonos matriptáz-1 aktiválást eredményezett. Ez 

hasonló ahhoz, mint amikor mind a négy LDLRA domén egyszerre törlődik: valószínűleg a 

CUB domének együttesen szintén autoinhibitorként funkcionálhatnak, ha nem vesznek részt 

az aktivációban (Oberst el al., 2003b). További kutatások szerint a sejtfelszínről való 

leváláshoz szükség van egy hasításra a SEA és CUB domén határán a 186. arginin 

aminosavnál (1. táblázat). A sejtfelszíni leválás szorosan kapcsolódik a zimogén 

aktiválásához, és leválva még az enzim aktív maradhat, hozzáférhet szubsztrátjaihoz, ha 

nem kapcsolódik a HAI-1 aktivátor inhibitorához (Tseng et al., 2017). 

1. táblázat: A matriptáz-1 aktivációjához szükséges hasítások (forrás: Tseng et al., 

2017) 

 Szintézis/Érés Zimogén aktiváció Leválás 

Sejtbeli 

elhelyezkedés 
ER/Golgi sejtmembrán sejtmembrán 

Hasítás helye 

149. glicin-150. szerin 

SEA domén 

614. arginin-615 valin 

szerin proteáz domén 

186 arginin-187 szerin 

SEA-CUB domén 

határa 

Hasítás 

típusa 

 konformációs 

stressz? önhasítás? 

autoaktiváció (zimogén 

aktivitás) 

aktív matriptáz 

enzimatikus hasítása 

Funkció, 

termék 
zimogén aktiváció 

aktív matriptáz-1 

létrejötte 

matriptáz-1 

lehasadás, elnyújtott 

aktivitás 

 

Mindezek mellett szükség van az aktiváláshoz a már előbb említett HAI-1 faktorra is. 

A HAI-1 egy Kunitz-családba tartozó szerin-proteáz inhibitor, amely két Kunitz (1 és 2) típusú 
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domént és egy LDLRA részt tartalmaz (1. és 2. ábra) (Shimomura et al., 1997). A matriptáz-1 

a sejtfelszínre szállítás közben is együtt található meg a HAI-1 faktorral egy vezikulában, ún. 

aktivációs központban, és együtt halmozódnak fel a sejtkapcsoló struktúráknál. HAI-1 

hiányában, vagy ha sérül a Kunitz-1 domén, a matriptáz-1 az ER vagy Golgi-apparátusban 

marad. Ha gátolták siRNS technikával a HAI-1 expressziót, akkor több matriptáz-1 

autoaktiváció következett be, így a HAI-1 matriptáz-1 spontán autoaktivációja ellen is véd. 

Mindezek mellett HAI-1 hiányában a matriptáz-1 szintézis alacsony szinten marad egy 

autoproteolitikus aktiváció miatt, amely valószínűleg a Golgi/ER területén történik. Ez 

negatívan hat a sejten belüli transzportra, valamint a további matriptáz-1 transzlációra 

(Oberst el al., 2005). Korábbi matriptáz-1 szerin-proteáz régió elemzés alapján (Friedrich et 

al., 2002) az aktivációs folyamat végén a HAI-1 (Benaud et al., 2001) Kunitz-1 doménja 

(Oberst et al., 2005) gátolja az enzim proteolitikus aktivitását. Ezek az eredmények azt 

mutatják, hogy a matriptáz-1 HAI-1 általi szabályozása több szinten is előfordulhat, beleértve 

a szintézisét, az intracelluláris transzportját, a spontán aktivációt, a szabályozott aktiválását, 

a szerin-proteáz régió gátlását és az ektodomén leválást is (Oberst et al., 2005). A 

szabályozás lépései a 3. számú ábrán láthatóak (List et al., 2006a). 

 

3. ábra: A matriptáz-1 aktivációja. (1) A matriptáz-1 az ER területén szintetizálódik 

egyláncú zimogénként az N-terminálissal membránhoz kötve. (2) Endoproteolitikus 

hasítás a SEA domén területén az ER vagy a Golgi-apparátus területén. (3) A SEA 
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domén hasított matriptáz-1 a HAI-1 faktorral együtt található, együtt facilitált 

transzporttal (4) a sejtmembrán felé vándorolnak az aktivációs központ vezikulában, 

(5) ahol bekövetkezik a szerin-proteáz régió autokatalitikus hasítása, és (6) kialakul 

az aktív matriptáz-1, (7) amelyet szinte azonnal gátol a HAI-1. (8) A kialakult komplex 

az extracelluláris térbe válik le (A kép forrása: List et al., 2006a). 

Vannak ismert aktivátorai is, mint pl. a vérplazmában is megtalálható szfingozin-1-

foszfát (S1P) (Benaud et al., 2002), és van kémiai induktora is, mint a polianionos suramin 

(Lee et al., 2005). 

3.1.1.2 A matriptáz-1 élettani folyamatokban betöltött szerepe 

 

A matriptáz nagy mennyiségben megtalálható az egész szervezetben szinte az 

összes szerv esetén, de csak az epiteliális sejtekben (epidermisz, kornea, nyálmirigy, száj és 

orrüreg, pajzsmirigy, tímusz, nyelőcső, trachea, bronchiolák, alveolusok, gyomor, 

hasnyálmirigy, epehólyag, vékonybél, vastagbél, vese, mellékvese, húgyhólyag, ureter, 

prosztata, here, petefészek, méh, vagina) (Oberst et al., 2003a). A matriptáz génkísérletes 

inaktiválása (ST14-/-) esetén egerek epiteliális szöveteiben számos funkciózavart figyeltek 

meg. Jellemzően megnövekedett az epiteliális sejtrétegek áteresztőképessége a tight 

junction (TJ) fehérjék megváltozott elhelyezkedése következtében (List et al., 2009). 

 List és munkatársai (2002) által végzett kísérletben az ST14-/- egerek 48 órán belül 

elpusztultak kiszáradás miatt. Az ST14-/- egerek bőre száraz volt, illetve a szőrtüszők 

generalizált hipopláziája és a timociták megnövekedett apoptózisa volt megfigyelhető (List et 

al., 2002). További kísérletekben igazolták, hogy a szájüreg és tímusz epitélium keratinizált 

részében is a matriptáz-1 a felelős a barrier funkció kialakulásáért (List et al., 2006b). 

Molekuláris szinten matriptáz-1 hiányában a keratinocita differenciálódása sérült. A 

profilaggrin proprotein a végső differenciálódás során fehérjebontás hatására filaggrin 

monomerekre és NH2-terminális filaggrin S-100 szabályozó fehérjére válna, matriptáz-1 

hiányában viszont ez nem következik be (List et al., 2003). Korábbi kutatások szerint a 

matriptáz-1 a prosztazin zimogénjét hasítással aktiválja, amely egy kaszkádrendszer 

elindításával járul hozzá a profilaggrin átalakulásához, a stratum corneum formálódásához, 

és az epidermisz barrier funkciójának kialakításához (Netzel- Arnett et al., 2006). Újabb 

genetikai és sejt alapú kutatások szerint viszont a prosztazinra van szükség a matriptáz-1 

aktiválásához, és a prosztazin zimogén aktiválás nem matriptáz-1 aktivitásfüggő (Szabo et 

al., 2012). A matriptáz-1 aktiválásához a prosztazintól nem igényel zimogénből aktív 

prosztatin átalakulást vagy enzimatikus aktivitást, és a prosztazin zimogén aktív prosztazinná 

történő átalakulása a matriptáztól függ, de nem igényel matriptáz zimogén átalakulást. Tehát 

a matriptáz-1 és a prosztazin kölcsönös zimogén aktivációs komplexet képez, amelyben a 
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matriptáz aktivációt a prostazin indukálja. Azonban a prosztazin képes indukálni a matriptáz-

1 aktivációt, függetlenül a prosztazin zimogén átalakulásától vagy katalitikus aktivitásától. 

Ezzel szemben a prosztazin aktiválása matriptáz-1-től függ, de a matriptáz-1 általi aktiválás a 

matriptáz-1 zimogén által kiváltható (Friis et al., 2013). ST14-/- egerek stratum corneum 

területén található intercelluláris lipidlemezek (a lamelláris testek) összetétele is 

megváltozott. A szabad zsírsavak aránya jelentősen csökkent, amíg a koleszterin és 

származékai, illetve a foszfolipidek aránya nőtt. Az ultrastruktúrális vizsgálat eredménye 

alapján az abnormális lipid összetétel nem hagyta a lipid mátrixot összerendeződni, hanem 

rövid, töredezett, hullámos, rendezetlen lipidstruktúra volt látható, így nem tudott víztaszító 

védőréteget alkotni (List et al., 2003). A szőrtüszőknél a matriptáz-1 az anagén, növekedési 

fázisban expresszálódik nagy mennyiségben, a hajhagyma germinatív mátrixában levő 

hámsejtekben, a prekortex és kortex sejtjeiben (List et al., 2006b). SThypo/- transzgenikus 

egereknél, ahol a vad típus matriptáz-1 szintjének 1 %-a található, a profilaggrin rendellenes 

érése, akantózis, ortohiperkeratózis és CD4+ T-sejtek infiltrációja látható. A bőrön található 

baktériumok génszekvenciája alapján változik az egészséges bőrhöz képest a fajok aránya 

(Pseudomonas csökken, amíg Corynebacterium és Streptococcus fajok baktériumainak 

száma nő), így a genetikai állapot fontos szerepet tölt be a különböző bőrbetegséges 

kialakulásában is (Scharschmidt et al., 2009). Egy újabb kutatásnál olyan kísérleti egereket 

hoztak létre, amelyek csak olyan matriptáz-1 zimogént tudtak expresszálni, ahol a 614. 

arginint glutaminnal helyettesítik, így a mutáns matriptázon az aktivációs hely hasadása nem 

jön létre, ami az aktivációhoz szükséges lenne. Az ST14-/- egerekkel szemben életképesek 

voltak, kifejlődött az epiteliális barrier és képes volt a sérült epitelium regenerációra. A bőr 

makroszkóposan megkülönböztethetetlen volt, de a vastagsága és a stratum corneum 

fejlettsége alacsonyabb volt, és több folyadékveszteséget tett lehetővé a kontroll ST14+/+ 

egerekhez képest. A szőrzetben felnőtt korban nem volt különbség, de a fejlődés közben 

igen. Egyrészt késett a szőrzet megjelenése, illetve a vad típussal ellentétben nem volt 

látható a születés után a bajusz sem. A növekvő bajusz gyakran összehajlott, göndörödött. A 

zimogén a prosztazint, és a proteáz aktivált receptor-2 (PAR-2) gyulladásos jelátviteli utat is 

aktiválta. A tanulmány alapján a matriptáz-1 zimogén biológiailag aktív és képes végrehajtani 

a proteáz homeosztázisban betöltött funkcióit (Friis et al., 2017). Hasonló megfigyelést tettek 

humán autoszomális recesszíven öröklődő icththyosis betegségénél hipotrichózis 

szindrómával társulva. Az ST14 génhelyen levő mutáció érintette a matriptáz-1 szerin-

proteáz régióját, amely testszerte halbőrűséghez vezetett. Az összes beteg haja göndör, 

ritka, törékeny, száraz és fénytelen volt, és lassú növekedést mutatott. Minden betegnél 

fényérzékenység volt tapasztalható, illetve volt, hogy a szem homályosodása is 

megfigyelhető volt. Szövettanilag a kontrollhoz képest nem volt látható különbség, de 
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elektronmikroszkóppal vizsgálva a stratum corneum területének felső rétegeiben a 

dezmoszómáknál rendellenességek látszódtak (Basel-Vanagaite et al., 2007). 

 Humán (Oberst el al., 2003a) és patkány (Satomi et al., 2001) emésztő szervrendszer 

epitéliumában sok matriptáz-1 található. A vékonybélben végig kimutatható, a kriptáktól 

egészen a bélbolyhok csúcsáig (kriptában kissé kevesebb, csúcsi résznél több enzimmel), 

illetve magas expresszió figyelhető meg a kolonban (Oberts et al., 2003a; Satomi et al., 

2001). A matriptáz-1 a TJ fehérjék szabályozása révén alakítja ki és tartja fenn a 

bélhámréteg homeosztázisát (List et al., 2009). A bélhámréteg fontos gát („barrier”) 

funkcióval rendelkezik és szelektív permeabilitást biztosít a tápanyagok és folyadékok 

számára. A paracelluláris abszorpciós útvonalat TJ kapcsolóstruktúrák szabályozzák, 

amelyeket okkludin, klaudinok és junction adhéziós fehérjék építenek fel (Laukoetter et al., 

2008). Számos kutatás megerősíti a matriptáz-1 enzim kulcsszerepét a bélbarrier 

funkciójának fenntartásában. ST14-/- egerek vastagbélben fokozott nyálkatermelődést 

tapasztaltak ödémás szubmukózával (List et al., 2009). További kísérletekben ST14 

matriptáz hipomorf egereken, ahol az intesztinális matriptáz mRNS-szint századrészére 

csökkent, a bél áteresztővé vált: csökkent a transzepiteliális elektromos ellenállás (TER), 

fokozódott a paracellulárs átjárhatóság, így a sejtréteg áteresztőképessége. Mindezek 

mellett azt találták, hogy a klaudin-2 TJ csatornát képző fehérje mennyisége is 

megnövekedett (Buzza et al., 2010; Netzel- Arnett et al., 2012). Ugyanezt tapasztalták 

humán kolon karcinóma (Caco-2) sejtvonalon 4-(2-aminoetil)-benzoszulfonil-fluorid (AEBSF) 

szerin-proteáz inhibitor vagy matriptáz-1 siRNS alkalmazás hatására (Buzza et al., 2010). 

Crohn-betegség és ulceratív kolitisz esetén is szignifikánsan alacsonyabb matriptáz mRNS-

szintet és megnövekedett klaudin-2 expressziót találtak a gyulladt kolon szöveteiben. 

Dextrán-szulfát-nátrium (DSS) kolitiszt indukáló molekula hatására az ST14 hipomorf egerek 

kisebb súlyúak lettek, nagyobb lett a mortalitás és súlyosabb klinikai tüneteket produkáltak 

az ugyanilyen kezelésen átesett vad típusú társaikhoz képest. Ezen kívül a DSS kezelést 

követő regenerációs idő alatt magasabb tumor nekrózis faktor (TNFα), interleukin-6, -13  

(IL-6, IL-13) szintet produkáltak a kezelésen szintén átesett kontroll egerekhez képest 

(Netzel- Arnett et al., 2012). Az MI432 sorszámú matriptázinhibitor használatakor a TER 

csökkenését és a TJ szorosságáért felelős okkludin helyzetváltozását figyelték meg a 

kontroll sejtekhez képest IPEC-J2 sertés vékonybélhám-sejtvonalon (Pászti-Gere et al., 

2015b). Nem tumoros kutya jejunális epiteliális sejtvonalon (SCBN) a sejttenyészethez 

apikálisan adagolt matriptáz-1 a TER növekedését vonta maga után. Kísérletesen 

létrehozott, okkludint előállítani nem képes SCBN sejtekhez matriptáz-1 enzimet adagolva 

viszont nem tapasztaltak TER növekedést. A matriptáz-1 nem tudta visszafordítani a TNFα 

és interferon (INFγ) okozta TJ károsodást (Ronaghan et al., 2016). A kutatócsoport további 

vizsgálataiban aktív szerin-proteáz domén esetén emelkedett a TER. A kutatócsoport 
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részben leírt egy jelátviteli utat, amelyet a tripszin/matriptáz-1 indít el, képes a TER 

megemelésére és fenntartására. Valószínűsíthető egy sejtfelszíni receptor/ligandum, 

amelyet hasítva kezdődik a bevezető fázis, gyors TER emelkedéssel, majd ennek 

fenntartásához szükséges, az ábrán is látható jelátviteli utak végül az okkludin 

foszforilálódásához vezetnek (4. ábra) (Lahey et al., 2017). Egy másik kísérletben, ahol 

transzgenikus egerekben a matriptáz-1 csak zimogén formájában expresszálódott, a bél bár 

szövettanilag nem különbözött, az áteresztőképessége megduplázódott a kontroll ST14+/+ 

egerekhez képest (Friis et al., 2017). A bőr mellett vizsgálták a prosztazin helyzetét Caco-2 

sejtvonalon, és megállapították, hogy a barrier funkció kialakításához is szükség van a 

prosztazinra. A prosztazin itt sem enzimatikusan hat a matriptáz-1 aktiválásra, viszont aktív 

matriptáz-1 esetén már prosztazin hiányában is kialakul a megfelelő bélbarrier (Buzza et al., 

2013). 

 Mindezek alapján valószínűsíthető, hogy a matriptáz-1 számos szabályozó funkciója 

által szükséges a posztnatális túléléshez, az epiteliális szövetek homeosztázisának 

kialakításához és fenntartásához, így például a tímuszsejtek túléléséhez, fejlődéséhez, 

szőrtüszők, epidermisz fejlődéséhez, valamint a bélbarrier kialakításához. A matriptáz-1 

mindezek mellett képes az extracelluláris mátrixot is bontani (Shi et al, 1999), ezért is 

különös fontos kifejeződésének szigorú szabályozása. 

 

 

4. ábra: A tripszin/matriptáz-1 által indukált TER növekedés jelátviteli útja. A matriptáz 

hasít egy jelenleg még nem ismert sejtfelszíni molekulát/molekulákat, amely gyors 

TER növekedést von maga után. A bevezető fázisba (1) tartozik a ERK1/2, PI3K, 
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CK2 és SRC megjelenése. A fenntartó fázis (2) egyrészt részben az EGFR kötött 

tirozin kináz aktivitásától függ, amely pedig valószínűleg a SRC függő EGFR 

transzaktivitástól. Az ERK1/2, (MAPK3/1), PI3-K és CK2 kináz barrier funkció 

szabályozásában betöltött szerepétől már több publikáció született. A PKC fontos 

szerepet játszik a folyamatban, de pontos feladata még nem ismert. CK2: kazein 

kináz 2; PI-3K: foszfoinozitid-3-kináz; ERK1, ERK2: extracellular signal-regulated 

kinase; MAPK3, MAPK1: mitogén aktivált protein kináz, SRC:intracelluláris protein-

tirozin kináz; PKC: protein kináz C (A kép forrása: Lahey et al., 2017). 

3.1.1.3 A matriptáz-1 patológiás folyamatokban betöltött szerepe 

 

A matriptáz-1 aktivitása szigorúan szabályozott. Ha a szabályozás sérül, akkor ismert 

szubsztrátjainak hasításán át képes aktiválni az urokináz plazminogén aktivátort (uPA), a 

hepatocita növekedési faktort (HGF) és a PAR-2-t (Förbs et al., 2005; Lee et al., 2000; 

Takeuchi et al., 2000). Ezek a szubsztrátok számos patológiás folyamat elindításáért 

felelősek, mint sejtproliferáció, sejtmigráció, gyulladásos citokinek termelésének serkentése, 

hiperplázia, fibrózis. Így a matripráz-1 nem megfelelő működése számos gyulladásos és 

daganatos betegség esetén lehet kulcsfontosságú. 

3.1.1.3.1 A matriptáz-1 szerepe a tumor metasztázis képzésében 

 

Számos epiteliális eredetű daganattípusnál megnövekedett matriptáz-1 aktivitást, 

illetve csökkent HAI-1 mennyiséget találtak. Ha felborul az egyensúly a matriptáz-1 gátlás 

szabályozásakor, ez hatással lehet e daganatoknál tapasztalt matriptáz mediált proteolízisre 

(List et al, 2006a). A megnövekedett matriptáz-1 expresszió, illetve ha a matriptáz-1: HAI-1 

arány nő, magyarul jelentősen csökkent a HAI-1 mennyisége, rosszabb kórjóslatot von maga 

után (Oberst et al., 2002; Saleem et al., 2006; Vogel et al., 2006; Zeng et al., 2005), mert 

nem szabályozott matriptáz-1 aktivitást tesz lehetővé (List et al., 2006a). Megnövekedett 

matriptáz-1 expresszió látható például petefészek karcinóma (Jin et al, 2006; Oberst et al., 

2002), invazív duktális emlőkarcinóma (Oberst et al, 2001), méhnyak karcinóma (Santin et 

al, 2003), prosztata adenokarcinóma (Riddick et al., 2005; Saleem et al., 2006) esetén. Ezzel 

szemben gyomor karcinómák (Zeng et al., 2005) és kolorektális karcinóma (Vogel et al, 

2006) vizsgálatakor mérsékelt matriptáz-1 aktivitást tapasztaltak a normális szöveti szinthez 

képest, megnövekedett matriptáz-1:HAI-1 aránnyal. Ezek alapján az aktív matriptáz-1 

funkcionális tumor biomarker szerepe is felmerülhet (LeBeau et al., 2013). A matriptáz-1 

túlzott mértékű expressziója a transzgenikus egerek bőrében spontán laphámsejtes 

karcinómát okozott, és drasztikusan fokozódott a 7,12-dimetilbenzantracén (DMBA) 

karcinogén-indukált daganatképződés is. A matriptáz-1 által indukált daganatképződést 
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progresszív interfollikuláris hiperplázia, diszplázia, follikuláris transzdifferenciáció, fibrózis és 

dermális gyulladás előzte meg. Ezen kívül a matriptáz-1 indukálta a pro-onkogén foszfatidil-

3-inozitol-kináz (PI3K) – AKT jelátviteli utat. Viszont az epidermális HAI-1 expresszió teljesen 

megakadályozta a matriptáz-1 onkogén hatásait (List et al., 2005). Mindezen felül az aktivált 

matriptáz-1 önmaga is bontja az extracelluláris mátrixot (Ko et al., 2015; Satomi et al., 2001). 

