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ROVIDITESEK

3-APhA: 3-amidinofenilalanin

ADAM: disintegrin és metalloproteaz fehérje
AEBSF: 4-(2-aminoetil)-benzoszulfonilfluorid
AJC: apikalis kapcsolo struktura

BSA: szarvasmarha szérum albumin

DMEM: Dulbecco-féle modositott Eagles tapkozeg
FBS: fotalis borju szérum

FD4: fluoreszcein izotiocianat-dextran 4 kDa
HAI-1: hepatocita ndvekedési faktor aktivator inhibitor 1
HAT: human léguti tripszinszerii szerin- proteaz
HGF/SF: hepatocita ndvekedési faktor/ szorodasi faktor
HRP -tormaperoxidaz

IPEC-J2: sertés jejunalis bélhdmsejtvonal

LDL: alacsony denzitast lipoprotein

LDLRA- alacsony denzitasu lipoprotein receptor A
MT-MMP: membran tipusii matrix metalloproteaz
MT-SP1: membran- tipust Szerin- proteaz 1

NRU: Neutral red felvétel modszer

OA: osteoarthritis

PAR-2: proteaz-aktivalt receptor-2

PBS: foszfattal pufferolt sdoldat

ROS: reaktiv oxigéngyok

S1P: szfingozin-1-foszfat

ST14:suppressor of tumorigenicity 14

TER: transzepithelialis elektromos rezisztencia
TTSP: kettes tipusu transzmembran szerin- proteaz
TMPRSS2: transzmembran szerin- proteaz 2

UPA: urokinaz tipusu plazminogén aktivator

Z0O: zonula occludens



1. BEVEZETES

A paracellularis transzport szabalyozasaért felelds folyamatok nem teljesen
tisztazottak napjainkban. Az oxidativ stressz ¢€s a Gram—negativ baktériumok
membranjaban jelenlévo lipopoliszacharid (LPS) gyakran szerepelnek a bél gyulladasos
folyamatainak kivalto okai kozott. A vékonybélben lejatszodd komplex interakciok
modellezésére alkalmas biologiai rendszerek kulcsfontossdguak a gyulladasos reakciok
in vitro tanulmanyozasaban és az epithelium védé szerepének megértésében. A
gasztrointesztindlis korokozok elleni védelemben ujabb lehetéségként vetddik fel a
bélbarrier rezisztencia ndvelése a probiotikumok haszndlata mellett a szerin- protedz
aktivitassal rendelkez6 matriptaz mikodésének befolyasolasan at [1].

Fontos szerepet tolthet be a tigh juction szabdlyozasan at a matriptdz, amely egy
kettes tipusu transzmembran szerin- proteazok (TTSPs) csaladjaba tartozo enzim [2].
Elettani szerepet tolt be az epithelium eredetli sejtek novekedésében, érésében, az
epithelium homeosztazis kialakitdsaban és fenntartisaban [3,4]. Patologias esetben a
matriptdz daganat ndvekedésében és metasztazis képzEsében betoltdtt hatdsa jelenleg is
intenziv kutatds targya, illetve tobb kutatocsoport is vizsgalja a progndzis felallitdsaban
markerként torténd alkalmazhatosagat. Szerepe lehet az osteoarthritis kialakitdsdban és
a porcbontasban [5]. Influenzavirus esetén a TMPRSS2 (amely a matriptdzhoz nagyon
hasonlo szerin- proteaz) szerepét is vizsgaljak a virus-sejt fizio esetén [6].

A bélhamsejtek esetén kiilonosen fontos a sejtréteg integritdsa, ugyanis a bélham
képezi a szervezet €s a kiilvilag kozti erds fizikai és kémiai barriert a baktériumok,
toxinok, és egyéb kémiai dgensek ellen. A védelmi feladatokon kiviil feladatuk a
kiilonb6z6 anyagok transzportja is, ez torténhet transzcellularisan vagy paracellularisan.
A sejtek kozotti atjutas az apikalis kapcsolo-struktirdkban talalhatd transzmembran
fehérjéktol fiigg, és az itt taldlhatd tight junction-ok kialakuldsanak és fenntartdsdnak
szabalyozasaban vesz részt a matriptaz [7].

Kutatdsi munkank célja egy poliészter membran inzerten tenyésztett, Ujsziilott
sertés jejunum eredetli [IPEC-J2 sejtmodell ltrehozasa volt, amely segitsé gével nyomon
kovethetové valt a a paracellularis transzport-folyamatokat szabalyoz6 matriptaz
milkodése ¢és a gatloszerek hatasara sériilt bélhamsejt- réteg integritdsanak valtozisa.
Kisérleti munkénk soran vizsgalni kivantuk, hogy nem szelektiv szerin- protedz gatld

AEBSF, ¢és a 3-amidinofenilalanin alapvazi matriptdz inhibitorok hozzdadas utin a



matriptdz szerin- protedz aktivitdsdnak gatlasa hogyan befolyasolja az IPEC-J2 sejtréteg
paracellularis permedbilitdsat. A  bélhamsejtek  integritasanak  vizsgidlatdhoz
rétegellenallas mérést és fluoreszcens jeloléssel ellatott dextranmolekula transzport
meghatarozast végeztliink. Immunfluoreszcens vizsgalatokkal kivantuk tanulményozni
egy tight junction fehérje, az occludin megoszlasat szelektiv matriptdz inhibitor
alkalmazasakor. Kutatdsi munkank soran célul tiztik ki az alkalmazott szelektiv
matriptaz inhibitorok hatdsanak vizsgalatat az IPEC-J2 sejtek életképességére és a
hidrogén- peroxid termelésére.

Kisérleteink célja egyrészt annak eldontése volt, hogy egy poliészter membran
inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejtréteg alkalmas modellrendszernek bizonyul-e a
vékonybél fiziologids és megvaltozott permeabilitisanak tanulmanyozasara. Masrészt
célul tiztik ki a matriptdz bélbarrier integritdsban betdltdtt szerepének megismerését,
amely jelentds mértékben jarulhat hozza a bélhambarrier integritasvaltozassal jard
humén (Crohn betegség, colitis ulcerosa) és gazdasagi jelentdséggel bird sertés,
szarvasmarha  megbetegedések  biokémiai,  farmakologiailag  befolyasolhatod

folyamatainak megértéséhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 IPEC-J2 sejtvonal jelle mzése

A kutatdsunk soran hasznalt IPEC-J2 egy nem transzformalt, sertés jejunumbodl
szarmazd sejtvonal, amelyet eredetileg Ujszilott malacbdl nyertek még a kolosztrum
felvétele el6tt [8,9]. Eredetileg sertés bélben talalhatd patogén mikroorganizmusok in vitro
vizsgalatara, majd kés6bb human vékonybél in vitro modelljeként is hasznaltak, mivel a
sertés mind méretben, taplalkozasban, anatomidban kozelebb van az emberhez. A
sejtvonalat elektronmikroszkdppal €s hisztokémiai vizsgalatokkal vizsgalva kideriilt, hogy
az €16 allatok bélhamsejtjeihez hasonléan az IPEC-J2 sejteknek is vannak apikalisan
mikrovillusai, bazalis és lateralis részein kiillonb6z6 hosszlisagu citoplazma nyulvanyokat
bocsajt az intercellularis résbe. A sejtek kozott az apikolateralis részen tight junction
talalhato és a sejtek apikalis részét glycocalix fedi. A sejtek polarizalddnak az apikalis
kapcsolo strukturak (AJC) (tight juction, zonula adherens, dezmoszomak) létrejotte utan,
a funkciondlis integritds létrejotte €s megléte mérhetd a transzepithelidlis rezisztencia
(TER) mérésével. Immunfluoreszcens festést hasznalva Kideriilt, hogy tobbfele fehérje
talalhatd meg a TJ teriiletén, mint példaul a claudin-3, claudin-4, kolokalizalva az
occludinnal a sejt apikolateralis membranjaban. A sejtkapcsold strukturdkban talalhatod
fehérjék felelnek a barrier funkcidért, és a paracellularis permeabilitasért is. Kiilonbség
viszont, hogy az IPEC-J2 sejtvonal nem tartalmaz kehelysejteket [9]. Eldnye mas, human
kolon karcindma sejtvonalakkal szemben, mint a Caco-2, hogy a glikolizaciés mint4zata,
a sejtproliferacio mértéke €s sebessége, illetve a kolonizaciods képessége is sokkal inkabb
hasonlit az in vivo bélrendszerhez [10]. Az PEC-J2 sejteket poliészter membranon
tenyészthetok, mert igy érhetd el az in vivo polarizalt, egyrétegii epitheliumhoz legjobban

hasonlito spontan sejtdifferenciacio és sejtpolarizacio [11].



