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1. Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1 A m4j felépitése és szerepe

A maj a gerincesek legnagyobb méretli hamszerve, tomegének tilnyomo részét
hamsejtek adjak. A szerv funkcidja szempontjabdl fontos a v. portae-val valo kapcsolata,
amely a bélbdl felszivodott anyagokat a majba szallitja, ahonnan azok szamos atalakulast
kovetéen a szisztémas keringésbe juthatnak. A maj részt vesz a felszivodott anyagok
feldolgozasaban, atalakitdsdban, uj vegyliletek szintetizalasaban, tarolasaban, a szervezet
szamara sziikséges anyagok keringésbe juttatdsdban. A majnak jelent0s szerep jut az
intermedier anyagcserében, lehet6vé teszi glikogén formajaban a felszivodott szénhidratok
raktarozasat, amit sziikség esetén a szervezet szdmara elérhetdve tesz; végzi az egyes lipidek
lebontasat, felépitését és egymasba atépitését; a koleszterin és a karbamid szintézisét, illetve
fontos az aminosavak anyagcseréje soran. Plazma- és egyéb fehérjék, tobbek kozott
kiilonb6z6 véralvadasi faktorok, albumin, fibrinogén és transzferrin szintézisét végzi, amiket
késobb a vérkeringésbe bocsat. A majban torténik a zsirok emulgealasaban szerepet jatszo
epesavak szintézise és szekrécidja. Nélkiilozhetetlen szerepe van kiilonbozo vitaminok és
fémek, igy a vas és a réz taroladsaban. Kiilonféle hormonok és mediator molekulak szintézisét
¢s modositasat végzi. Mind az exogén, mind az endogén toxikus anyagok szempontjabol

kiemelt szerepe van a méregtelenitésben (Rohlich, 2006).

A maj lebenyes felépitésii szerv, ezekben a lebenyekben helyezkednek el a
majparenchymat alkotd6 majsejtek. A majsejtek, mas néven hepatocytak hatszogletii
hamsejtek, amelyek egymaéshoz sejtkapcsold struktardk révén kapcsolodnak. A
majsejtekben a durva felszinli endoplazmatikus retikulum (dER) igen fejlett, ami utal a
fehérjeszekrécidban betdltott jelentds szerepiikre. Tartalék tapanyagok, tobbek kozott a
glikogén raktarozasi helyéiil is a majsejtek szolgalnak (Rohlich, 2006).

A majlebenyeken beliil talalhatok a sinusok, amelyek finom érhaldzatot hoznak 1étre.
A sinus lumenébe benyulo csillag alaku sejtek a Kupffer-sejtek. E sejtek az endothel sejtek
kozé illeszkednek, viszont nem rogzitik hozzajuk sejtkapcsold struktirak. Fagocitdlo
tulajdonsaggal rendelkeznek, emiatt benniik tobb lizoszoma és fagoszoma talalhato. A
Kupffer-sejtek a mononuclearis phagocytarendszer (MPS) tagjai, ezaltal szerepiik van az
idegen anyagokkal szembeni védelemben, immunvalaszban (Rohlich, 2006). A majat
kotdszovetes tok, Glisson-tok veszi korbe, ami kollagén- és elasztikus rostok halézatabol

épiil fel (Rohlich, 2006).



1.2 A TTSP enzimcsalad

Az emldsok genomjanak megismerését célzo vizsgalatok nagyszami 1j proteolitikus
enzimcsalad és 01j enzim felfedezését eredményezte. Az jonnan felfedezett csaladok kozé
tartozik a kettes tipusu transzmembran szerin-proteaz (TTSP) enzimcsalad. A csalad
tagjaiban koz0s, hogy tartalmaznak egy N-termindlis transzmembran ¢és egy
extracellularisan elhelyezkedd C-terminalis régiot. Az extracellularis részen taldlhatd a
szerin-proteaz domén ¢és a torzsszakasz. A TTSP enzimek inaktiv, egylanci proenzimek
(zimogének) formajaban szintetizalodnak, €és aktivalasukhoz a katalitikus domén megfeleld
helyén proteolitikus hasitast igényelnek. Az aktivaciot kovetden diszulfidhidak segitségével
membranhoz kapcsoltak maradnak, a prodomént és a katalitikus domént is diszulfidhidak
kapcsoljak egymashoz. Az enzimcsalad tobb tagja képes in vitro koriilmények kozott
autokatalitikus aktivaciora, tobbek kozott a matriptaz-2 enzim is. Ez azt jelentheti, hogy
néhany enzim a TTSP csaladbol proteolitikus kaszkadok elinditoiként funkcionalhat. Az
autokatalizis pontos lefolydsa még nem ismert, de az oligomerizacidhoz hasonlit. A TTSP
csalad enzimjeinek sejtbeli lokalizaciojat, aktivacidjat, inhibicidjat és szubsztrat specifitasat
az extracellularis domén hatarozza meg. Lokalizaciojukbol adododan a csalad tagjai szignal
transzdukciot tesznek lehetové a sejt és annak extracellularis kdrnyezete kozott (Szabo et al.,

2008). Ezeket az enzimeket endogén proteaz inhibitorok szabalyozzdk (Bugge et al., 2009).

Az enzimcsalad négy alcsaladot foglal magaba, a HAT/DESC (human léguti
tripszinszeri szerin-proteaz), hepsin/TMPRSS, corin, és a matriptaz alcsaladot. A matriptaz
alcsaladhoz négy enzim tartozik: a matriptaz-1, a matriptaz-2, a matriptaz-3, ezek homolog

proteazok, illetve az atipikus mozaikos szerkezettel rendelkezd poliszeraz-1 fehérje (Szabo
et al., 2008).

1.3 Matriptaz-2 élettani funkciéja a vasanyagcserében

A matriptaz-2 tGlnyomorészt a magzati és felndtt allatok majaban termelddik, de
termelddését kisebb mértékben kimutattdk mar vese, méh és az orriireg epithelidlis sejtjeibol
is (Hooper et al., 2003). A matriptaz-2 elsdsorban a vasanyagcsere szabalyozasaban jatszik
fontos szerepet a hepcidin transzkripcid gatlasan at. A hepcidin egy foként a majban
szintetizalodo peptidhormon, amely a véraramba keriilve képes eljutni, majd kotédni a
membran vasexporter fehérjéhez, a ferroportinhoz, és annak internalizacids lebomlasat
okozza. Mint az egyetlen ismert vasexporter fehérje, a ferroportin lebomlésa képes
megakaddlyozni a vas felszivodasat a vékonybélbdl és felszabadulasat a vasraktarakbol.

Szamos fehérje, mint a hemokromatézis fehérje (HFE), a transzferrin receptor, a



hemojuvelin és az SMAD4 faktor szabalyozzak kozvetetten a szervezet vasmennyiségét a
Hamp gén altal, ami a hepcidin kodolasaért felelds, de ezek molekuldris mechanizmusa még

pontosan nem ismert (Du et al., 2008).

A Tmprss6 gén kddolja a kettes tipusu szerin proteazok koziil a matriptaz-2 enzimet.
Knock-out egereken megfigyelték, hogy a Tmprss6 gén karositasa stlyos vashianyos
anémiat okozott, mivel képtelenek voltak a hepcidinszint csokkentésére (Folgueras et al.,
2008). Hasonldan a knock out egereken végzett kisérletekhez, a Tmprss6 gén mutaciojakor
a human betegeknél mikrociter anémiat diagnosztizaltak, ami kevéssé reagal a vasterapiara
(Finberg et al., 2008). A matriptaz-2 csokkenti a membranhoz kotott hemojuvelin szintet,
amely fehérje a hepcidin génexpresszios kofaktora (Silvestri et al., 2008). A matriptaz-2
hidny ezéltal magas membranhoz kotott hemojuvelin szintet eredményez, ami tehat a
hepcidin kifejez6dését tamogatja. A hepcidin gatolja a vas felszivodasaban részt vevo
ferroportint, vashianyos anémiahoz vezetve (Bugge et al., 2009). Ez alapjan a matriptaz-2
farmakologiai célpont lehet a szervezet vastulterheltségének (haemochromatosis) terapidja
soran (Pomothy et al.,, 2016). Embereken és egercken végzett kutatas sordn egyarant
megallapitottak, hogy a matriptaz-2 emldsokben sziikséges a megfeleld vasforgalom
biztositasahoz (Du et al., 2008).

1.4 Patolégias matriptaz-2 miikodés

Mivel a TTSP enzimcsaladhoz sejtfelszini proteolitikus enzimek tartoznak, igy azok
kiillonboz6 sejt-funkciokat szabalyoznak, ilyen példaul a tumorsejtek migracidja és a
metasztazis képzeés (Parr et al., 2007). A csalad Osszes tagjanak szabalyozatlan miikodését
figyelték meg tumorfejlédési folyamatoknal (Velasco et al., 2002). Altalanosan elmondhato,
hogy a daganatos sejtek fokozott vasmennyiséget igényelnek. Ennek oka feltehet6en, hogy
a fehérjékben a vas, mint kofaktor elengedhetetlen a sejtmiikodés fenntartisahoz ¢€s a
sejtosztodashoz (Pinnix et al., 2010). Koros elvaltozastol mentes szdvetet daganatos
emldszovethez hasonlitva utdbbin jelentdsen magasabb prohepcidin szintet figyeltek meg.
Ez alapjan transzkripcids és poszttranszkripcios folyamatok is szerepet jatszanak a
viszonyitva. A ferroportin génexpresszidja mértékében jelentds eltérést azonositottak az
emlddaganatok egyes altipusai kozott, a legalacsonyabb expressziot a rossz gyogyulasi

kilatasokkal biro altipus esetén allapitottak meg (Pinnix et al., 2010).



