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Roviditések jegyzéke

ALI — leveg6- folyadék hatarfeliilet

ATCC —American Type Culture Collection
ATP — adenozin trifoszfat

BCECF-AM - 2',7'-bisz-(2-karboxietil)-5-(és-6-) karboxifluoreszcein-acetoximetil észter
BSA — borju szérum albumin

CAMP — ciklikus 3’, 5’-adenozin-monofoszfat
CFTR — cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator
CO2 — széndioxid

CPP — sejtpenetralo peptid

DMEM - Dulbecco modositotta Eagle-médium
DMSO - dimetil szulfoxid

EBA — Evans-kék albumin komplex

EH-1 — Etidium homodimer-1

FBS — fotalis borjuszérum

Gl — gasztrointesztinalis

IL-1pB — interleukin-1p

LLI — folyadék- folyadék interfazis

NF-kB — nuclear factor kB

nmM — nanométer

PBS — foszfat pufferoldat

PFA — paraformaldehid

SF — natrium-fluoreszcein

TEER — transzepitelialis elektromos ellenallas
TJ — szoros kapcsolat (tight junction)

TNF-a — tumor nekrozis faktor-a

TX-100 — Triton X-100

WGA — buizacsira agglutinin

Z0-1 — zonula okkludens-1 fehérje



1. Bevezetés

1.1. Az epitélsejtes biologiai gatrendszerek

A biologiai gatrendszerek feladata sokrétii: az allandé homeosztazis fenntartasa
mellett a szervezet védelmében is fontos szerepet jatszanak. Elvalasztjak szervezetiinket a
kiils6 kornyezettol, a belsé szerveket egymastol, valamint a vérkeringéstdl ¢&s
megakadalyozzak karos anyagok illetve korokozok bejutasat a szervezetbe. Elsddleges
hatarfeliiletnek tekinthet6k az epitélsejtek alkotta kiilsd barrierek, amelyek a szervezet
egészét valasztjak el a kiilvilagtol, tgymint a bor, a 1égutak és a bélcsatorna hamszdvete
(Deli, 2009) (1. abra). Mig alapvetdéen ugyanazt a szerepet toltik be, szerkezetileg
eltéréseket mutatnak ezek a gatrendszerek a kiilonboz6 szervek kozott, ezeket nevezziik
szerv specifikus tulajdonsagoknak. A boérham tobb sejtsoros, réteges szerkezettel
rendelkezik, amely fontos védekezd szerepet tolt be (Brandner, 2016). A bdr az anatomiai
szerkezetébdl adddoan a legkevésbé ateresztd barrier, az alacsony ion permeabilitisat jol
tiikkr6zi a magas, 5000 Q koriili elektromos ellenallasi értéke. Az intesztinalis gat elsddleges
szerepe a tdpanyagfelszivodas, emellett elvalasztja a bél mikrobiomot a test tobbi részétol
(Castoldi és mtsai, 2015). A vékonybél epitéliumanak elektromos ellenallas értéke 100 Q
alatt van, amely az ionok szdmara jol atjarhato barriert mutat (Deli, 2009). A tiidéham alkotta
barrier kifejezetten vékony, ami lehetévé teszi a gazcserét a levegd-folyadek hatarfeliileten

(Frank, 2012).

nazalis ham
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1. abra. Példak az epitélsejtes biologiai gatrendszerekre.

Ezeknek a gatrendszereknek az anatdmiai alapjat az epitélsejtek alkotjak, amelyek

egymashoz szorosan kapcsoldodnak. A sejtek kozott 1€vo rést, az tugynevezett paracellularis