A sejtfelszínről lehasadt matriptáz-1, ha nem kapcsolódik HAI-1 inhibitorral, akkor képes 

szubsztrátjai hasítására (Tseng et al., 2017). Vannak faktorok, mint a transzformáló 

növekedési faktor β (TGFβ), amelyek képesek indukálni a matriptáz-1 sejtfelszíni leválását 

(Lee et al., 2014). A matriptáz-1 így aktiválhatja az uPA, HGF és a PAR-2-t is (Förbs et al., 

2005; Lee et al, 2000; Takeuchi et al, 2000), amelyek fontos mediátor szerepet töltenek be a 

tumor növekedésében, a tumorsejtek túlélésében és inváziójában. A HGF kulcsszerepet tölt 

be az epiteliális sejtek migrációjában, proliferációjában, morfogenezisében és túlélésében 

(Nakamura et al., 1989; Weidner et al., 1991). A matriptáz-1 képes a pro-HGF hasításával 

aktiválni, majd kötődni az epiteliális daganatnál megtalálható c-Met (mesenchymal-epithelial 

transition factor) receptorhoz, és elindítani a karcinogenezissel összefüggő c-Met/HGF 

jelátviteli utat (Kang et al., 2003), és ezt követően még számos jelátvitel után, mint a már 

korábban is említett pro-onkogén PI3K-AKT jelátviteli utat (Zoratti et al., 2015). Az uPA 

szintén pro-uPA formájában expresszálódik, és a matriptáz-1 aktiválja (Lee et al., 2000). 

Ezután képes receptorához kötődni (uPAR), majd a plazminogén rendszer aktiválásán át 

segíteni a mátrixbontást, és más faktorokon át szabályozni a sejtadhéziót, sejtmigrációt és 

proliferációt (Sideniusi and Blasi, 2003). Újabb kutatások során a matriptáz-1 nem bizonyult 

a pro-UPA faktor fő aktivátorának (Zoratti et al., 2015). A G-protein kapcsolt PAR-2 receptor 

nem szabályozott működése során gyulladásos citokinek szekrécióját (Schaffner and Ruf, 

2008), és pro- tumorgenikus faktorok expresszióját segíti elő (Sales et al., 2015). Egy másik 

kutatás alapján prosztata adenokarcinóma sejtvonalak esetén pozitív korrelációt találtak az 

ciklooxigenáz-2 (COX-2) és aktív matriptáz-1 között, mennyiségük jelentősen 

megemelkedett más, benignus sejtvonalakéhoz képest. Prosztata adenokarcinóma mintákat 

négy tumor stádiumra osztva szignifikánsan növekedett a martipáz-1 mRNS mennyisége az 

egyes csoportok esetén. A COX-2 valószínűleg kulcsszerepet játszik a matriptáz-1 

aktiválásában, hiányában csökkent a matriptáz-1 mennyisége, és a sejtszóródás is. A 

matriptáz-1 indukálása a COX-2 által elindított (prosztaglandin E2) PGE2 prosztaglandin 

receptor (E) E1 és E2 jelátviteli úton történik. Egyes nem-szteroid gyulladáscsökkentők 

(NSAID), mint a celecoxib, vagy sulindac sulfid, képes megakadályozni a sejtmigrációt, a 

mariptáz-1 aktiválását. Xenograft egérkísérletekben pedig csökkent a tumorméret, és a 

metasztázisképződés mértéke is a tüdőben (Ko et al., 2017). Ezek alapján a matriptáz-1 

használható lehetne, mint diagnosztikai eszköz, segíthetne a kórjóslat felállításában és 

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

 

 Az oszteoartritisz egy krónikus, degeneratív ízületi betegség, amely az ízületi porc és 

az alatta levő csont degradációjához, a szinóvium gyulladásához (synovitis), és az új csont 

és porc (oszteofiták) növekedéséhez vezethet, fájdalommal és funkcióvesztéssel is jár 

(Troeberg és Nagase, 2011). A porcban a kondrociták körül nagy mennyiségben 

extracelluláris mátrix található, amely kollagénrostokból, proteoglikánokból, hialuronsavból és 

glükoproteinekből épül fel (Röhlich, 2006). Nagyon lassan és nehezen regenerálódik, mivel 

avaszkuláris, így lassan jut el a sejtekhez az oxigén, tápanyagok (Maehara et al., 2021). 

Egészséges porcszövet esetén nem találunk kimutatható matriptáz-1 aktivitást (Oberst et al., 

2003a), viszont oszteoartritisz esetén emelkedett matriptáz-1 expresszió detektálható, 

megnövekedett kollagénbontó aktivitással. Ezen felül serkenti a mátrix metalloproteinázok 

(MMP), pl. MMP-1, MMP-3 expresszióját, majd a későbbiekben aktiválja is az inaktív 

zimogéneket (Milner et al., 2010). Képes segíteni az MMP és az aggrekán proteoglikánnak 

az ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs) mediálta 

bontását, míg maga nem képes hasítani azt (Wilkinson et al., 2017). Az MMP és ADAMTS 

család tagjai számos celluláris, extracelluláris és extracelluláris mátrix szubsztrátot képesek 

bontani, beleértve kollagént és prokollagént, proteoglikánokat, citokineket, kemokineket, 

elasztint (Flannery, 2006). Számos, porcbontásban résztvevő faktort is aktivál, mint a  

PAR-2-t is (Ferrel et al., 2010), amely növeli az MMP-1 és az MMP-13 expresszióját 

(Boileau, et al., 2007). Így a matriptáz-1 közvetlen és közvetett módon is részt vesz a 

porcbontás szabályozásában. Számos sebészi és konverzatív gyógymód létezik a 

porcsérülés gyógykezelésére (Maehara et al., 2021), a matriptáz-1 gátlása is felmerülhet 

kiegészítő kezelésként. 

3.1.1.3.3 Vírus-sejt fúzió létrejötte matriptáz-1 segítségével 

 

 Az influenzavírus replikációjának előfeltétele a vírus sejtbe jutása. Ehhez szükség 

van a vírus egyik legfontosabb sejtfelszíni glükoproteinjére, a hemagglutininre (HA), amellyel 

kapcsolódni tud a célsejt membránjában levő sziálsav tartalmú receptorokhoz. A HA 

prekurzor formában szintetizálódik, hasítással történő aktiválására a TTSP család számos 

tagja képes (Garten és Klenk, 2008). Az influenzavírus H1 szubtípusának HA-jét képes volt 

hasítani a matriptáz, amíg a H2 és H3 szubtípusét nem (Hamilton et al., 2012). Humán H1N1 

(Beaulieu et al., 2013) és H7N9 (Whittaker és Straus, 2020) influenzavírus esetén is 

megfigyelték, hogy a matriptáz-1 képes befolyásolni a HA hasítás segítségével a vírus sejtbe 

jutását. H9N1 madár influenzavírus esetén is bizonyítást nyert, hogy a matriptáz-1 képes 

ugyanígy elősegíteni a vírus penetrációt (Baron et al., 2013). 
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 Az influenzavírus HA hasításhoz hasonlóan a TTSP család számos tagja, mint a 

matriptáz-1 képes a koronavírusok S tüskefehérjéjének hasítására is, amely feltétele a vírus-

sejt fúzió létrejöttének. A közel-keleti légúti koronavírus (MERS Co-V; Middle East respiratory 

syndrome coronavirus) tüskefehérjéjének hasítására képes a matriptáz-1 is, bár a hasítás 

során egy eddig még nem karakterizált 25 kDa méretű fragment jött létre (Whittaker és Millet, 

2020). 

Az eddigi vizsgálatok alapján viszont a matriptáz-3 nem képes a HA hasítására 

(Chaipan et al., 2009), a matriptáz-2 pedig nem segíti elő a virus-sejt fúzió létrejöttét a súlyos 

akut légzőszervi tünetegyüttest okozó koronavírus (SARS-CoV-1; severe acute respiratory 

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

 

3.1.1.3.4 A matriptáz-1 szerepe a pulmonáris fibrózis kialakulásában 

 

 Idiopatikus pulmonáris fibrózis (IPF) esetén tüdő parenchima pusztulása és az 

extracelluláris mátrix lerakódása látható, amely kóros reparáló mechanizmusokból 

származik. Noha az IPF-et gyakran a felborult egyensúlyú proteázaktivitáshoz társítják, a 

javító mechanizmusok még nem teljes mértékben tisztázottak. Az IPF esetén a tüdő 

szöveteiben megemelkedett matriptáz-1 és PAR-2 expressziót tapasztaltak. A matriptáz-1 

mennyisége és aktivitása is megemelkedett az epiteliális sejteken, makrofágokon, 

intersticiális monunukleáris sejteken, és a fibroblasztoknál is (utóbbinál normális esetben 

minimális az expresszió) (Bardou et al., 2016). A transzformáló növekedési faktor alfa 

(TGFα), amely az egyik fő elindító az IPF folyamatainak (Fernandez and Eickelberg, 2012), 

hatására nő meg a matriptáz-1 expresszió, amely a PAR-2 receptort aktiválja (Bardou et al., 

2016), így segíti a miofibrolasztok differenciációját, proliferációját és migrációját, valamint a 

kollagén szintézist (Borensztajn et al., 2010). 

3.1.2 A matriptáz-2 

 

 A matriptáz-1 enizmmel ellentétben, amely a szervezet minden epiteliális eredetű 

szervéből kimutatható, a matriptáz-2 (TMPRSS6) legnagyobb mennyiségben a májban 

található, de egerekben magas szinten detektálható a vese, méh, orrnyálkahártya 

szöveteiben is. Kis mennyiségben kimutatható az agy, tüdő, szív, lép, izom, bél, tímusz és 

hasnyálmirigy szervekből is (Hooper et al., 2003). 

3.1.2.1 A matriptáz-2 szintézise, aktiválása 

 

 A matriptáz-2 szintézisének szabályozása részleteiben kevéssé ismert. Az aktív 

matriptáz-2 kb 90 kDa molekulasúlyú. A matriptáz-1 enzimhez hasonlóan proenzim 
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formában szintetizálódik az endoplazmatikus retikulumban, majd a sejt felszínén, 

membránhoz kötötten helyezkedik el. Aktiválásához szükség van az 576. arginin és 577. 

izoleucin között egy hasításra (Hooper et al., 2003), és autoaktivációra is képes (Bugge et 

al., 2009). A matriptáz-2 egyláncú zimogénként kerül a sejt felszínére. Korábbi kutatás 

alapján azt hitték, hogy a kétláncú, aktív forma a membránról leválás után alakul ki (Stirnberg 

et al., 2010), de az újabb kutatások szerint az autoaktiváció a sejt felszínén történik, még 

mielőtt leválna a membránról (Jiang et al., 2014). 

3.1.2.2 A matriptáz-2 élettani folyamatokban betöltött szerepe 

 

3.1.2.2.1 A matriptáz-2 szerepe a vasháztartásban 

 

 A vas létfontosságú a mikróbáknak és magasabbrendű szervezeteknek egyaránt, 

ugyanis alkotója a hemnek és számos redox enzimnek. A vas homeosztázisa, így a 

felszívódása, szállítása, raktározása és felszabadulása is szigorú szabályozás alatt áll. Erre 

azért is van szükség, mert a vas ionos formája reverzibilisen képes oxidálódni és 

redukálódni, így könnyen részt vehet reaktív oxigén gyökök (ROS) képzésében is 

(Swaminathan et al., 2007). A vérszérum vas származhat a vas bélből való felszívódásából, 

az újrafelhasznált vas pedig a makrofágokból történő kiszabadulásból. A folyamatok egyik fő 

szabályozója a hepcidin (Nicolas et al., 2001; Nicolas et al., 2002a; Nemeth et al., 2004). 

Transzgenikus egereknél, ahol hepcidin túltermelődés volt található, a megszületett egerek 

pár órán belül elpusztultak. A bőrük sápadt volt, a test vaskoncentrációja nagyon 

alacsonynak mutatkozott, és mikrociter, hipokróm anémia volt diagnosztizálható (Nicolas et 

al., 2002a). Ezzel ellentétben transzgenikus hepcidin hiányos egereknél a szervezet 

vastúltelítettsége, hemokromatózis volt látható (Nicolas et al., 2001). A hepcidin 

transzkripcióját több tényező befolyásolja. Indukálja a szövetek vas túltelítettsége, gyulladás, 

főleg 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 gátolja a vashiány, anémia, és hipoxia (Nicolas et al., 2002b; Nemeth et al., 2004). 

Számos kutatás alapján a hepcidin transzkripciójának egyik fő szabályozója a matriptáz-2 

(Du et al., 2008; Folgueras et al., 2008, Silvestri et al., 2008). 

 Alacsony transzferrin szaturáció esetén, ha a szervezet vasraktárai kimerülnek, a 

hepcidin mRNS szint gyorsan csökken, viszont a matriptáz-2 vagy a hemojuvelin (HJV) 

mRNS mennyiségében nincs változás, de a matriptáz-2 fehérje koncentrációja nő (Zhang et 

al., 2011). Sem akut, sem krónikus vashiány nem befolyásolja a matriptáz-2 mRNS 

mennyiségét. Az eredmények azt sugallják, hogy az matriptáz-2 szabályozása a fehérjék 

lebomlásának szintjén történik, nem pedig a transzkripciós vagy transzlációs folyamatokban, 

és hogy a matriptáz-2 citoplazmatikus doménje szükséges annak szabályozásához. Tehát a 
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matriptáz-2 citoplazmatikus doménje intracelluláris vasérzékelőként is működik, és gátolja 

annak lebomlását vashiány esetén (Zhao et al., 2015). 

 Másrészt vizsgálták a matriptáz-2 extracelluláris doménjét is a vasanyagcserében. 

Egérkísérletben a matriptáz-2 szerin-proteáz régiójának kémiai inaktivációját követően (Mask 

mutáns) (Du et al., 2008), illetve matriptáz-2 kódoló génhiányos (TMPRSS6-/-) egereknél 

(Folgueras et al., 2008) is abnormális szőrnövekedést, vashiányos anémiát és extrém magas 

hepcidinszintet találtak (Du et al, 2008, Folgueras et al, 2008). Humán vasrezisztens 

vashiányos anémia (IRIDA) esetén a TMPRSS6 kódoló gén mutációja során sérül a szerin-

proteáz domén, a pácienseknél mért magas hepcidinszint miatt hipokróm, mikrociter anémia 

alakul ki nagyon alacsony vörös vérsejt mennyiséggel, alacsony transzferrin telítettséggel, 

nem megfelelő vasfelszívódással (Finberg et al., 2008). A matriptáz-2 expresszióját a vas 

negatívan szabályozza, nem mRNS transzláció és nem transzkripció szintjén (Zhang et al., 

2011). A matriptáz-2 ugyanis képes gátolni a hepcidin transzkripcióját a membránhoz kötött 

HJV hasításával (Silvestri et al, 2008) (5. ábra). A hasítás igényel még egy neogenin nevű 

membránfehérjét, amely hármas komplexet képez a matriptáz-2-vel és HJV-nel a 

plazmamembránon. A komplex megkönnyíti a HJV hasítását és a szolubilis HJV 

felszabadulását (Enns et al., 2012). A membránhoz kötött HJV a hepcidin transzkripció egyik 

fő szabályozója, ugyanis a koreceptora a BMP-6 fehérjének. Hozzá kötődve képes indukálni 

a BMP/SMAD (SMAD1/4) jelátviteli úton át a hepcidin (Hamp gén) transzkripcióját (Babitt et 

al., 2006; Wang et al., 2005; Xia et al., 2008). Ugyanis a szolubilis, hasított BMP is kötődik a 

receptorhoz, de nem képes aktiválni a receptort, így kompetitív antagonistaként gátolja a 

hepcidin termelődését (Lin et al., 2005), növelve a vas felszívódását. A hepcidin, amely 

nagyrészt a májban termelődő peptid hormon (Park et al., 2001), a vérárammal eljutva képes 

a ferroportin membrán vasexporter fehérjéhez kötődni, annak sejtbeli felvételét és 

lebomlását előidézni. Mivel a ferroportin az egyetlen ismert vasexporter fehérje, lebomlása 

megakadályozza a vas felszívódását a vékonybélből, illetve a vas felszabadulását pl. a 

makrofágokból, így a szérum vaskoncentrációja csökkenni fog (Nemeth et al, 2004). 
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5. ábra: A matriptáz-2 szerepe a vasanyagcsere szabályozásában. (1) Ferroportin 

receptor a bélhámsejtek bazális oldalán és a lép makrofágokon. A vas így jut be a 

táplálékból az emésztőrendszeren át, vagy a lép vasraktáraiból. (2) A hepcidin a 

ferroportinhoz kötődve annak felvételét és lebomlását idézi elő, így a vas nem tud 

kijutni az enterocitákból/makrofágokból. (3) A membránhoz kötött HJV a BMP 

receptorhoz kötődve a BMP-SMAD jelátviteli úton indukálja a hepcidin (Hamp) 

transzkripcióját. A matriptáz-2 a HJV hasításán át képes gátolni a hepcidin 

expressziót, így támogatva a vas felszabadulását. (A kép forrása: Szabo and Bugge, 

2011.) 

 Újabb kutatások szerint nem csak a HJV az egyetlen faktor, amely hasítása 

szükséges a hepcidin termelődés gátlásához (Wahedi et al., 2017). A HJV-n kívül a 

hemokromatózis protein (HFE), transzferrin receptor-2 (TfR2) mutációja vagy hiánya, illetve 

a neogenin hiánya is csökkent hepcidin expresszióhoz és hemokromatózishoz vezet 

(Schmidt et al., 2008; Gao et al., 2009; Lee et al., 2010). A TfR2 képes a vassal telített 

transzferrinhez (holo-transzferrin) kötődni, így a vér vasellátottságáról információt szerezni. A 

TfR2, HFE és HVJ a membránon komplexet alkotva képesek a hepcidin transzkripciót 

elindítani ugyanúgy a BMP-SMAD jelátviteli úton (D'Alessio et al., 2012). A matriptáz-2 képes 

hasítani számos BMP1 (ALK2, ALK3) és BMP2 típusú (ActRIIA, Bmpr2) receptort, és HFE, 

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

szervezet vastelítettsége megfelelő, akkor a matriptáz-2 nem hasítja azt, hagyja a hepcidin 

transzkripcióját (Wahedi et al., 2017). 
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3.1.2.3 A matriptáz-2 patológiás folyamatokban betöltött szerepe 

 

3.1.2.3.1 A matriptáz-2, az elhízás és kettes típusú diabétesz kapcsolata 

 

 Több kutatás irányul a vas szerepére az elhízásban, a kettes típusú diabéteszben 

gyakorolt hatására. A szervezetben található vas hatással van az adipociták leptin 

termelésére. Az adipociták növekvő vastelítettsége gátolja a leptin termelődését, így a 

szervezet vastelítettsége közvetlenül befolyásolja a takarmányfelvételt, az étvágyat (Gao et 

al., 2015). Ugyanis a leptin fontos szerepet játszik a zsíranyagcsere szabályozásában: minél 

kevesebb a leptin, annál nagyobb az étvágy. További kutatások szerint a megemelkedett 

szervezetbeli vaskoncentráció hozzájárulhat a kettes típusú diabétesz kialakulásához. 

Hepcidin szintézisre a májsejten kívül az adipociták is képesek (Bekri et al., 2006). A 

hepcidin szintézis zavara, melyet a HFE vagy HJV hiány okoz, gyakran társult a 

pácienseknél diabétesszel vagy inzulin intoleranciával (Dymock et al., 1972; Papanikolaou et 

al., 2004). Viszont a diabétesz nem képes hatni sem a máj, sem a zsírszövetek hepcidin 

szintézisére (Bekri et al., 2006). Magas vasbevitelű diéta esetén egereknél nőtt a szervezet 

vastelítettsége, magasabb hepcidinmennyiséget mértek. Az éhgyomri vércukorszint, a vér 

triglicerid-mennyisége is emelkedett. A zsigeri zsírmennyiség csökkent, a 

vasfelhalmozódással összefüggésben. A zsigeri zsírszövet génexpressziós elemzése 

kimutatta, hogy a vasban dúsított takarmány aktiválta a vasra reagáló géneket és az 

adipokineket, amelyek az inzulinrezisztenciát támogatták (Dongiovanni et al., 2013). 