A matriptdz-2-t elészor emldkarcinoma sejtekbdl irtak le, valdszintsithetéen
tumorszuppresszor enzimként vesz részt a mellrak kialakulasaban (Folgueras et al., 2008).
Human eml6étumorok vizsgalatakor a csokkent matriptaz-2 szint korrelalt a beteg rossz
gyogyulasi kilatasaval. Ugyanezen kutatas soran azt talaltak, hogy a daganatos sejtekben a
matriptaz-2 talzott kifejez6dése szignifikansan csokkentette a tumorigenezist CD1
csecsemOmirigyétdl megfosztott egérben, tovabba csokkentette a tumorsejtek invaziv és
migracios tulajdonsagait. A matriptaz-2 in vivo koriilmények kozott gatolta az emlédaganat
fejlodését, javitotta az emlétumorban szenvedd betegek kilatasait a gyogyulasra; in vitro a
daganatos sejtek invaziojat és mozgékonysagat csokkentette (Parr et al., 2007). Sanders és
munkatarsai (2008) daganatos prosztata sejtvonalakon vizsgaltak a matriptaz-2 szerepét, és
a matriptaz-2 talexpresszidja szignifikdnsan csékkentette a sejtmigraciot €s invaziot. A két
vizsgalat eredményét egyiittesen értékelve arra jutottak, hogy a matriptaz-2 enzimnek
szupresszor funkcioja van a sejtmigracioban és invazioban, ezek fontos tényezok a tumorok

metasztazisképzésében. Tehat a matriptaz-2 enzimnek preventiv szerepe lehet az emlitett

daganattipusok kialakulasaban és fejlédésében (Sanders et al., 2008).

1.5 Matriptaz-1 patologias mitkodése

A TTSP enzimcsalad masik jelentds tagja, a matriptaz-1 szabalyozatlan miikodése is
szamos tumor kialakuldsaval kapcsolatban all. Tulexpresszigjat tobbek kozott emlo-,
vastagbél- és prosztatakarcindoma, illetve vese- és majtumor kialakuldsa soran figyelték meg.
A legtobb tumorfajta esetében a tulexpresszid mértékét korrelaltnak talaltak az elérehaladott

klinikopatologias allapottal (Murray et al., 2016).

Oszteoartritisszel (OA) érintett és fenotipusosan normalis porcszovet mintak RNS
vizsgélata soran az OA-val érintett porcban a matriptaz-1 jelentdsen magasabb expressziojat

mutattak ki (Milner et al., 2010).

A matriptaz-1-et Beaulieu és munkatarsai (2013) influenzavirust aktivalo
proteazként azonositottdk, ami a human légzdrendszer epitheliuméban képes a
virusreplikacid tamogatasara. A matriptaz széles pH tartomanyban képes a H1 virus
hemagglutininjének hasitasara, mig a H2 és H3 virusok esetében nem. Ketobenzotiazol-
szerin csapdat tartalmazo szelektiv matriptdz inhibitor alkalmazasa jelentdsen csokkentette
a HINI virus replikaciojat (Beaulieu et al., 2013). A TTSP csaladba tartozo, matriptaz-1
enzimmel rokon TMPRSS2 képes hasitani az influenzavirusok sejtfelszini glikoproteinjét,

ez elofeltétele a virus-sejt fuzids kapcsolat kialakuldsanak. Ezaltal az influenzavirus



aktivacidjanak megakadalyozasanak kulcsa a TMRSS2 gatlasa lehet (Meyer et al., 2013).
Az 1j tipusu koronavirus, a SARS-CoV-2 sejtbe jutasat is segitheti TMRSS2 a viralis tiiske-
fehérje (S-fehérje) hasitasan keresztiil. A TMRSS2 gatlasara bizonyitottan képes kamosztat-
mezilat szerin-proteaz inhibitor részlegesen gatolta a SARS-CoV-2 sejtbe torténd bejutasat

(Hoffmann et al., 2020).

1.6 Matriptaz inhibitorok

Szulfonalt 3-amidinofenilalanin (3-APhA) szarmazékot tartalmazo piperidin és
piperazin inhibitorokat fejlesztettek eredetileg a tripszinszerli szerin-protedzok, mint a
trombin és az urokinaz gatlasara. A harombazist 3-amidinofenilalanin szarmazékok néhany
analogjat késobb matriptaz-1 inhibitorként azonositottak, amelyek az extracellularis C-
termindlison talalhaté tripszinszerii szerin-protedz domént gatoljak. Magas szelektivitast €s
affinitast mutattak ki alacsony, nanomolos mennyiségben a matriptaz-1 irant, igy jo
matriptaz-1 inhibitornak bizonyultak, mikdzben mas szerin-proteazokat, mint a trombint
nem gatoltak. Ahhoz, hogy az inhibitorok matriptaz-1 gatld hatasat fokozzak, ebbdl az
inhibitor tipusbol 0j analogokat szintetizaltak. Az elsé generacio uj analogjai a bifenil-3-
szulfonil végre terminalis aril gylirtit kaptak, a C-termindlis végre pedig két kiilonb6z6
amidcsoportot szintetizaltak. Korabban is ismert volt, hogy a gyiri kiilonb6z6 pontjain
egyetlen klor vagy alkoxi szubsztituens ndveli a gatlas hatékonysagat. A korabbi
vizsgélatokat megerdsitve azok az analdgok, amelyek C-termindlisira még egy bazist
tartalmazo 2-aminoetilpiperidint kapcsoltak, 3-6-szor hatékonyabb matriptaz-1 inhibitorok
voltak, mint a monobazisos analdogok. Az els6 generacido leger6sebb matriptaz-1
inhibitoranak a dibazisos 2,4-dimetoxi-szarmazék bizonyult Ki=1 nmol/l értékkel, és
legalabb 20-szor kevésbé kotddott a vizsgalt proteazokhoz. Az elsé generacié minden
vegyiilete kevésbé bizonyult hatékonynak a matriptaz-2 és a trombin gatlasaban. Azonban a
matriptaz-2 gatlasara a leghatékonyabb vegyiiletnek azok latszottak, amik Ki=350 nmol/l és
110 nmol/l értékkel képesek a matriptaz-2 gatlasara. Az altalunk hasznalt 432 sorszamu
vegylilet az els@ generacid tagja, az egyik leghatékonyabb inhibitor mind matriptaz-1-re,

mind matriptaz-2-re.

A masodik sorozatban az inhibitorok C-terminalis amidmaradékara egy toltéssel nem
rendelkezé karbamid szarmazékot kapcsoltak. Ez elég rigiddé tette az inhibitort, hogy a
trombin iranti affinitdsa csokkenjen. Hogy ezen analdégok hidrofob tulajdonsagai ellenére
elkeriiljék a csokkent oldhatosagot, a B-alaninamid N-terminalis végére fenilszulfonil

csoportot szubsztitualtak. Az 6sszes analdg alacsony affinitast mutatott az Xa faktor és a



matriptaz-2 irant. Ebbdl a szériabol két vegyiilet képes a matriptaz-2 gatlasara Ki <1 pmol/Il
értékkel. A sorozat leghatékonyabb vegyiilete Ki=8 nmol/l értékkel képes a matriptaz-2

gatlasara.

A harmadik sorozat monobazisos inhibitorai a masodik generacio leghatékonyabb
tagjainak tovabbfejlesztésével késziiltek, a karbamid helyére 2,4-dimetoxifenilt vagy 2,4-
diklorofenilt kapcsoltak. Mind a négy anal6g magasabb matriptaz-1 affinitast mutatott a -
alanilamid generaciohoz képest, két inhibitor esetében 500-szoros volt a matriptaz-1 iranti
affinitds a trombinhoz viszonyitva. A C-terminalison talalhato aminoetil-csoport elég
hosszl, hogy ne tudjon bekotni a trombin kotdédési hurkdhoz (Hammami et al., 2012). A
vizsgalatunkban hasznalt masik inhibitor, a 460 sorszamu vegyiilet a harmadik sorozat

eleme.

A szakdolgozat alapjaul szolgdld kisérletben hasznalt matriptdz inhibitorok
sorszamat Hammami disszertacidja alapjan hasznaltuk (Hammami, 2012). A két hasznalt

vegylilet tulajdonsagait az 1. tablazat foglalja Gssze.