utat, a sejtek membranjaban talalhaté sejtkapcsolo fehérjék zarjak le. Ezeket a strukturakat
szoros kapcsolatoknak nevezziik (tight junction, TJ), amelyek az elsddleges, fizikai alapjat
képezik a gatrendszereknek, meghatarozzak annak szorossagat, ezzel korlatozzak ionok,
molekulak és sejtek atjutasat (2. abra). A szoros kapcsolatok integralt membranfehérjékbol,
a membranfehérjéket és az aktin sejtvazat Osszekotd kapcsolofehérjékbdl, valamint a
paracelluléris szorossagot €s transzportot szabalyozo jelzomolekuldkbol allnak (Johnson és
Quay, 2005; Van Itallie és Anderson, 2014). A transzmembran TJ fehérjék kozil az
okkludin, a tricellulin és a klaudin csalad tagjai kiemelkedd szerepet jatszanak a
paracellularis gatak kialakitasaban (Krause és mtsai, 2008). Az okkludin, amely fontos
szerepet jatszik a transzport szabalyozasaban, hasonld mértékben expresszalodik a
kiilonbozé géatrendszereket alkotd sejtekben, példaul a vér-agy gatat alkotd agyi

endotélsejtekben vagy az emésztérendszer bélhdmsejtjeiben (Haseloff és mtsai, 2015).
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2. abra. A szoros (TJ) és adherens (AJ) sejtkozotti kapcsolatok egyszerisitett abrazolasa (Deli,
2009 alapjan, modositva)

A klaudin csalad tobb mint 20 tagja expresszalodik epitél- és endotélsejtekben. A
klaudinok egyedi kifejez6dési mintazata meghatarozza a paracelluléris rés szovet-, toltés- €s
méret szelektivitasat. A klaudin-1, -3, -4, -5, -8, -11, -14 ¢és -19 hozzajarul a paracellularis
gatak szorossagahoz, mig a klaudin-2, -7, -15, -16 az ionok szdmara atjarhat6 (Krause és
mtsai, 2008). A bélhamsejtek expresszaljak a klaudin-1, -2, -3, -4, -7, -8, -12 és -15
fehérjéket, azonban kifejezddésiik szintje a kiilonbozd bélszegmensekben €s a szubcellularis
elhelyezkedésiik eltérd (Chiba és mtsai, 2008). A tiidéepitélsejtekben a legfontosabb tagjai
a klaudin csaladnak a klaudin-1, 3, -4, -7, -18 fehérjék (Schlingmann és mtsai, 2015). A



zonula okkludens fehérjék (ZO-1 és -2) dsszekapcsoljak az okkludint €és a klaudinokat az
aktin sejtvazzal (2. dbra), és dinamikusan szabalyoznak tobb jelatviteli utat és ezzel a
kapcsolatok kozotti permeabilitast (Paris és mtsai, 2008). Egy masik fontos adaptor fehérje
a kettés funkcioju PB-katenin, amely az adherens kapcsolatokat (AJ) stabilizalja a
sejtmembranban, valamint transzkripciés faktorokhoz kotédve a  génexpresszid
kulcsszabalyozojaként is miikddik (Reis és Liebner, 2013). Az epitélsejtes gatrendszerekben
az adherens kapcsolatok az apikalis junkcionalis komplexumban helyezkednek el a szoros
kapcsolatoktol bazolaterdlis irdnyban (Johnson ¢és Quay, 2005). Az adherens
kapcsolofehérjék, mint példaul az epitelialis E-kadherin, szintén részt vesznek a
paracelluléris permeabilitas szabalyozasaban (Deli, 2009).

A gatmiikodés mellett a szoros kapcsolatok masik fo feladata a sejtréteg polaritasanak
kialakitasa: a sejtek kozotti kapcsolatok gatoljak a fehérjék és lipidek szabad mozgasat a
plazmamembran apikalis és bazolateralis felszine kozott (Cereijido és mtsai, 2008). Ennek
kovetkezménye, hogy az apikdlis és a bazalis sejtmembranban talalhatd transzporterek,
receptorok és csatorndk expresszids mintazata eltérd. Ennek egyik példaja, a cisztés fibrozis
transzmembran konduktancia reguldtor (CFTR) csatorna, ami az epitélsejtek apikalis
felszinen talalhat6. A CFTR csatorna hibas miikddése vagy hidnya szamos betegségben
megfigyelhetd, de elsdsorban a cisztas fibrozis betegséghez kithetd, amiben a CFTR anion
csatornat érintd mutacidé mind a tiido, mind az emésztorendszer miikodésére hatassal van.