Hemokromatózis egér modellen a hasnyálmirigyben is vasfelesleg lépett fel, ami miatt nőtt 

az oxidatív stressz a pankreász béta-sejtjeiben és és csökkent az inzulinszekréció, ami a 

béta-sejtek apoptózisához és a glükóz-indukált inzulinszekréció deszenzitizációjához 

vezetett (Cooksey et al., 2004). 

 TMPRSS6-/- egerek magas zsírtartalmú diéta mellett sem mutattak elhízást, a testzsír 

mennyiségük jelentősen csökkent. A vérplazma inzulin mennyisége csökkent, de fokozódott 

a sejtek glükóztoleranciája és inzulinérzékenysége. Számos májbeli glükoneogenetikus és 

glikolitikus gén expressziója megnövekedett. Összességében a vércukorszint nem csökkent 

a vad típushoz képest. Védettebbek voltak májelzsírosodással szemben is, pedig nőtt a 

lipolízis mértéke. Vasinjekció hatására átmenetileg nőtt az inzuinrezisztenia, de nem érte el a 

vad típus szintjét. Gátolva a HJV kapcsolt hepcidin expressziót a TMPRSS6-/- egerek 

elhízást mutattak. Összességében ezek az eredmények azt mutatják, hogy a matriptáz-2 

hiány, és az emiatt kialakult magas hepcidin és következményes alacsony vasmennyiség 

megvéd az étrend által okozott elhízástól és az ehhez kapcsolódó glükózintolerancia és 

inzulinrezisztencia kialakulásától. (Folgueras et al., 2018). 



29 
 

3.1.2.3.2 A matriptáz-2 szerepe a tumorok fejlődésében 

 

 Számos TTSP képes az extracelluláris mátrix bontására, és így részt vesz a tumor 

metasztázis képzésében. Ezen felül több kutatás is foglalkozik a vas tumornövekedésben 

betöltött szerepével. Daganatos esetekben a vas homeosztázis felborul: minél agresszívebb 

növekedésű volt az adott humán emlődaganat, annál kevesebb ferroportin csatornát és 

magasabb hepcidin expressziót tapasztaltak. Viszont a magas ferroportin- és alacsony 

hepcidin-gén expressziót olyan mellrákos betegeknél találtak, akiknék a 10 éves túlélés 90% 

feletti (Pinnix et al., 2010). 

 Ezek után a matriptáz-2 enzimet is vizsgálták, milyen funkciót tölthet be az egyes 

tumorok növekedésében, inváziójában. Humán máj és emlődaganatos sejtvonalaknál 

matriptáz-2 expressziót tapasztaltak. Megfigyelték, hogy a nagyon invazív daganatos 

sejtvonalaknál nincs matriptáz-2 expresszió. A matriptáz-2 csökkentette a vizsgált 

emlődaganatos sejtvonalakon a sejtek migrációját és egérkísérletben visszafogta a beültetett 

tüdő tumor sejtvonal eredetű tumor növekedését is. Humán emlődaganatos pácienseknél 

úgy tapasztalták, hogy szoros korreláció van a prognózis és a matriptáz-2 expresszió között, 

viszont fordítva, mint matriptáz-1 esetén. Ugyanis a magas matriptáz-2 koncentráció esetén 

volt jobb a prognózis (Parr et al., 2007). Prosztata daganatos sejtvonalakon a 

megnövekedett matriptáz-2 aktivitás csökkentette a daganatos sejtek túlélését, lassította a 

sejtmigrációt, a sejtinváziót, és a tumor növekedését is (Sanders et al., 2008). Hasonló 

eredményeket találtak szájüregi laphámsejtes karcinómánál: a jobban differenciálódott 

sejteket tartalmazó karcinómákban magasabb matriptáz-2 expressziót tapasztaltak, míg a 

csökkenő matriptáz-2 szint együtt járt a nagyobb tumormérettel, a nyirokcsomó áttéttel, távoli 

áttétek megjelenésével, a rosszabb túlélési eséllyel (Cheng et al., 2017). Vizsgálták az 

angiogenezisben betöltött szerepét is. Humán vaszkuláris endoteliális sejteknél a matriptáz-2 

túltermelődés csökkentette a sejtek motilitását és a tubulusképződét, így anti-angiogenikus 

tulajdonságú volt (Webb et al., 2013). 

3.1.3 Matriptáz modulátorok 
 

3.1.3.1 Szfingozin-1-foszfát matriptáz aktivátor 

 

A S1P, amely egy bioaktív szfingolipid metabolit, nagy mennyiségben megtalálható a 

vérplazmában (Yatomi et al., 1997). Szinte minden sejt képes a szintézisére, ugyanis egy 

intracelluláris másodlagos hírvivő és transzcelluláris mediátor molekula az emlős sejtek 

esetén (Yatomi et al., 2001). A továbbiakban azt találták, hogy a vérplazma egy összetevője 

képes volt a matriptáz-1 aktivációra, és ezt a hatást a vizsgált fajok vérplazmája mind 

kiváltotta (teknős, csirke, kacsa, egér, patkány, nyúl, kecske, szarvasmarha, ló, humán) 
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(Benaud et al., 2001). Később azonosították, hogy ez az aktív komponens a S1P. Fontos 

továbbá, hogy hatását nem G-protein mediálta receptorokon, váltja ki, viszont a folyamat 

kalciumion (Ca2+) függő (Benaud et al., 2002). A S1P hatására a matriptáz-1 zimogén és 

HAI-1 szubcellulárisan felhalmozódik az aktivációs központban a sejtkapcsoló struktúráknál 

(Lee et al., 2005). A S1P hatást követően az aktivált matriptáz-1 és HAI-1 megjelenik a sejt 

felszínén (Benaud et al., 2002), majd a HAI-1 szinte azonnal gátolja a matriptáz-1 enzim 

aktivitását (Lee et al., 2005). Kísérletesen csökkentett HAI-1 mennyiség a matriptáz-1 

spontán aktiválódását és a matriptáz-1 S1P általi fokozott aktivációját okozta (Oberst et al., 

2005). IPEC-J2 sejtvonalon vizsgálták a S1P hatását a matriptáz-1 aktiválására. A 

legmagasabb vizsgált (200 ng/ml) koncentrációban sem befolyásolta a sejtek 

életképességét, nem befolyásolta az extracelluláris hidrogén-peroxid mennyiségét, viszont 

nőtt a sejtréteg elektromos ellenállása és több okkludin volt kimutatható a TJ sejtkapcsoló 

struktúra területén (Pászti-Gere et al., 2016b). 

3.1.3.2 3-amidinofenilalanin alapvázú matriptázinhibitorok 

 

3.1.3.2.1 3-amidinofenilalanin alapvázú matriptázinhibitorok fejlesztése 

 

 A korábban leírtak alapján a matriptáz-1 és matriptáz-2 gátlása számos esetben 

felmerülhet, mint célpont például daganatterápia, vírusellenes szer vagy hemokromatózis 

kezelésre is. A proteáz inhibitorok tervezésénél az egyik legnagyobb kihívás a megfelelő 

szelektivitás. Ugyanis a széles spektrumú gátlószerek számos, előre nem megjósolható, 

jelátviteli útra is hathatnak. Ezért minél szelektívebb és célmolekulához magas affinitással 

rendelkező inhibitor létrehozására törekednek a kutatócsoportok, amelyhez elengedhetetlen 

a molekula szerkezeti struktúrájának pontos ismerete. A matriptáz-1 és matriptáz-2 

katalitikus szerin proteáz doménja nagyon hasonlít más kimotripszin és tripszinszerű szerin 

proteázokéhoz, mint pl. trombin, Xa faktor. A szerin proteázok aktív részén 8 hurok található 

(Page és Cera, 2008). A legnagyobb különbség a második huroknál látható, amely tíz 

aminosavval hosszabb, mint a tripszinnél levő 2. hurok, így nagyobb kitüremkedést 

eredményez. Az első, harmadik és ötödik hurok különböző szekvenciákat tartalmaz, amely 

így kissé eltértő konformációt eredményez. A negyedik, hatodik és nyolcadik hurok nagyon 

hasonló mind a matriptáz-1-ben, mind a tripszinben. A martiptáz-1 aktív része negatívabb 

töltéssel rendelkezik (Quimbar et al, 2013). Az S1 kötőzseb matriptáz-1 (uPA és VIIa faktor) 

esetén tartalmaz egy szerint a 190. és egy aszparaginsavat a 189. pozícióban, amelyek 

hidrofilebbé és szűkebbé teszik a kötőzsebet más tripszinszerű proteázhoz képest, mint a 

trombin vagy a Xa faktor (Katz et al., 2001). Ez a rész bázikus aminosavakhoz kötődik, mint 

a lizin vagy az arginin, így sok argininszerű szintetikus inhibitort használtak. Az S2 rész kis 

és közepes P2-aminosavakhoz illik, mint pl. a szerin, sőt a többi tripszinszerű proteázhoz 
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képest nagyobb P2-aminosavakat tartalmazó szubsztrátokat is hatékonyan hasít, mint a 

fenilalanin a pro-uPA és leucin a pro-HGF molekulákban. S3/4 kötőhelye emlékeztet a Xa 

faktor hasonló kötőhelyére, amely hidrofób rész kötésére képes, de matriptáz-1 esetén ez a 

terület kation kötésre is alkalmas. Az S2 kötőzseb területén van egy hurok, amely csak a 

matriptáz és trombin esetén található meg. A matriptáznál viszont ez a kötőzseb nyitottabb, a 

hurok a 60. pozícióban jobban el tud mozdulni. (Hammami, 2012). Matriptáz-1 esetén a 60. 

hurok 3 aminosavval hosszabb, mint a matriptáz-2 ugyanezen része, de szerkezetileg 

nagyon hasonló a két katalitikus domén (Sisay et al., 2010). 

 Számos inhibitor létezik a matriptáz-1 és matriptáz-2 gátlására. Az első 

szintetikus inhibitorok biszbenzamidin származékok voltak, de ezek számos más 

tripszinszerű proteázt is gátoltak, mint pl. a trombin (Enyedy et al., 2001). Számos 

természetes származékú és szintetizált szerin-proteáz gátlószer(csoport) is létezik, mint 

például a növényi eredetű sunflower trypsin inhbibitor-1 (SFTI-1) (1. melléklet), vagy 

Momordica cochinchinensis trypsin inhibitor-II (MCoTI-II) (1. melléklet), amelyből elemezve  a 

matriptáz-1 aktív részét hatékonyabb, szintetikus ciklikus peptid származékokat is 

előállítottak (Quimbar et al., 2013). Matriptáz gátló az in vitro és in vivo körülmények között is 

tumorellenes hatású daganatellenes szerhez kötött aktív matriptáz-1 specifikus monoklonális 

ellenanyag M69 (Rather and al., 2018), illetve a HGF hasítását megakadályozó, matriptáz-1-

HAI-1 komplex kialakulását indukáló 4‐ [3‐ (1‐adamantil)‐ 4‐hidroxifenil]‐ 3‐klorokinnamiksav 

(3‐Cl‐AHPC) (1. melléklet) vegyület is (Ye et al., 2019). Jelen disszertáció csak a  

3-amidinofenilalanin (3-APhA) alapvázú származékokkal foglalkozik. Az egyik első ilyen 

típusú inhibitort, a WX-UK1 eredetileg uPA gátlóként írták le, de későbbi kutatások alapján 

képes volt gátolni a matriptáz-1-t is (Stürzebecher et al, 1999). Kezdetben próbáltak a 

matriptázra minél szelektívebb (a fenilalanin bázikus szubsztitunsei által megjelenítetten) 

dibázikus, N-szulfonil-3-APhA származékokat előállítani, amelyek a matriptázra jellemző 

S3/S4 helyen tudnak kapcsolódni, és ezeknek az in vivo kísérletnek a során 2 inhibitor is 

csökkentette a xenograft egér modellen a prosztatatumor növekedését (Steinmetzer et al., 

2006). Annak érdekében, hogy csökkentsék a molekulák erős bázikusságából eredő rossz, 

sejtbe történő penetrációs képességét, a 3-APhA származékokat bifenil-3-szulfonillal 

szubsztituálták az N-terminális részén (Steinmetzer et al., 2009), illetve a C-terminális rész  

2-aminoetilpiperidin, erősen bázikus részét cserélték töltés nélküli semleges analógokra 

(Schweinitz et a.l, 2009). Sajnos ezek a változtatások csökkentették az inhibitorok  

matriptáz-1 szelektivitását (Hammami et al., 2012). Ezután újabb típusú analógokat 

szintetizáltak, optimalizálva mind az N-, mind C-terminális részét az inhibitoroknak. Az első 

széria N-terminális része terminális arilgyűrűt kapott, így bifenil-3-szulfonil részt tartalmazott, 

a C- terminálison pedig két különböző amidcsoport beépítését váltogatták. Az arilgyűrűn 

oxigén-tartalmú szubsztituenseket, klór- vagy fluor-szubsztituenseket tartalmazó 
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származékokat is előállítottak. Ebből a sorozatból a dibázikus 2-aminoetilpiperidin 

származékot tartalmazó inhibitorok sokkal hatékonyabb matriptázgátlók voltak, mint a 

monobázisos formáik. Ebben a sorozatban található meg az MI432, MI439, amelyeket 

későbbi kísérletekben saját kutatásunkban is használtunk (2. táblázat). A sorozatra jellemző, 

hogy nagyon jó trombininhibitorok is. Ezt kiküszöbölendő, a C-terminális részén egy kevésbé 

flexibilis és kevésbé bázikus szubsztituensként, karbamid részt tartalmazó sorozatot állítottak 

elő, ugyanis a matriptáz-1 S1 kötőzsebe a trombinhoz képest nyitottabb, és a 60. hurok is 

jobban el tud mozdulni, mint trombinnál. Hogy megfelelő maradjon az oldhatóság, és az S3/4 

kötőhelyhez is illeszkedjen a molekula, az N-terminális részen fenilcsoportot építettek a 

molekulába, az oldhatóság érdekében b-alanilamiddal együtt. Az összes analóg kevésbé 

hatékonynak bizonyult, mint az előző csoport tagjai, viszont sokkal szelektívebbé váltak 

matriptáz-1-re, mint trombinra, Xa faktorra, vagy matriptáz-2-re (két inhibitor esetén 

matriptáz-2 gátlás még látható). A harmadik sorozatban az N-terminális csoportjában a 

fenilcsoport helyett 2,4-dimetoxifenil- vagy diklórfenil-csoportot tartalmazó származékokat is 

szintetizáltak, amelyek sokkal hatékonyabb inhibitornak bizonyultak az előző sorozat 

tagjaihoz képest. Ebben a sorozatban található az MI460 inhibitor (2. táblázat), amelyet 

későbbi kísérletben használtunk (Hammami et al., 2012, Hammami, 2012). 

 Ezzel párhuzamosan a matriptáz-2 enzimre is elkezdtek 3-APhA inhibitorokat 

szintetizálni. Az eredeti inhibitorok, amelyek később továbbfejlesztésre kerültek 2 amidino-és 

2 klór-szubsztituált benzilamid származékok voltak. Az ebben a cikkben 1 és 3 sorszámú 

inhibitor mind a matriptáz-1, mind a matriptáz-2 gátlásában hatékonynak bizonyult, a 2 és 4 

számú inhibitor pedig teljesen elvesztette a matriptáz-2 inhibitor szerepét (2. melléklet) 

(Sisay et al, 2010). 
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2. táblázat: A disszertációban használt 3-APhA inhibitorok szerkezeti képlete és Ki 

(disszociációs állandó) értékei. (forrás: Hammami et al, 2012; Sisay et al., 2010) 

Inhibitor 
Szerkezeti képlet 

Kimatriptáz-1 

(µmol/l) 

Kimatriptáz-2 

(µmol/l) 

 

MI432 

 

 

0,002 0,11 

 

MI439 

 

 

0,001 0,31 

 

MI460 

 

 

0,0018 0,18 

MI476 

 

 

 

n.a. 0,07 

 

3.1.3.2.2 3-amidinofenilalanin inhibitor családdal végzett in vitro kísérletek 

 

 A 3-APhA inhibitorokat tesztelték in vitro és in vivo kísérletekben is, mind matriptáz-1 

és matriptáz-2 gátlásra is. Sok esetben csak a matriptázokra kifejtett gátlóképességét 

vizsgálták, illetve ennek következményeit, a molekula egyéb biológiai folyamatokra kifejtett 

hatásait kevésbé. Az in vitro és in vivo kísérletekben használt 3-APhA inhibitorok szerkezeti 

képlete és gátlóképessége a Mellékletek alfejezetben látható (2. melléklet).  

 

 

 

CH3 
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3.1.3.2.2.1 Matriptáz-1 gátlás vizsgálata uPA gátlóval és új, 3-amidinofenilalanin alapvázú 

inhibitorokkal 

 

 FaDu tüdő karcinóma és HeLa méhnyak karcinóma sejtvonalakon vizsgálták az 

eredetileg uPA gátlásra kifejlesztett WX-UK1 L-és D enantiomerjét, képes-e gátolni a sejtek 

migrációját Matrigél és fibroblaszt szferoid modellen. FaDu sejtvonalon MTT teszttel 5 napig 

vizsgálták az inhibitort, amely 1 μg/ml koncentráció felett már citotoxikusnak bizonyult. HeLa 

és FaDu sejteken is csökkentette a migrációt a L-WX-UK-1 2 nap kezelési idő után, még a 

citotoxikus koncentrációval történő kezelés idején (Ertongur et al, 2004). 

 Több in vitro kísérletet is végeztek 3- APhA inhibitorokkal. Kolon (DLD-1) és prosztata 

(PC-3) karcinóma sejtvonalon vizsgáltak két 3- APhA-típusú inhibitort 1, 3 és 10 µmol/l 

koncentrációban (CJ-697 és CJ-730), 16 óra inkubációval. A kísérlet során mindkét inhibitor 

10 µmol/l koncentrációban alkalmazva szignifikánsan csökkentette az extracelluláris 

mátrixban a sejtek szóródását (Förbs et al., 2005). 

 Egy másik kísérletben 6 különböző 3-APhA alapvázú inhibitort (CU-697, CU-1737, 

CU-988, CU-990, CU-1804, CU-1807, CU-1832) teszteltek humán pankreász 

adenokarcinóma sejtvonalakon (AsPC-1, BxPC-3), 16 órán át inkubálva a sejteket. 

(Steinmetzer 2006-ban megjelent publikációjában CU-697=44, CU-1737=59 sorszámú 

inhibitorával, Förbs et al., 2005 cikkében pedig CJ-697=CU-697). 1 µmol/l koncentrációban 

használva az összes inhibitor szignifikánsan csökkentette az uPA aktivitást a matriptáz 

gátláson keresztül, ugyanis az inhibitorok önmagukban nem voltak képesek gátolni a tisztított 

rekombináns uPA enzimet (1 µmol/l), csak a matriptáz-1 enzim gátlása által. Az alkalmazott 

1 µmol/l koncentrációban egyik inhibitor sem volt citotoxikus. Továbbá, a CU-1804 és a  

CU-1807 10 µmol/l koncentrációban AsPC-1 sejtvonalon csökkentette a sejtmigrációt, és 

ezek az inhibitorok sem bizonyultak citotoxikusnak (Uhland et al., 2009). 

 Csirke embrionális vesehámsejt-tenyészeten és Madin-Darby kutya vesehám-

sejtvonalon (MDCKII) a H9N1 influenzavírus sejtbe jutását, így replikációját is sikerült 

csökkenteni két inhibitor, a MI021 és MI462 48 órán át tartó 50 µmol/l koncentrációban 

történő adagolása esetén (Baron et al., 2013). 

 Kutatócsoportunk nem daganatos, újszülött sertés jejunális IPEC-J2 sejtvonalon 

vizsgált egy szerin-proteáz gátlót, az AEBSF-et és több, 3-APhA alapvázú inhibitort: MI432, 

MI453, MI460, MI463, MI469. A sejteket AEBSF inhibitorral 25 µmol/l koncentrációban  

3 napig kezelték, míg a 3-APhA inhibitorokkal 24 óráig. AEBSF esetén csak TER mérés 

történt, itt a kontrollhoz képest szignifikáns csökkenés volt látható. Az inhibitorok esetén TER 

mérésre 0,5; 1; 4; 24 óra után került sor, és csak az MI432 és MI460 esetén volt 

tapasztalható szignifikáns csökkenés. Ezzel párhuzamosan csak ennél a két inhibitornál volt 

tapasztaltható, hogy jelentős mértékben megnövekedett a 4 kDa tömegű fluoreszcens 
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izotiocinaláttal jelölt dextrán (FD4) paracelluláris átjutása. Mindkét mérésnél az MI432 és 

MI460 csökkentette az enzim aktivitását. A kísérlet alapján elmondható, hogy MI432 és 

MI460 inhibitor képes volt a matriptáz gátlásán keresztül a bélhámréteg-integritását 

csökkenteni (Pászti-Gere et al., 2016a). 