2.2 TTSP csalad altalanos jelle mzése

A sejtfelszini proteolitikus folyamatok fontos szabdlyozo feladatokat latnak el, igy
részt vesznek az extracellularis matrix bontdsaban, a véralvadasban, illetve a sejt
ndvekedésben, adhézioban, migracioban €s az apoptdzisban is. Ide tartozd enzimesaladok
példaul a MT-MMP proteazok, ADAM fehérjék, szerin- proteazok. A szerin- proteazok
koz¢ tartozo tripszinszerl szerin- protedzok egyik alcsoportja a TTSP, amely tagjai direkt
a sejtmembranhoz kotottek, és rendelkeznek egy N-terminalis intracellularis résszel [2]. A
TTSP csalad azért szamit kiilonlegesnek, mert egyes tagjai kizarolag epithelialis sejteken
¢s karcinoma sejteken talalhatoak meg ellentétben mas, a szervek stromajaban talalhato
protedzokkal, mint a legtobb MMP [3]. TTSP csaladba tartozo fehérjékre jellemzé egy
rovid, intracellularis N-terminalis domén, egy transzmembran domén, és egy nagyobb
extracellularis domén; ez utobbi tartalmazza a valtozatos torzsszakaszt, a szerin- proteaz
domént és a C-terminalis részt. TTSP csaladot tovabbi négy alcsaladba osztjdk a szerin-
protedz domén filogenetikai analizise és a tOrzsrégid Osszetétele alapjan. Ez a négy
alcsalad a human 1éguti tripszinszeri szerin- proteaz (HAT/DESC), a matriptdz, a
hepszin/TMPRSS2 és a corin alcsalad [2,6]. A TTSP csalad Gsszes tagja egylancu
zimogénként szintetizalodik, és aktivalasdhoz egy proteolitikus vagast igényel a megfeleld
helyen a katalitikus doménben. Szamos tagja, mint a HAT, matritiz, matriptaz-2,
TMPRSS2 képes autokatalitikus aktivaciora in vitro koriilmények kozott. Az
autoaktivacio alapjan feltételezik, hogy a TTSP csalad funkcidja a proteolitikus kaszkadok

elinditasa lehet. Az autoaktivacio lefolyasa nem ismert, de hasonlit az oligomerizaciohoz
[12].

2.3 A matriptaz expresszioja és élettani funkciéja nem daganatos sejtekben

A matriptdz alcsaladba hairom homolog fehérje (matriptdz, matriptaz-2,-3), és egy
atipikus, mozaik szerkezetli fehérje, a poliszeraz-1 tartozik [2]. A matriptaz, mas néven
MT-SP1, TAGD-15, ST14 vagy epithin, epitheliumhoz kotott. Elettani esetben fontos
feladata az epitheliumban a homeosztdzis kialakitisa és fenntartdsa, allatkisérletekben
szikségesnek tlinik a sziiletés utani tuléléshez, az epidermisz barrier funkci6jahoz, a
startum corneum Kkeratinocitak profilaggrinhoz kotott végsé differencidcidojahoz, a

szOrtiiszOk fejlddéséhez €s a timusz sejtjeinek tuléléséhez. A matriptaz eredetileg egylanct
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zimogénként szintetizalodik [3]. Részei egy rovid citoplazmatikus aminorész, egy
transzmembran rész, ¢s egy nagyobb extracellularis torzsszakasz, amely tartalmaz egy
SEA (sperm protein enterkinase-agrin)-, két CUB (Clr/s- uegf-bone morphogenic
protein-1)-, négy LDR class A receptor-, és a katalitikus szerin- proteaz domént [12]. A
katalitikus szerin- protedz domén szerkezete hasonlit mas csaladba tartozo fehérjékére,
mint a kimotripszin és mas, szerin- proteazokéra, mint a trombin vagy a Xa faktor [2]. A
matriptaz S1 kotdhelye viszont kissé hidrofilebb és tdgabb a trombinhoz viszonyitva,
ugyanis leucin helyett fenilalanin van a 99-es pozicioban [13]. A matriptaz aktivacidja 3
lépcsOben van szorosan szabalyozva: aktiviacio, inhibicio, és az ektodomén levalasa.
Ismert a matriptdz egy inhibitora, a hepatocita ndvekedési faktor aktivator inhibitor 1
(HAI-1), amely egy I- tipusu integral membran fehérje. A HAI-1 részt vesz a matriptaz
expresszidjanak, szallitasanak és aktivalodasanak szabalyozasaban, nélkiile a matriptdz az
ER/Golgi teriiletén maradna. In vitro és in vivo is a matriptaz az egyediili, amelynek az
expresszidja korrelal a HAI-1 szinttel, kolokalizalva fordul el a sejtekben, illetve egyiitt
szallitodik a sejt-sejt kapcsolodashoz emlds epithel sejtekben. A matriptaz aktivva
valasahoz kell a Golgi vagy az ER teriiletén, a SEA doménben egy hasitas a 149. glicin
utan, ezt koveti az intracellularis szallitisa a még nem szorosan kotoédéo HAI-1-
matriptaznak a komplexben [3]. A glikolizaciot kovetéen egy autokatalitikus hasitas
autoaktivaciot a torzsszakasz szabdlyozza, de az autoaktivacid beinditasaért felelds jelet
nem ismerjiik. Az autoaktivacié eredménye, hogy az egylancu zimogénbol diszulfid-hid
kotott, kétlancu aktiv enzim lesz, de 1éteznek aktivaloi is, mint a suramin, S1P vagy az
androgének. Az aktivacion atesett matriptaz azonnal O&sszekapcsolodik a HAI-1
inhibitorral, ez a kotés olyan erds, hogy detektalni lehet nem redukalt és nem forralt
kozegben végzett immunblot modszerrel. Az intracellularis szallitds utan a matriptaz-
HAI-1 komplexnek le kell szakadnia a sejt felszini membranrdl [2]. Human daganatoknal,
ha a matriptaz ¢s a HAI-1 egyensulya felborul, az a matriptdz aktivalasat eredményezi,
amely tobb esetben a korrelal a rossz korjoslattal [3].

Human szdveteket vizsgalva, a matriptaz mRNS-e fiziolo gids esetben megtalalhato
a legtobb epithel sejteket tartalmazd szervben, mint a tiidében, epidermiszen, kornean,
szaj- és orriiregben, nyalmirigyekben, pajzsmirigyben, csecsemémirigyben, nyelécsében,
légcsében, bronchiolusokban, alveolusokban, gyomorban, epehdlyagban, pankreaszban,
duodenumban, a vékonybélben, kolonban, rektumban, vesében, hugyhdlyagban, herében,

petefészekben, méhben, vaginaban, ureterben, mellékherében és prosztataban [4]. A
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matriptaz fehérjét és mRNS-ét a szovetek microarray modszerrel és immunhisztokémids
festésével vizsgalva kiderilt, hogy a human szovetek kozil kizarolag csak
hamszovetekben talalhato [3], és az Osszes tipusu epithel sejtben, mint lapham-, kobham-,
vagy hengerhamsejt jelentds a matriptdz expresszio. A matriptaz sose expresszalodik a
stromaval rendelkez6 szervek fibroblastjaiban, ugyanez igaz a HAI-1 proteinre is. A
duodenum, illetve a wvékonybél tovabbi teriiletein is kiilonbozd volt a matriptdz
immunreakcidojanak mértéke a kripta- bélboholy teteje tengely mentén: mérsékelt
mennyiség taldlhatdo a kripta kornyékén, és egyre er0sebb a reakcid a boholy csucsa
iranyaba [4]. A bélham integritasvaltozasat figyelték meg ST14 hipomorf egereken, ahol
csokkent a TER érték a kontrollhoz képest, viszont a simaizom kontraktilitisaban ¢s a
gliikoz felszivasban a kontrollhoz képest nem volt eltérés. Ugyanez igaz a formalin-fixalt
mikroszkopos vizsgalatra: az ileum és kolon teriiletén nem volt szignifikédns kiilonbség a
villusok szerkezete, szama, a goblet sejtek, mucosa vagy kriptak kozott [7]. A matriptaz
szerepe  nélkiilozhetetlen még a keratinocitak  profillagrinhoz  kapesolt  végsoé
differencidlédasahoz, fontos a sziiletés utani tulé¢léshez, epidermisz barrier funkcidjahoz, a
szortiiszok fejlédéséhez és a pajzsmirigy homeosztazisahoz egerekben [3,4,6], illetve a

sejtek kozti kapcsolostrukturak kialakitisanak szabalyozasaban [4].

2.4 Patologias matriptaz miikodés
2.4.1 Daganatos elvaltozisok

A malignus szovetatalakulasoknal gyakran talalkozunk az extracellularis matrixot
bontd proteazok tultermelédésével, mint az MMP és ADAM metalloprotedzok, vagy a
szerin- proteaz csalad tagjaival. A TTSP csalad szamos tagja magas koncentracidban van
jelen a tumor fejlodésénél és tulzott expressziojaval fontos szabalyozo szerepet tolt be a
tumorsejtek proliferacidjaban, migracidjaban és invazidojadban. Tobb tumor esetén
taldlkozhatunk a hepszin, a matriptdz vagy a TMPRSS2 megemelkedett expresszidjaval
[2]. A matriptaz kutatas fontos szerepet kap a daganatok kutatdsaban is, ugyanis szamos,
epithel sejteket tartalmazd huméan tumorban megtaldlhatdé a matriptdz, igy a prosztata-,
mell-, vastagb¢l-, gyomor-, pancreasz-, petefészekkaricinomakban is [ 14,15]. A matriptiz
mas enzimek (HGF/SF, uPA, PAR-2) aktivalasan at fontos szerepet jatszik a tumor
fejlodésében és a metasztazis képzésében [16,17]. Az attétképzés Osszetett folyamat, ami

igényel szdmos proteolitikus folyamatot, ndvekedési faktor aktivaldo anyagot, MMP-t,
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szerin- proteazt az extracellularis matrixban. Ha az elsddleges tumornak a matrixbontas
utan sikeriil a penetraci6 az alaphartyan at, akkor a tumorsejtek elvandorolhatnak a
kérnyezd szovetekbe, illetve intravasalisan a vérrel vagy a nyirokdramlassal tavoli
szovetekbe is és létrehozhatnak attéteket [13, 14].