Inhibitor Képlete Ki Ki matriptaz-2 ~ Bazikus
sorszama matriptaz-1 (umol/l) csoportok
(umol/l) szdma

432 0,002 0,11 2

o=

460 _ . 0,0018 0,18 1

" NH;

1. tablazat Jelen szakdolgozatban vizsgalt két inhibitor szerkezeti képlete, Ki értéke
matriptaz-1-re, illetve matriptaz-2-re és a bazikus csoportok szama.
1.7 3-APhA matriptaz inhibitorokkal végzett vizsgalatok emlés eredetii
sejttenyészeteken
Szamos tumor esetében az invaziv ndvekedés elsddleges elinditdja a hepatocyta
growth factor/scatter factor (HGF/SF), a masik fontos szerepld az urokinaz tipusa
plazminogén aktivator (uPA). Mindkét enzim inaktiv zimogén, pro-HGF/SF ¢és pro-uPA

formajaban termelddik. Forbs és munkatarsai (2005) eredményei alapjan a matriptaz in vivo



€és In vitro is kulcsszerepet jatszik a pro-HGF/SF aktivaciojaban human vastagbélbdl és
prosztatabol szarmazoé karcinomasejteken. A kutatasban harom matriptaz inhibitort
hasznaltak, ezek a CJ730 (Ki=46 nmol/l), CJ697 (Ki=26 nmol/l) és CJ463 (Ki=15000 nmol/l)
voltak. A matriptaz-1 in vitro koriilmények kozott hatékony pro-HGF/SF aktivatornak
bizonyult. Valészintsithetéen a matriptaz-1 kozvetleniil felelds a pro-HGF/SF aktivalasaért,
ezt tdmasztja ald a matriptaz gatlas kinetikdja. Hogy sejtes kozegben vizsgaljak a matriptaz-
1 jelent6ségét a pro-HGF/SF aktivaciojaban, kis koncentracidban matriptaz inhibitorokat
alkalmaztak. Mar 1 umol/l-es mennyiségben alkalmazott inhibitor 50%-kal csokkentette a
pro-HGF/SF atalakitast. Megallapitasra keriilt, hogy a matriptdz-1 gatlasa jelentOsen

terapiak célpontja lehet (Forbs et al., 2005).

Szintetikus, 3-APhA matriptaz specifikus inhibitorokat vizsgaltak egészséges
hasnyalmirigy és hasnyalmirigy adenokarcinoma sejteken, hogy megismerjék a matriptaz-1
szerepét a hasnyalmirigy tumor kialakuldsaban (Uhland et al., 2009). A matriptaz-1
kulcsfaktora az invaziv novekedés két elinditojanak, a HGF-nek és az uPA-nak. Ahhoz, hogy
megértsék a matriptaz jelent6ségét a tumorigenezisben, vizsgaltak a gatld vegyiiletek hatasat
az UPA zimogénjének termelddésére. Az egészséges sejtekhez viszonyitva a daganatos
sejteken a matriptaz-1 talprodukciojat figyelték meg. Ezt kovetéen a daganatos sejteken
vizsgaltak, hogy a matriptaz-1 funkcionalis szerepet t6lt-e be az adenokarcinoma fejlodése
szempontjabol. A sejtvonalakon a matriptaz inhibitorok teljesen megsziintették a pro-uPA

aktivaciot és csOkkentették a tumor invazios tulajdonsagat (Uhland et al., 2009).

A 3-APhA szarmazék inhibitorok koziil a MI432 sorszamll vegyiiletet korabban
IPEC-J2 sertés bélhamsejtvonalon vizsgaltak. A kutatas arra iranyult, hogy megismerjék a
matriptazt gatld vegyiilet hatasat az egyrétegi bélhamsejtek barrier funkcidjara, illetve
paracellularis permeabilitasara. Minél nagyobb koncentracidban volt jelen az inhibitor,
annal kisebb mennyiségben volt megtaldlhatdé a matriptdiz-1 a sejtmembranban, és
megndvekedett a sejtek kozotti atjarhatosag is. Annak ellenére, hogy a gatlo vegyiilet rovid
idejii kezelést kovetden novelte a reaktiv oxigéngyokok (ROS) felszabadulasat, hosszabb
inkubécio esetén az intra- és extracellularis H»O; szint kiegyenlitddott, igy az
extracellularisan mért peroxid mennyisége megegyezett a nem-kezelt sejtekével. A kutatas
fontos eredménye, hogy a matriptaz gatlasaval sejttenyészeten megnovelhetd a paracellularis

permeabilitas (Paszti-Gere et al., 2015).
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Paszti-Gere ¢s munkatarsai (2016) IPEC-J2 egyrétegii bélhamsejt kultaran vizsgaltak
a matriptaz-1 gatlasat. A sejtkultura kezelését egy nem szelektiv szerin-proteaz inhibitorral
és sokkal szelektivebb 3-APhA szarmazék vegyiiletekkel végezték. A Kivalasztott 3-APhA
szarmazék vegyiiletek sorszamai a kovetkezOk voltak: MI432, MI453, MI460 és MI463. A
kutatas célja volt, hogy vizsgaljak az IPEC-J2 sejtréteg ateresztOképességét a matriptaz
inhibitorok jelenlétével €s jelenléte nélkiil, illetve, hogy a kivalasztott inhibitorok hogyan
befolyasoljak a matriptaz-1 aktivitasat a sejtekben és a feliiliszoban. A sejteket
membraninzerten tenyésztették, ami lehetévé tette az in vivo koriilmények rekonstrualasat.
A szerin-proteaz inhibitoros kezelést kdvetéen a szerin-protedaz aktivitas csokkent. A 3-
APhA vegyiiletek koziil a MI432 és MI460 sorszamtiakkal tortént kezelés jelentGsen
csokkentette a transzepithelialis elektromos ellenallast az apikalis és bazolateralis térrész
kozott. A kutatds eredménye azt mutatja, hogy a matriptdz jelentds szerepet jatszhat a
paracelluléris permeabilitas szabalyozasaban IPEC-J2, illetve egyéb sejteken a sejtkapcsold

struktarak szabalyozasan keresztiil (Paszti-Gere et al., 2016).

Sertés majsejt tenyészeten Pomothy és munkatarsai (2016) végeztek kisérletet a
matriptaz-1 és a matriptaz-2 gatlasara 3-APhA szarmazék inhibitorokkal. A dibazisos
inhibitorok koziil a MI432 és MI441, mig a monobazisos inhibitorok koziil a MI460 ¢és
MI461-et hasznaltak. Hepatocyta - Kupffer-sejt kokultarat vizsgaltak 6:1 és 2:1
sejtaranyban, hogy a maj enyhébb és stlyosabb foki gyulladasat modellezzék.
Megallapitottak, hogy 24 oOras iddtartamban biztonsdgosan alkalmazhatdak voltak a
kivalasztott inhibitorok, anélkiil, hogy jelentds sejtpusztulast okoztak volna. A 2 6raig tortént
inhibitoros kezelés nem okozott valtozast a sejtek altal termelt interleukin-6 és -8 (IL-6, IL-
8) gyulladasos citokinek mennyiségében, egyik sejtmodell esetében sem. A maj gyulladasos
folyamatait tehat sertés eredetli sejttenyészetek esetében nem befolyasolta a matriptaz

inhibitorok jelenléte (Pomothy et al., 2016).

Sertés majbol késziilt hepatocyta monokultiran ¢és hepatocyta - Kupffer-sejt
kokultaran Paszti-Gere és munkatarsai (2020) vizsgaltak a M1432, M1441, M1460 és M1461
sorszamu 3-APhA szarmazéku matriptaz inhibitorok farmakoldgiai hatasat a hepcidinen
keresztiil a vasanyagcserére. A vegyiileteket 50 pmol/l koncentracidban hasznaltak a
sejttenyészeteken, és mind az IL-6, IL-8 termelés, mind az extracellularis H202 termelés
vizsgalata sordn 24 oras inhibitoros kezelést alkalmaztak. Az alkalmazott MI1432, MI441 és
MI461 szammal jelzett vegyliletek esetén monokulturan a hepcidin termelddésében

novekedést észleltek, ezzel szemben kokultiran nem figyeltek meg jelentds valtozast a
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mennyiségében. E vegyiiletek alkalmazésa terapids jelentdséggel birhat olyan betegségek
soran, ahol a tul alacsony hepcidinszint nem képes megakadalyozni a vas felszabadulasat,
igy nem tudja elkeriilni a szovetek karosodasat, amit a fokozott vasmennyiség okoz. A
vizsgalatban részt vett vegyiiletek koziil egyediil a MI461 volt képes in vitro koriilmények
kozott a hepcidin termelddését fokozni. A MI461 szamu vegyiilettel tortént kezelés utan az
extracellularis H202 mennyiségében nem tortént szignifikans véltozés, illetve a
sejtmodelleken nem ndvelte az IL-6 és IL-8 gyulladasos citokinek mennyiségét. Kokultiran

ennek az inhibitornak nem figyelték meg gyulladasellenes hatasat (Paszti-Gere et al., 2020).

1.8 3-APhA matriptaz inhibitorokkal végzett vizsgalat madar eredeti
sejtenyészeteken

A matriptazt érintd korabbi vizsgalatokat fokent emlds sejteken végezték. Baron és
munkatarsai (2013) vizsgaltdk baromfi sejteken a HI9N2 influenzatdrzs proteolitikus
aktivaciojat. Human embrio- és kutya vesesejtvonalat hasznaltak, illetve sejttenyészetet
készitettek 15 napos, specifikus patogént6l mentes (SPF) csirkeembrio vesesejtjeib6l. A
vizsgalathoz a korabbiakban mar leirt MI021, MI462 és az MI701 furin inhibitort
alkalmaztdk. Ahhoz, hogy megéllapitsak, a matriptdz felelés-e a virus proteolitikus
aktivaciojaért, kutya vesesejtvonalon vizsgaltdk a fertdzott sejtek szaporodasat a MI021
vagy a MI462 inhibitorok jelenlétében. Az inhibitorok hatdsara csokkenést észleltek a virus
mennyiségében a kezeletlen sejtekhez képest. Csirkeembrio vesesejtjeib6l késziilt
tenyészeten a MI462 szamu inhibitor hatasat vizsgaltak. Arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a matriptaz felelOs a virus terjedéséért és aktivaciojaért csirke vesesejtekben. A kutatas
eredményeként megallapitast nyert, hogy a vizsgalt harom influenza izolatumbol kettét a

matriptaz aktivalt (Baron et al., 2013).
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2. Célkitiizés
A matriptazok szerepét és mukodését vizsgald korabbi kutatasok elsésorban emlds

sejteken zajlottak, igy madarakban pontos szerepiik nem teljesen tisztazott.