 IPEC-J2 sejtvonalon vizsgálták továbbá az MI432 hatását 10, 25, 50 µmol/l 

koncentrációban 2, 24 és 48 óra inkubációt követően. Nem okozott szignifikáns változást a 

sejtek életképességében az 50 µmol/l kezelési koncentráció sem, a 48 óra kezelési idő alatt. 

Western blot módszerrel vizsgálva az inhibitorok nem voltak hatással a matriptáz 

expresszióra. A sejtek a kísérlet közben differenciálódtak. 2, 24 óra inkubációt követően csak 

50 µmol/l koncentráció esetén tapasztaltak szignifikáns TER csökkenés, ezzel szemben  

48 órát követően már minden alkalmazott kezelési koncentráció esetében jelentős TER 

csökkenés volt mérhető. A differenciálódó sejtek kontrolljánál immunfluoreszcens festékkel 

vizsgálva, az okkludin egyre nagyobb mennyiségben jelent meg a sejtmembránban, viszont 

a kezelés hatására az a citoplazmában maradt. Ez a jelenség 48 órás inkubációt követően 

már 10 µmol/l koncentrációnál is megfigyelhető volt. Klaudin-4 esetén nem volt látható 

megoszlásváltozás az inhibitorok hatására. 2 órás kezelés után az intracelluláris ROS 

szignifikáns csökkenése volt tapasztalható minden koncentrációnál, amellyel párhuzamosan 

az extracelluláris H2O2 emelkedését detektáltak, amely csak 50 µmol/l esetén volt 

szignifikánsnak tekinthető. Az intracelluláris ROS értékeknél 24 és 48 órát követően 

szignifikáns emelkedés volt megfigyelhető 50 µmol/l kezelési koncentráció esetén, míg az 

extracelluláris mérésnél nem adódott szignifikáns különbség. Mindezek alapján 

valószínűsíthető, hogy a matriptáz-1 kulcsszerepet tölt be a bélhámréteg barrier 

integritásában. Továbbá, az MI432 átmenetileg befolyásolta a ROS termelődést, de ez 

kiegyenlítődött a 48 órás kezelési idő végére (Pászti-Gere et al., 2015b). 

3.1.3.2.2.2 Matriptáz-2 gátlás vizsgálata hepatocita modellen 

 

 Sertés eredetű primer gyulladásos modellként szolgáló hepatocita – Kupffer-sejt ko-

kultúrán (1:2 és 1:6 Kupffer-sejt – hepatocita arányban), vizsgáltak négy 3-APhA alapvázú 

inhibitort: MI432, MI441, MI460, MI461, hogy gyulladásos esetben mennyire hatékonyak a 

matriptáz-2 gátlásában. Az inhibitorokat 50 µmol/l koncentrációban alkalmazták 2 (H2O2 

mérés, IL-8 és hepcidin ELISA mérés) és 24 óra (MTS sejtéletképesség teszt) inkubációs 

idővel. A sejtéletképességet az inhibitorok nem befolyásolták. A MI441 megemelte az 

extracelluláris H2O2 szintet mindkét ko-kultúra esetén, a többi inhibitornál nem volt 

szignifikáns változás. Az IL-8 citokin szint a kontroll, nem kezelt tenyészettel összehasonlítva 

nem mutatott eltérést a kezelt sejtek esetén egyik ko-kultúranál sem. A hepcidin 

expresszióra nem volt hatással egyik ko-kultúranál sem az MI432, MI461. A MI441 
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kezelésnek kitett sejteknél a hepcidinszint csökkenése, a MI460 kezelésnél pedig a 

hepcidinszint növekedése volt látható (Pomothy et al., 2016). 

Ugyanezt a négy inhibitort használták 50 µmol/l koncentrációban májsejt mono- és 

1:6 Kupffer sejt – hepatocita ko-kultúrán, hidrogél bázisú mátrixközegben is. 24 óra 

inkubációt követően a kétdimenziós és hidrogél alapú hepatocita mono-kultúráknál a MI432, 

MI441 és MI461 esetén nőtt a hepcidin mennyisége a sejtfelülúszókban, míg ko-kultúra 

esetén nem tapasztaltak változást. A kísérlet további részében csak az MI461 inhibitorral 

foglalkoztak, mivel kisebb koncentrációban (30 µmol/l) csak ez az inhibitor növelte a hepcidin 

koncentrációját. Az MI461 50 µmol/l koncentrációban nem befolyásolta az extracelluláris 

H2O2, IL-6, IL-8 mennyiséget, sem mono-, sem ko-kultúrán, kétdimenziós és hidrogél 

rendszerben vizsgálva (Pászti- Gere et al., 2020). 

 

3.1.3.2.2.3 TMPRSS2 gátlás vizsgálata influenzavírus fertőzés esetén 

 

 Calu-3 humán bronchiális epiteliális sejteket inkubáltak H1N1 és H3N2 

influenzavírusokkal 72 óráig. Ezt megelőzően a TMPRSS2 aktív részét vizsgálták már a 

különféle inhibitorokkal történő kezelés esetében, hogy a korábban másra fejlesztett 

molekulák, mennyire hatékonyak. (A publikációban 92. számú inhibitor ugyanaz, amelyre 

MI432 alatt hivatkozunk, míg a 111. sorszámú pedig a MI460) Először a sejtéletképességet 

vizsgálták a leghatékonyabbnak tűnő 92, 93, 113 és 114 sorszámú inhibitorokkal 10 és 

50 µmol/l koncentrációban 48 óráig. A 10 µmol/l koncentrációban történő kezelés során, s 

kimutatták, hogy egyik inhibitor sem volt toxikus, de a 93 és 113 sorszámú inhibitor 20 %-kal 

csökkentette a sejtek életképességét. Így a leghatékonyabbnak és nem citotoxikusnak 

bizonyult 92 számú inhibitorral (MI432) folytatták a kísérletet. A nyert eredmények szerint a 

92 inhibitor képes volt a vírusaktivációt, és így a sejtbejutást a TMPRSS2 gátlásán keresztül 

megakadályozni (Meyer et al., 2013). 

3.1.3.2.3 3-amidinofenilalanin inhibitor családdal végzett in vivo kísérletek 

 

 In vivo kutatások során egerekbe ültettek különböző daganatos sejtvonalakból 

származó sejteket. Sikerült két inhibitort előállítani (8 és 59 számú inhibitor), amelyek 

egerekbe ültetett PC-3 prosztata karcinóma sejtvonal modellben gátolták a tumor 

növekedését és a tumorsejtek szóródását. Az inhibitorokat 5 mg/kg dózisban 4 héten át 

kapták az állatok intraperitoneálisan. A tumor növekedését és a hasüregi áttéteket is 

csökkentette a két inhibitor: a tumor növekedését 17 és 40 %-kal csökkentette a kontrollhoz 

képest, továbbá, a kontrollcsoportban kb. 30 %-ban fordultak elő áttétek a mellkasban, míg 

az inhibitorokkal kezelt egyedeknél csak 14 és 20 %-ban. Végül, hasüregi áttétek a kontroll 
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egerek 50 %-nál voltak tapasztalhatóak, míg az inhibitorral kezelt egerek esetén nem voltak 

hasüregi áttétek (Steinmetzer et al, 2006). 

 Egy másik kutatás során AsPC-1 humán pankreasz adenokarcinóma sejteket ültettek 

egerekbe. In vivo vizsgálták a matriptáz aktivitását intravénásan befecskendezett tumor és 

matriptáz specifikus jelölt antitest és matriptáz specifikus jelölt szubsztrát segítségével. A 

tumor és a képződő áttétek esetén is proteolitikusan aktív matriptázt találtak. 

Intraperitoneálisan (5 mg/kg dózisban) a mérés előtt 24 órával adott CU-1737 (Steinmetzer 

et al, 2006 cikkben: 59. inhibitor), CU-1275 (más cikkben: WX-UK-1) és CU-1803 inhibitorok 

gátolták a matriptáz aktivitását (Napp et al., 2010). 

 Vizsgálták egy 3-APhA alapvázú inhibitor hatékonyságát oszteoartritisz esetén is. 

Oszteoartritiszt indukáltak egereknél, majd az ízületbe jutatták az 59. sorszámú (Steinmetzer 

et al., 2006) inhibitort. Az inhibitor csökkentette az aggrekán veszteséget és a porckárosodás 

mértékét is, a hatás nem volt dózisfüggő (Wilkinson et al., 2017). 
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4 Célkitűzés 

 Kutatásunk során több irányba szerettük volna bővíteni a matriptáz-1 és matriptáz-2 

aktiválásáról és gátlószereiről rendelkezésre álló ismereteinket, így a különböző 

kísérleteinknél eltérő célkitűzéseink voltak. 

 Az első vizsgálat során a korábban matriptáz-1 aktivátornak leírt S1P-t vizsgáltuk. A 

szakirodalomban megtalálható kísérletek eddig csak a matriptáz-1 aktiválásban betöltött 

szerepét vizsgálták, matriptáz-2 aktiválást nem. Célunk az volt, hogy kiderítsük, a S1P 

képes-e hatni a májsejtek hepcidintermelésére, és így hepcidinkoncentráció-csökkenést 

generálni feltételezhetően a matriptáz-2 enzim serkentése révén. A vizsgálat fontos részét 

képezte, hogy az általunk választott S1P koncentrációk befolyásolják-e a sejtek 

életképességét, kiváltanak-e oxidatív stresszválaszt. Kísérleteinkhez patkány primer májsejt 

mono-kultúrát választottunk, hogy minél jobban tudjuk modellezni a fiziológiás in vivo 

körülményeket. 

 A második vizsgálatnál két, már több in vitro kísérletben matriptáz-1, matriptáz-2 és 

TMPRSS2 gátlásra is tesztelt inhibitort használtunk. Mivel az MI432 és MI460 inhibitort eddig 

emlős sejtvonalakon és primer sejtkultúrákon vizsgálták, kutatásunkat madár, jelen esetben 

csirke primer hepatikus sejtmodellekre terveztük. Mivel ezek a vegyületek a szakirodalom 

alapján a későbbiekben felmerülhetnek, mint gyógyszerjelölt vegyületek, ezért a 

kísérletünkben az esetleges gyulladásos, ill. oxidatív stresszválasz kiváltásában betöltött 

szerepét vizsgáltuk májmodellen. Külön teszteltük egészséges májat modellező hepatocita 

mono-kultúrán és enyhébb gyulladást modellező NP sejt – hepatocita ko-kultúrán is. 

Kutatásunk során a különböző gyulladásos markereket és oxidatív stresszmarkereket, a sejt 

oxidatív védekezőrendszerének részeit vizsgáltuk, úgymint az extracelluláris hidrogén-

peroxid mennyiséget, IL-6 és IL-8 gyulladásos citokineket, és egy lipidperoxidációs markert, 

a malondialdehidet. Teszteltük a sejtek glutation-peroxidáz aktivitását is, amellyel jól 

vizsgálható a sejtek peroxidok elleni védekezőképessége. 

 A harmadik vizsgálatban korábban sejttenyészetekben még nem alkalmazott 

matriptáz-1 inhibitorok vizsgálatát már jól működő modellrendszerben, sertés vékonybél 

eredetű IPEC-J2 sejtvonalon végeztük. Céljaink között szerepelt annak felderítése, hogy az 

általunk tesztelt inhibitorok hogyan befolyásolják a sejtek életképességét, csökkentik-e a 

sejtréteg integritását a matriptáz-1 gátláson keresztül, okoznak-e oxidatív stresszválaszt a 

bélhámsejteknél. 

A meghatározott gátló vagy aktiváló molekula hatásának vizsgálatán felül célunk volt 

továbbá, hogy olyan in vitro, faj- és szervspecifikus modellrendszereket alakítsunk ki, 

amelyek majd alkalmasak lesznek a különféle aktiváló és gátlószerek hatásainak 

összevetésére a jövőben. 
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5 Anyag és módszer 

Az alkalmazott sejtkultúrákat, módszereket vizsgálatonként csoportosítottuk. A kísérleti 

elrendezést a 3. tábázat mutatja be. 

3. táblázat: Az elvégzett vizsgálatok összefoglaló táblázata 

 1. vizsgálat 2. vizsgálat 3. vizsgálat 

Sejtkultúra 

patkány primer 

májsejt mono-

kultúra 

 

csirke primer 

hepatikus mono-

kultúra és ko-

kultúra 

IPEC-J2 sertés 

bélhámsejtvonal 

Aktivátor/inhibitor 

S1P 

(50, 200, 1000 

ng/ml) 

MI432 

MI460 

(10, 25, 50 

µmol/l) 

MI439 

MI476 

(10, 25, 50 µmol/l) 

Inkubációs (kezelési) idő 

 

24 h 

48 h 

72 h 

4 h 

24 h 

24 h 

 

Vizsgálatok, mérések 

MTS (24, 72 h) 

Amplex Red 

Hepcidin ELISA 

CCK-8 

Amplex Red 

IL-6 ELISA 

IL-8 ELISA 

MDA mérés 

GPx aktivitás 

mérés 

MTS 

Amplex Red 

TER 

(+IF: WGA) 
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5.1 1. vizsgálat: matriptáz aktivátor vizsgálata patkány primer hepatocita 

mono-kultúrán 

 

5.1.1 Patkány primer hepatocita mono-kultúra létrehozása és fenntartása 
 

A patkány primer májsejteket kereskedelmi forgalomból szereztük be (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA USA). A kriofagyasztott hepatocitákat a gyártó által megadott 

protokoll szerint felmelegítettük 37 °C-ra 2 percen belül, majd a sejtszuszpenziót Hepatocyta 

Thaw Mediumba helyeztük (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). A sejteket 100 g 

centrifugálási erővel 10 perc alatt centrifugáltuk, a felülúszó elöntése után a sejtek 

reszuszpendálásra kerültek Williams’ E Mediumba. A májsejtek fenntartásához Williams’ E 

Mediumot használtunk, 1% penicillin-sztreptomicin, 2 mmol/l glutamin, 5 µg/ml transzferrin, 

5 ng/ml szelén, 4 µg/l dexametazon, 20 IU/l inzulin, és 0,22% bikarbonát kiegészítéssel (a 

közeg és a hozzávalók is Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). Az első hat órában 

5 % fötális borjú szérum (FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) kiegészítést is 

kapott a sejttenyészet. A májsejteket 6 lyukú Costar TC membráninzerten (pórusméret: 

0,4 µm, felület: 4,62 cm2), illetve 96 lyukú mikroplate lemezen vizsgáltuk (Merck KGaA, 

Darmstadt, Németország). A sejtkiültetést 0,9-1,1x106 sejt/ml koncentrációban végeztük. A 

sejtek életképességét tripánkék festéssel ellenőriztük, mely 90 % feletti volt minden esetben. 

A májsejteket 37 °C-on, 5 % CO2 jelenlétében tartottuk fent. 

5.1.2 Sejtek kezelése és mintavételezése 
 

A kísérlet során egy természetes matriptáz-1 aktivátort, S1P-t vizsgáltuk, képes-e 

aktiválni a matriptáz-2 enzimet is. Vizsgáltuk, hogyan hat a S1P a patkány primer májsejtek 

életképességére (MTS), az extracelluláris hidrogén-peroxid termelésre (Amplex Red 

Hydrogen Peroxidase Assay Kit), illetve a hepcidinszintre (szendvics ELISA). A sejtek 

életképességének nyomon követéséhez a sejteket 96-os tenyésztő lemezre, 

mintagyűjtéshez 6 lyukú inzertre ültettük 3 párhuzamos kezelésnek megfelelő 

mennyiségben, a kezelés a sejtek lerakása után 6 órával kezdődött. A por halmazállapotú 

S1P-t (Bio-Techne, Minneapolis, Minnesota, USA) 4 mg/ml BSA-t tartalmazó foszfáttal 

pufferelt sóoldatban (PBS) oldottuk, így 0,5 mg/ml koncentrációjú törzsoldatot állítottunk elő. 

A kezelőoldatokat közvetlenül a kísérlet előtt készítettük el, a primer patkány májsejteknek 

megfelelő tápfolyadékkal hígítva a törzsoldatot. A S1P szerkezeti képlete a 6. ábrán látható. 

72 órán át 50, 200, 1000 ng/ml koncentrációban adagoltuk a S1P-et a mono-kultúra apikális 

térrészéhez, az apikális felülúszóból 24, 48 és 72 óra inkubációt követően mintavétel történt. 

Életképesség vizsgálatot 24 és 72 óra elteltével végeztünk (3. táblázat). 
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6. ábra: Szfingozin-1-foszfát szerkezeti képlete. 

5.1.3 Laboratóriumi mérések 
 

5.1.3.1 Sejtéletképesség és metabolikus aktivitás mérése 

 

 A sejtek életképességének, illetve metabolikus aktivitásának méréséhez a sejteket 96 

lyukú sejttenyésztő lemezre ültettük. A kezelőoldat eltávolítása után 3x PBS-ben mostuk a 

sejteket, majd 100 µl tápfolyadékhoz 20 µl CellTiter96 vizes oldatot (Promega, Bioscience, 

Magyarország) mértünk a sejtekre. A reagens 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

karboximetoxifenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazóliumot (MTS) és fenazin-etoszulfátot 

tartalmazott. A barna színreakciót a formazánná átalakuló MTS (sárga) adja. Az 

átalakításhoz metabolikusan aktív sejtre, pontosabban működő NAD+ /NADP+ rendszerre 

van szükség, a keletkező formazán mennyisége arányos az élő sejtek számával. A festékkel 

együtt egy órán át inkubáltuk a sejteket 37 °C-on, 5 % CO2 jelenlétében. A sejtek által 

átalakított formazán abszorbanciáját 490 nm hullámhosszon mértük EZ Read Biochrom 400 

microplate olvasóval (Biochrom Ltd, UK). 

 

5.1.3.2 Hidrogén-peroxid koncentráció meghatározása 

 

 Mindhárom kísérletben az extracelluláris H2O2 meghatározása Amplex Red Hydrogen 

Peroxidase Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segítségével történt. A 

mérés során az Amplex Red reagens (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin) 1:1 arányban, 

sztöchiomerikusan reagál a H2O2-dal tormaperoxidáz jelenlétében, miközben kialakul a 

fluoreszcens rezorufin, amelyet fluoriméterrel detektálhatunk. Az így kapott színintenzitás 

tehát arányos a felülúszóban található H2O2 mennyiséggel. A gyártó által megadott módon 

előkészítettük az Amplex Red munkaoldatot (50 µl-t kimértünk a DMSO-ban feloldott 

10 mmol/l Amplex Red törzsoldatból, valamint 100 µl-t a 10 U/ml koncentrációjú 

tormaperoxidáz oldatból, és mindezt 4,85 ml 1x reakció pufferhez adtuk), majd ebből 50 µl-t 

50 µl mintához pipettáztunk. 30 perces szobahőmérsékletű inkubációt követően, a mintákat 

560 nm hullámhosszú excitációt követően 590 nm emissziós hullámhosszon detektáltuk 

Victor X2 2030 fluoriméterrel (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). 
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5.1.3.3 Hepcidinkoncentráció meghatározása 

 

 A hepatociták felülúszójából 24, 48, 72 órát követően vettünk mintát és vizsgáltuk a 

S1P hatását a matriptáz-2 aktiválásán át a hepcidin termelésre. A szendvics ELISA módszer 

képes a fajspecifikus hepcidin minőségi és mennyiségi kimutatására. A gyártó a 96 lyukú 

lemez felületére előre antigénspecifikus antitestet adszorbeál, ehhez képesek kötődni a 

mintában található antigének. Mivel ez a kapcsolódás önmagában nem jár látható 

változással, ezért a mintában található antigének (hepcidin) bekötődése után, másodlagos 

színreakcióval járó technikával a jel felerősítésének céljából is további lépések szükségesek. 