Daganatok esetén a matriptaz szerepét nemcsak a tumor ndvekedésben és a
metasztazisban vizsgaljak, hanem mint markert is: van-e Osszefliggés a kiilonb6zo
daganattipusok matriptdzexpresszioja ¢€s a korjoslat kozott. Szamos esetben a
megemelkedett matriptaz-, cMet receptor és HAI-1 szint egylitt jar a rossz korjoslattal [3].
A matriptiz gatlasa szelektiv  3-amidinofenilalanin  szarmazék  inhibitorokkal
szignifikdnsan csokkentette a sejtszorddast és matrix invaziot: csokkent a sejtfelszinen a
pro- HGF/SF atalakulasa aktiv faktorra [14]. Oberst kutatasa szerint, ellentétben a mell és
egyéb, néi nemi szerveket érintd daganatok esetén a kolon epithel rétegében szdmos
alkalommal normalis esetben is olyan magas a matriptaz aktivitas, mint ha daganatos
elvaltozas lenne ezen a teriileten- ez esetben nem haszndlhaté markernek a matriptaz. A
valtozd matriptaz szinttel korrelalt a HAI-1 szint [15]. Ezt megerdsiti, hogy kutatok a
bélrendszer malignus szdvetszaporulata esetén matriptdiz és HAI-1 szint csokkenést
tapasztaltak a normalis részekhez képest, a matriptdz-HAI-1 ardnyban nem talaltak a
kontrollhoz képest valtozast [18]. Mas kutatok dsszehasonlitottak a matriptaz szintet mind
egészséges, beningnus prosztata megnagyobbodas, prosztatardk ¢és prosztatarak
metasztazisos szoveteket, prosztata tumoros sejtvonalakkal, és arra az eredményre
jutottak, hogy a matriptaz szint szignifikansan magasabb volt a daganatos és attétes
szovetek esetén a normalis prosztatdhoz képest. Ezen kiviil csokkent HAI-1 szintet
talaltak mellette. Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy prosztatardk
esetén a matriptdz szint emelkedése és a HAI-1 szint csokkenése egyiitt jar a rossz
korjoslattal, itt ugy tinik markernek hasznalhaté a matriptaz [19].Vizsgaltdk még a
matriptdz expressziot elsédleges human mellrdk sejtvonalaknal is: tobb esetben
megemelkedett a matriptdz €s HAI-1 szint, de a matriptdz transzkripcidjara gy tlinik,
nem hat az dsztrogén vagy a progeszteron [15]. Osszefoglalva, a stage I/II csoportba
tartozd tumorok esetén gyakrabban magas a matriptdz expresszid, mint a jobb korjoslatu
stage III/I'V tumorok esetén. A matriptaz HAI-1 ardny eltolodadsa rosszabb korjoslattal jar
altalaban, mivel a ndvekvd enzimatikus aktivitds miatt n0 a tumor progresszio, igy az

invazio és attétképzodés esélye is [2].



Ezeket a megfigyeléseket tamasztja ald az, hogy ha tobb matriptazt expresszalo
transzgenikus egereket allitanak eld, akkor nd a spontan laphamsejtes karcinbéma

kialakulasa és az indukalt tumor létrejottének esélye [13].

2.4.2 A matriptaz szerepe a porcbontasban és az osteoarthritisben

A jelenleg kutatasi irdnyok kozott szerepel a matriptaz szerepének vizsgilata a
porc degradacionak és a kollagénbontasnak a szabdlyozasdban . A matriptdz modulalja az
egyik legfontosabb extracellularis matrix (ECM) strukturdlis alkotd, a kettes tipust
kollagén turnoverjét. Ezen kiviil megfigyelt¢k a matriptaz tiltermelddését osteoarthritis
(OA) esetén is, itt is a kollagénbontas aktivatora lehet a PAR-2 receptor aktivalasaval. A
kisérletek sordn a PAR-2 receptor gatlokkal sikeriilt gatolni a kollagenolizist, illetve a
PAR-2 aktivalasdval nétt az MMP-1 és MMP-13 kollagénbontast végzd proteazok szintje
a porcok teriiletén. Tovabba, a matriptaz aktivitas OA esetén szintén indukalta a MMP-0k
aktivaciojat. Mindezekbdl ko vetkezik, hogy a matriptdz a késObbiekben fontos célpontja
lehet az OA terapianak [2,5].
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2.5 Matriptaz inhibitorok

A szelektiv matriptaz inhibitorok eldallitasat neheziti, hogy mind a matriptaz, mind
szamos, Kimotripszin csaladhoz tartozo proteaz és tripszinszer(i szerin- proteaz, mint a
trombin vagy a Xa faktor katalitikus szerin- proteaz doménje (S1 kotézseb) nagyon

hasonlit egymashoz (1. abra, Hammami,2012 [2]).

1. abra A 432-es vegyiilet kotodési helyei a matriptazhoz, a felileti atomok szinnekkel jeloltek. Az enzim-szubsztrat
modell alapja a thrombin-432 komplexben a trombin matriptézzal valé helyettesitése a pdb-kodokkal azonositott
kristaly szerkezet koordinatai alapjan (2gv6) [13], illetve a trombin ezt kdvetd torlése. A trombinhoz viszonyitva a

matriptéaznak relative nyitott és hidrofilebb S1 kotéhelye van- a leucin helyett fenilalanin van a 99-es pozicioban.

A szelektiv matriptdz inhibitorok fejlesztése 2 Utvonalon indult el, ebbdl az egyik
egy C-terminalis végén arginint tartalmazd peptidszerii szubsztrat analog széria, mint a
CVS-3983, szignifikansan javuld matriptaz affinitast mutatott (K; érték: 3,3 nM), és
sokkal kisebb affinitassal birt a Xa faktor, plazmin, uPA esetén (Ki> 1 uM) [20].

A masik idnyt, a szulfonalt 3- amidinofenilalanin szarmazékot tartalmazo
piperidin és piperazin szintetikus inhibitorokat eredetileg tripszinszer szerin- proteazok,
mint a trombin, vagy urokindz gatldsara haszndltdk. Szdmos harombazisu 3-
amidinofenilalanin analogot késébb, mint matriptdz inhibitort hasznaltak, mert magas
szelektivitast és affinitadst mutattak a matripdz irant alacsony, nanomdlos mennyiségben.
Hammami és munkatarsai [21] altal publikalt cikkben az 1. inhibitor, amely erds
matriptaz, de gyenge trombin inhibitornak bizonyult, erésen bazikus jellege miatt a

sejtekbe vald bejutasa korlatozott volt. A kovetkezd inhibitor N- terminalis végére egy
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bifenil-3-szulfonil csoport keriilt, a C-terminalis 2-aminoetilpiperidin helyére pedig egy
tolt¢éssel nem rendelkezd rész keriilt, igy a 2. inhiitor dibazisos, a 3. inhibitor
monobazisos lett, igy segitve a vegyliletek sejtmembranon vald kozlekedését. Ebbol
kiindulva Steinmetzer, Hammami és munkatarsai j analogokat hoztak Iétre.

Az elsd sorozat analdgjai (4-19) egy termindlis aril gytriit kaptak (amelyhez flour,
klor, vagy oxigén atomok kapcsolodtak) a bifenil-3- szulfonil- részre, amig a C terminalis
részre két kiilonboz6 amid csoportot szintetizaltak. Az elsé sorozatr6l elmondhatd, hogy
azok az analogok, amelyeknek a C-terminalis részére a még egy bazist tartalmazo 2-
aminoetilpiperidint csatoltak, 3-6-szorosan hatékonyabb matriptaz inhibitorok voltak, mint
a monobazisos analogok (ezek jobb trombin gatlok voltak). Az els6 sorozat analdgjai
koziil a legerésebbnek a 19. inhibitor bizonyult, amely egy kétbazist, 2,4- dimetoxi-
szarmazék: K;=0,001, 20-szor kevésbé kotddott egyéb proteazokhoz (1. tablazat, 432).

A masodik sorozat analdgjai (20-31) azon a megfigyelésen alapul, hogy a trombin
kotéhelyén taladlhatd egy kotddési hurok, ami a matriptdz esetén hianyzik, igy a matriptdz
relativ tdgabb: ezért az inhibitor C- termindlis helyére egy toltéssel nem rendelkezd urea
keriilt. Ez elég rigiddé tette az inhibitort, igy csokkent az affinitdsa a trombin irdnt. Azért,
hogy ne legyen az oldhatdsaggal probléma az urea miatt, b- alaninamid N- terminalis
végére fenilszulfonil csoportot szubsztitualtak. A csoportra jellemzd volt a szelektivitas a
matriptazra (se matriptaz-2, se Xa faktorra nem volt nagy az affinitds), de sokkal kevésbé
bizonyultak hatékony inhibitornak (a leghatékonyabb inhibitor Ki= 8 nM), (1. tablazat,
453).