Emlds sejtek esetében mar folytak kutatasok matriptdz inhibitorokkal, mint
gyogyszerjelolt vegyiiletekkel kiilonbozé daganatos betegségek, oszteoartritisz esetében,
viruskutatasban. Madar eredetii sejtekbdl késziilt sejtmodellen ezt megeléz6en csak egyetlen
kutatas soran alkalmaztak matriptazt gatlo vegyiileteket. Az emlds sejteken végzett eddigi
kutatdsok soran sok esetben csak specifikus, matriptdz enzimgatldo tulajdonsagaikat
vizsgaltak, egyéb paraméterek vizsgalata nem tortént meg. Mivel a matriptdz madar majban
betoltott élettani szerepének megismerésén til a késObbiekben az inhibitor vegyiiletek
gyogyszerként vald alkalmazasa a cél, igy kiemelkedden fontos vizsgalnunk, hogy a
majsejtekben milyen hatasokat valtanak ki in vitro korilmények kozott, hiszen a szervezetbe

keriild anyagok jelentds része a majban metabolizalodik.

Osszefoglalva, kutatasunk célja a bizonyitottan matriptaz-1 és matriptaz-2 gatlasara
alkalmas 3-APhA vegyiiletek tesztelése csirke eredetli majsejt monokultaran és hepatocyta
— nem-parenchymalis sejt gyulladasos kokultiran. Ezzel elséként kivantuk vizsgalni a
matriptaz és gatldo vegyiileteik esetleges funkciojat csirke majsejtek oxidativ statuszanak,

metabolikus aktivitasanak, valamint gyulladasos folyamatainak befolyasolasaban.
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3. Anyag és modszer
3.1 Kisérleti allat

Kisérleteinkhez him 3 hetes Ross-308 brojlercsirkét hasznaltunk. Az allatok
Devecserrdl, nem sokkal a kisérlet megkezdése eldtt érkeztek az Elettani és Biokémiai
Tanszékre. A munka a hatalyos jogszabalyoknak megfelelden zajlott az allatokkal; mivel a
sejtizolalas kozvetleniil az allatok beérkezését kovetden megtortént, az Allatorvostudomanyi
Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak allasfoglalasa értelmében nem volt sziikség

allatvédelmi engedélyre a kisérletek elvégzéséhez.

3.2 Vegyszerek

A 3-APhA alapvazu matriptdz inhibitorokat Torsten Steinmetzer csoportja
szintetizalta (Philipps University Marburg, Faculty of Pharmacy, Institute of Pharmaceutical
Chemistry, Marburg, Németorszag), ¢és kaptuk meg kiprobalasra. A por formaju
inhibitorokat dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk be, 1 mmol/l koncentracidjh
torzsoldatokat hozva létre. A kisérletek eldtt kdzvetleniil higitottuk az adott sejttipusnak

megfeleld tapoldatban az inhibitorokat.

A pufferekhez és a tapoldatokhoz hasznalt Gsszetevoket a Sigma-Aldrich Kft-t6l
(Miinchen, Németorszag) rendeltiik.

A sejtek életképességének vizsgalatahoz hasznalt CCK-8 tesztet (Cell Counting Kit-
8) Sigma-Aldrich Kft-t61 (Miinchen, Németorszag) szereztilk be. Az extracellularis H20»
szint méréséhez sziikséges Amplex Red készlet a Thermo Fisher Scientifictél (Waltham,
Egyesiilt Allamok) szarmazott. A tapfolyadék IL-6 és -8 koncentraciojat méré enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kiteket a MyBioSource, Inc.-t61 (San Diego, Egyesiilt

Allamok) rendeltiik.

3.3 Eldkésziiletek, miitét

A mutét el6tt elokészitettiik a sejttenyészet 1étrehozasahoz sziikséges tapfolyadékot és
a mitét soran hasznalt eszkozoket és berendezéseket, illetve a perfiizié soran hasznalando
oldatokat. Ezen oldatok homérsékletét vizfiirddben 40°C-ra melegitettiik és Carbogennel
(95% O3, 5% CO») atbuborékoltatva oxigenizaltuk. Emellett megtortént a sejttenyésztd
lemezek kollagénezése (I. tipusu, patkany farokbdl izolalt kollagén segitségével), majd

lemosasa foszfattal pufferolt sooldattal (PBS).
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Az eldkészitett tapfolyadékok, mosofolyadékok és pufferek osszetétele:

e Hanks-puffer (1000 ml)

— tizszeres koncentracioji torzsoldatot desztillalt vizzel tizszeresre

higitva

— 4,7 ml 7,5%-0s NaHCO3 oldat hozzaadasa 1000 ml pufferhez
o ctilén-glikol-tetraacetat (EGTA) tartalma Hanks-puffer

— 200 ml Hanks-puffer

- 0,5 mmol/l EGTA — 1,052 ml EGTA torzsoldatot hozzaadva
e kollagenaz oldat

— 100 mg kollagenaz

- 100 ml Hanks-puffer

- 7 mmol/l CaCl

- 7 mmol/l MgCl;
e BSA-val (szarvasmarha szérumalbumin) kiegészitett Hanks-puffer

— 50 ml Hanks-puffer

- 1,259gBSA
o Tépfolyadék

- Willims Medium E

- 0,22% NaHCO3

— 50 mg/l gentamicin

- 2 mmol/l glutamin

— 25 ml foetal bovine serum (FBS, el6zb6leg ho inaktivalt, csak az els6 24

oraban legyen az oldatban)

- 4 pg/l dexametazon

- 201U/l inzulin
e Foszfattal pufferolt s6oldat (PBS)

- 80g NaCl

- 2gKClI

- 14,4 g NaHPOq

- 2,49 KH2POq4

— desztillalt vizzel 1000 ml oldat készitése

- pH bealllitasa 7,4-re
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A mitét elsd 1épéseként tortént a CO2 gézzal talaltatott allat dekapitalasa. Ezt kdvetden
eltavolitottuk a hasi teriiletrdl a tollakat és az allatot hanyatt fekvésben rogzitettiik. A bor
fertdtlenitésére etanolt hasznaltunk. Tompa fejtéssel, aszeptikusan feltartuk a coelomat. Ezt
kovetéen megkerestiik a vena gastropancreaticoduodenalis-t és miianyag vénakaniilt
vezettiink bele, ez alkotta a perfiizios rendszer befolyo agat (1. abra). A sziv kantilalasat egy
apro metszéssel kezdtiik a jobb pitvaron, majd tivegkaniilt vezettiink bele. Ez a perfuzios
rendszer elfoly6 agat alkotta. Az innen kifolyo puffereket késébb kiontottiik; a kollagendz

oldat egy részét steril tripszinezd lombikban gytijtottiik késobbi recirkulacio céljara.

A 3 1épcsds perfuzid sebessége végig 30 ml/perc volt. Az els6 atmosast 150 ml EGTA
tartalmt Hanks-pufferrel végeztiik, majd 150 ml EGTA-mentes Hanks-puffert hasznaltunk.
enzimes emésztése. Az elfolyd oldatot felfogtuk és steril tripszinezé lombikban gytijtottiik,
vizfiirdobe allitottuk és folyamatosan melegen tartottuk recirkulacié céljara. A cirkulaltatas

addig tortént, amig a majparenchyma szétesését tapasztaltuk.

A madjat steril foz6poharba tettiik, és az ezt kdvetd 1épéseket mar steril fiilke alatt, jégen

végeztik.

1. abra A vena gastropancreaticoduodenalis kaniilalasa.

A sejtek izolalasa

A hepatocytak és a nem-parenchymalis sejtfrakciok jellemzése korabbi kutatas soran

aramlasi citometria és immunfluoreszcens festés segitségével tortént. A hepatocytak
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fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt antitestet alkalmazva, a nem-parenchymalis
sejtfrakciot pedig makrofag-specifikus fikoeritrinnel konjugalt antitestet alkalmazva
keriiltek kimutatdsra A hepatocytak jelenléte igazolhatd volt frissen izoldlva és 48 ora
tenyésztést kovetéen is. Az izolalt és tenyésztett nem-parenchymalis sejtek tObbségét
pozitivan festette a makrofag-specifikus fitoeritrinnel konjugalt antitest, amely igazolta,
hogy a nem-parenchymalis sejtfrakcid foként makrofagokbol all, de mas nem-parenhymalis
sejttipusok, mint a stellat- sejtek vagy biliaris endothelidlis sejtek jelenléte nem zarhat6 ki.
A jelen kutatasunkban hasznalt sejtizolalasi technikat, sejtfenntartast a TanszEék munkatérsai

altal korabbi publikacioban leirt modszerrel megegyezden végeztiik (Mackei et al., 2020).

A m4j Glisson-tokjat steril olloval és csipesszel felvagtuk, majd mar korabban
Carbogennel atbuborékoltatott 50 ml BSA-val kiegészitett Hanks-pufferbe helyeztiik. Az igy
nyert szuszpenziot harom réteg steril gézen keresztiil sziirtiik 50 ml-es steril centrifugacsébe.
A primer sejtszuszpenzi6 inkubéaldsa BSA-val kiegészitett HANKS-pufferben tortént 40-50

percen keresztiil, jégbe hiitve.