Jelen esetben biotinnal jelölt antitest, majd avidinhez konjugált tormaperoxidáz került a plate 

lyukaiba. A tormaperoxidáz H2O2 jelenlétében az eredetileg színtelen kromogén szubsztrátot 

kékké oxidálja. A reakció a stop oldattal állítható le, vált sárga színűre. A színintenzitás 

arányos a mintában található hepcidin mennyiségével, amely ismert koncentrációjú standard 

sorozattal kiszámolható. A patkány hepcidin szendvics ELISA kit-et (Elabscience 

Biotechnology, USA) a gyártó által megadott leírás szerint alkalmaztuk. A 96 lyukú plate-et 

előzőleg patkány hepcidinre specifikus antitesttel vonták be. A standard sorozat és a minták 

bemérése, inkubálása (100 µl, 90 perc, 37 °C), majd eltávolítása után hozzáadtuk a biotinnal 

megjelölt detektáló antitest munkaoldatot (100 µl, 60 perc, 37 °C). Ennek eltávolítását mosás 

követte (3x350 µl), majd bemértük az avidin-tormaperoxidáz konjugátumot tartalmazó 

munkaoldatot (100 µl, 30 perc, 37 °C), és újabb mosás után (5x350 µl) a lyukakba 

pipettáztuk a szubsztrátot tartalmazó reagenst (90 µl, 37 °C, fénytől védve). A megfelelő kék 

szín elérését követően (maximum 15 perc) a stop oldat hozzáadása után a már sárga minta 

abszorbanciáját EZ Read Biochrom 400 microplate olvasóval (Biochrom, Ltd, USA) 

detektáltuk 450 nm hullámhosszon. 

5.2 2. vizsgálat: matriptázinhibitorok vizsgálata csirke primer hepatikus mono- 

és ko-kultúrán 
 

5.2.1 Csirke primer hepatikus mono- és ko-kultúrák létrehozása és fenntartása 
 

5.2.1.1 Hepatociták és nem-parenchimális sejtek izolálása 

 

A jelen kutatásunkban használt sejtizolálási technikát, sejtfenntartást a Tanszék 

munkatársai által korábbi publikációban leírt módszerrel megegyezően végeztük (Mackei et 

al., 2020a). A sejtizoláláshoz, sejtkiültetéshez és fenntartáshoz a termékeket Merck KGaA 

cégtől szereztük be (Merck KGaA, Darmstadt, Németország), a kivételeknél a forgalmazó 

feltüntetésre került. 
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A májsejtek izolálásához 3 hetes Ross-308 brojlercsirkét használtunk (Gallus Ltd; 

Devecser, Magyarország). Szén-dioxiddal történő kábításban a csirkét dekapitáltuk, és a 

testüreg aszeptikus feltárását követően kanüláltuk a v. gastropancreaticoduodenalis-t. 

Utóbbira a máj perfúziója miatt volt szükség, az elfolyó ágat a szíven át apró bemetszésen 

behelyezett üvegkanül segítségével alakítottuk ki. Az összes perfúzióhoz használt puffert 

előzőleg 40 °C-ra melegítettük, és oxigenizáltuk Carbogennel (95 % O2, 5 % CO2), a perfúzió 

sebessége 30 ml/perc volt minden puffer esetén. A három lépcsős perfúzióhoz először 

150 ml etilén glikol-bisz(2-aminoetil éter)-tetraecetsav (EGTA, 0,5 mmol/l koncentrációban) 

tartalmú Hanks-féle puffert használtunk 0,035 % NaHCO3-tal kiegészítve, hogy az EGTA a 

kalcium és magnézium ionok megkötésével segítse a későbbiekben a sejtkapcsoló 

struktúrák felszakadását. Ezt követte 150 ml EGTA-mentes Hanks-féle pufferrel történő 

mosás, majd végezetül az interstícium emésztése 100 ml Hanks-féle pufferben oldott 

100 mg IV. típusú kollagenázzal (Normark, Uetersen, Németország) történt, kiegészítve még 

7 mmol/l CaCl2, és 7 mmol/l MgCl2-dal. Az interstícium felbomlása után a máj eltávolításra 

került, jégen tartva steril körülmények között folyt a további feldolgozása. A burok felvágása 

és a máj mechanikai aprítása után háromrétegű steril gézen szűrtük át a primer 

sejtszuszpenziót, majd jégen inkubáltuk 2,5 %-os BSA tartalmú Hanks-féle pufferben 

45 percig. A BSA segített megelőzni a sejtek szőlőfürtszerű összetapadását, amely a 

későbbiekben nehezítené az egyenletes, konfluens kultúra kialakítását. 

 A hepatociták izolásása során háromszor 100 g centrifugálási erővel, 3 percig 

szükséges centrifugálni a sejtszuszpenziót. A hepatocitákban gazdag üledéket pedig 

korábban 0,22 % NaHCO3, 50 mg/ml gentamicin, 2 mmol/l glutamin, 4 µg/l dexametazon, 

20 IU/l inzulin és 5 % FBS kiegészítést kapott Williams’ E Mediumban reszuszpendáltuk 

minden egyes centrifugálás után. Így végezetül kb. 20 ml, tömény hepatocitát tartalmazó 

sejtszuszpenziót kaptunk. 

 A NP sejtek izolásása (amely frakció főleg makrofágokat, elsősorban Kupffer-sejteket 

tartalmaz) a korábban kapott felülúszókból történt. A felülúszók centrifugálása 350 g 

centrifugálási erővel 10 percig zajlott, így az üledékbe került a kevés maradék hepatocita, 

illetve sejttörmelék, vörösvérsejt. Az így nyert felülúszóból 800 g fordulatszámon 10 percig 

centrifugálva az üledékben megkaptuk a NP sejteket, amelyeket a korábban leírt 

kiegészítéseket tartalmazó 5 ml Williams’ E Mediumban reszuszpendáltuk. 
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5.2.1.2 Az izolált sejtek életképességének vizsgálata, sejtszám meghatározása, sejtek 

kiültetése, fenntartása 

 

 A hepatociták és NP sejtek életképességét is tripánkék festéssel vizsgáltuk. A festést 

10x hígításban, 200 µl sejtszuszpenzióhoz 800 µl Williams’ E Medium hozzáadásával, majd 

ebből 200 µl sejtszuszpenzió és 200 µl tripánkék bemérésével készítettük el, Bürker- 

kamrában fénymikroszkóp segítségével zajlott a sejtek vizsgálata, majd a számlálása is. A 

megfelelő koncentráció hepatocita mono-kultúránál 106 sejt/ml; ko-kultúránál 8,5 x 105 sejt/ml 

és 1,5 x 105 NP sejt/ml volt. 

Hepatocita mono-kultúra esetén 1,5 ml sejtszuszpenziót pipettáztunk a 6 lyukú, 

korábban kollagénnel felületkezelt lyukakba, illetve 100 µl-t adagoltunk szintén kollagénezett 

96 lyukú mikroplate-re lyukanként. A hepatocita: Kupffer sejt ko-kultúrához a kollagénnel 

kezelt 6 lyukú plate minden lyukába 1,5 ml NP sejtszuszpenziót pipettáztunk, majd 30 perc 

elteltével a felülúszót eltávolítottuk. Ezt követően pedig 1,5 ml hepatocita szuszpenziót 

pipettáztunk minden lyukba. A 96 lyukú kollagénezett mikroplate lyukaiba 100 μl 

szuszpenziót mértünk. A tápfolyadékot a kiültetés után 4 órával cseréltük, a hepatocita 

mono-kultúra (7.A ábra) és hepatocita- NP sejt ko-kultúra (7.B ábra) konfluens sejtréteget 

alkotott 24 órát követően. A kiültetett sejteket steril termosztátban 37 °C hőmérsékleten, 5 % 

légköri CO2-koncentráció és közel 100% relatív páratartalom mellett tenyésztettük. 

 

 

7. ábra: Giemsa festékkel festett hepatocita mono-kultúra (A) és hepatocita- NP sejt ko-

kultúra (B) 24 óra után (200x nagyítás, bar=100 µm). Piros nyíllal megjelölve egy NP 

sejt látható. 

5.2.2 Sejtek kezelése és mintavételezése 

 
Korábban leírt matriptáz-1 és -2 inhibitorokat teszteltünk csirke primer hepatocita 

mono-kultúrán és hepatocita – NP sejt ko-kultúrán. A kísérlet során a vizsgálatok az 

inhibitorok esetleges gyulladáskeltő vagy oxidatív stresszkeltő hatásainak feltérképezésére 

irányultak. A 3-APhA alapvázú matriptázinhibitorokat Torstein Steinmetzer csoportja 
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szintetizálta (Philipps University Marburg, Faculty of Pharmacy, Institute of Pharmaceutical 

Chemistry, Marburg, Németország), és tőlük kaptuk meg kipróbálásra. A por formájú 

inhibitorokat dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk be, 1 mmol/l koncentrációjú törzsoldatokat 

hozva létre. A kísérletek előtt közvetlenül hígítottuk a tápoldatban az inhibitorokat. A 

kísérletben használt MI432 és MI460 inhibitorok szerkezeti képlete, gátlóképessége az 

irodalmi áttekintésben található (2. táblázat). A Ki értékek humán matriptáz katalitikus 

doménen alapuló kísérlet alapján kerültek megállapításra (Steinmetzer et al, 2006). Minden 

mintavételt 4 és 24 óra inkubáció után végeztünk el, az inhibitorokat 10, 25 és 50 µmol/l 

koncentrációban alkalmaztuk, 3 párhuzamossal (kontroll tenyészeteknél 6 párhuzamossal). 

A sejtek metabolikus aktivitását Cell Counting Kit-8 (CCK-8) teszttel ellenőriztük. A 

felülúszóból IL-6 és IL-8 ELISA, malondialdehid (Lipid Peroxidation MDA Assay Kit) és H2O2 

(Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit) mennyiségi meghatározása történt. A 24 órás 

mintavétel után a sejteket speciális lizáló puffer (M-PER) segítségével lizáltuk. Az 

eredmények standizálása céljából a sejtlizátumok összfehérje-koncentrációját Pierce 

Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay segítségével mértük. Végezetül a sejtlizátumból 

glutation-peroxidáz (Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit) aktivitás mérésére 

került sor. A CCK-8 vizsgálatot 96 lyukú sejttenyésztő lemezen végeztük, míg a mintavétel 

6 lyukú sejttenyésztő edényekre kiültetett tenyészetekből történt (3. táblázat).  

5.2.3 Laboratóriumi mérések 
 

5.2.3.1 Sejtéletképesség és metabolikus aktivitás mérése 

 

Csirke primer májsejt mono- és ko-kultúra esetén is az inhibitorok sejtéletképességre, 

így a metabolikus aktivitására gyakorolt hatásának vizsgálatát CCK-8 módszer segítségével 

végeztük. A módszer lényege hasonló az MTS festékkel történő méréshez: a tetrazólium 

komponens NAD+ /NADP+ rendszer segítségével képes átalakulni formazánná, amely 

festéknek az abszorbanciája mérhető, és ez arányos lesz az élő sejtek mennyiségével. A 

festék a 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-diszulfofenil)-2H-tetrazólium (WST-8). 

Az MTS módszerhez képest ez a módszer szenzitívebb. A sejteket itt is 96 lyukú 

sejttenyésztő edényekre helyeztük, majd 4 és 24 órás inhibitoros kezelés eltávolítását 

követően 100 µl Williams’ E Medium és 10 µl reagens bemérése következett. 2 óra inkubáció 

után a minta abszorbanciáját 450 nm hullámhosszon detektáltuk Thermo Scientific Multiskan 

GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnország) segítségével. 
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5.2.3.2 IL-6, IL-8 citokinek koncentrációjának meghatározása 

 

 A csirke primer májsejt mono-és ko-kultúra felülúszóiból 4 és 24 óra után mintavétel 

történt, amelyből az IL-6 és IL-8 mennyiségi meghatározását fajspecifikus szendvics ELISA 

módszerrel végeztük (MyBiosource, San Diego, USA). A munkaoldatokat a gyártó által 

megadottak szerint készítettük elő. Előzetes mérések alapján IL-6 esetén a minták 50x, IL-8 

esetén pedig 10x hígítása történt, hogy megfelelő mérési tartományba kerüljenek a kapott 

értékek. 

 IL-6 ELISA esetén az IL-6 monoklonális antitesttel előre bevont plate-re mértük a 

standard sorozatot és a mintákat (100 µl, 90 perc, 37 °C), majd eltávolításuk után kétszer 

350 µl mosófolyadékkal mostuk. A biotinnal megjelölt IL-6 poliklonális antitestet tartalmazó 

oldatot a lyukakba mértük (100 µl, 60 perc, 37 °C), majd háromszori mosást követően 

(350 µl) belepipettáztuk az avidin-peroxidáz tartalmú oldatot (100 µl, 30 perc, 37 °C). Mosás 

után (5x350 µl) a 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) színreagens tartalmú fényérzékeny 

reagens került a lyukakba (100 µl, maxiumum 30 perc, 37 °C, fénytől védve). A kék szín 

megjelenését követően a stop oldat hozzáadása után a most már sárga minta 

abszorbanciáját 450 nm hullámhosszon olvastuk le Thermo Scientific Multiskan GO 3.2 

reader (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnország) segítségével. 

 IL-8 ELISA mérésekor az IL-8 monoklonális antitesttel bevont lyukakra bemérésre 

került a standard sor és a minták (100 µl, 120 perc, 37 °C), majd a folyadék eltávolítása után, 

mosás nélkül került bemérésre a bitoninal jelölt IL-8 poliklonális antitest (100 µl, 60 perc, 

37 °C). Az oldatok eltávolítása után 4x 400 µl mosópufferrel történő mosást követően a 

lyukakba pipettáztuk az avidin-peroxidáz tartalmú oldatot (100 µl, 60 perc, 37 °C). Ötször 

ismételt mosás után a színreagenst tartalmazó oldatot mértük be a lyukakba (90 µl, 

maximum 20 perc, 37 °C), majd a kék szín megjelenése után hozzáadtunk 50 µl stop oldatot. 

A sárgára színeződött mintákat 450 nm hullámhosszon detektáltuk Thermo Scientific 

Multiskan GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnország) segítségével. Az 

eredmények ábrázolása sejtek összfehérjére való korrigálás után történt. 

5.2.3.1 Hidrogén-peroxid koncentráció meghatározása 

 

 Az extracelluláris H2O2 meghatározása a korábban leírt Amplex Red Hydrogen 

Peroxidase Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segítségével történt. 

5.2.3.2 Malondialdehid-koncentráció meghatározása 

 

 A 24 órás inhibitoros kezelést követően a sejtek felülúszójából végeztük el a 

lipidperoxidáció egyik végterméke, a malondialdehid (MDA) mennyiségi meghatározását, 
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amely szintén oxidatív stresszmarkernek tekinthető. A vizsgálatokat a Lipid Peroxidation 

(MDA) Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Németország) segítségével végeztük; a gyártó 

által megadott protokollt adaptáltuk a sejtek felülúszójából származó mintákra. A vizsgálat 

során a mintában található MDA reagál tiobarbitursavval (TBA), és jön létre egy 

kolorimetriásan és fluorimetriásan is mérhető, rózsaszín színű termék. PCR csövekbe 150 µl 

TBA oldatot és 100 µl mintát mértünk, majd 60 perc 95 °C-on történő inkubációt követően a 

csövekből 150 µl-t 96 lyukú sejttenyésztő edényre pipettáztunk. A minta abszorbanciájának 

leolvasását 532 nm hullámhosszon végeztük Thermo Scientific Multiskan GO 3.2 reader 

(Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finnország) segítségével. 

5.2.3.3 Glutation-peroxidáz aktivitás meghatározása sejtlizátumból 

 

GPx aktivitásmérés csirke primer májsejt mono-és ko-kultúra sejtlizátumaiból történt a 

24 órás inkubációs időt követően Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit 

segítségével (Merck KGaA, Darmstadt, Németország). A mérés egy indirekt, kolorimetriás 

meghatározási módszeren alapul, amely során a GPx által katalizált reakcióban a glutation 

oxidálódik. Az oxidált glutation visszaalakítása kapcsolt reakcióban glutation-reduktáz enzim 

segítségével zajlik, melynek működése redukált nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfátot 

(NADPH+H+) igényel. A NADP+H+ 340 nm-en mért abszorbancia csökkenése (mivel 

visszalakul NADP+-dá) a GPx aktivitását jelzi, mivel a GPx a kapcsolt reakciók 

sebességkorlátozó tényezője. A teszt során 15 µl sejtlizátumot adtunk 455 µl GPx Assay 

Buffer-hez, 25 µl NADPH Assay Reagenshez (1 fiolát 1,25 ml desztillált vízben oldottunk fel), 

majd közvetlenül a mérés előtt 5 µl 30 mmol/l koncentrációjú tert-butil hiperoxid oldatot 

(Luperox; 10, 75 µl Luperox oldatot hígítottunk összesen 2,5 ml-re desztillált vízzel) 

adagoltunk az elegyhez. A kvarcküvettát a mérőeszközbe helyezve az abszorbanciamérés 

10 másodpercenként egy percen át 340 nm hullámhosszon történt. A mérési hőmérséklet 

25 °C volt. A minta GPx aktivitását a gyártó által megadott képlet segítségével számoltuk ki 

(mmol/[másodperc*ml]= egység/ml): 

 

ahol a  

ΔA340 = másodpercenkénti abszorbanciaváltozás 

6,22 = εmM (NADPH+H+) 

DF = a minta hígítási tényezője a reakcióhoz való hozzáadás előtt 

V = minta mennyisége (ml). 
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Az egység definíciója: 1 egység GPx 1,0 µmol NADP+ képződését idézi elő NADPH-ból 

percenként 8,0 pH-értéken, 25 °C-on, kapcsolt reakcióban redukált glutation, glutation-

reduktáz és terc-butil-hidroperoxid jelenlétében.  

Az eredmények értékelésére a sejtlizátum összfehérje-koncentrációjára való korrigálás után 

került sor. 

5.2.3.4 Összfehérje-koncentráció meghatározása 

 

A lizált sejtek összfehérje-koncentrációját Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) segítségével mértük. A BCA teszt egy kolorimetriás, 

kétkomponensű, nagy pontosságú, M-PER detergenssel kompatibilis módszer. Ennek során 

először biuretreakcióban a réz(II) ionok lúgos közegben komplexet képeznek a peptidkötés 

nitrogénatomján át a fehérjével, miközben réz(I) kation jön létre. Ehhez legalább három 

aminosavat kell tartalmazni a peptidnek, miközben világoskék színű lesz a reakcióelegy. 

Következő lépésben a BCA reagál az előző lépésben keletkezett réz(I) ionokkal, amely során 

két molekula BCA kelátot képez egy réz(I) ionnal. Az így keletkezett vízoldható, intenzív lila 

komplex erős lineáris abszorbaniát mutat 562 nm hullámhosszon. A zöld színű BCA 

munkaoldatot az A és B reakcióoldatok összekeverésével nyertük (50:1 arányban). Ezután a 

96 lyukú edény lyukaiba 25 µl mintát és 200 µl BCA munkaoldatot tettünk. Az oldatok finom 

összekeverése után 30 percen át 37 °C-on való inkubálást követően 562 nm hullámhosszon 

mértük a mintákat Thermo Scientific Multiskan GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific Oy, 

Vantaa, Finnország) segítségével. 

 

5.3 3. vizsgálat: matriptázinhibitorok vizsgálata sertés IPEC-J2 

bélhámsejtvonalon 
 

5.3.1  IPEC-J2 sertés bélhámsejtvonal fenntartása 
 

 Az IPEC-J2 nem daganatos, újszülött sertés jejunális bélhámsejtvonalat a 

Gyógyszertani és Méregtani Tanszék ajándékba kapta Dr. Jody Gookintól (Department of 

Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine, North Carolina State University, Raleigh, 

NC, USA). A sejttenyészetek növekedéséhez és fenntartásához Dulbecco-féle módosított 

Eagle tápközeg (DMEM) és Ham’s F-12 Nutrient Mixture (DMEM/F12) 1:1 arányú 

tápfolyadékát használtuk (Merck, USA). Ehhez adtunk hozzá 5 % FBS-t, 5 µg/ml inzulint, 

5 µg/ml transzferrint, 5 ng/ml szelént, 5 ng/ml epidermális növekedési faktort és 1 % 

penicillin- sztreptomicint (a felhasznált vegyszerek mind Merck KGaA, Darmstadt, 
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Németország; és Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA forgalmazóktól származtak) 

(Pászti- Gere et al., 2014). A kutatás során 45-55 passzázsszám közötti sejteket 

használtunk. A sejteket 37°C-on, 5 %-os CO2 szinten tenyésztettük, naponta cserélve a 

tápfolyadékot. A kísérleteket 6 lyukú sejttenyésztő edényekben, Costar TC poliészter 

membrán inzerten (pórusméret 0,4 µm, a felület nagysága 4,67 cm2) végeztük (Merck, 

KGaA, Darmstadt, Németország). A sejttenyésztő edény apikális részére 1,5 ml, a 

bazolaterális részére 2,5 ml tápfolyadék került a gyártó ajánlása alapján. Az IPEC-J2 sejtek 

összefüggő, egyrétegű sejtréteggé nőttek a membrán inzerten, miközben differenciálódtak 

(egy membrán inzert átlagosan 1,5x105 sejt/ml-t tartalmaz). A sejtek differenciálódását a 

tápfolyadékcsere alkalmával, TER méréssel ellenőriztük. 