A harmadik széria (32-35) tagjai monobazikusak, a masodik széria két
leghatékonyabb tagjanak, a 22 és 29 inhibitornak atalakitasdval késziiltek, az urea helyére
vagy 2,4-dimetoxifenil vagy 2,4-diklorofenil keriilt. A masodik szériahoz képest nott a
matriptdz iranti affinitdsuk, 34 és 35 esetén 500-szoros affinitds volt a matripazhoz a
trombinhoz képest (34: K;=0,0027 nM, K; trombin= 1,23nM). Levonhato az a
kovetkeztetés, hogy a C- termindlisnal talalhaté aminoetil csoport elég hosszl, hogy ne
tudjon bekdtdédni a trombin kdtddési hurokhoz, €s igy az inhibitor nem is tal hidrofob (1.
tablazat, 460,463). [21]

A kisérletiink soran hasznalt matriptaz inhibitorok szamkodjat Hammami
értckezése alapjan hasznaljuk [2]. Az 6t valasztott matriptaz gatld a kovetkezd (1.
tablazat):
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1. tablazat Szeletiv matriptéz inhibitorok. Az inhibitorok f6bb tulajdonsagai (szerkezeti képletek, Ki értékek és a

bazikus csoportok szama) a tablazatban lathatoak.

Vegyiilet Képlet K Ki Bazikus Megjegyzés
sorszama matriptaz  trombin  csoporto
(nM) (nM) k szama
432 o O ok 0,002 0,02 2 azelsd széria

O e NQ\ANHZ leghatékonyabb
9/ dikloroszarmazékot
: tartalmazo tagja (11),
mind matriptdz, mind

tromb in esetén

453 0,008 35,9 2
a masodik, ureat
0 tartalmazo csoport
H~N/\)LHN/©\ ‘n \iu
’ jg})“/ LA, legszelektivebb, és
s masodik leghatékonyabb
(29) tagja
460 0,0018 0,051 1 harmad ik széria tagja
O . o (32)
O o“s‘io O jl P
? ? NN
463 0,0027 1,23 1 a harmadik széria egyik
i 1 legszelektivebb tagja
IS oael!
7% o (34)
469 0,044 0,73

NH

\/Q)‘\NW
DhomoPhe. HN

-

Sag
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2.6 Bélbarrier integritas, a bél védé szerepe

A bélham jelentds barriert képez a kiilvilag és az €16 szervezet kdzott, véd az
enteralis korokozok és mikrobidlis termékek, taplalékallergének €s egyéb emésztés soran
felszabadulo fizikokémiai stressz ellen is. Az egy rétegben elhelyezkedd bélhamsejtek
feladata a viz, a kiilonb6z6 ionok ¢€s a taplalékbol felszabaduldé makromolekuldk szelektiv
felszivasa. A szelektivitdsért a paracellularis szabdlyozd feladatok a felelések. A
paracellularis folyamatok pedig az apikalis kapcsold struktarak (AJC) altal vannak
szabalyozva, amelynek részei az legapikalisabb tight junction, a lateralis adherens
junction-k és a dezmoszomak. Mindezekbdl latszik, hogy a bélhambarrier integritisa
nagyon fontos, €s nagyon erdsen szabalyozott folyamat. A matriptdz jelentds szerepet tolt
be a barrier kialakitasaban és fenntartdsdban.

A bél barrier funkciojat transzepithelialis rezisztenciaméréssel (TER) vizsgaltak
St14 hipomorf egereken - amelyekben szazszorosan csokkent a matriptaiz mRNS szintje-,
és 35%-0s csokkenést tapasztaltak az ex vivo intesztinalis szoveteken a kontroll TER
értékéhez képest. Meg kell jegyezni, hogy a bélboholy simaizom elemei és glikoz
felszivasa a kontrollhoz képest nem valtozott, és nem taldltak abnormalis eltérést a
formalin fixalt ileum és kolon villusok szerkezetében és szamaban. Ezen kiviil Caco-2
egyrétegli sejttenyészeten az epithelidlis differenciacié kezdetén a matriptaz az E-
cadherinnel kolokalizdlodott az apikalis kapcsold komplexben. Egyiitt detektaltdk a
zonula occludens-1 (ZO-1) és occludin fehérjékkel, amelyek az adherens junctiohoz
kapcsoljak a matriptazt. Mieldtt a sejtek nagyobb tomeget értek volna el a matriptdz
expresszidja alacsony volt (1. nap), a sejtek ndvekedésekor drasztikusan nétt a matriptaz
expresszio, és emelkedett maradt a 21. napig. A legmagasabb matriptaz fehérje szintet a
differencialt bélboholy csticson mértek. Erdekes, hogy a matriptiz mRNS szintje nem
valtozott e peridodus alatt, ami azt mutatja, hogy a matriptdz fehérjének megjelenése a
transzlacid utdn szabalyozodik. Sejtproliferacios vizsgalatoknal nem talaltak a sejtek
szama kozott kiillonbséget a matriptaz gatolt és kontroll Caco-2 sejteknél. A matriptaz
aktivitds nem szelektiv szerin- proteaz gatloval, AEBSF-el, illetve CVS-3983 szintetikus
inhibitorral gatolva a Caco-2 sejteken hasonld TER cs6kkenést tapasztaltak, és 5 napos
kezelés utan haromszorosara ndtt az fluoreszcein izotiocianat-dextran 4 kDa (FD4)
ateresztés a kontrollhoz képest, ami a megndvekedett paracellularis permeabilitast jelzi.
Az inhibitor kezelés megsziintetése utdn ugy tlint, a kezelés nincs hatassal a sejtek

¢letképességére. A matriptdz megvonas nincs irreverzibilis hatassal a barrier fejlodésére,
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de sziikség vanra a normalis bélhambarrier kialakitdsahoz. A csokkent matriptaz aktivitas
egyiitt jart a claudin-2 fehérje fokozott megjelenésével a tight junction teriiletén. A
matriptaz eltiinése kozel haromszoros, stabil claudin-2 szintnovekedést okoz. Ez a fehérje
jarul hozza a ,lyukas” tight junction és egy ateresztobb bélham kialakuldsdhoz. A tobbi
tight junction fehérje, mint occludin, claudin-1, -3, -4 és -8, ZO-1, és az adherens junction

E-cadherin esetén nem volt szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest [7].

2.7 Paracellularis permeabilitas jellemzoi

A paracellularis folyamatok szabalyozasaért az apikalis kapcsold strukturak
felelosek, ide tartozik az apikalis részhez kozel talalhatd kapcsolostruktura, ez a zonula
occludens, vagy mas néven tight junction, az adherens junction és a dezmoszomak. Az
AJC képes szamos fiziologias és pathologias hatasra is dinamikusan atalakulni. Az AJC
tartalmazza a transzmembran fehérjéket, mint occludin, claudinok, cadherinek,
amelyekhez intracellularisan zonula occludens fehérjék kapcsolodnak. A tight junctiont
elektronmikroszkdppal vizsgilva a szomszédos sejtek membranja kozott nem talalhatd
intercellularis rés. Fagyasztva tOréses metszetkészitésnél pedig kideriilt, hogy itt
egymassal anasztomizald6 vonalakbol 4ll6 rendszer taldlhatdo, amelyek integrans
membranfehérje komplexekbdl all Gssze. Ezek a fehérjék az occludin, claudin és a
junkcionalis adhézios molekuldk (JAM). A komplexek az extracellularis végikkel a
szomszédos membran hasonldo komplexeihez kapcsolodnak, €s résmentesen dsszehtzzak a
két szomszédos membrant. A tight juntion teljesen korbefut a sejtmembranon, igy két
részre osztja: a felsd apikalisra és a bazolateralis membranrészre. A két membranrészlet
fehérjek észlete eltéro.

A tight juntion kettds barrier szerepe a kovetkezd: az egyik a sejtek kozotti szabad
diffizi6 megakaddlyozisa, a masik pedig a membran apikalis és bazolaterdlis doménje
kozti lateralis diffiziét akadalyozza meg A kiilonb6zo hdmokban a tigh junction
atjarhatosaga nem egyforma mértékii, szorosabb az agykapillarisok endothelsejtjei kozott,
amig a vékonybélhamban kevésbé szoros. Ezt valoszinli a tobbféle, eltérd ateresztési
tulajdonsaggal bird claudin fehérje eltérd aranya okozza [ 22].

A claudin csalad tagjai transzmembran fehérjék, neve a latin claudere, ,,zarni”
szobol szarmazik. A csaldd tagjai specifikus ioncsatorndkat formaznak, és szabalyozzik

az atjarhatdsagot méret, elektromos ellenallés, €s ionto1tés alapjan. A legtobbjik feladata
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az ateresztobb epithelialis barrier ,,szorossa” tétele, mint a claudin-1, -4, -5, -7, -8, -11, -
15, -16, -18, -19 esetében. Viszont par kivétel, mint a claudin-2 vagy claudin-10 specialis
csatorndkat hoz létre, és ,lazitjdk™ a szorosabb epithelidlis barriert, igy csokkentik az
epithelialis rezisztenciat [23]. Buzza Caco-2 sejteken végzett Kisérletei soran azt
tapasztalta, hogy csokkent matriptaz aktivitds a claudin-2 fehérje novekedésével jart
egyiitt [7]. A Tanszéken elészor foglalkoztak IPEC-J2 bélhamsejteken claudin-2
detektalassal. Nem szelektiv, AEBSF szerin- protedz inhibitor hatidsdra a claudin-2
fehérjék az apikalis membranon kiviil a bazolateralis membranban is jelentds
mennyiségben megjelentek, AEBSF megvonas utdn viszont Ujra csak az apikalis
membranban voltak kimutathatok (2. abra) [24].