Sejtek mosasa, hepatocytak izolalasa

BSA-val kiegészitett Hanks-pufferben mostuk a sejteket, és 3 percig 100 g
gyorsulassal centrifugaltunk. Ezt kovette kétszeri atmosas Williams Medium E-ben, és
centrifugalas szintén 3 percig 100 g-n. Az iiledéket Williams Medium E-ben

reszuszpendaltuk tigy, hogy nagyjabol 20 ml tomény szuszpenzidt kapjunk.

Eletképesség és osszes sejtszam meghatarozas

A sejtek életképességét és a sejtszamot Biirker-kamra segitségével hataroztuk meg
fénymikroszkop alatt, tripankékes festést alkalmazva a tdmény szuszpenzid 200 pl-¢hez 800
ul Williams Medium E-t adtunk, majd e higitott szuszpenzié 200 pl-€hez azonos aranyban
tripankéket mértiink. A higitasra azért volt sziikség, hogy a sejteket stirli elhelyezkedésiik
ellenére is vizsgalni tudjuk. A tripankék olyan sejtekbe képes bejutni és azokat kékre
szinezni, amelyek membranja karosodott; igy lehetdveé teszi az ép, €10 sejtek €s az elpusztult

sejtek elkiilonitését €s ezek aranyanak meghatarozasat.

A tdmény sejtszuszpenzid higitasa a sejtszamnak megfelelden tortént. Ez azt jelentette,
hogy a hepatocyta monokultirahoz 108/ml-re, a hepatocyta - Kupffer-sejt 6:1 aranyu ko-

kulttra készités€¢hez ezt tovabbi 1,2-szeresére higitottuk.
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Nem-parenchymalis sejtek izolalasa differencialé centrifugalassal

A hepatocytak izolalasakor kapott feliiliszokat tovabbi 10 percig centrifugaltuk 350 g
gyorsulassal. Az igy kapott feliiliszokat ismételten 10 percig, immar 800 g-n centrifugaltuk
tovabb. A kapott tiledéket 5 ml Williams Medium E-ben reszuszpendaltuk. Ezt kdvetden
négyszeres higitasban alkalmaztunk tripankékes festést: 200 pl szuszpenziot 200 ul Williams
Medium E-ben higitottunk, majd ennek 200 pl-é¢hez szintén 200 ul tripankéket adtunk.
Ezutan Biirker-kamraban vizsgaltuk a sejtszamot és a nem-parenchymalis sejtek
életképességét, amelyek foként Kupffer-sejtek voltak; ebben az esetben is 10%/ml
végkoncentraciora tortént a higitds. A kokultira készitéséhez ezt kétszeresére tovabb

higitottuk.

A sejtek lerakasa

A hepatocyta monokultura 1étrehozasdhoz 1,5 ml hepatocyta szuszpenziot
pipettaztunk a 6 lyuku Greiner 6-well plate tipusu, TC feliiletkezelt tenyésztéedényekre
lyukanként, amelyek feliiletét korabban kollagénnel vontuk be. A 96 lyuku lemezek lyukaiba
egyenként 100 pl szuszpenziot pipettaztunk.

A hepatocyta - Kupffer-sejt kokultirahoz a 6 lyukt lemez minden lyukaba 1,5 ml
kétszeresére higitott nem-parenchymalis sejt szuszpenziot pipettaztunk, 20-30 perc elteltével
a felilluszot leszivtuk. Ezt kovetéen pedig 1,5 ml 1,2-szeresére higitott hepatocyta
szuszpenzidt pipettaztunk minden lyukba. A 96 lyuka edények lyukaiba rendre 100 pl

szuszpenzidkat pipettaztunk.

A lerakott sejteket steril termosztatban 37°C homérsékleten, 5% légkori COo-
koncentracio ¢és kozel 100% relativ paratartalom mellett tenyésztettik. Az elsd
tapfolyadékcserére a lerakds utdn 4 oraval keriilt sor. 24 o6ra inkubaciot kdévetéen a
hepatocyta monokultarak és hepatocyta — Kupffer-sejt kokulturak osszefiiggévé valtak (2.

abra), és készen alltak a kezelésekre.
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2. abra A hepatocyta monokultirak (A) és a hepatocyta — Kupffer-sejt kokultarak
(B) Giemsa festése 48 6ras tenyésztést kovetden 20-szoros nagyitasban. (kép

forrasa: Barna et al., 2021).

LR~ R

3.4 Kezelések, mintavételek, mérések

A kezeldoldatokat a kezelés megkezdése eldtt frissen készitettiik el. A kisérletben
hasznalt mindkét gatloszert, az MI1432 és MI460 inhibitort egyarant 10, 25 és 50 umol/l
koncentracioban alkalmaztuk. A kezelést kovetéen 4, majd 24 o6raval mintat vettiink a 6
lyuku edényeken tenyésztett sejtek tapfolyadékabol. A 24 6ras mintavétel utan a sejteket
eml6s fehérjekivono reagens (M-PER) puffer felhasznalasaval (50 pl/lyuk) lizaltuk. Hogy
az eredményeket standardizaljuk, a sejtlizatumok 0Osszfehérje-koncentraciojat Pierce
Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Egyesiilt
satndardizaltuk az eredményeket. A tapfolyadékbol vett mintdkat és a sejtlizatumokat
tovabbi vizsgalatokig -80°C-on taroltuk. A metabolikus aktivitdis nyomon kdvetésére
szolgald CCK-8 tesztet is 4 €s 24 6ra inkubéciot kovezden végeztiik el kozvetleniil a 96

lyuku lemezeken készitett sejttenyészeteken.

3.4.1 A sejtek metabolikus aktivitisanak mérése

A CCK-8 teszt érzékeny, kolorimetrids és kvantitativ meghatarozast tesz lehetové az
¢életképes sejtek metabolikus aktivitasanak és proliferacidjanak vizsgalatara. A proba soran
a 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-diszulfofenil)-2H-tetrazolium, natrium s6
(WST-8) vizoldhato formazan festéket képez bioredukcioval, elektronszallité 1-metoxi
fenazinium metilszulfat (PMS) jelenlétében. A modszerrel tehat az acrob lebontd folyamatok
soran keletkezett redukalt koenzimek mennyiségét hatarozzuk meg, amely jo indikatora a
sejtek katabolikus aktivitidsanak. A metabolikusan aktiv sejtek 4&ltal termelt redukalt
koenzimekrél atvett hidrogén ugyanis redukalja a WST-8-at narancssarga formazanna.

Mivel a CCK-8 oldat rendkiviil stabil és alacsony citotoxicitassal bir, igy lehetévé teszi a
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hosszabb, 24-48 o6ras inkubalasi id6t is, igy megvalosithatd az életképesség valtozasanak
tartés nyomon kovetése. A tesztet a 96 lyuku lemezeken tenyésztett sejtekkel végeztiik el. A
CCK-8 ¢letképesség vizsgalat elvégzéséhez a 96 lyukt lemezekrol leszivtuk a tapfolyadékot,
ezt kovetéen 100 ul Williams Medium E-t, majd 10 ul reagenst mértiink minden lyukra. 2
ora inkubaciot kovetden a mintak abszorbancidjat 450 nm-en Multiskan GO 3.2 readerrel

mértiik.

3.4.2 A tapfolyadék H,O2-koncentrdaciojanak meghatdrozdsa

Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit) modszerrel mértiik, gyari reagenskészlet
segitségével. Az Amplex Red reagens a peroxidaz egyik legjobb fluorogén szubsztratja, a
H202 jelenlétének igazoldsdra nagyon érzékeny ¢€s biztos moddszer. Tormaperoxiddz
jelenlétében az Amplex Red 1:1 sztochiometrikus ardnyban reakcioba 1ép a H2O2-vel, és
nagyfoku fluoreszcenciat mutatd oxidacids termék, rezorufin képzdodik. A rezorufin
emisszidjanak maximuma megkdzelitleg 571 és 585 nm kozott talalhatd, és mivel a kioltasi
egylitthatd igen magas, az emisszio fluorometridsan és spektrofotometridsan mérhetd. A
modszer kevesebb, mint 10 pmol H20, kimutatasara alkalmas 100 pl térfogatban. A
munkank soran az inhibitoros kezelést kovetden a 6 Ilyukt edényekrdl leszivott tapfolyadékot
-80°C-on taroltuk a mérések késdbbi elvégzéséig, majd a mintdkat jégen kiolvasztottuk. Az
Amplex Red hidrogén-peroxid/peroxidaz tesztkészlet 5 fiola Amplex Red (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazin) reagenst (fiolanként 154 pg-t), 700 pl DMSO-t, 5X reakci6 puffert (28
ml 0,25 mol/l-es natrium-foszfat, pH 7,4) és 10 egység tormaperoxidazt (HRP), illetve 200
ul 3%-os hidrogén-peroxidot tartalmazott. Az Amplex Red torzsoldat elkészitése soran egy
fiola Amplex Red reagenshez 60 ul DMSO-t adtunk. Az 1X reakcio puffer készitése soran
az 5X reakcio pufferbél 4 ml-t adtunk 16 ml desztillalt vizhez; a 10 U/ml tormaperoxidaz
torzsoldatot ugy allitottuk eld, hogy a 10 egység tormaperoxidazt 1,0 ml 1X reakcid
pufferben oldottuk fel. A 3%-0s H202 22,7 ul-jét 977 ul 1X reakcio pufferben feloldva
készitettiikk el a 20 mmol/l H20, munkaoldatot. Az Amplex Red munkaoldat elkészitése
soran 50 pul Amplex Red torzsoldathoz 100 pl tormaperoxidaz toérzsoldatot és 4,85 ml 1X
reakcio puffert adtunk. A H>O> standard sor elkészitéséhez 7 db 1,5 ml-es Eppendorf csovet
hasznaltunk. A H202 munkaoldatbél 1 ul-t adtunk 1 ml tapfolyadékhoz, igy 20 umol/l-es
koncentraciot kaptunk. Ebbol 250 ul-hez 750 ul tapfolyadékot adva 5 pmol/l-es
koncentraciot kaptunk. Az el6z6 Eppendorfbol 800 pl-hez 200 pl tapfolyadékot adva a
koncentracio 4 pmol/l lett, ebbdl 750 pl-hez 250 pl tapfolyadék adasaval pedig 3 pmol/l-es
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oldatot kaptunk. Az el6z6 csobdl vett 666 ul és 333 ul tapfolyadék 2 pmol/l-es koncentraciot
eredményezett. A 2 pmol/l-es standardbdl vett S00 pl és 500 ul tapfolyadék adta az 1 umol/l-