5.3.2 Sejtek kezelése és mintavételezése 
 

A vizsgálat során az MI439 és MI476 sorszámú inhibitorokat teszteltük IPEC-J2 nem 

daganatos, újszülött sertés jejunális bélhámsejtvonalon. Korábbi kísérletek alapján 

kíváncsiak voltunk, hogy az inhibitorok in vitro hogyan befolyásolják a sejtek életképességét 

(MTS), a sejtek közötti kapcsolatok integritását (TER), és az extracelluláris redox státuszt 

(Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit). Ehhez a kísérlethez az MI439 és MI476  

3-APhA alapvázú matriptázinhibitorokat használtuk, a fent leírt módon előkészítve. Az 

inhibitorok szerkezeti képlete, gátlóképessége az irodalmi részben található (2. táblázat). A 

Ki értékek ez esteben is humán matriptáz katalitikus doménen alapuló kísérlet alapján 

kerültek megállaptásra (Steinmetzer et al, 2006). A vizsgálatokat 24 óra inkubációt követően 

végeztük, 10, 25, 50 µmol/l koncentrációban. Az életképesség vizsgálatához a sejteket 

96 lyukú tenyésztőedényre ültettük, minden más kísérlethez 6 lyukú membrán inzertet 

használtunk. Az apikális és bazolaterális térrészből is mintavétel történt. Az egyrétegű 

sejtréteg épségének ellenőrzésére elvégeztük a sejtmembrán immunfluoreszcens festését 

(WGA) (3. táblázat). 

 

5.3.3 Laboratóriumi mérések 

 

5.3.3.1 Sejtéletképesség és metabolikus aktivitás mérése 

 

 A sejtek életképességét, illetve metabolikus aktivitását a korábban ismertetett 

CellTiter96 MTS  Promega, Bioscience, Magyarország) vizsgálattal végeztük el. 
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5.3.3.2 Hidrogén-peroxid koncentráció meghatározása 

 

 Az extracelluláris H2O2 meghatározása a korábban leírt Amplex Red Hydrogen 

Peroxidase Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segítségével történt, 

 

5.3.3.3 Sejtréteg-integritás vizsgálata 

 

 A TER mérést két folyadéktér között végezhetjük, ahol eltérő az ionok mennyisége a 

két folyadéktérben; jelen esetben egy egyrétegű, membrán inzerten tenyésztett sejtrétegen. 

A sejtek polarizáltságának és a sejtréteg integritásának mértéke mérhető vele: minél 

polarizáltabb egy sejtréteg, annál magasabb a TER értéke. Ha sérül a sejtréteg-integritása, 

úgy csökkeni fog a sejtréteg-ellenállása, így a TER értéke is. A vizsgálat során TER mérést 

végeztünk 6 lyukú, poliészter membrán inzerten tenyésztett egyrétegű sejttenyészeten  

10, 25, 50 μmol/l koncentrációjú MI439, MI476 kezelés esetén az inhibitor hozzáadása után 

24, 48 óra elteltével. A TER méréseket EVOM Epithelial Tissue Volt/ Ohmmeter (World 

Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) segítségével végeztük. 

5.3.3.4 Monolayer morfológiai vizsgálata 

 

Első lépésként az IPEC-J2 sejteket tartalmazó membrán inzertet metanollal fixáltuk 

5 percig. A sejtmembránban található sziálsav maradékot immunfluoreszcens festékkel jelölt 

búzacsíra agglutininnel (WGA, 1:200 hígítás PBS-ben, WGA Alexa Fluor 488, Thermo Fisher 

Scientific, USA) festettük meg (30 perc). A sejtmagokat 4,6- diamidino-2-fenilindol (DAPI) 

festékkel jelöltük meg (1:500 hígítás PBS-ben; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). Végezetül a rögzítéshez ragasztóanyagot (DAKO) használtunk. 

 

5.4 Statisztikai elemzés 
 

Az eredmények statisztikai elemzéséhez az R 3.6.1 szoftvert alkalmaztunk. 

Szignifikánsnak akkor tekintettük a kapott eredmények közti különbséget, ha a p értéke 0,05-

nél kisebb volt. Ha p<0,001, az ábrán ***, ha p<0,01, az ábrán **, ha p<0,05, az ábrán * 

jelölés látható. A normál eloszlású minták esetén a vizsgált csoportok közötti különbségek 

megállapítására egytényezős varianciaanalízist (one-way ANOVA) és post-hoc Tukey 

tesztet, illetve Spearman-féle korrelációt végeztünk el. A kísérletek során mért adatok átlag 

standard hibájaként (SEM) történt kísérlettől függően 3, 4 vagy 6 párhuzamos használatával. 
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6 Eredmények 

 

6.1 1. vizsgálat: matriptáz aktivátor vizsgálata patkány primer hepatocita 

mono-kultúrán 
 

6.1.1 Szfingozin-1-foszfát hatása a hepatociták életképességére 
 

A kísérlet alapján a vizsgált inkubációs idő alatt az általunk használt legmagasabb 

S1P koncentráció (1000 ng/ml) sem okozott szignifikáns különbséget a kontroll májsejt 

mono-kultúrához képest (mindkét esetben p>0,05). Az eredmény alapján a S1P használata 

1000 ng/ml koncentrációban, 72 óra inkubációs időt alkalmazva biztonságosnak tűnik 

patkány primer májsejt mono-kultúrán (8. ábra). 

  

8. ábra. A szfingozin-1-foszfát (S1P) sejtéletképességre gyakorolt hatása patkány 

primer hepatocita mono-kultúrán 24 és 72 óra inkubációt követően MTS módszerrel 

vizsgálva. Átlag ± SEM; n=3/csoport. 

6.1.2 Szfingozin-1-foszfát hatása az extracelluláris H2O2 koncentrációra 
 

A 72 órás vizsgálati idő alatt nem tapasztaltunk szignifikáns különbséget a kontroll és 

kezelt májsejt mono-kultúra felülúszóinak H2O2 koncentrációja között egyik vizsgált S1P 

koncentráció esetén sem (minden esetben p> 0,05; 9. ábra). 
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9. ábra. A szfingozin-1-foszfát (S1P) extracelluláris H2O2-koncentrációra gyakorolt 

hatása patkány primer hepatocita mono-kultúrán 24, 48 és 72 óra inkubációt 

követően Amplex Red módszerrel vizsgálva. Átlag ± SEM; n=3/csoport. 

6.1.3 Szfingozin-1-foszfát közvetett hatása az extracelluláris hepcidinkoncentrációra 

 

A kísérlet során különböző koncentrációkban alkalmazva az S1P aktivátort 

szignifikáns különbségeket kaptunk a kontroll és kezelt sejttenyészetek tápfolyadékának 

hepcidinkoncentrációi között. 24 óra inkubációt követően a felülúszóból vett mintákban 

csökkent abszorbanciát tapasztaltunk mindhárom vizsgált koncentráció esetén 

(p50ng/ml<0,001; p200ng/ml<0,001; p1000ng/ml<0,01). A felülúszót 48 órás kezelést követően 

vizsgálva az extracelluláris hepcidinkoncentráció szignifikánsan csökkent 200 ng/ml 

(p=0,0206) és 1000 ng/ml (p<0,01) koncentrációjú S1P kezelés esetén. 72 óra S1P 

inkubációs idő után az összes vizsgált mintában csökkent hepcidinkoncentrációt detektáltunk 

(p50ng/ml=0,0012; p200ng/ml<0,001; p1000ng/ml<0,001; 10. ábra). 
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10. ábra. A szfingozin-1-foszfát (S1P) extracelluláris hepcidinkoncentrációra gyakorolt 

hatása patkány primer hepatocita mono-kultúrán 24, 48 és 72 óra inkubációt 

követően ELISA módszerrel vizsgálva. Átlag ± SEM; n=3/csoport; *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001. 

 

6.2 2. vizsgálat: matriptázinhibitorok vizsgálata csirke primer hepatikus mono- 

és ko-kultúrán 
 

6.2.1 Metabolikus aktivitás vizsgálata 
 

A 4 órás inkubációs időt követően mind a MI432, mind a MI460 szignifikánsan 

csökkentette a mono-kultúra és ko-kultúra sejtjeinek metabolikus aktivitását (mono-kultúrán 

pMI432 10 µmol/l=0,0131; pMI460 25 µmol/l=0,0197; pMI460 50 µmol/l=0,0111; ko-kultúrán: pMI432 25 

µmol/l=0,0457; pMI460 50 µmol/l=0,0187) (11. ábra A). Ezzel ellentétben a hosszabb, 24 óra 

inkubációt követően nem volt megfigyelhető változás sem a mono-kultúra, sem a ko-kultúra 

metabolikus aktivitásában (minden esetben p>0,05) (11. ábra B). 
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11. ábra: Az MI432 és MI460 inhibitorok metabolikus aktivitásra gyakorolt hatása csirke 

primer hepatocita mono-kultúrán és hepatocita – NP sejt ko-kultúrán 4 (A) és 24 (B) 

óra inkubációt követően CCK-8 módszerrel vizsgálva. Átlag ± SEM; nctr=6, 

nMI=3/csoport; *p<0.05. A relatív abszorbancia értékeket úgy számítottuk ki, hogy a 

kontroll hepatocita mono-kultúrák abszorbanciájának átlagát 1-nek tekintettük. 

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

A sejtek felülúszóját vizsgálva az IL-6 gyulladásos citokin koncentrációjára eltérő 

hatást gyakorolt a két inhibitor. Amíg az MI432 inhibitor szignifikánsan megemelte az IL-6 

koncentrációt mind a két sejtkultúrán 4 (12. ábra A) (mono-kultúrán: pMI432 10 µmol/l=0,0115; 

pMI432 25 µmol/l=0,0006; pMI432 50 µmol/l<0,0001; ko-kultúrán: pMI432 25 µmol/l=0,0269; pMI432 50 

µmol/l=0,0421) és 24 órás (B ábra) inkubációs idő után is (mono-kultúrán: pMI432 10 µmol/l=0,0116; 

pMI432 25 µmol/l=0,0004; pMI432 50 µmol/l=0,0021; ko-kultúrán: pMI432 10 µmol/l=0,0018; pMI432 25 

µmol/l<0,0001; pMI432 50 µmol/l=0,0004), addig MI460 inhibitornál nem figyelhető meg jelentős 

változás az IL-6 koncentrációjában (kivéve a 24 óra inkubációt követő 

koncentrációcsökkentő hatást ko-kultúrán, 25 µmol/l esetén; p=0,0346). Az IL-6 

koncentrációnövekedés kifejezettebbnek bizonyult 4 óra MI432 kezelést követően mono-

kultúra esetén, mint ko-kultúrán, míg 24 óra inkubáció után nem tapasztaltunk jelentős 

különbséget a két típusú sejtkultúra IL-6 koncentráció értékei között (12. ábra B). 
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12. ábra: Az MI432 és MI460 inhibitorok IL-6 termelésére gyakorolt hatása csirke primer 

hepatocita mono-kultúrán és hepatocita – NP sejt ko-kultúrán 4 (A) és 24 (B) óra 

inkubációt követően ELISA módszerrel vizsgálva. Átlag ± SEM; nctr=6, nMI=3/csoport; 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A relatív koncentráció értékeket úgy számítottuk ki, 

hogy a kontroll hepatocita mono-kultúrák koncentrációinak átlagát 1-nek tekintettük. 

 

Az IL-6 vizsgálat eredményéhez hasonlóan az MI432 szignifikánsan megemelte 4 

(13. ábra A) és 24 órát (13. ábra B) követően is az IL-8 gyulladásos citokin extracelluláris 

koncentrációját mindkét típusú sejtkultúrán (mono-kultúrán, 4 óra kezelés után pMI432 10 

µmol/l=0,0011; pMI432 25 µmol/l=0,0019; pMI432 50 µmol/l=0,0068; ko-kultúran, 4 óra kezelés után: pMI432 

10 µmol/l=0,0022; pMI432 25 µmol/l=0,0001; pMI432 50 µmol/l=0,0231; mono-kultúrán, 24 órá kezelés 

után: pMI432 10 µmol/l<0,0001; pMI432 25 µmol/l<0,0001; pMI432 50 µmol/l=0,0010; pMI460 10 µmol/l=0,0097; ko-

kultúran, 24 óra kezelés után: pMI432 10 µmol/l=0,0003; pMI432 25 µmol/l<0,0001; pMI432 50 
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µmol/l=0,0179). Ezzel szemben az MI460 nem volt hatással a sejtek IL-8 termelésére (kivéve 

mono- kultúrán, 24 óra kezelést követően pMI460 10 µmol/l=0,0097). 

 

 

13. ábra: Az MI432 és MI460 inhibitorok IL-8 termelésére gyakorolt hatása csirke primer 

hepatocita mono-kultúrán és hepatocita – NP sejt ko-kultúrán 4 (A) és 24 (B) óra 

inkubációt követően ELISA módszerrel vizsgálva. Átlag ± SEM; nctr=6, nMI=3/csoport; 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A relatív koncentráció értékeket úgy számítottuk ki, 

hogy a kontroll hepatocita mono-kultúrák koncentrációinak átlagát 1-nek tekintettük. 

  

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5
R

EL
A

TÍ
V

IL
-8

 K
O

N
C

EN
TR

Á
C

IÓ
(Á

TL
A

G
+/

-
SE

M
)

HEPATOCITA MONO-KULTÚRA HEPATOCITA- NP SEJT KO-KULTÚRA

A

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

R
EL

A
TÍ

V
IL

-8
 K

O
N

C
EN

TR
Á

C
IÓ

(Á
TL

A
G

+/
-S

EM
)

HEPATOCITA MONO-KULTÚRA HEPATOCITA- NP SEJT KO-KULTÚRA

B



57 
 

6.2.3 Az inhibitorok hatása az extracelluláris H2O2 koncentrációra 

 

Az esetek többségében nem tapasztaltunk szignifikáns változást egyik inhibitor 

alkalmazásánál sem az extracelluláris H2O2 mennyiségében. Az MI432 25 és 50 μmol/l 

koncentrációban 4 óra kezelést követően megemelte az extracelluláris H2O2 mennyiséget a 

májsejt mono-kultúrán (14. ábra A) (pMI432 25 µmol/l=0,0268; pMI432 50 µmol/l=0,0045). Ezzel 

ellentétben MI460 esetén 10 μmol/l koncentrációban szignifikáns csökkenést tapasztaltunk 4 

és 24 óra inkubációs idő után ko-kultúrán (14. ábra A és B) (4 óra kezelés után: p460 10 

µmol/l=0,0048;  24 óra kezelés után: p460 10 µmol/l=0,0199). A H2O2 és IL-8 szint között 

szignifikáns pozitív korrelációt találtunk mono-kultúrán (p=0.019). 

  

 

14. ábra: Az MI432 és MI460 inhibitorok extracelluláris H2O2 termelésére gyakorolt 

hatása csirke primer hepatocita mono-kultúrán és hepatocita – NP sejt ko-kultúrán 4 

(A) és 24 (B) óra inkubációt követően Amplex red módszerrel vizsgálva. Átlag ± SEM; 
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nctr=6, nMI=3/csoport; *p<0,05; **p<0,01. A relatív fluoreszcencia intenzitás értékeket 

úgy számítottuk ki, hogy a kontroll hepatocita mono-kultúrák fluoreszcencia 

intenzitásának átlagát 1-nek tekintettük. 

 

6.2.4 Az inhibitorok hatása az extracelluláris malondialdehid-koncentrációra 
 

Az MI432 és MI460 sorszámú inhibitor sem okozott szignifikáns változást sem mono-

vagy ko-kultúrán, 4 (15. ábra A), 24 óra (15. ábra B) kezelést követően sem, egy esetet 

leszámítva: az MI432 25 μmol/l koncentrációban 4 óra inkubációt követően mono-kultúrán 

kissé megemelte az MDA mennyiségét (pMI432 25 µmol/l=0,0146). 

  

 

15.  ábra: Az MI432 és MI460 inhibitorok malondialdehid termelésére gyakorolt hatása 

csirke primer hepatocita mono-kultúrán és hepatocita – NP sejt ko-kultúrán 4 (A) és 
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24 (B) óra inkubációt követően specifikus kolorimetriás eljárással vizsgálva. Átlag ± 

SEM; nctr=6, nMI=3/csoport; *p<0,05. A relatív koncentráció értékeket úgy számítottuk 

ki, hogy a kontroll hepatocita mono-kultúrák koncentrációinak átlagát 1-nek 

tekintettük. 

 

6.2.5 Az inhibitorok hatása a glutation-peroxidáz aktivitására 
 

Az inhibitorok közül az MI460 50 μmol/l koncentrációban alkalmazva 24 órás kezelést 

követően szignifikánsan megemelte a sejtek GPx aktivitását mind májsejt mono-, mind 

májsejt NP sejt ko-kultúrán (mono-kultúrán pMI460 50 µmol/l=0,0446, ko-kultúrán: pMI460 50 

µmol/l=0,0273) (16. ábra). 

 

16. ábra: Az MI432 és MI460 inhibitorok GPx aktivitásra gyakorolt hatása csirke primer 

hepatocita mono-kultúrán és hepatocita- NP sejt ko-kultúrán 24 óra inkubációt 

követően specifikus kolorimetriás eljárással vizsgálva. Átlag ± SEM; nctr=6, 

nMI=3/csoport; *p<0,05. A relatív GPx aktivitás értékeket úgy számítottuk ki, hogy a 

kontroll hepatocita mono-kultúrák aktivitás átlagát 1-nek tekintettük. 

 

6.3 3. vizsgálat: matriptázinhibitorok vizsgálata IPEC-J2 bélhámsejtvonalon 
 

6.3.1 Sejtmembrán integritásvizsgálat immunfluoreszcens technikával 

Immunfluoreszcens festékkel (Alexa Fluor 488, zöld színű fluoreszcencia) jelölt, a 

sejtmembránban található sziálsavhoz specifikusan kötődő WGA segítségével vizsgáltuk az 

egyrétegű sejttenyészet integritását a membrán inzerteken. Azt tapasztaltuk, hogy 
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összefüggő sejtréteg látható mind a kontroll, mind a kezelt sejttenyészetben. A sejtmagokat 

kék fluoreszcenciát mutató DAPI felhasználásával jelöltük (17. ábra). 

 

17. ábra: Az IPEC-J2 sejtek jellemzése immunfluoreszcens festékkel jelölt búzacsíra 

agglutinin segítségével (WGA, Alexa Fluor 488, zöld), valamint a sejtmagok jelölése 

diamidino-fenilindol (DAPI) festékkel (kék). A képen a kontroll (A) és inhibitorral kezelt 

sejtek láthatóak (MI439: B, MI476: C; mind 50 µmol/l). Bar=20 µm. 

 

6.3.2 Sejtéletképesség és metabolikus aktivitás vizsgálata 
 

A sejtek életképességét nem befolyásolta egyik inhibitor sem 50 µmol/l 

koncentrációban alkalmazva 24 óra inkubációt követően (pMI439=0,997, pMI476=0,999) (18. 

ábra). 

 

18. ábra:      Az MI439 és MI476 inhibitorok metabolikus aktivitásra gyakorolt hatása 

IPEC-J2 sejtkultúrán 24 óra inkubációt követően MTS módszerrel vizsgálva. Átlag ± 

SEM; n=4/csoport. 
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6.3.3 Az inhibitorok hatása a TER értékekre 
 

Az MI439 és MI476 10 µmol/l koncentrációban 24 óra inkubációs idő alatt nem 

okozott szignifikáns változást a TER értékekben (pMI439=0,1612; pMI476=1,0000), amíg 25 és 

50 µmol/l koncentrációkban alkalmazva szignifikáns TER csökkenés volt látható (p<0,001) 

(19. ábra). 