A tight junciton masik meghatdrozd fehérjéje az occludin, amelyet elészor az
1990-es évek elején talaltak meg epithel és endothel sejteken, kizarolag a tight juction
teriiletén a sejtmembran kapcsoloddsandl. Az occludin all négy transzmembran doménbdl,
egy hosszt C-terminalis, és egy rdvid aminoterminalis citoplazmatikus doménbdl, illetve
két extracellularis hurokbol [25], 26]. A transzmembran occludin a citoplazmatikus ZO-1
fehérjével direkt kapcsolodik [26]. Az occludinnak fontos szerepe van a tight junction
létrejottében és fenntartasaban, és a kisérletekbdl kideriilt, hogy az occludin gén
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a kiilonbozé szervek epithelidlis tight junction
komplexek  szabalyozasaban. Szabalyozd szerepben szikkséges az occludin

foszforilacioja/defoszforilacioja, de pontos funkcidja még nem teljesen tisztazott [27].

(A) Kontroll (B) AEBSF (C) AEBSF utani regeneracio

2. abra Claudin-2 (pirossal) immunfluoreszcens festése poliészter membran inzerten teny észtett IPEC-J2 sejteken (A)
kontrollminta esetén, (B) AEBSF kezelés soran, (C) az AEBSF eltavolitasa utani regeneracio alatt. A sejtmagokat (kék)
DAPI festékkel jeloltiik [24].
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 IPEC-J2 sejtek tenyésztése

Az IPEC-J2 sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) és Ham’s F-
12 Nutrient Mixture (F12) 1:1 aranyt tapfolyadékon tenyésztettikk, ehhez adtunk hozza
5% fotalis borji szérumot (FBS), 5ug/ml inzulint, 5pg/ml transzferrint, Sng/ml szelént,
5ng/ml epidermalis novekedési faktort és 1% penicillin-sztreptomicint [11].

A sejtek differencialodva poliészter membran inzerten egyrétegii sejtréteggé ndttek
(egy membran inzert atlagosan 1,5x10° sejtet tartalmaz), és egymassal kapcsolodva
kialakultak a tigh junction komplexek. A sejtekkel a TER, FD4 vizsgalatokat hatlyuku
sejttenyésztd edényekben, Transwell poliészter membran inzerten (poérusméret 0,4 um, a
felilet nagysaga 4,67 cm®) végeztik. A hatlyuku sejttenyészté edény apikalis részére 1,5
ml tapfolyadékot, a basolateralis részre pedig 2,6 ml DMEM folyadékot helyeztiink. A két
folyadékrész kozott az atjaras egyediil a 0,4 um atmérdjli porusokon at volt lehetséges. A
tovabbiakban a sejteket 37 °C-on, 5 % CO; szint mellett tenyésztettikk, 2 naponta cseréltiik
a tapfolyadékot, a sejtek differencialodasat pedig TER méréssel ellendriztikk a cserék

alkalmaval

3.2 Sejttoxicitas mérése Neural red festéssel

A Neutral Red felvétel (NRU) vizsgalat egy kvantitativ citotoxicitdst mérd
modszer, az €16 sejtek meghatirozasara szolgal sejtkulturdban. A modszer alapja, hogy az
¢lo sejtek felveszik és megkdtik a vitalis neutral red festéket a lizoszomaikban [28]. A
sejteket 96 lyuku plate-n vizsgaltuk, és szelektiv matriptdz inhibitorokkal 50 pM-0s
koncentracidoban kezeltik. Kontrollként fenolvords mentes, szérummentes DMEM
folyadékot adtunk a kezeletlen sejtekhez. A sejtek mosdsa utdn kovetkezett a tényleges
kimutatdsi modszer, 5 parhuzamos mérést végeztiink inhibitoronként. Elsé pésként 375
ul Neutral red Solution (3,3 g/l, Sigma-Aldrich) festéket 20 ml fenolvorés mentes,
szérummentes DMEM mediumban oldunk, igy 45 mg/l koncentracioju oldatot allitunk
elé, majd minden lyukba 100 ul mennyiséget pipettazunk, és két Ora inkubacios idot
vartunk. Ezt kovette harom mosas 3X100 pl fenolvorés mentes, sz¢rummentes DMEM

oldattal, hogy a fel nem vett festéket eltavolitsuk. A kdvetkezd pés a festék elohivas:
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célunk, hogy az €16 sejtek lizoszomaibdl kiszabaduljon a festék, és piros szinreakciot
lassunk. A festék el6hivasahoz 15 ml, 7,5 ml etanol, 7,4 ml ioncserélt vizet és 150 pl
jégecetet tartalmazo oldatot hasznalunk, 10 perc inkubacios idovel. A spektofotometrias
abszorbancia méréshez EZ Read Biochrom 400 microplate olvas6t haszndltunk, a
detektaldas 540 nm-es hullamhosszon tortént. A kezelt sejtek és a kontroll sejtek
abszorbancia értékeit ezutan Osszehasonlitottuk, és ebbdl kovetkeztettiink az IPEC-J2

sejtek ¢letképesség valtozasaira a kezelést ko vetden.

3.3 Paracellularis permeabilitasvizsgalatok
3.3.1 Ellenallais mérés voltohméterrel

A paracellularis folyamatok vizsgdlatara haszniljdk a transzepithelidlis
rezisztenciamérést (TER), illetve az FITC- dextran 4 kDa (FD4) atjutas kisérletet is. A
TER mérést két folyadéktér kozott végezhetjik, ahol eltérd az ionok mennyisége a két
folyadéktér ko zott; példaul egy egyrétegli, membran inzerten levé sejtrétegen (3. abra). A
TER fenntartdsaért a két rész kozti ionegyensuly a felelés. A gyakorlatban a sejtek
polarizaltsdganak mértéke mérhetd vele: minél polarizaltabb egy sejtréteg, annal
magasabb a TER értéke. Ha sériil a sejtréteg integritdsa, ugy csokkeni fog a sejtréteg

ellendllasa, és igy a TER értéke is.

3. abra A TER mérése membran inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejtek apikalis és bazolateralis kompartmentjei kozott .
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Kisérletlink sordn eldszor TER mérést végeztiink 6 lyukd, poliészter membran
inzerten tenyésztett egyrétegii sejttenyészeten 25 puM koncentracioji AEBSF kezelés
esetén az inhibitor hozzdaddsa utan 24, 48, 72 o6ra mulva, illetve egy nap regeneraciot
kovetéen. A szelektiv inhibitorokat f¢l, egy négy ¢és huszonnégy o6ra mulva vizsgaltuk a
kezelést kovetden. A szelektiv inhibitorokat 50 puM koncentracioban hasznaltuk. A
transzepithelidlis rezisztenciaméréseket EVOM Epithelial Tissue Volt/ Ohmmeter

segitségével végeztik.
3.3.2 FD4 mennyiségi analizise

FD4 egy olyan nemionos jelzd molekula- fluoreszcein izotiocianat, amely
kizarolag paracellularis transzporttal jut at a monorétegen [7]. Kisérletiinkben FD4
atjutassal is vizsgaltunk a paracellularis permeabilitast a szelektiv matriptaz inhibitorok 50
uM-os koncentracioval vald kezelése utan 4, 24 és 48 oraval (4. abra). A modszer

alkalmas 0.1% FD4 4atjutas pontos kvantitativ meghatarozasara.

FD4 kalibraciéos gorbe y = 2E+07x + 32,234
500000 R2=0,9999

400000
300000
200000
100000

fa
A\ T T T

05 5E-17 0,005 0,01 0,015 0,02

QO -
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Flgoreszcens intenzitdas

koncentracié (mg/ml)

4. abra FD4 kalibracios egyenes és egyenlet.

A sejteket tartalmazo apikalis részhez 1mg/ml koncentracioban FD4 tartalma,
fenolvorés mentes DMEM oldatot adtunk, majd négy, huszonnégy €s negyvennyolc 6ra
utan mértiikk a bazolaterdlis tér FD4 koncentraciojat. A 4 kDa-os fluoreszcein izotiocianat
(FD4) kvantitativ méréséhez Victor X2 2030 fluorometert hasznaltunk 485nm excitacios

¢s 535nm emisszios hullamhosszon (5. abra).
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5. abra A fluoriméter mérési adatainak megjelenitése FD4 mérések soran. A kvantitaiv méréseknél a megbizhato

méréstartomany 1000-500000 kdzotti fluoreszcencia intenzitas egységben definialt.