crer

A 96 lyukt edény lyukaiba bemértiink a mintdkbol, a standardekbdl és a kontrollokbol
50-50 pl-t, és mindegyikre 50 pl Amplex Red/tormaperoxiddz munkaoldatot. Ezt 30 perces
szobahOmérsékletli inkubalas kovette fénytél védett helyen. Az inkubacios id6 letelte utan
rogton mértiik a mintak fluoreszcencia intenzitasat 560 nm gerjesztési és 590 nm kibocsatasi

hullamhossz beallitasokkal (Victor X2 2030 multilabel reader segitségével).

3.4.3 A tapfolyadék IL-6- és IL-8-koncentrdcidjanak meghatdarozdsa

A hepatocyta monokultura és a hepatocyta - nem-parenchymalis sejt kokulturak
tapfolyadékabol szendvics ELISA modszerrel fajspecifikusan mértik az IL-6 és 1L-8
feliiluszojabol a természetes és a rekombinans IL-6 és IL-8 kvantitativ kimutatasara. A
modszer dupla-szendvics technikat alkalmaz, az elére kotott ellenanyag csirke 1L-6/1L-8
monoklonalis ellenanyag, a detektalo poliklondlis ellenanyag biotinnal jel6lt. A mintakat és
a biotinnal jelolt ellenanyagot az ELISA lemez lyukaiba torténd pipettazast kovetden PBS-
el kimostuk, majd az avidin-peroxidaz konjugatumot rendre a lemez lyukaiba pipettaztuk. A
reagens PBS-el tortén6 kimosasa utan 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) szubsztratot kell
alkalmazni a szinezéshez. A TMB peroxidaz jelenlétében kék szinli, sav hatdsara sarga

szinlivé valtozik.

A munkank sordn hasznalt csirke IL-6 és IL-8 ELISA tesztkészlet metodikéja ugyanaz
volt, igy csak az IL-6 ELISA Iépéseit mutatom be részletesen. Az inhibitoros kezelést
kovetden a 6 lyukt edényekrdl leszivott tapfolyadékot -80°C-on taroltuk a teszt elvégzeéséig.
Els6 Iépésben elokészitettik a mosoé puffert, a koncentralt moso folyadékot higitottuk
bidesztvizzel. Ezt kovetden tortént az 1L-6 standardok el6készitése, 1 ml olddszert adtunk a
liofilizalt csirke IL-6 fioldhoz, és 30 percet varakoztunk. Ezt kdvetden tovabbi 7 €SO
mindegyikébe 300 ul oldoszert mértiink. A torzsoldatbol kimértiink 300 pl-t a masodik
csébe, a masodikbol a harmadikba, mig elkésziilt a hét tagh higitasi sor. A nyolcadik cs6 a
negativ kontroll volt, amibe csak oldoszer keriilt. Kivettiik a kitet a fagyasztébol, amely 20
perc alatt szobahdmérsékletet vett fel. A blank lyukak kihagyasaval bemértiik az edény
lyukaiba a 100 pl-t a mintakbol és az IL-6 standardokbol. A lemezt ezutan 90 percig 37°C-
on inkubaltuk. 30 perccel a hasznalatot megel6zden elkészitettiik az IL-6 antitesteket, 1:100
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aranyban higitottuk a koncentratumot a sajat oldoszeriikkel. Lyukanként 350 ul PBS-sel
mostuk a lyukakat, majd 30 masodperc elteltével szarazra raztuk és egyszer megismételtiik
a mosast. Kovetkez6d 1épésben a lemez lyukaiba 100 pl IL-6 antitestet mértiink, a lemezt
lezartuk, és 60 percig 37°C-on inkubaltuk. Az enzim-konjugatumot 30 perccel a hasznalat
elott készitettiik el, a koncentratumot 1:100 ardnyban higitottuk a sajat higité oldataval. Az
inkubalast kovetden haromszor mostuk a lyukakat PBS-sel, lyukanként 350 pl-rel, 30
masodpercet varakoztunk, majd a lyukakat szdrazra raztuk. Ezt kovetden a blank lyukak
kivételével bemértiikk az enzim-konjugatumot, lyukanként 100 pl-t. Az edényt lezarva 30
percig 37°C-on inkubaltuk. A kdvetkezd 1épésben a lemez lyukait 6tszor mostuk 350 pl
PBS-sel, majd 30 masodperc varakozast kovetden szarazra raztuk. A Colour Reagent A és
B 9:1 ardnyu keverékét bemértiik a lemez minden lyukdba, lyukanként 100 pl-t. Ezutan
nem lett. Hozzaadtuk minden lyukhoz a Colour Reagent C-t és jol Osszekevertiik. A

leolvasas az utolso 1épést kovetden 10 percen beliil tortént, 450 nm-en.

3.5 Statisztika

A sejttenyészetek 1étrehozasahoz egy egyedet hasznaltunk. Egy 6 lyuka lemez minden
lyuka alkotta a hepatocyta monokultara kontrollt, egy masik edény minden lyuka a kokultara
kontrollt. Egy kezelési csoportbol harom parhuzamos lyukat készitettiink a 6 lyuku
lemezeken. A 96 lyuka edényen 6 parhuzamos lyuk alkotta a hepatocyta monokultira és a

kokulttra kontrollt, a kezelési csoportokat 3 parhuzamos lyukon vizsgaltuk.

A kapott eredmények kiértékelését R 2.14.2 statisztikai szoftver segitségével
veégeztikk. Az atlagok kozotti kiilonbségek becsléséhez egyutas ANOVA-t hasznéltunk.
Szignifikansnak tekintettiik az eltérést, amennyiben a p-érték 0,05-nél kisebb volt, ezeket az
abrakon csillag jeloli (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Az eredményeket atlag + standard
hiba alakban tiintettiik fel.
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4. Eredmények
4.1 Sejttenyészetek metabolikus aktivitasanak vizsgalata

A sejttenyészetek metabolikus aktivitasat az inhibitoros kezelést kovetden a
hepatocyta monokultiran és hepatocyta - Kupffer-sejt kokultiran egyarant 4 és 24 ora
elteltével CCK-8 teszttel végeztilk. A rovidebb, 4 oOras kezelés soran mindkét inhibitor
bizonyos koncentraciokban, mono- és kokultaran egyarant csokkentette a sejtek metabolikus
aktivitasat a kontroll csoporthoz képest. Szignifikans hatasa (p<0,05) monokulturan a M1432
sorszamu inhibitor 10 umol/l, illetve a M1460-as vegyiilet 25 és 50 umol/l koncentracidja
esetében mutatkozott. Kokultaran a MI432 vegyiilet 25 pumol/l, és a MI460 50 pmol/l

koncentraci6 okozott szignifikans eltérést a kontroll csoport atlagahoz viszonyitva (3. abra).

3. abra CCK-8 teszttel vizsgalva a M1432 ¢és M1460 vegyiiletek hatasa 4 6ra
kezelés utan a sejtek metabolikus aktivitasara Az adatok abrazolasa

abszorbancia atlag + SEM tortént; nct=6, nmi=3/csoport; *p<0,05.
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A hosszabb, 24 6ras kezelést koveto életképesség vizsgalatakor egyik sejttenyészeten
sem tapasztaltunk az inhibitorok hatasara jelentds eltérést a sejtek metabolikus aktivitasaban

(4. abra).
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4. abra CCK-8 teszttel vizsgalva a MI432 ¢és MI460 vegyiiletek hatdsa a
sejtek életképességére 24 oOras inhibitoros kezelést kovetéen. Az adatok

abrazolasa abszorbancia atlag = SEM tortént; ncy=6, nmi=3/csoport.
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4.2 Sejtek redox allapotanak vizsgalata

A sejtek altal termelt extracellularis H202 mennyiségét Amplex Red moddszerrel
vizsgaltuk mind monokulturan, mind kokulturan 4 és 24 ora inkubdalési id6t kdvetden. Az
extracellularis H2O2 mennyiségében nem talaltunk lényeges eltéréseket, ez aldl kivétel a
rovid idejl kezelést kdvetden végzett vizsgalat esetében monokultiran a MI432 sorszamu
vegyiilet 25 (p<0,05) és 50 umol/l-es (p<0,01) koncentracidja, melyek szignifikansan
novelték a ROS mennyiségét. Ezzel szemben kokultaran a MI460-as inhibitor 10 umol/I

koncentracioja szignifikans csokkenést eredményezett (5. abra).
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5. abra Amplex Red modszerrel vizsgalva a M1432 és M1460 vegyiiletek

hatasa a sejtek redox allapotara 4 ora kezelést kovetden. Az adatokat

fluoreszcencia intenzitas atlag + SEM abrazoltuk; nc=6, nmi=3/csoport;
*p<0,05, **p<0,01.
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A hosszabb idejli, 24 6ras kezelés esetében végzett vizsgalat soran kokultiran a 10

umol/l koncentracioban alkalmazott MI460 sorszaml vegyiilet okozta az extracelluldris

H202 mennyiségének szignifikans (p<0,05) csokkenését (6. abra).