A szoros sejtkozotti kapcsolatok nem csak védik a szervezetet, hanem a hatéanyagok
atjutasat is korlatozzak a paracellularis utvonalon keresztiil (Deli, 2008), ezért ez az utvonal
az egyik legfontosabb meghatarozoja a bioldgiai gatrendszereken keresztiili gyogyszer
atjutasnak. A gyogyszerhatdéanyagok atjutdsanak fokozésa intenziven vizsgalt teriilete az
orvosbiologiai és gyogyszerészeti kutatdsoknak (Ward és mtsai., 2000; Abbott és mtsai,
2013). Tobb gydgyszerbeviteli Gtvonal 1étezik, amelyek koziil a leggyakoribb a szajon at
torténd adagolds, mivel hasznélata egyszerli, a betegek kényelmesen, az eldirasoknak
megfeleléen tudjak adagolni a gyogyszer mennyiséget. Azonban szamos hatdéanyag
felszivodasa korlatozott az intesztinalis gaton keresztiil, aminek egyik fontos tényezdje a
szoros sejtkapcsolatok altal lezart paracellularis ut (Deli, 2008). A hagyomanyos beviteli
modok mellett a tiidon keresztiili gyogyszerbejuttatds, mint alternativ beviteli Gitvonal egyre
inkabb el6térbe kertil (Deli, 2008).

Laboratoriumi koriilmények kozott, in vitro tenyésztett epitélsejtek alkalmasak a
biologiai gatrendszerek vizsgalatara, ugyanis kifejezik az élettani koriilmények kozott

megfigyelhetd legfontosabb barrier jellemzdket, példaul a sejtkapcsolo €s szallito fehérjéket.
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Ezenkiviil segitenek a kiilonb6z6 betegségek korfolyamatainak megértésében, lehetséges
terapias szerek, kezelések tesztelésében és kifejlesztésében. A 1égzérendszer tenyészetes
modelljei példaul fontos szerepet jatszanak a hatdanyag atjutas tanulmanyozasaban, tovabba
segitenek a kiilonbozoé 1égzdszervi megbetegedések korfolyamatainak megértésében.
Munkank soran a bélham ¢€s a horgéhdm tenyészetes modelljeit hasznaltuk a kiilonb6zd

vizsgélatokra.

1.2. A légutak hamja
Az emberi légzdérendszer felsd és alsod 1égutakra oszthat6. Az alsé 1éguti szakaszhoz
tartoznak a horgdk, horgdcskék (bronchidlusok) és a gazeserét végzd 1égholyagocskak vagy

alvedlusok (3. abra). A horgdk hamjat nyalkat szekretalo csillosejtek szegélyezik.

_csillok

“—nyak

;rtéria e[;itélsejtek

kapillarisok
3. abra. A 1égzdérendszer felépitése (Nanjwade és mtsai, 2011 alapjan).

A légutakat boritd ham Osszetett és eltérd felépitést mutat a bronchiolusok és az
alveolusok szintjén (4. abra). Sokféle sejttipus talalhato a tiidoben, amelyek strukttralis és
funkcionalis szempontbol egyarant nagymértékben specializalodtak (Franks és mtsai, 2008).
A légutakat a horgdk szintjén egyrétegli tobbmagsoros csillés hengerham boritja, amely a
nyakot termeld kehelysejtekbdl, bazalis sejtekbdl, valamint a csillos sejtekbdl all. Lefelé
haladva a hamréteg egyre vékonyodik, a terminalis bronchidlusoknal egyrétegii csillos hdm

talalhato rovidebb csillokkal és a szekretoros Clara sejtekkel, mig az alveodlusok szintjén a



gazcserét lehetévé tévo egyrétegli lapham (I és 11 tipusu alvedlusham) figyelheté meg

(4. abra) (Chang és mtsai, 2008).