3.4 Occludin és matriptaz immunfluoreszcens festése

Elsé Iépésként az membran inzertet metanollal fixaltuk 5 percig. Ezt kovette az
5%, foszfattal pufferolt sdoldatban (PBS) oldott szarvasmarha szérum albumin (BSA)
protein blokk alkalmazasa 20 percig. A kovetkezd 1épés az els6dleges antitest, a
poliklonalis anti- matriptaz, illetve a tovabbi kisérletekben pedig anti-occludin kotédése
volt (12200 higitasban, anti- rabbit, Sigma), ehhez egy 6ras inkubacios idore volt sziikség.
A masodlagos antitestnek az Alexa546-ot (1:2200 higités, piros szinll) haszndltuk, szintén
egy oOra inkubaldssal. A sejtmembrinban talalhatd szidlsav maradékot buzacsira
agglutininnel (WGA, 1:200 higitas, WGA Alexa Fluor 488, Invitrogen. Molecular Probes)
festettik meg. A sejtmag festését (kék) 4,6-diamidino-2- fenilindol (DAPI, 1:500 higitas,
Invitrogen. Molecular Probes) festéssel végeztik, 10 percig inkubacios idével Az
inkubaciok kozott PBS-sel 3-szor két perces mosasokat végeztiink. Végezetiil a

rogzitéshez fluoreszcens ragasztdbanyagot (DAKO) hasznaltunk.
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3.5 ROS mérés Amplex Red reagenssel

A kisérlet soran vizsgaltuk, hogy a szelektiv matriptdz inhibitorok IPEC-J2
sejttenyészeten indukalnak- e H,O; felszabadulast. Ez a kisérlet kellett annak kizarasara,
hogy a szelektiv inhibitorok hatdsukat reaktiv oxigéngyokok felszabaduldsaval érik el- a
H,0; szint emelkedése ugyanis csokkenti a barrier integritast [11]. A méréshez Amplex
Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit-et hasznaltunk, amely tartalmaz 5 fiola
Amplex red (10- acetil-3,7-dihidroxifenoxazin) reagenst (fiolanként 154 uM reagenst),
700 wl DMSO-t (dimetilszulfoxid), 5X reakcio puffert (5X RB), 10 egység
tormaperoxidazt (HRP), 200 pul 3%-os hidrogén-peroxidot. A szobahdmérsékletre vald
felmelegités utan elkészitettik a 10 mM Amplex Red reagenst tartalmazd torzsoldatot,

amelyet a kisérlethez hasznéltunk:

-10 mM Amplex Red: 60 pl DMSO-ban 1 fiola Amplex Red feloldasa
-1X RB: 4 ml 5X RB-hez 16 ml desztillalt viz

-10 U/ml tormaperoxidaz: 1 ml 1 X RB-ben 1 fiola HRP

-20 mM H;03: 3% H,0; adasa 1X RB-hez.

A kalibracios gorbe elkészitéséhez a hidrogén-peroxidot mértiink a kovetkezo
koncentraciokban (uM): 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0)5; 1, 2,5; 5. 0-5. Mikromdlos
koncentracidtartomanyban linedris Osszefliggés adodott a festék intenzitdsa és a
koncentracid kozott Amplex red mérdmddszerrel. A kalibraciés gorbe egyenlete a
kévetkez8: y= 44773x+3321, R?=0,9934

Fél 6ra inkubéaci6 utdn az 560 nm extinkcids és 590 nm emisszids hullaimhosszon

fluoreszcencia intenzitast mértiink (Victor X2 2030 multilabel reader).

A ROS mérést 96 lyuku plate-n végeztiik, a plate-n talalhatd sejtekhez 10, 25 és 50
uM koncentracidban 50 uM matriptaz inhibitorokat mértiink fenolvorés mentes DMEM-ben

feloldva (a sejtek alatt 50 pl fenolvords mentes DMEM volt). A kémiai interakcid kizarasa

céljabol vizsgaltuk, hogy a sejt nélkiili, 50 pM koncentracioju inhibitort tartalmaz6 oldatok

esetén a festék reagal-e az inhibitorral. Kontrollként 50 ul fenolvorés mentes, inhibitor

nélkiili DMEM-hez 50 ul Amplex red/HRP oldatot adtunk hozza.
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3.6 Statisztika

Az eredmények statisztikai elemzéséhez az R2.11.1 szoftvert hasznaltuk.
Szignifikansnak akkor tekintettikk a kapott eredmények kozti kiilonbséget, ha a p értéke
0,05-nél kisebb volt- az abrakon ezt csillaggal jeloltik. A normal eloszldsti mintdk esetén
a vizsgalt csoportok kozotti kiilonbségek megallapitdsara egytényezds varianciaanalizist
(one-way ANOVA) ¢és post-hoc Tuckey tesztet végeztiink el A kisérletek soran mért
adatok 4brazolasa atlag + szordsként tortént, a méréseket legaldbb haromszor

megismételtiik.
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4. EREDMENYEK

4.1 Matriptaz kimutatasa IPEC-J2 sejtekben

A matriptaz IPEC-J2 sejtekben vald elhelyezkedésének, megoszlasanak
megismerése céljabol immunfluoreszcens festést végeztiink. A sejtmagot kékre (DAPI) a
sejtmembranban talalhatd szialsavat pedig zoldre (WGA) festettiik, a matriptaz enzim
sejten belili lokalizacidos vizsgalatahoz. A Alexa546-tal jelolt piros szinben lathatd

matriptaz elhelyezkedése nemcsak citoplazmatikus, hanem foként a zold szidlsav

maradékkal lathato kolokalizalédva, a sejtmembranban talalhat6 (6. abra).

6. abra A matriptaz sejten beliili megoszlasa. WGA jeloli a sejtmembrant (z61d), DAPI a sejtmagokat (kék szin). A

matriptéz piros szinnel lathato (Alexa 546), foként a sejtmembran teriiletére lokalizalddva a szidlsavmaradékokkal.
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4.2 Citotoxicitasi vizsgalat Neutral red (NRU) méods zerrel

Vizsgaltuk a szelektiv, matriptdz inhibitorok (432, 453, 460, 463, 469) toxicitasat,
ehhez Neutral red modszert hasznaltunk. Az inhibitorokat 50 uM koncentracidoban adtuk a
sejtekhez 48 oraig, és a kisérlet végén megallapitottuk, hogy a vegyiletek nem
befolyasoltak az IPEC-J2 sejtek életképességét (7. abra).
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7. abra Szelektiv matriptaz inhibitoroknak kitett IPEC-J2 sejteken 24 és 48 oras NRU vizsgalat. A meghatarozasokat 5
parhuzamos méréssel végeztiik 96-os platen. Nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget (p> 0,05) a kontroll és az

inhibitorral kezelt sejtek kozott.
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4.3 AEBSF TER csokkent6é hatasa az IPEC-J2 monolayerre

Az AEBSF kezelés soran vizsgaltuk, hogy a szerin- protedz gatlds milyen hatassal
vanaz IPEC-J2 sejtek differencialodasara. Célunk ezzel a bélbarrier integritdsban szerepet
jatszo szerin- proteazok mikodésének megfigyelése volt. Az AEBSF kezelést 25 uM
koncentracioban, 3 napon at alkalmaztuk. A membran inzertre rakott sejtek TER értéke
200 Ohm alatti értékr6l indult a kezelést megeldzéen. A kontroll sejtek esetén folyamatos
TER novekedést tapasztaltunk: az elsé napon 247,67£107 Ohm-ot, a masodik napon
883,22+122 Ohm-ot a harmadik naponl 102,67+85 O hm-ot mértiink.

A sejtek differencidlodasa sordn az AEBSF-fel kezelt sejtek esetén szintén TER
novekedést tapasztaltunk de, jelentdsen kisebb mértékben a kontroll, inhibitor nélkiili
DMEM-et tartalmazo sejtekhez képest a masodik és harmadik kezelési nap esetén. A
kezelt sejtek kontrollhoz viszonyitott TER ndovekedés els6 nap 78,14 %, masodik nap
40,77 %, harmadik nap 45,1 % volt (8. abra).
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8. abra AEB SF hatasara a TER jelent6s mértékben csokkent (p <0,05) a kezelt sejteken a kontrollhoz képest. A kezelés

TER (Ohm)

kezdetekor a sejtek nem teljes mértékben differencialodtak (<200 Ohm). A kezelés 3 napig (d) tartott, r= regeneracio, 24

ora.
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4.4 Matriptaz inhibitorok hatasa a sejtréteg ellenallasara

Kisérleteink soran vizsgaltuk a 3- amidinofenilalanin szarmazéku szelektiv
matriptaz inhibitorok TER csokkentd hatasat IPEC-J2 sejteken. Az inhibitorokat 50 uM
koncentracioban adtuk az IPEC-J2 sejteket tartalmazo membran inzertekhez, és vizsgaltuk
az IPEC-J2 sejtréteg TER értékét 0.5, 1, 4 és 24 ora utdn. A kisérlet soran a 432 ¢és 460
inhibitor csokkentette a legnagyobb mértékben a TER értékét a kontroll, kezeletlen
sejtekhez képest. A kontroll sejtek esetén a TER 861,83+ 53,00 Ohm, a &1 6ras mérésnél
1016,83+ 47,05 Ohm, az egy o6ras mérésnél 983,17+ 30,26 Ohm, a négy 6rds mérésnél
1193,50+ 28,95 Ohm, végiil a 24 o6ras mérésnél 1559,67+96,85 Ohm-nak adodott. A
kontrollhoz képest a 432 vegyiilet hatasara a TER értékek fé1 6ra mualva 25,28%-kal, egy
6ra mulva 34,43%-kal, négy 6ra mulva 18,75%-kal, 24 6ra mulva 20,80%-kal csokkentek,
mig a 460 inhibitor esetén a csokkenés €1 6ra mulva 15,05%-os, egy 6ra mulva 16,53%-
o0s, négy 6ra mulva 16,53%-o0s, 24 6ra muilva 33,33%-0s volt a kontrollhoz viszonyitva (9.

abra).
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9. abra 3- amidinofenilalanin alapvaza matriptaz gatlok TER csokkentd hatasa. A kezelés 0,5; 1; 4; 24 oraigtartott. Az
eredmények a kezdeti TER értékhez viszonyitva keriiltek abrazolasra. A legnagy obb mértékben a 432 és 460 inhibitor

csokkentette a sejtréteg transzepithelialis ellenallasat (*p <0,05).
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4.5 FD4 transzport vizsgalat matriptaz inhibitorokkal kezelt IPEC-J2 sejtrétegen