6. abra Amplex Red modszerrel vizsgalva a MI432 és MI460 vegyiiletek

hatasa a sejtek oxidativ statuszara 24 o6ra kezelést kovetden. Az adatokat

fluoreszcencia intenzitas atlag = SEM abrazoltuk; net=6, nmi=3/csoport;

*p<0,05.
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4.3 Interleukin-6 termelés vizsgalata

Az IL-6 gyulladasos citokin mennyiségének méréséhez szendvics ELISA modszert
alkalmaztunk. A vizsgalatot mindkét esetben az inhibitoros kezelést kovetden 4 és 24 oraval

végeztiik.

Az IL-6 termelésének rovid idejii vizsgalatakor a MI432 szamu inhibitor minden
koncentrécioja esetében a kontroll csoporthoz képest szamottevd novekedést figyeltiink meg
monokultaran. Kokultaran is a MI1432 vegyiiletnek a 25 és 50 pumol/l-es koncentracioja

okozott szignifikans névekedést a citokin mennyiségében (7. abra).

7. abra Szendvics ELISA moédszerrel vizsgalva a M1432 és M1460
vegyiiletek rovid tavll (4 oras) hatasa a sejtek IL-6 termelésére. Az adatokat
az Osszfehérje mennyiséggel korrigalt IL-6 koncentracié atlag + SEM

abrazoltuk; nc=6, nmi=3/csoport; *p<0,05, p***<0,001.
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A hosszabb idejii kezelést kovetden végzett mérés soran hasonld eredményeket
észleltiink. Jelen esetben monokulturan szignifikans novel$ hatasat tapasztaltuk a M1432

inhibitor koncentréci(')inak, kokultiran ezen a Vegyﬁleten kiviil a MI460 25 pmol/l

crer
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8. abra ELISA-val vizsgalva a M1432 ¢és MI460 vegyiiletek hatasa a sejtek
IL-6 termelésére 24 6ras inhibitoros kezelést kovetéen. Az adatokat az
Osszfehérje mennyiséggel korrigalt IL-6 koncentracio atlag + SEM
abrazoltuk; ncy=6, nmi=3/csoport; *p<0,05, **p<0,01, p***<0,001.
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4.4 Interleukin-8 termelés vizsgalata

crer

torténd vizsgalata soran, a rovidebb kezelési id6 leteltével hepatocyta monokultira és
hepatocyta - Kupffer-sejt kokultura esetében is a MI432 inhibitor koncentracidi okoztak

szignifikans novekedést (9. abra).
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9. abra ELISA-val vizsgalva a M1432 és MI460 vegyiiletek hatasa a sejtek
IL-8 termelésére 4 oras inhibitoros kezelést kovetden. Az adatokat az
Osszfehérje mennyiséggel korrigalt IL-8 koncentracio atlag + SEM

abrazoltuk; ncy=6, nmi=3/csoport; *p<0,05, **p<0,01, p***<0,001.
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A hosszabb idejii inkubalas leteltével tortént IL-8 mennyiségének mérése soran a
MI432 sorszamu vegyiilet hatdsa bizonyult szdmottevének mind monokultirdn, mind

kokulturdn. Ezen felill monokultiran szignifikans hatdsat mutattuk ki a MI460 szamu

crer

nincsen relevans eltérés.
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10. abra Szendvics ELISA modszerrel vizsgalva a MI432 és MI1460
vegyiiletek hatdsa a sejtek IL-8 termelésére 24 6rés inhibitoros kezelést
kovetden. Az adatokat az Gsszfehérje mennyiséggel korrigalt IL-8
koncentracid atlag = SEM abrazoltuk; ncy=6, nm=3/csoport; *p<0,05,
**p<0,01, p***<0,001.
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5. Megbeszélés

Kutatasunk soran csirke majsejtmodelleken vizsgaltuk, hogy a 3-APhA matriptaz
inhibitorok milyen hatast gyakorolnak a sejtek metabolikus aktivitasara, IL-6 és -8
termelésére, valamint befolyasoljak-e a sejtek oxidativ statuszat. Az altalunk alkalmazott
hepatocyta mono- és hepatocyta - nem-parenchymalis sejt kokultarak idealis modellek az
egészséges ¢és gyulladasos maj folyamatainak tanulmanyozasara (Mackei et al., 2020).
Ezaltal megfeleléen vizsgalhatok rajtuk a matriptaz gatlasdnak kovetkezményei

madarakban.

A CCK-8 vizsgalat eredményei alapjan elmondhat6, hogy mind a MI432, mind a
MI460 inhibitor alkalmazasat kovetéen 4 ora elteltével csokkent a sejtek metabolikus
aktivitasa. Azonban a csokkenés mértéke alapjan az inhibitorok nem bizonyultak
citotoxikusnak. A 24 oras inkubacios idot kovetden tortént mérés egyik gatld vegyiilet esetén
sem mutatott a sejtmodellek metabolikus aktivitasaban szignifikans eltérést a kontrollokhoz
képest. Ezaltal valdszinilisithetd, hogy a majsejtek gyors metabolikus adaptacié révén

hatékonyan alkalmazkodtak az inhibitor jelenlétéhez.

A sejtek oxidativ statuszat az inhibitorok jelenléte a legtobb esetben nem befolyasolta
jelentésen. A MI432 inhibitor 25 és 50 umol/l koncentracidja a 4 oras kezelés esetén
monokultiran szignifikdnsan novelte az extracellularis ROS mennyiségét. Ezzel szemben a
10 pmol/l koncentracioban alkalmazott MI460 inhibitor mindkét kezelési id6 soran
kokultirdn antioxidans hatdsunak bizonyult. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a
vizsgalt 3-APhA vegyiileteknek a legtobb koncentracioban nincsen jelentds hatisa a
csirkébdl szarmazo méjsejtek redox allapotara, néhany esetben viszont az oxidativ allapot
modulatorai lehetnek. Eredményeinkhez hasonléan sertés majmodell esetén sem
tapasztaltdk az 50 pumol/l koncentracioban alkalmazott MI432 és MI460 inhibitorok
szignifikans hatasat az extracellularis H202 termelésre 2 6ras inkubacids 1d6t kovetden.
Viszont a hasonlo felépitésit MI441 3-APhA vegyiilet ugyanilyen koncentracioja 2 6ra
elteltével oxidativ stresszt idézett eld a majsejtekben (Pomothy et al., 2016). Sertés m4;j
eredetli sejtmodellen 50 pmol/l koncentracioban alkalmazott MI441 inhibitor nem
befolyasolta a sejtek oxidativ statuszat 24 oras kezelést kovetden (Paszti-Gere et al., 2020).
Extrahepatikus szovetek tekintetében IPEC-J2 bélhamsejtvonalon Paszti-Gere és
novekedést okozott az extracellularis ROS termelésében a rovid, 2 6rdig tartd kezelés soran.

Hosszabb idejli inkubalas utan a H,O» termelésének mértéke visszaallt a kiindulasi szintre,

30



igy az inhibitorral kezelt és a kezeletlen csoport H202 mennyiségében nem volt eltérés. Az
eddigi eredmények alapjan a matriptdz bizonyos esetekben befolyasolhatja a ROS
termelO0dését, viszont csak kis mértékben, igy a matriptaz nem tekinthetd a sejtek f6 redox
homeosztazist szabalyoz6 enzimének. A vizsgalt matriptaz inhibitorok nem befolyasoljak
jelentés mértékben a tenyésztett majsejtek redox allapotat, ezaltal alkalmazasuk biztonsagos

anélkiil, hogy oxidativ stresszt valtananak ki a sejtekben.

Az IL-6 és IL-8 mennyiségének vizsgalatakor a MI432 inhibitor hatisara a
feliiluszoban 4 és 24 oras kezelést kdvetéen mono- és kokultiran is a gyulladasos citokinek
szignifikansan emelkedett koncentracidit mértiik, a vegyiilet pro-inflammatorikus hatassal
birt. Ez alol kivétel kokultaran MI432 10 pmol/l koncentracidja, mely az IL-6
mennyiségének 4 o6ras mérése soran nem mutatott jelentds eltérést a kontroll csoporthoz
képest. A MI460 vegyiilet a MI432-vel ellentétben sem az IL-6, sem az IL-8 citokinek
koncentracioit nem befolyasolta jelentdsen (kivétel a 24 oras kezelésnél a 10 umol/l
koncentraci6 monokulturdn). A kezelést kovetden 4 oraval végzett mérés soran az
inhibitorok hatasa a citokin mennyiségre monokultiran kifejezettebb volt, mint kokulturan.
Ezzel szemben a hosszabb, 24 oras inkubacioval végzett vizsgalatkor a két sejtmodellen mért

eredmények kozotti eltérések mértéke kisebbnek bizonyult.