Légeso Horgé Alvedlus

nyak
epitélsejtek— =

bazalis sejtek kehelysejtek  csillosejtek kapillarisok II tipusi sejt

4. abra. A l1éguti ham felépitése (Klein és mtsai, 2011 alapjan).

A horgok kehely- és Clara sejtjei nagy molekulatomegli glikoproteineket véalasztanak
ki, amelyek a nyédkot alkotjak (Lumsden és mtsai, 1984). Ezek {6 alkotoi a mucin fehérjék.
A horgékben a MUCS glikoproteinek egyiittesen alkotjak a gél fazist a léguti hamsejtek
apikalis feliiletén, amely lehetévé teszi a felszini folyadék szamara, hogy megfelelden
csapdazzon és tavolitson el részecskéket, igy védve az epitélium felszinét. A mucin
szekrécio megfeleld szabalyozésa a légutak felszinén elengedhetetlen a légzdérendszer
megfeleld miikddéshez, mivel a taltermelés eltomitheti a Iégutakat, a nem elégséges termelés
pedig ronthatja a csilloszords tisztulast, amely fertézésekhez és gyulladashoz vezet.

Az alvedlusok falat vékony hamréteg alkotja, amely az I és I tipusu alvedlus sejtekbdl
épil fel. Az 1 tipust alveoldris sejtek lapos laphamsejtek, amelyek gazateresztd
membranként miikodnek. A II tipusu alveolaris sejtek legfontosabb feladata a feliiletaktiv
anyagok szintézise és szekrécidja, amelyek csOkkentik a feliileti fesziiltséget a levegd-
folyadék hatarfeliileten, és megakadalyozzak az alvedlusok dsszeomlasat (Chang €s mtsai,

2008).

1.2.1. A cisztas fibrozis betegség

A cisztas fibrozis egy autoszomadlis recessziven o©roklodd genetikai betegség.
Hatterében a CFTR gén mutécidja all, amely egy ATP-kapuzott anion csatorna fehérjét
kodol. A CFTR gén tobb mint 2000 mutacidja ismert (Cystic Fibrosis Mutation Database),
fenilalanin delécidja (AF508). Ez a mutacid a fehérje hibas 6sszeszerelddését eredményezi,
ami az endoplazmatikus retikulumban (ER) ubiquitinalodik €s a proteaszémaban lebomlik

(Ward és mtsai, 1995). Ha a mutans CFTR csatorna el is éri az apikalis plazmamembrant,



csOkken a stabilitdsa (Lukacs és mtsai, 1993) és hibas lesz a kapuzédsi mechanizmusa
(Dalemans és mtsai, 1991). A CFTR mutacidk szamos szervet érintenek, azonban a tiid6t
érintd elvaltozasok feleldsek a magas halalozasi aranyért (ECFS Patient Registry Annual
Data Report 2018).

A CFTR csatorna felelés az epitélsejteken keresztiili klorid és bikarbondt ion
transzportért, ezaltal szabalyozva a s6szallitast, a folyadékaramlast és az altalanos epitélsejt
miikodéshez sziikséges alapveté ion homeosztazist (5. abra). Elettani allapotban a tiid6
epitélsejtekben a Na* abszorpcio és Cl™ szekrécid egyensulyban van, amit az biztosit, hogy
a CFTR csatorna gatld hatissal van az epitelidlis natrium csatorndra (ENaC), ezzel

szabalyozva a natrium €s viz visszaszivasat a 1éguti lumenbdl.
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5. abra. A CFTR csatorna egészséges és cisztas fibrozisos allapotban (Ledford, 2012 alapjan)