A matriptdz inhibitorok hatdsara bekovetkezett paracellularis permedbilitas
valtozasdnak mértékét vizsgaltuk FD4 atjutisdnak mennyiségi mérésével. A szelektiv
inhibitorokat 50 uM-os koncentracioban hasznaltuk, a méréseket 4, 24, 48 6ra inkubacio
utan végeztik. A fluoreszcens anyaggal jelolt marker apiko-bazolaterdlis transzportja
jelentdsen megemelkedett a 432 és a 460 inhibitor esetén. A négy 6ras mérésnéla kontroll
sejteknél 14767+4063 fluoreszcens intenzitast mértiink, amelyhez viszonyitva a 432
esetén 193,64 %-0s, 460 inhibitornal pedig 159,6%-0s intenzitas-ndvekedést mértiink. Az
intenzitds 24 6ra utan a kontroll sejteknél 27322+3397 wvolt, amelyhez képest, a 432
inhibitor esetén 206,92%-0s, 460 esetén pedig 194,27%-0s ndovekedést mértiink. 48 ora
utan a kontroll 4777343982 értékéhez képest a novekedés mértéke 203,51%-osnak, 460
inhibitor esetén pedig 188,89%-0snak adodott.(10. abra).
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10. abra Szelektiv matriptaz inhibitorok paracellularis permeabilitasra gyakorolt hatasa. (*p<0,05, harom p arhuzamos

mérést végeztiink). Az értékek abrazolasa atlag+ szorasként tortént.
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4.6 Matriptaz inhibitorok oxidativ stresszkelté hatisanak mérése Amplex Red

mods zerrel

Vizsgalatokat végeztiink, hogy a Szelektiv matriptdz inhibitorok az IPEC-J2
sejteken okoznak-e H,O; felszabadulast 10, 25 és 50 uM koncentracidban. Kontrollként a
sejtekhez inhibitor nélkiili DMEM oldatot adtuk. A mérésekhez tormaperoxidazt (HRP) és
Amplex red reagenst hasznaltunk. A kémiai interakcié kizarasa céljabol vizsgaltuk, hogy
sejt nélkiili, S0 uM inhibitort tartalmazd oldatok esetén a festék reagal-e az inhibitorral. A
kisérlet soran fél oOra inkubacidos id6t kovetden mértik az Amplex Red festék
fluoreszcencids intenzitasat.

Az mhibitorok 10, 25 és 50 uM hozzdadasa esetén sem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget az intenzitasban az egyes inhibitorok kezelése esetén a kontrollhoz képest
(11. abra). Kivétel ezalol a 460 és a 463 matriptaz inhibitor, amelyek esetében azonban a
kémiai interakci®6 van. 460 inhibitor esetén 50 puM koncentracid esetén 7,90%-0S
intenzitdscsokkenést, mig 463 inhibitor esetén 25 uM esetén 24,71%, és 50 puM esetén
pedig 34,54% intenzitascsokkenést tapasztaltunk az IPEC-J2 sejteken végzett mérések

esetén.
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11. abra Hidrogén peroxid mérés Amplex Red modszerrel. Nem tapasztaltunk jelentds ROS koncentracioemelkedést
egyik inhibitor esetén sem, ROS csokkenést csak a 460 és a 463 esetében detektaltunk (*p<0.05, négy parhuzamos

mérést végeztiink). Az értékek abrazolasa atlag+ szorasként tortént.
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A sejtek nélkiili vizsgdlatbol kidertilt, hogy f1 6ra inkubacids id6 utan a 460 és a
463 inhibitor reagdlt az Amplex Red festékkel. Az interakcios vizsgalat eredményei
megerdsitik, hogy a 460 és 463 vegyitiletek nem az IPEC-J2 sejtek alap ROS termelését
csokkentik, hanem kémiai reakcioba épnek az Amplex red festékkel. 460 inhibitor esetén
35,23%-0s, 463 inhibitorndl pedig 43,54%-0s intenzitascsokkenést tapasztaltunk

méréseink soran (12. abra).
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12. abra Kémiai interakcio kizarasara végeztiik el sejtek nélkiil is a ROS mérést. A 460 és 463 inhibitor is reagalt az

Amplex Red festékkel. (*p<0,05, haromt parhuzamos mérés).

4.7 432 inhibitor hatisa az occludin lokaliziciojara

A differencialodo sejtek esetén immunfluoreszcens festéssel vizsgaltuk az occludin
megoszlasat a kontroll és 432-vel kezelt IPEC-J2 sejteken. Megallapitottuk, hogy a
differencidloédas elérehaladasaval az occludin a sejtmembranba kozlekedett a kontroll
mintaban, azonban a 432-vel kezelt sejtek esetében a citoplazmatikus elhelyezkedés
jelentés maradt. A 432 inhibitor megvonasa utan viszont a sejt elkezdett regeneralodni, és
az occludin kezdett megjelenni a sejtmembranban is (13. abra, fehér nyilak).

A 72 6raig tartd 432 inhibitorral torténd kezelést hatasara lathatd, hogy az IPEC-J2
sejtekben az occludin megoszlasa eltér a kezeletlen kontroll sejtekhez képest, és az

occludin citoplazmatikus elhelyezkedése tovabbra is megmarad (14. abra).
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kontroll IPEC-J2 432 inhibitorral
kezelt IPEC-J2

13. abra A sejteket mikroszkoppal vizsgaltuk a 432 kezelés utan 1 és 48 draval, majd az inhibitor megvonasa utan, a

1h

48hs

48hs+R

harmadik napon. Immunfluoreszcens festékkel ellatott masodlagos antitesttel jeloltiik az occludin (piros) és DAPI

festékkel (kék) a sejtmagot. R= egy nap regeneracios id6

432 inhibitorral
kezelt IPEC-J2

kontroll IPEC-J2

14. abra Occludin megoszlas-valtozasa 72 oras 432 kezelés hatasara. Bal oldali a kontroll. A jobb oldali, kezelt

sejteknél az occludin sejtmembranban valé festédése nem jelentOs
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5. MEGBESZELES

Napjainkban intenziv kutatasok folynak a matriptaz élettani szerepének [3,4],
illetve farmakologiai célpontként valo felhasznalasanak vizsgalataval kapcsolatban.
Vizsgalatok torténtek a tumor metasztazis képzodésben betdltott szerepének megértése
céljabol, ugyanis a matriptdz megndvekedett szintje az extracellularis matrixot bontd
kaszkadrendszerek elinditdsa, a HGF/SF és uPa aktivalasan at a metasztazis képzodésének
esélyét noveli [14]. Ezen kiviil markerként is hasznalhato szamos daganat esetén,
megndvekedett koncentracidja gyakran rossz korjoslathoz tarsul [3,14,17]. Osteoarthritis
¢€s porcbontés esetén modulalja a kettes tipusu kollagén turnover idejét, illetve elindit egy
kollagénbontast végz0 kaszkadrendszert a PAR-2 receptoron at [5], tehat gatlasa hatékony
gyogymod lehet sokiziileti gyulladas esetén. Human infuenzavirusos megbetegedésénél
pedig vizsgdljdk a matriptdz egy kozeli rokona, a TMPRSS2 szerepét, ugyanis a virus
hemagglutininjének enzimatikus hasitadsdval segiti a virus- sejt fzio kialakulasat- gatlasa
a jovoben hasznos influenza elleni gyogyszer lehet [6]. Az altalunk valasztott irany a
bélbarrier integritaisban betoltott szerepe volt, ugyanis sok gyulladasos bélbetegségnél
nem tudunk oki terdpiat alkalmazni mert nem ismerjik a megndvekedett ateresztés
patomechanizmusat.

A matriptaz élettani esetben a bélbarrier integritasaért felelds tight junciton-ok
kialakitasaban és fenntartdsdban vesz részt szabdlyozo protedzként. Kiemelendd, hogy
eddig csak human bélhamsejtvonalakon, pl, Caco-2 sejtvonalon, illetve matriptaz knock-
out vagy hipomorf egerek ex vivo bélszakaszain vizsgaltak [7]. Kutatasi munkankat nem-
transzformalt IPEC-J2 sertés jejunum sejtvonalon végeztik, ezen a sejtvonalon eddig még
senki nem végzett matriptdzra vonatkozo kutatdsokat. A sejtvonal elénye a Caco-2
sejtvonallal szemben, hogy az IPEC-J2 sejtvonal glikolizaci6s mintazata, a sejtndvekedés
mértéke és kolonizacios képessége is jobban hasonlit az in vivo koriilményekhez [10].

Kutatasunk célja a szerin- proteazok epithelium integritisaban fenntartasaban
betdtott szerepének in vitro vizsgalata volt. Kisérleteinkben indirekt médon vizsgaltuk a
matriptaz szerepét: el6szor nem szelektiv, AEBSF szerin- proteaz inhibitort hasznaltunk,
amelynek hatdsdra az IPEC-J2 sejtréteg transzepithelidlis rezisztencidja csokkent, a
kezelés harmadik napjara a kezelt sejtek kontrollhoz viszonyitott TER ndvekedése

minddssze 45,1 % volt.
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A kutatdsi munka masodik fazisat Steinmetzer és munkatdrsai 4ltal Ujonnan
szintetizalt, kereskedelmi forgalomban még nem kaphaté 3- amidinofenilalanin alapvaza
szelektiv matriptdz inhibitorok bélbarrier integritdsra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdval
folytattuk. [2, 20]. Kisérleteinkben ellendriztiik, hogy az 1j inhibitorok citotoxikus
hatastak-e azért, hogy kizarhaté legyen, hogy a pusztuld sejtréteg miatt csokkent a
sejtréteg ellenallasa. Erre a célra NRU vizsgalatot végeztiink, €s azt tapasztaltuk, hogy az
altalunk haszndlt inhibitorok 2 napon keresztiil alkalmazva 50 uM koncentracioban nem
sejtkarositd hatastak.