 

19. ábra: Az MI439 és MI476 inhibitorok sejtréteg-integritásra gyakorolt hatása IPEC-J2 

sejtkultúrára 24 óra inkubációt követően TER méréssel vizsgálva. Átlag ± SEM; 

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

 

6.3.4 Az inhibitorok hatása az extracelluláris H2O2 koncentrációra 
 

Az extracelluláris H2O2 koncentrációt mind az apikális (20. ábra A), mind a 

bazolaterális (20. ábra B) térrészből mértük a membrán inzertekről származó mintákból 

24 óra inhibitoros kezelés után, az inhibitorokat 10, 25 és 50 µmol/l koncentrációban 

alkalmazva. Mindkét inhibitor enyhén (kb 3-6 %-kal), de szignifikánsan csökkentette az 

extracelluláris H2O2 mennyiségét apikálisan és bazolaterálisan (apikálisan, 25 µmol/l: 

pMI439=0,6514, pMI476=0,0594; minden más esetben p<0,001) (20. ábra A és B). 
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20. ábra: Az MI439 és MI476 inhibitorok extracelluláris H2O2 termelésére gyakorolt 

hatása az apikális (A) és bazolaterális (B) térrészben IPEC-J2 sejtkultúrán 24 óra 

inkubációt követően Amplex red módszerrel vizsgálva. Átlag ± SEM; n=3/csoport; 

*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. 
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7 Megbeszélés 

 

7.1 1. vizsgálat: matriptáz aktivátor vizsgálata patkány primer hepatocita 

mono-kultúrán 
 

 A matriptáz-1 fontos szerepet játszik a sejtek közötti TJ szabályozása révén, így 

működése szükségszerű a posztnatális túléléshez (List et al, 2002). Korábban bizonyításra 

került, hogy a S1P extracelluláris szabályozóként és intracelluláris másodlagos hírvivőként is 

képes nanomólos mennyiségben aktiválni a matriptáz-1 enzimet (Benaud et al., 2002). Ezt 

támasztotta alá az IPEC-J2 nem tumoros bélhámsejtvonalon munkacsoportunk által végzett 

korábbi kísérlet is, ugyanis a S1P hatására erősödött a sejtréteg barrier funkciója: nőtt a 

transzepiteliális elektromos ellenállás, és nagyobb mennyiségű okkludin jelent meg a TJ 

területén (Pászti-Gere et al., 2016b). Mivel a matriptáz-1 és matriptáz-2 szerkezetileg nagyon 

hasonlóak, a S1P pedig mindenhol megtalálható a szervezetben, ahol sokféle szabályozó 

feladatot lát el, így felmerült a kérdés, hogy a matriptáz-1 enzimen kívül képes-e a matriptáz-

2 aktiválására is. A matriptáz-2 túlnyomórészt a májban termelődik, így kutatásunkat 

hepatocita mono-kultúrára terveztük. Jelen kutatásban a S1P matriptáz-2 enzimre gyakorolt 

hatását vizsgáltuk indirekt módon, a hepcidin mennyiségi változását vizsgálva patkány 

primer hepatocita mono-kultúrán. 

A matriptáz-2 a membránhoz kötött HJV hasításával képes megakadályozni a 

hepcidin transzkripcióját (Silvestri et al., 2008). Ha a matriptáz-2-t kódoló TMPRSS6 gén 

hibás vagy a matriptáz-2 proteolitikusan nem aktív, akkor a vér extrém magas 

hepcidinkoncentrációja és a bélhámsejtek következményesen csökkent ferroportin 

expressziója révén vashiányos vérszegénység alakul ki (Du et al., 2008; Folgueras et al., 

2008). Ezek alapján a matriptáz-2 aktiváció alternatív terápiás lehetőséget jelenthet krónikus 

gyulladások esetén kialakuló vashiányos, nemregeneratív anémia esetén. Eredményeink 

alapján a S1P expozíció hatására csökkent hepcidinszintet találtunk 24, 48 és 72 óra után is. 

A kísérlet során a 24, 48 és 72 órás mérésénél sem találtunk szignifikánsan 

emelkedett extracelluláris H2O2 mennyiséget egyik koncentráció esetén sem. Hasonló 

eredményeket tapasztaltak IPEC-J2 sejtvonalon, ahol a 48 órás kezelési idő alatt szintén 

nem volt mérhető extracelluláris H2O2-koncentráció emelkedés (Pászti-Gere et al.,2016b). 

Ezzel ellentétben patkány, nem tumoros FRTL-5 pajzsmirigy sejtvonalon a hozzáadott S1P 

megnövekedett H2O2 koncentrációt eredményezett (Okajima et al., 1997). 

Vizsgáltuk továbbá, hogy az általunk használt patkány primer hepatocitákhoz 50, 200, 

1000 ng/ml koncentrációkban hozzáadott S1P megváltoztatja-e a sejtek metabolikus 

aktivitását, életképességét. A 72 órás kezelési idő alatt a legmagasabb alkalmazott 
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koncentrációban sem volt tapasztalható szignifikáns különbség a kontroll és egyik kezelt 

csoport között sem. Ez összhangban van a szakirodalommal, ugyanis a S1P széles körben 

megtalálható a szervezetben, általánosságban segíti a sejtek túlélését, növekedését, 

fejlődését (Hait et al., 2006). Az eredetileg intracelluláris hírvivő molekulaként leírt S1P, az 5 

ismert G-protein kapcsolt receptora segítségével rengeteg szabályozó feladatot lát el (Hait et 

al., 2006). S1PR1-3 receptorok testszerte megtalálhatóak, a máj területén is (Kleuser, 2018). 

Korábban a Gyógyszertani és Méregtani Tanszéken végzett kísérletben, ahol 200 ng/ml 

koncentrációban 48 órán át adagolva a S1P biztonságosnak bizonyult IPEC-J2 

bélhámsejteken (Pászti-Gere et al., 2016b). 

 Több fiziológiás és patológiás, májat is érintő folyamatban kutatták a S1P szerepét. 

Korábbi kutatásokban egyrészt vizsgálták a máj funkcióját a plazma S1P szabályozásában 

(Christoffersen et al., 2011; Wilkerson et al., 2012). Másrészt számos patológiás folyamatban 

kutatták a S1P szabályozó szerepét. Hepatocelluláris karcinómában szenvedő betegeknél 

megemelkedett a plazmában található S1P koncentrációja, és erős korrelációt találtak a 

magasabb S1P koncentráció és a daganat növekedése között is a cirrózisban szenvedő 

betegekkel összehasonlítva (Grammatikos et al., 2016). Mindemellett a S1P 10-30 µmol/l 

koncentrációban HuH7 humán hepatocelluláris karcinóma sejtvonalon csökkentette a 

sejtmigrációt (Matsushima-Nishiwaki et al., 2018). Egereken végzett kísérlet során a S1P és 

S1PR3 expressziója megemelkedett epepangás okozta májfibrózisban (Li et al., 2009). Az  

1-es típusú cukorbetegséget modellező egereken emlekedettebb S1P mennységet találtak a 

kontroll egerekkel összehasonlítva (Fox et al., 2011). A S1P májműködési zavarokban 

betöltött szerepe azonban még nem tisztázott. 

Összességében, az általunk választott 50, 200, 1000 ng/ml koncentrációban 

alkalmazott S1P biztonságosan alkalmazható patkány primer májsejt mono-kultúrán 72 óra 

inkubációs időt használva, mivel nem befolyásolta sem a sejtek metabolikus aktivitását, sem 

életképességét, sem a sejtek extracelluláris redox státuszát. A kezelés hatására csökkent a 

hepcidinkoncentráció a sejtek felülúszójában, amelyet feltehetően a matriptáz-2 aktiválása 

révén következhetett be. Az eredmények alapján úgy feltételezhető, hogy a S1P a  

matriptáz-2 aktivátoraként a májban is szabályozó szereppel bír, ugyanis a hepcidinszint 

változtatásán át a vasanyagcserére is hatást gyakorolhat. 
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7.2 2. vizsgálat: matriptázinhibitorok vizsgálata csirke primer hepatikus mono- 

és ko-kultúrán 
 

A kutatómunka keretében a matriptázgátlás hatásait vizsgáltuk csirke eredetű 

egészséges és gyulladásos májsejtmodelleken, kiemelten tanulmányozva a matriptáz a 

sejtek metabolikus, gyulladásos és redox folyamataiban betöltött potenciális szabályozó 

szerepét. Az alkalmazott hepatocita mono-kultúra és a hepatocita – NP sejt ko-kultúra 

Mackei és mtsai. publikációja alapján megfelelő modellnek tekinthető a madarak 

hepatocelluláris gyulladásos és stresszorokra adott válaszreakcióinak vizsgálatára (Mackei 

et al., 2020a). Ezért ezek a sejttenyészetek jó modellként szolgálhatnak a madarakban 

történő matriptázgátlás következményeinek kutatásához is. 

A különböző állatfajok matriptáz-1 és matriptáz-2 enzimjeiről korlátozott mennyiségű 

információ áll rendelekezésünkre. A matriptáz-1 ortológját számos állatfaj genomjából 

sikerült már kimutatni, a kísérletekben használt csirkénél is (List et al., 2006a), de a 

különböző állatfajok fehérjeszerkezetéről nem elérhetőek információk. Matriptáz-2 

fehérjekimutatás egér (Hooper et al, 2003) és ember (Velasco et al., 2002) esetében történt 

először, e fehérje szerkezeti jellemzői viszonylag konzerváltak, ember, makákó, kutya, 

szarvasmarha, egér és patkány között, az emberi fehérjével összehasonlítva 95,6%, 91,1%, 

85,6%, 80,1% és 80,4% azonosság mutatható ki az aminosav-szekvenciában (Ramsay et al, 

2008). 

A matriptáz-1 teljes genomja elérhető számos fajban, mint ember, patkány, egér illetve 

közönséges makákó (Entrez Gene azonosító: 6768 (humán); 19143 (egér); 114093 

(patkány); 102117178 (közönséges makákó), matriptáz-2 genomja ember, egér és patkány 

esetén került leírásra (164656 (humán); 71753 (egér); 315388 (patkány)). A humán 

matriptáz-1 katalitikus doménjének (Friedrich et al, 2002), és egészének (Zhao et al., 2013) a 

struktúrája, kristályszerkezete már leírásra került, de ez még más fajok esetén eddig nem 

történt meg. Matriptáz-2 esetén humán katalitikus domén kristályszerkezetének modellezése 

számítógépen 3D modellezőrendszerrel történt meg (Velasco et al., 2002,Sisay et al, 2010), 

illetve rekombinánk katalitikus domén került szintetizálásra (Sisay et al, 2010). Számos 

kísérletben csak a matriptázok mRNS-ének vagy fehérjéjének kimutatása történik meg, 

például Madin-Darby kutya vesehám sejtvonalon a matriptáz-1 expresszióját mutatták ki 

(Godiksen et al, 2008), IPEC-J2 sejteken enzimaktivitás vizsgálatot végeztek (Pászti-Gere, 

2015), csirke embrionális vesehámsejt-tenyészeten csirkespecifikus primerrel teljes 

matriptáz mRNS-t detektáltak (Baron et al, 2013). Humán szövetekből a fehérje és az mRNS 

kimutatása is megtörtént (Oberst et al, 2013). Nem került még megállapításra a csirke és 

humán enzimek szerkezeti hasonlóságának mértéke, és nem ismert a csirke enzim 

szubsztrátum- és inhibitor-specificitása sem.  A szakirodalomban fellelhető 3-APhA 
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inhibitorokkal különböző állatfajok sejttenyészetein végzett kísérletek mind Steinmetzer által 

meghatározott, humán szerin-proteáz doménen megállapított Ki értékeket veszik alapul 

(Steinmetzer et al, 2006; Sisay et al, 2010, Hammami et al., 2012). Mindazonáltal kérdéses, 

hogy a kiválasztott inhibitorok kvantitatív enzimgátló hatásuk és szelektivitásuk (legalább 

nagyságrendileg) azonos-e humán és csirke modelleken. 

A modell érzékenységét nem vizsgáltuk az inhibitorok fizikai-kémiai tulajdonságaival és 

egyéb, nem gyulladásos vagy oxidatív stresszválaszt érintő biológiai hatásaival szemben. A 

CCK-8 vizsgálat eredményei alapján mind az MI432, mind az MI460 inhibitorok bizonyos 

koncentrációi mérsékelten csökkentették mindkét típusú sejttenyészet aerob katabolikus 

aktivitását a 4 órás inkubációs időt követően. A redukció mértéke azonban azt mutatta, hogy 

az inhibitorok nem voltak citotoxikusak. Ez összhangban van egy korábbi tanulmánnyal, ahol 

a T-2-toxin hasonló csökkenést okozott ugyanilyen csirke májsejt mono- és hepatocita – NP 

sejt ko-kultúra metabolikus aktivitásában anélkül, hogy citotoxikusnak bizonyult volna 

(Mackei et al, 2020b). A hosszabb, 24 órás inkubációt követően a kontroll és a 

matriptázinhibitorokkal kezelt sejtek között már nem volt szignifikáns különbség, ami arra 

utal, hogy a májsejtek metabolikusan gyorsan alkalmazkodnak a használt inhibitorokhoz. 

Sertés hepatocita – Kupffer-sejt ko-kultúran az MI432, MI441, MI460, MI461 inhibitorok 

50 µmol/l koncentrációban 24 órán át vizsgálva nem indukáltak sejthalált (Pomothy et al., 

2016). 

A gyulladásos citokinek extracelluláris koncentrációját tekintve, a sejtmentes felülúszók 

IL-6 és IL-8 koncentrációja jelentősen megnőtt az MI432 inhibitornak kitett mono- és ko-

kultúrában, mind 4, mind 24 órás inkubációs időt követően (kivéve IL-6-ot MI432 10 µmol/l 

koncentrációban 4 órán át kezelt ko-kultúráknál). Az inhibitorok által kiváltott interleukin-

felszabadulás nagyobb mértékűnek bizonyult a mono-kultúrán, mint a ko-kultúrán 4 óra 

elteltével, ezzel ellentétben megközelítőleg azonos volt 24 órás expozíció után mindkét 

sejtmodellen. A mono-kultúrák MI432 kiváltotta fokozott citokintermelése is megerősíti, hogy 

a hepatociták számos gyulladáskeltő citokint képesek előállítani, mint például az IL-6-ot és 

az IL-8-at, amelyek kulcsszerepet játszanak a gyulladásban és stresszválaszban (Dong et 

al., 1998; Rowell et al, 1997). Mivel a H2O2, mint redox szignálmolekula, hepatocelluláris IL-8 

termelést indukálhat (Dong et al., 1998), az emelkedett IL-8 szintet részben okozhatja a 

megnövekedett extracelluláris ROS koncentráció MI432 kezelés esetén 25 és 50 μmol/l 

4 órás inkubáció után mono-kultúrán. Ezt támasztja alá a H2O2 és IL-8 szintje között 

megfigyelt pozitív korreláció is. Eredményeink alapján az MI432 inhibitor jelentősen 

befolyásolta a gyulladásos folyamatokat, amit az emelkedett IL-6 és IL-8 koncentráció jelzett, 

és a matriptáz hepatikus oxidatív és gyulladásos homeosztázis fenntartásában betöltött 

feltételezett szerepére utalhat. Az MI432 inhibitorral ellentétben az MI460 nem bizonyult 

gyulladáskeltő hatásúnak az IL-6 és IL-8 koncentrációk alapján (kivéve mono-kultúrán, IL-8 
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esetében 10 µmol/l koncentrációban alkalmazva 24 órán át). Annak ellenére, hogy az MI432 

és az MI460 egyaránt hasonló struktúrájú 3-APhA alapvázú inhibitorok, eredményeink 

megerősítik, hogy nagyban eltérő hatást gyakorolhatnak a sejtek működésére, valószínűleg 

eltérő Ki értékeik miatt (Hammami, 2012). Mivel a matriptáz MI432 inhibitorral történő gátlása 

intenzív IL-6 és IL-8 felszabadulást váltott ki, ezen eredményeink azt sugallják, hogy a 

fiziológiásan szabályozott matriptáznak kulcsszerepe lehet a homeosztázis fenntartásában 

csirke májban, kerülve a túlzott gyulladáskeltő citokin felszabadulást. Továbbá, mivel az 

MI432 inhibitorral kezelt csirke májsejt mono- és ko-kultúrák megemelkedett interleukin 

szintje 24 órás inkubáció után sem csökkent, felmerül, hogy a májsejtek inhibitorokhoz való 

gyors metabolikus adaptációja nem járt együtt a fiziológiás gyulladásos homeosztázis 

helyreállításával. 

A matriptáz sokféle funkcióját a gyulladásos válaszban többféle emlős sejttípuson már 

vizsgálták, de korábban ezt nem kutatták még madár eredetű modelleken. Az MI432 és 

MI460 hatásait a gyulladáskeltő citokintermelésre Pomothy és mtsai sertés eredetű primer 

mono- és ko-kulturán tanulmányozták. Megállapításaik szerint a rövid távú, 2 órás kezelés 

matriptázinhibitorokkal nem befolyásolta az extracelluláris IL-6 és IL-8 szintet sertés 

hepatocita – Kupffer-sejt (NP sejtek fő frakciója) ko-kultúrán (Pomothy et al., 2016). 

Egyrétegű és hidrogél vázú 3D sertés primer hepatocita mono-kultúrán és hepatocita – 

Kupffer-sejt ko-kultúrán egy másik 3-APhA típusú inhibitor, az MI461 24 óra inkubáció után 

sem befolyásolta az extarcelluláris IL-6 és IL- 8 koncentrációt (Pászti-Gere et al., 2020). 

Emberekben a matriptáz aktivációja számos gyulladásos bőrbetegségnél megfigyelhető volt 

(Chen et al., 2011). Leírták, hogy a matriptáz a PAR-2 által közvetített gyulladásos úton 

indukálta az endoteliális sejtek IL-6 és IL-8 termelését (Seitz et al., 2007). A nem 

megfelelően szabályozott matriptáz a PAR-2 útvonal aktiválásán át jelentősen részt vesz a 

humorális és sejtes gyulladásos válaszban, illetve számos betegség, köztük epidermális 

daganatok kialakulásában is szerepet játszik (Oberst et al., 2003a; Sales et al., 2015). 

Másrészről azonban más betegségeknél, mint a fekélyes vastagbélgyulladás, a matriptáz 

védő szereppel bírt a bélbarrier funkció helyreállításával (Netzel-Arnett et al., 2012). Az 

emlőssejteken végzett kutatásokból nyert adatok és a jelen, csirke májsejttenyészeten 

végzett kísérletekből nyert adatok közötti különbségek rávilágítanak a matriptáz-aktivitás 

fajfüggő különbségeinek fontosságára. Ezen felül pedig tükrözik a matriptáz-aktivitás és a 

gyulladásos válasz összetett kölcsönhatását is. 

Eredményeink alapján a sejtek redox állapotát az alkalmazott inhibitorok többnyire nem 

befolyásolták, mivel az extracelluláris H2O2 és MDA koncentrációkban, valamint az 

intracelluláris GPx aktivitásban nem találtunk szignifikáns változást. Azonban az MI432 

inhibitort 25 és 50 µmol/l koncentrációban 4 órán át inkubálva mono-kultúrán szignifikánsan 

megemelkedett H2O2-koncentrációt mértünk, 25 µmol/l koncentráció esetén fokozott 
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lipidperoxidációt jelző MDA mennyiséggel kombinálva. Ezzel szemben 10 µmol/l MI460 

inhibitor antioxidáns hatásúnak bizonyult ko-kultúrán mindkét vizsgált inkubációs idő alatt. Az 

MI460 inhibitornak kitett sejtek GPx-aktivitása jelentősen csak akkor emelkedett meg, ha az 

inhibitort a legnagyobb koncentrációban alkalmaztuk mindkét sejtmodellen. Ezek az adatok 

arra utalnak, hogy az alkalmazott 3-APhA típusú inhibitorok a legtöbb koncentrációban nem 

befolyásolják jelentősen a csirke májsejtek redox homeosztázisát, bizonyos körülmények 

között azonban redox modulátorokként működhetnek. Hasonlóképpen, a sertés hepatocita –

NP sejt ko-kultúrán végzett korábbi kísérletek eredményei szerint az MI432 és MI460 

50 µmol/l koncentrációban történő rövid távú (2 órás) alkalmazása nem befolyásolta az 

extracelluláris ROS szintet, viszont a hasonló 3-AphA típusú MI441 jelentősen stimulálta a 

ROS felszabadulását (Pomothy et al., 2016). Sertés eredetű 3D májsejtmodelleken a H2O2-

termelés nem változott az MI461 inhibitor 24 órás expozíciója után sem (Pászti-Gere et al., 

2020). A matriptáz-modulált hepatociták redox homeosztázisának stabilitása összhangban 

van az 1. számú vizsgálat patkány hepatocita mono-kultúrákon végzett kísérleti 

eredményeinkkel, mivel a S1P mint matriptáz aktivátor nem befolyásolta a sejtek oxidatív 

állapotát. Az extrahepatikus sejttípusok esetében, mint a sertés vékonybél eredetű IPEC-J2 

sejtvonalon az MI432 inhibitor 2 órán át 50 µmol/l koncentrációban alkalmazva átmeneti 

növekedést okozott a sejtek ROS-termelésében, de hosszabb expozíciós idő alatt a H2O2 

szint normalizálódott (Pászti-Gere et al., 2015b). Ezzel szemben a 3. vizsgálatban az MI439 

és MI476 inhibitorok 24 órán keresztül alkalmazva jelentős antioxidáns hatást váltottak ki az 

extracelluláris H2O2 koncentráció csökkentésével egyrétegű IPEC-J2 sejttenyészeten, amely 

hatás a legkisebb alkalmazott koncentrációnál (10 μmol/l) volt a legkifejezettebb, hasonlóan 

az MI460 májsejtekre gyakorolt hatásához. Ezen adatok alapján a matriptáz gátlás bizonyos 

esetekben kis mértékben befolyásolhatja a ROS termelést és a sejt oxidatív védekező 

mechanizmusait, de nem tekinthető a redox homeosztázis jelentős modulátorának. Az GPx – 

mint központi szerepű antioxidáns enzim - MI460 kiváltotta aktivációja hozzájárulhat a 

celluláris ROS felszabadulás káros hatásainak mérsékléséhez, így a hepatikus oxidatív 

distressz elkerüléséhez. Ezért eredményeink alapján felvethető, hogy ezek az inhibitorok 

nem befolyásolják nagymértékben a csirke eredetű májsejtek oxidatív állapotát, így 

biztonsággal alkalmazhatók anélkül, hogy oxidatív stresszt és lipidperoxidációt okoznának. 