Bar a kisérletiinkben hasznalt mindkét vegyiilet hasonld szerkezetii 3-APhA
matriptaz inhhibitor, de eredményeink alapjan jelentésen eltéré hatassal birnak a sejtek
miikddésére. Az eltérd hatas oka lehet a kiilonb6zd Ki érték, amellyel a méjban talalhato
matriptaz gatlasara képesek. A matriptdz MI432 inhibitorral tortént gatlasa az I1L-6 és -8
gyulladasos citokinek termelddését jelentésen fokozta, igy valdsziniisithetd, hogy az
¢élettanilag szabalyozott matriptaznak fontos szerepe van a mdj] homeosztazisanak
fenntartdsaban csirkében, elkeriilve a pro-inflammatorikus citokinek talzott termelodését. A
metabolikus aktivitassal ellentétben a gyulladdsos citokinek koncentracidja 24 Oras
inkubéciot kdvetden sem normalizalodott a MI432 alkalmazasat kovetden, ezért feltehetdleg
a vegyiiletekhez tortént metabolikus adaptidcid6 nem kapcsolédik a méj gyulladasos

homeosztazisanak helyreallitasahoz.

Korabbi kutatasok soran a matriptaz szerepét a gyulladasos folyamatokban
kiilonboz6 emlds eredetli sejttenyészeteken vizsgaltak, madar sejteken eddig nem torténtek
ilyen iranyt vizsgalatok. Pomothy és munkatarsai (2016) sertés majbol késziilt gyulladasos
sejtmodellen tanulmanyoztak a MI432 és a MI460 gyulladasos folyamatokra gyakorolt
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hatésait. 2 0ras inkubaciot kovetd mérés eredményeként a kokultirakon nem talaltak eltérést
a citokinek koncentracidiban az inhibitorok hatdsara, tehat a vegyiiletek jelenléte nem
befolyasolta a maj gyulladasra adott valaszat (Pomothy et al., 2016). Paszti-Gere és
munkatarsai (2020) 24 6ras kezelést kovetden a sertés majbol izolalt hepatocyta mono- és
hepatocyta - Kupffer-sejt kokultiran a MI461, egy masik 3-APhA inhibitor vizsgalatakor
Emberekben a matriptaz-1 aktivacidjat szamos gyulladassal jard borbetegséggel hoztak
Osszefliggésbe, az aktivaciot a kor vagy a nap altal okozott karosodasok is befolyasolhatjak
(Chen et al., 2011). Gyulladasos vastagbél szoveteket vizsgalva a matriptaz-1 csokkent
kifejez6dését allapitottak meg, tehat vastagbélgyulladas soran a matriptaz-1 a bélbarrier
helyreallitasaval gyulladasgatlo hatastinak bizonyult (Netzel-Arnett et al., 2012). Az eml6s
sejteken végzett megel6zd és a jelen, madar sejteken végzett kutatas eltérd eredményei
alapjan elmondhat6, hogy a matriptaiz mikdodése fajfiiggd, illetve ramutat a

matriptazaktivitas és a gyulladas kozotti 0sszetett kapcsolatra.

A mono- és kokulturan kapott eredmények Gsszevetése esetén nem figyelhetd meg
jelentOs eltérés a két sejtmodell kozott, ez megegyezik a Paszti-Gere és munkatarsai (2020)
altal korabban sertés majsejtmodellen végzett kutatas eredményével. Ez arra utalhat, hogy a
maj nem-parenchymalis sejtjeinek jelenléte nem befolyasolja jelent6s mértékben a matriptaz
gatlasanak hatasat. A 6:1 aranyban alkalmazott hepatocyta - Kupffer-sejt kokultura a
gyulladasban levé maj modelljeként szolgalt, igy valdszintsithetd, hogy ezek a 3-APhA
szarmaz€k inhibitorok hasonld hatdsokat valtanak ki fizioldgias koriilmények kozott és
enyhén gyulladt majban egyarant. A MI432 mindkét sejtmodell esetén megfigyelhetd pro-
inflammatorikus hatasa alapjan valdszintileg a matriptaz a csirke maj gyulladasanak egyik
fontos szabalyozd enzime, ami megakadalyozza a gyulladasos citokinek talzott mértéki
felszabadulasat. A matriptaiz korabban emlitett hatasai mogott alld mechanizmusok
megismerésére tovabbi célzott kutatasok sziikségesek, viszont jelen kutatds az elsd, amely
ravilagitott a matriptaz szerepére a madar maj homeosztazisanak fenntartasaban. Mivel a
késobbiekben a matriptdz inhibitorok gyogyszerként vald alkalmazasa a cél, igy fontos a
matriptdz madarakban Gjonnan felfedezett hatasaival tovabb foglalkozni, hogy pontos képet

kapjunk a szabalyozas mechanizmusarol.
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6. Osszefoglalas

A membranhoz kapcsolt transzmembran szerin-proteaz csaladba tartozd matriptaz
enzimnek szamos jelentds ¢€lettani hatdsa ismert a gyulladidsos valasz kialakitasaban,
vasanyagcsere szabalyozasaban és az epithelidlis barrier integritasanak szabalyozasaban,
emiatt gatlasa szamos betegség esetén gyogyszerfejlesztési célpont lehet. Mivel a korabbi
kutatasok foként emlds sejtekre fokuszaltak, igy a matriptdz szerepei madar sejteken még
nem teljesen tisztazottak. Jelen kutatasban MI432 és MI460 sorszamt 3-APhA szarmazék
inhibitorok hatésait vizsgaltuk a sejtek gyulladasos és oxidativ allapotara csirkema;j eredetii
hepatocyta mono- ¢és hepatocyta - nem-parenchymalis sejt kokultiran. A sejttenyészetek a

madar majmodelljeként szolgaltak.

A sejtmodelleket 4 és 24 ora idétartamban kezeltiik a M1432 és M1460 vegyiiletek
10, 25 és 50 umol/l koncentracidival és vizsgaltuk a sejtek metabolikus aktivitasat, IL-6, IL-

8, illetve H20; termelését az inhibitoros kezelés hatasara.

Mindkét inhibitor a 4 oras kezelést kovetden csokkentette a sejtek metabolikus
aktivitasat, ami 24 ora elteltével normalizalodott a sejtek inhibitorokhoz toértént metabolikus
adaptacioja kovetkeztében. A MI1432 vegyiilet minden koncentracidja, mindkét inkubacios
1do elteltével fokozta az IL-6 és -8 pro-inflammatorikus citokinek termelddését, viszont
ezzel Osszefiiggésben nem okozott a sejtekben oxidativ stresszt, a ROS valtozatlan mértéki
termelddése alapjan. A MI460 inhibitor a legtobb esetben nem befolyasolta a sejtmodellek

IL-6 és -8 gyulladasos citokinek, illetve a H2O2 termelddését.

Eredményeink alapjan valdsziniisithetd, hogy a fiziologias matriptaz aktivitasnak
jelentds szerepe van csirke maj gyulladasos és metabolikus homeosztazisanak
szabalyozasaban és az élettani értékek fenntartdsdban, anélkiil, hogy a mdj oxidativ
allapotanak f6 modulatora lenne. A matriptazgatld vegyiiletek késobbiekben esetlegesen
gyogyszerként vald alkalmazasa esetén, fontos figyelembe venni az enzim Ujonnan

felfedezett tulajdonsagait.
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/. Summary

The effects of matriptase inhibition on the inflammatory and redox
homeostasis of chicken hepatic cell culture models

The membrane-anchored transmembrane serine protease enzyme matriptase has
important role in inflammatory response, iron homeostasis and epithelial barrier integrity
regulation. Thus, inhibited matriptase can be a potential novel target to treat several diseases.
Previous studies focused on investigating matriptase functions in mammals, while its role in
birds remained unclear. The aim of the present study was to investigate the effects of the 3-
APhA matriptase inhibitors M1432 and M1460 on the inflammatory and oxidative state of
chicken hepatocyte mono- and hepatocyte — non-parenchymal cocultures. The applied

cellcultures served as a proper model of the avian liver.

The cellcultures were treated with M1432 and MI460 at 10, 25 and 50 pmol/l
concentrations for 4 h and 24 h incubation times, after that the cellular metabolic activity,

extracellular IL-6, IL-8, and H»O:> levels were monitored.

Both inhibitors caused a transient moderate reduction in the cellular metabolic
activity after the 4 h incubation time, which was restored after 24 h due to the fast hepatic
adaptation potential to MI administration. After both incubation times in all concentrations
MI432 triggered an intense elevation in the cellular pro-inflammatory IL-6 and IL-8
production, which was not coupled to enhanced oxidative stress on unchanged H-O>
production levels. MI460 in most concentrations and after both incubation times did not

influence the cellular IL-6, -8, and H2O2 production.

Our results suggest that physiological matriptase activities might have key function
in retaining the metabolic and inflammatory homeostasis of the chicken liver, without being
a major modulator of the hepatocellular redox state. If matriptase inhibitors were considered
to be administered as drug candidates in the future in veterinary medicine, the newly
suggested function of matriptase in chicken should be carefully addressed.
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