A Tanszéken végzett, korabbi kisérletek [11,29] alapjan végeztiink HoO, mérést,
ugyanis a reaktiv oxigéngyokok nem specifikusan képesek ugyanezt a bélbarrier
csOkkentd hatast elérni. Ellendrizni kellett, hogy a matriptdz aktivitasanak valtozasa nem
az IPEC-J2 sejtek H,Oo-termelésének megvaltoztatasan keresztiil fejti ki a sejtkapcsold
strukturdkat szabalyoz6 miikodését, igy elvégeztiink egy Amplex red festést. Kideriilt,
hogy a szelektiv inhibitorok nem indukdlnak ROS ndvekedést, hatasukat tehidt nem az
oxidativ stressz indukdlasan keresztiil, hanem kdzvetleniil a matriptdz gatlason at fejtik ki.

Ezutan vizsgaltuk, hogyan hatnak a szelektiv matriptaz inhibitorok a tight junction-
ok kialakulasara. Buzza [7] Caco-2 sejteken végzett kutatdsaval 6sszhangban mi is a TER
csokkenését és az FD4 atjutds ndvekedését tapasztaltuk matriptaz gatlas soran, ezt
kovetéen a TER csokkentd anyagok koziil kivalasztottuk a 432 vegyiiletet. A tight
junction teriiletén bekdvetkezett valtozasokat lathatova szerettik volna tenni. Korabbi
kutatasokban kideriilt, hogy ilyenkor megné a claudin-2 atereszté csatornakat létrehozo
fehérje mennyisége [7,24], és ez adta az Otletet arra, hogy feltérképezziik, hogy mi
torténik az occludinnal, ami szintén egy tight junction kialakuldsédért felelos
transzmembran fehérje matriptaz gatlas hatasara [27]. Kideriilt, hogy az occludinnak is
megvaltozik a lokalizacidja, sejtmembran helyett a citoplazmdban maradt, tehat a tight
junction komplex szerkezete megvaltozik. A szelektiv inhibitor hatasa reverzibilisnek
bizonyult, az inhibitor megvonasa utan elkezdtek Gjraszervezddnia tight junction-ok.

Kisérleteink eredményeit 0Osszegezve elmondhatd, hogy hatékony, nem
sejtkarosito, ROS termelést nem kivaltd, matriptdzra szelektiv szerin- protedz
inhibitorokat hasznaltunk IPEC-J2 sejtvonalon. A kontrollhoz képest szignifikans eltérést
tapasztaltunk mind a TER csokkenés, mind az FD4 Aateresztés vizsgalatoknidl Az
immunfluoreszcens festés eredményét is hozzatéve megallapitottuk, hogy a matriptiz

gatlasa modulalja a tight junction-ok kialakulasat, szervezodését (15. abra).
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15. abra Matriptaz inhibitorok lehetséges hatasmechanizmusa. A matriptéz gatlok gyengitették a bélbarrier integritast,

ez a hatas a TJ komplex szervezddésében kialakult valtozasok miatt kovetkezett be (claudin-2 és occludin

megoszlasvaltozas). A matriptéz inhibitorok nem indukaltak oxidativ stresszt. Az IPEC-J2 sejtréteg ellenall dsanak

csokkenése nem a vegyiiletek citotoxikus hatasanak eredménye, a sejtek életképessége a matriptaz inhibitorokkal tortént

kezelés soran nem valtozott.
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6. OSSZEFOGLALAS

A matriptaz egy olyan kettes tipusu transzmembran szerin- protedz, amely kizardlag
epithel sejteken, és epithelidlis eredetli daganatokban jelenik meg Szamos szelektiv
matriptazgatlot talaltak jelenleg is hatékonynak osteoarthritisben, influenzavirus
fertézésekben és daganatos megbetegedésekben a metasztazis-képzodés gatlasaban. Jelenlegi
kutatasunk célja Gjonnan szintetizalt 3-amidinofenilalanin alapvazi szelektiv matriptazgatlok
bélhamréteg integritdsara gyakorolt hatdsdnak meghatdrozdsa, valamint a matriptaz
szerepének feltérképezése a paracellularis permeabilitds modulalasaban.

Kutatasunk soran célul tiiztiik ki egy in vivo koriilményekhez kozelitd, a vékonybél
apikalis és bazolaterdlis kompartmentje kozotti szabalyozott anyagforgalom vizsgalatara
alkalmas sejtmodell kifejlesztését, amelyhez egy membran inzerten tenyésztett nem daganatos
eredetll, sertés vékonybélhadmsejt vonalat, az IPEC-J2 sejteket hasznaltunk fel. A kezeléseket
egy nem szelektiv, szerin- protedz inhibitor, a 4-(2-aminoetil)-benzoszulfonilfluorid
(AEBSF), és tobb 3- amidinofenilalanin alapvazu szelektiv matriptaz/ TMPRSS2 inhibitor
alkalmazisaval végeztiikk. A matriptdz inhibitorokkal kezelt sejtréteg kompartmentjei kozott
szignifikdns transzepithelidlis elektromos rezisztencia (TER) csokkenést mértiink, a
csokkenés meértéke és reverzibilitdsa fliggdtt az inhibitorok koncentracigjatol és a sejtek
differencidltsagatdl is. A csokkent barrierfunkciot tdmasztotta ald a megndvekedett
paracellularis permeabilitas is, amelyet parhuzamosan, fluoreszcein-izotiocianattal jelolt
dextran molekula (FD4) atjutds fluorimetridas mennyiségi vizsgalatdval bizonyitottunk.
Kisérleti eredményeink szerint az occludin lokalizaci6ja megvaltozik a diklorobifenil-
benzimidamid alapvazi matriptdz inhibitor kezelés hatasara, amely a gatolt szerin- proteaz
aktivitds hatasara bekovetkezo tight junction fehérjekomplex szerkezeti atalakulasat mutatja.

Kisérleti eredményeink alapjan a szelektiv matriptaz inhibitorok az IPEC-J2 sejtréteg
ellenallasat csokkentették, és a paracellularis marker, az FD4 apiko-bazolateralis transzportjat
noveltek, valamint elfsegitették az egyik tight junction fehérje, az occludin vandorlasat a
sejtmembranbol a citoplazmaba. A barrier integritds mérések alapjan a matriptdz szabalyozo
hatassal rendelkezik a paracelluldris permeabilitist meghatarozo tight junction komplex
kialakitdsaban és fenntartasaban. A matriptdz szerepének megértése jelentdsen hozzijarulhat
egyes bélgyulladdasok, mint a Crohn- betegség, colitis ulcerosa kezelési alternativdinak
kidolgozasdhoz, vagy mas, nagy gazdasdgi karokat okozd, haszondllatokban kialakuld

fertdz¢éses eredetii allatbetegségek gydgyszeres terapiajanak megtervezéséhez is.
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7. SUMMARY

The effect of selective matriptase inhibitors on paracellular permeability

Matriptase is a type Il transmembrane serine protease, and it is expressed in non-
transformed and cancerous epithel cells. Some of the selective matriptase inhibitors have
been found to be efficient drug candidates in the treatment of osteoarthritis, human
influenza, and tumor metastases. In this study we used 3- aminidophenylalanine- structure
based inhibitors to investigate putative changes in the integrity of IPEC-J2 monolayer and
to examine role of matriptase in modulation of paracellular permeability.

Our aim was to establish a cell modell suitable for tracing transport processes
between the apical and basolateral compartments mimicking physiological processes in
small intestine. We used non- tumorgenic, porcine jejunal cell monolayer, IPEC-J2 cells
cultured on membrane insert. IPEC-J2 cells were treated with non- selective, serine
proetase inhibitor 4-(2-aminoethyl)-benzosulphonylfluorid (AEBSF), and selective 3-
amidinophenylalanine-structure based matriptase/TMPRSS2 inhibitors. Significant
decrease was found in transepithelial electrical resistance (TER) between apical and
basolateral compartments of treated IPEC-J2 cell monolayer. The rate and reversibility of
decrease in TER was dependent on the inhibitor concentration and the cell differentiaiton.
Based on findings from apico-basolateral transport of fluorescein isothiocyanate- labelled
dextran 4 kDa (FD4) significant increase in paracellular permeability of cell monolayer
exposed to matriptase inhibition was confirmed as a result of barrier dysfunction. Neutral
red uptake assay proved that cell viability did not alter in cells treated with matriptase
inhibitors compared to that of control groups. Hydrogen- peroxide level analyzed with
Amplexred assay did not indicate oxidative stress during and after application of selective
matriptase inhibitors. Immunofluorescent staining revealed changes in the distribution
pattern of occludin in the dichlorobiphenyl- sulfonamidobenzimidamide - treated cells as a
consequence of the effect of matriptase inhibitor on structural alterations of tight junction
protein assembly.

In conclusion, it was found that the matriptase inhibitors decreased TER and
simultaneously increased the apico-basolateral transport of FD4, with relocalization of
occludin from cell membran to cytoplasm. Based on these results matriptase could play
significant role in regulation of the paracellular permeability by modulating tight junction

assembly. In the future, the in-depth understanding of matriptase effect may contribute to
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establishment of new therapeutical options in the treatment of Crohn-disease, colitis
ulcerosa or to invent defensive strategies in wveterinary practice to restore barrier

dysfunction in infectious diseases in livestock.
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