Az általunk használt matriptáz inhibitorok által kiváltott változások tekintetében nem 

találtunk számottevő eltérést a hepatocita mono-kultúra és hepatocita – Kupffer-sejt (NP) ko-

kultúra között, összhangban Pászti-Gere és mtsai 2020-ban sertés hepatocita mono-és 

hepatocita – Kupffer-sejt (NP) ko-kultúrán végzett tanulmányával (Pászti-Gere et al., 2020). 

Ez a megállapítás arra utalhat, hogy a máj NP sejtjeinek jelenléte nem kritikus tényező a 

matriptáz-gátlás hatásainak meghatározásában. Mivel a jelenleg alkalmazott ko-kultúra 6: 1 

sejtaránnyal (hepatocita: NP sejtek) az enyhe fokú, mérsékelt makrofág infiltrációval járó 
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májgyulladás modelljeként szolgálhat (Mackei et al., 2020a), felmerül, hogy a 3-AphA 

alapvázú matriptázinhibitorok hasonlóan működhetnek fiziológiás és enyhén gyulladt 

körülmények között a csirke eredetű májsejteken. Az MI432 gyulladáskeltő hatása azonban 

mindkét sejtkultúra modellen kiemeli, hogy a matriptáz a csirke májában zajló gyulladásos 

folyamatok fontos szabályozója is lehet. 

Mindezt összefoglalva eredményeink alapján az MI432 által kiváltott matriptázgátlás 

jelentős IL-6 és IL-8 gyulladáskeltő citokintermelést váltott ki, amely nem járt együtt fokozott 

oxidatív stresszel és lipidperoxidációval (amelyeket a H2O2 és MDA mérése támasztott alá). 

Az MI432 és MI460 inhibitor sem bizonyult citotoxikusnak, de 4 órás expozíciót követően 

átmeneti, mérsékelt metabolikus aktivitáscsökkenést figyelhettünk meg mindkét 

sejtmodellen, amely 24 óra után visszaállt, jelezve a májsejtek gyors metabolikus adaptációs 

folyamatait. Ezek az eredmények arra utalhatnak, hogy a fiziológiás matriptázaktivitásnak 

kulcsfontosságú szerepe lehet a máj metabolikus és gyulladásos homeosztázisának 

megőrzésében csirkemájban, anélkül, hogy a hepatocelluláris redox állapot fő szabályozója 

lenne. 
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7.3 3. vizsgálat: matriptázinhibitorok vizsgálata sertés IPEC-J2 

bélhámsejtvonalon 
 

A matriptáz-1 és matriptáz-2 gátlását intenzíven kutatják a potenciális terápiás 

felhasználásra összpontosítva. Ugyanakkor jelenleg csak meglehetősen korlátozott adatok 

állnak rendelkezésre a 3-APhA alapvázú inhibitorokról, hogy milyen hatással vannak a sejtek 

redox státuszára, oxidatív stresszválaszra, a sejtréteg integritására, illetve toxikus voltára 

nézve. A harmadik kísérletben olyan inhibitorokat használtunk, amelyeket még korábban 

nem teszteltek sejtes közegben. Jelen kísérletben IPEC-J2 nem tumoros sertés jejunum 

eredetű bélhámsejtvonalat alkalmaztunk, mivel sokkal jobban hasonlít a fiziológiás 

bélhámhoz, mint bármely daganatos eredetű sejtvonal (Brosnahan et al., 2012). Az 

inhibitorok gátlóképességét itt is korábban humán tisztított, rekombináns aktív matriptáz 

doménen vizsgálták. Itt is felmerül, mennyi lehet a hasonlóság humán és sertés matriptáz-1 

szerkezete között, mennyire hasonló az inhibitorok szelekivitása, gálóképessége, bár 

valószínűleg több a hasonlóság, mint a második vizsgálat humán-csirke matriptáz 

gátlóképessége esetén. 

Eredményeink alapján az MI439 és MI476 nem volt hatással a sejtek életképességére 

a vizsgált 24 óra inkubációs idő alatt, megerősítve, hogy ezek az inhibitorok biztonságosan 

alkalmazhatóak 50 µmol/l 24 órán át IPEC-J2 bélhámsejteken. Ez összhangban áll a 

korábban tesztelt más inhibitoroknál tapasztaltakkal. Ugyanígy IPEC-J2 sejtvonalon az 

MI432 sorszámú inhibitor sem befolyásolta a sejtek életképességét 50 µmol/l 

koncentrációban 48 óra kezelési időt követően (Pászti-Gere et al., 2015b). A legtöbb 3-APhA 

típusú inhibitorral végzett kísérletre azonban többnyire daganatos sejtvonalakon került sor 

(Uhland et al., 2009; Meyer et al., 2013), így az ott kapott eredmények kevéssé relevánsak 

nem daganatos sejteken végzett kísérletekkel összehasonlítva. 

A 3. vizsgálatunk során azt tapasztaltuk, hogy az MI439 és az MI476 is szignifikánsan 

csökkentette a TER értéket 25 és 50 µmol/l koncentrációban 24 óra kezelési időt alkalmazva. 

Korábbi kísérletekben a differenciált IPEC-J2 egyrétegű sejteken az AEBSF szerin-proteáz 

inhibitor 25 μmol/l koncentrációban szignifikánsan csökkentette a TER értékeket 

háromnapos expozíció alatt, illetve a 3-APhA típusú inhibitor MI432 és MI460 pedig 

szignifikánsan csökkentette a TER-t a 24 órás inkubációs idő után, amíg az MI453 és MI463 

sorszámú inhibitor nem befolyásolta a sejtréteg TER értékét (Pászti-Gere et al., 2016a). Az 

inhibitorok gátlóképességét vizsgálva a MI432 és MI460 membrán áteresztőképességet 

növelő enzim Kimatriptáz-1 állandója volt a legkisebb (2. táblázat), amíg a többi (MI453, MI463, 

MI469) inhibitornál ez többszöröse volt (3. táblázat). Ennek fényében érthetőbb, miért ez a 

két inhibitor gátolta a matriptáz-1 enzimet, ugyanis minél kisebb az állandó, annál nagyobb a 

kötődési affinitás. Így valószínűleg csak magasabb koncentrációban alkalmazva sikerülhetett 
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volna hatást elérni a többi inhibitorral. A disszertációban alkalmazott MI439 Kimatriptáz-1 értéke 

ismert (0,001 µmol/l), a korábban IPEC-J2 sejttenyészeten alkalmazott, matriptáz-1 gátlást 

okozó inhibitorok Ki értékével közel azonos. Az MI476 Kimatriptáz-1 értéke nem ismert, de az 

eredményünk alapján valószínűsíthető, hogy nagyságrendileg 0,001-0,002 között kell lennie.  

Más, IPEC-J2 sejteken végzett kutatások során az MI432 10, 25 és 50 μmol/l 

koncentrációban 48 órás alkalmazás esetén csökkentette a TER-értékeket (Pászti-Gere et 

al., 2015b), arra utalva, hogy a matriptázinhibitorok befolyásolhatják a sertések 

bélintegritását. Megnövekedett paracelluláris permeabilitást és csökkent a matriptáz-1 

enzimaktivitást okozhatna a sejtréteg sérülése, sejtek pusztulása is. A TER ellenőrzése 

viszont alátámasztja, hogy nem a sejtek pusztulása okozza a látható eltéréseket. Ugyanis a 

TER az MI432 és MI460 inhibitorral kezelt sejttenyésztő edényekben is növekedett, csak 

kisebb mértékben a kontrollhoz képest, ami azt jelenti, hogy a sejtek differenciálódtak, 

fejlődtek a kezelés alatt is (Pászti-Gere et al., 2016a). 

Az IPEC-J2 sejtréteg integritását WGA festéssel ellenőriztük. A vizsgálat alapján 

mindkét inhibitorral kezelt és a kontroll mono-kultúra is konfluens sejtréteget alkotott. A 

festés alapján az inhibitorokkal kezelt sejteknél intenzív perinukleáris fluoreszcencia volt 

látható. A WGA pozitív Golgi-apparátus részeként látható vakuólumok egyik legfontosabb 

feladata a membránhoz kötött fehérjék szintézise és transzportja (Wang és Seemann, 2011). 

A matriptázinhibitorok egy lehetséges közvetett visszacsatolási mechanizmuson át 

eredményezhetik, hogy matriptáz intermedierek halmozódnak fel és tárolódnak a gátolt 

szintézis vagy zimogén aktiváció miatt. 

Úgy tűnik, hogy a celluláris redox státusz megzavarása egyes mechanizmusok révén - 

például a TMPRSS enzimek megváltozott eloszlási mintázatán keresztül - ronthatja a 

bélhámréteg integritását. Ez arra utalhat, hogy kapcsolat áll fenn a bizonyos TTSP 

enzimaktivitás és a bélhám redox homeosztázisa között (Pászti-Gere et al., 2015a). A 

matriptáz gátlásnak a redox állapotra gyakorolt hatását illetően korábban kutatócsoportunk 

leírta, hogy az MI432 inhibitorral történt kezelés nem okozott zavart az extracelluláris H2O2 

szintben 10, 25 és 50 µmol/l koncentrációban alkalmazva 24 és 48 óra inkubációt követően, 

azonban rövid, 2 órás expozíció után átmenetileg megnőtt a H2O2 termelés, ha az MI432 

50 μmol/l koncentrációban került alkalmazásra IPEC-J2 sejteken (Pászti-Gere et al., 2015b). 

Másrészt, IPEC-J2 sejteken a matriptáz aktivátor S1P alkalmazása nem befolyásolta az 

extracelluláris H2O2 szintet, ezzel egyidejűleg viszont növelte a TER-t és stimulálva az 

okkludin felhalmozódását a TJ területén (Pászti-Gere et al., 2016b). Ugyanezt tapasztaltuk 

az 1. vizsgálat keretében patkány primer hepatocita mono-kultúrán végzett kísérletben, hogy 

a sejtek redox státuszát nem befolyásolta a S1P adagolás a vizsgált 72 órás időszak alatt. 

Az IPEC-J2 sejteken végzett jelen vizsgálatban az MI439 és az MI476 egyaránt 

képesek voltak szignifikánsan csökkenteni az extracelluláris H2O2 mennyiséget, 10, 25 és 
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50 µmol/l koncentrációban 24 órán keresztül adagolva (50 µmol/l esetén csak a bazolaterális 

térrészben). Ezek az adatok a matriptázgátlás új jótékony hatására mutathatnak rá a bélhám 

redox állapotának javításával. A korábbi vizsgálatok alapján feltételezhető, hogy a 3-APhA 

típusú inhibitorok rövid távú (2 órás) alkalmazása növelheti az extracelluláris H2O2 szintet 

azáltal, hogy megzavarja a ROS egyensúlyát a sejtmembrán két oldalán, de ezt a hatást 

kompenzálódik és az élettani redox paraméterek helyreállnak a hosszabb inkubációs időt 

követően (24 és 48 óra) (Pászti-Gere et al., 2015b). A 3. vizsgálat eredménye azonban arra 

utal, hogy bizonyos matriptázgátlók antioxidatív képességgel is rendelkezhetnek, így 

csökkenthetik a bélhámsejtek extracelluláris ROS-felszabadulását, hozzájárulva ezáltal a bél 

egészségéhez. Mivel az oxidatív stressz sokrétű hatásmód révén kulcsszerepet játszik 

számos bélbetegség patogenezisében (Pászti-Gere et al., 2015a), az alkalmazott 3-APhA-

gátlók (MI439 és MI476) feltételezett potenciálja a bél ROS-képződésének enyhítésében 

nagy jelentőséggel bír a gasztrointesztinális rendellenességeket célzó új terápiákban. 

Mindent összegezve, a vizsgált 3-APhA típusú MI439 és MI476 inhibitor is ígéretes 

jelölteknek tekinthetők a redox homeosztázis és a bél egészségének kialakításában és 

fenntartásában, mivel jelentősen csökkentették az extracelluláris H2O2 szintet 24 órás 

expozíciót követően IPEC-J2 sejtrétegen. A jelen eredmények, a korábbi vizsgálatokkal 

összefüggésben kiemelik a matriptáz-1 enzim kulcsfontosságú funkcióját a bélbarrier funkció 

szabályozásában, és arra is utalnak, hogy a megfelelő matriptázgátlás hasznos eszköz lehet 

a bél egészségének javításában a fiziológiás oxidatív egyensúly fenntartása révén. 
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7.4 Konklúzió 
 

A doktori kutatás keretében különféle matriptáz modulátorok sejtszintű hatásait 

vizsgáltuk patkány, csirke és sertés eredetű hepatikus, ill. enterális in vitro 

modellrendszerekben. Vizsgálataink számos új adattal szolgáltak a matriptáz aktivátorként 

használt S1P, valamint különböző 3-APhA alapvázú gátlószerek sejtmetabolizmusra, 

gyulladásos és redox homeosztázisra gyakorolt befolyásolásával, valamint a matriptáz 

enzimek élettani szerepével kapcsolatban egyaránt. 

A S1P esetében általános emlős modellként szolgáló patkány primer hepatocita mono-

kultúrán igazoltuk, hogy a matriptáz-2 hatékony aktivátoraként csökkenti a májsejtek 

hepcidintermelését, anélkül, hogy citotoxikus vagy prooxidáns hatással bírna. A S1P ezáltal 

hozzájárulhat a vas felszívódásának és raktározó sejtekből történő leadásának 

elősegítéséhez, így ígéretes jelölt lehet a krónikus gyulladásos folyamatok esetén megfigyelt, 

fokozott hepcidintermelés mediálta nemregeneratív anaemiák gyógykezelésében. 

Kutatómunkánk során elsőként vizsgáltuk egyes matriptázgátlók hatásait csirkében, 

amely faj a matriptáz modulátorok esetleges későbbi terápiás alkalmazása tekintetében 

célállatfajként, valamint a madarak modellállatfajaként is nagy jelentőséggel bír. A csirke 

eredetű hepatikus mono- és ko-kultúrákon az MI432 hatására fokozott IL-6 és IL-8 termelést 

tapasztaltunk, ami arra utal, hogy a matriptáz vélhetően szerepet játszik a máj gyulladásos 

homeosztázisának szabályozásában. Mivel azonban egyik gátlószer sem befolyásolta a 

sejtek oxidatív státuszát és a lipidperoxidáció mértékét, a matriptáz vélhetően nem tekinthető 

a redox homeosztázis modulátorának csirkében. Mindkét inhibitor (MI432 és MI460) rövid 

idejű, 4 órán keresztül történő alkalmazása kismértékű metabolikus depressziót idézett elő, 

de 24 órás inkubációt követően a máj anyagcseréjének gyors adaptációja révén ez a hatás 

már nem volt megfigyelhető. Kísérletünk alapján tehát egyik vizsgált 3-APhA típusú gátlószer 

in vitro hepatikus alkalmazása sem járt sejtkárosító hatással csirkében, a gyulladásos 

folyamatok befolyásolása révén egyes matriptázgátlók azonban hozzájárulhatnak a 

májsejtekben kialakuló gyulladásos válasz fokozódásához. 

Az IPEC-J2 sertés bélhámsejtvonalon végzett kísérletünk igazolta, hogy az MI439 és 

MI476 gátlószerek – más, 3-APhA típusú inhibitorokhoz hasonlóan – befolyásolhatják a 

bélhám integritását, valamint antioxidáns hatásuk révén a sejtek redox állapotát is, amely 

megerősíti a matriptáz élettani szerepét a bél barrier funkciójának fenntartásában, és 

lényeges limitáló szempontot jelent a matriptázinhibitorok esetleges későbbi alkalmazása 

szempontjából is. 

Eredményeinket összegezve, a kutatómunkánk során felhasznált sejttenyészetek 

megfelelő faj- és szervspecifikus modellnek bizonyultak a matriptáz modulátorok hatásainak 

vizsgálatára. A vizsgált aktiváló és gátló hatású vegyületek különböző állatfajok máj és bél 
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eredetű sejtkultúráiban kifejtett sejtszintű hatásainak leírása hozzájárulhat a kezelőanyagok 

esetleges jövőbeli farmakológiai irányú fejlesztéséhez, tekintettel a felmerülő terápiás 

célokra, valamint az alkalmazás biztonságosságára is. 
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8 Új tudományos eredmények 

 

1. A szfingozin-1-foszfát matriptáz-2 aktivátorként csökkenti az extracelluláris 

hepcidinkoncentrációt patkány primer hepatocita mono-kultúrán, ezáltal vélhetően 

részt vesz a vasanyagcsere szabályozásában. 

2. Elsőként teszteltünk 3-APhA alapvázú matriptázinhibitorokat (MI432, MI460) csirke 

primer hepatikus mono-és ko-kultúrán, vizsgálva a matriptáz metabolikus, 

gyulladásos és redox folyamatokban betöltött szerepét. Az MI432 ugyan jelentős 

gyulladáskeltő citokintermelődést váltott ki, de ez nem járt együtt oxidatív stresszel 

és lipidperoxidációval, és egyik inhibitor sem csökkentette a sejtek metabolikus 

aktivitását. Eredményeink alapján feltételezhető, hogy a fiziológiás 

matriptázaktivitás fontos szerepet tölt be a máj metabolikus és gyulladásos 

homeosztázisának fenntartásában madarakban. 

3. Sejtkultúrán még nem tesztelt matriptáz inhibitorok (MI439, MI476) új hatásait írtuk 

le sertés IPEC-J2 bélhámsejt-tenyészeten. Az MI439 és MI476 inhibitorok a sejtek 

életképességét nem csökkentették, magasabb koncetrációkban azonban TER 

csökkentő hatás volt megfigyelhető, illetve az extracelluláris H2O2 mennyisége is 

csökkent. Ezen eredmények alapján a bélbarrier befolyásolásán kívül bizonyos 

matriptázgátlók antioxidáns képességgel is rendelkezhetnek, így mérsékelve a 

H2O2 bélhámsejtekből történő felszabadulását, hozzájárulva ezáltal a bél 

egészségéhez. 
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11 Mellékletek 

 

1. melléklet: Más inhibitorcsoportba tartozó, a disszertációban említésre kerülő inihibitorok 

Inhibitor Szerkezeti képlet 
Kimatriptáz-1 

(µmol/l) 

Kimatriptáz-1 

(µmol/l) 

 

 

SFTI-1 

 

 

 

 

0,2 n.a. 

 

 

 

MCoTI-II 

 

 

 

 

0,0028 n.a. 

 

 

3‐Cl‐AHPC 

 

 

 

n.a. n.a. 
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2. melléklet: A szakirodalomban in vitro és in vivo kísérletekben megemlített, 

disszertációban nem alkalmazott 3-APhA inhibitorok szerkezeti képlete és Ki 

(disszociációs állandó) értékei. Zárójelben más publikációban megtalálható elnevezések, 

adatok láthatóak. 

Inhibitor Szerkezeti képlet 
Kimatriptáz-1 

(µmol/l) 

Kimatriptáz-2 

(µmol/l) 

 

WX-UK1 

(CU-1275) 

 

 

0,37 n.a. 

 

CJ-697 

(CU-697; 44) 

 

0,026 n.a. 

CJ-730  0,046 n.a. 

 

CU-988 

 

 

0,036 n.a. 

 

CU-990 

 

 

0,0061 n.a. 

CU-1737 

(59) 

 
0,0038 (0,0066 

Hammami, 2012) 
n.a. 

CU-1803 (24)  0,028 n.a. 

CU-1804 

 

0,0025 n.a. 

CU-1807 

 

0,0245 n.a. 
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CU-1832 

 

0,0001 n.a. 

MI021 
 

0,0038 n.a. 

MI441 

(96) 

 

0,011 0,21 

MI453 

(89) 

 

0,008 0,79 

MI461 

(112) 

 

0,0009 0,073 

MI462* 

(113) 

 

0,0027 1,42 

MI463 

(114) 

 

0,0051 0,94 

MI469 

 

 

 

P2:Ala 

P3: H-D-hPhe 

0,044 n.a. 

8 

(16) 

 

0,046 n.a. 

MI406 

(93) 

 

0,013 0,035 
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1 

 

0,055 0,17 

2 

 

0,22 >10 

3 

 

0,77 0,46 

4 

 

2,1 >10 

 

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

utalt Ki érték alapján is Hammami disszertációjában MI463 sorszámú inhibitora. 
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