Miikodoképes CFTR csatorna hianydban csokken a klorid €s bikarbonat kidramlas a
sejtek apikalis felszinén, valamint az ENaC kikertil a CFTR szabalyozo hatasa al6l, aminek
kovetkeztében fokozodik a Na® és viz visszaszivasa a sejtekbe, ez pedig a periciliaris
folyadék réteg csokkenéséhez vezet. Mivel a csillok nem tudnak megfelelden mozogni, a
nyak mozgasa lelassul, ami a csilloszOros tisztulds romlasat, ezaltal a nyak pangésat idézi
eld. Igy a sejtek felszinén egy besiirlisodétt, savas pH-ji nyakréteg alakul ki (5. abra). A
csilloszoros tisztulds romlasanak kovetkeztében kiillonféle korokozo mikrobak szaporodnak
el a légutakban. A fertézések és a kialakult immunvalasz kovetkeztében folyamatos

gyulladas jon létre a betegek tiidejében (Boucher, 2007).



1.2.2. A cisztas fibrozis betegség vizsgalata modellrendszereken

A CF egy intenziven kutatott betegség, amelynek vizsgalatdhoz mind in vivo, mind in
vitro modelleket is alkalmaznak. Az allati modellek hozzajarulhatnak a CF soran a
légutakban megfigyelhetd fertézések ¢és gyulladasok kezdeti mechanizmusainak
megértéséhez, valamint kiegészithetik a sejttenyészeteken kapott eredményeket (McCarron
¢s mtsai, 2018). Mivel a CF egér és patkany modellek nem mutatnak spontan fertdzéses €s
gyulladésos reakciokat és a légutak felépitése is eltér a humantol, ezért a nagyobb allatok,
példaul vadaszgorények és sertések, amelyek tiidofelépitése és fizioldgidja hasonld az
emberi légutakhoz, megfelelobb modelleknek tekinthetdk. A genetikai modositassal
létrehozott cisztas fibrozisos sertések fenntartasa €s a veliik folytatott kisérletek azonban
rendkiviil koltségesek (McCarron és mtsai, 2018).

A sejttenyészetes modszerek, kiilondsképpen a polarizalt in vitro epitelialis modellek
kritikus fontossaguak a CFTR szerepének jobb megértés¢hez. A CF-re jellemzd léguti
elvaltozasok féleg a légcsovet és a horgdket érintik, ezért a cisztas fibrozis patogenezisének
tanulméanyozéasara és a CFTR funkciondlis valaszanak vizsgalatara human bronchialis
epitélsejteket alkalmaznak leginkabb (Van Goor és mtsai, 2006; Awatade és mtsai, 2014).
A primer tenyészetek az in vivo allapothoz kozeli sejtfelépitést mutatnak, hasznalatuk soran
azonban szamos nehézséggel kell szamolni: (i) a betegekbdl szarmazo primer bronchialis
epitélsejtek kinyerése limitalt, etikai engedélyhez kotott és nehezen megvalosithatd tobbek
kozott az alacsony sejtszam €s mikrobidlis kolonidk jelenléte miatt (Awadate €s mtsai,
2018); (i1) széleskorli felhaszndlasukat megneheziti a levegé-folyadék interfazison vald
¢és Oregedésének tulajdonithatd (Gentzsch és mtsai, 2017); (iii) csak alacsony passzélasi
szamon hasznalhatoak és a tenyésztésiikhoz Osszetett, specialis tdpfolyadékot igényelnek,
ami megnoveli a fenntartasuk koltségeit.

A bronchidlis epitélsejt-vonalak polarizalt monoréteget hoznak Ilétre, azonban
korlatozott a differencialodési képességiik. Ennek ellenére szdmos eldnyos tulajdonsaggal
rendelkeznek: (1) konnyebben kezelhetdk, mint a primer sejtek; (i1) mivel egyetlen donorbol
szarmaznak, a donorok kozti eltérés nem jatszik szerepet a vizsgalatok soran; (iii) hosszabb
¢lettartamuak; (iv) tenyésztésiikhoz tobbnyire egyszeriibb Osszetételii és kevésbé draga
tapfolyadékot igényelnek; (v) alkalmasak nagy teljesitményli szlirésre (Hiemstra €s mtsai,
2018). A legtobb szakirodalmi vizsgalat soran egy cisztas fibrozisos sejtvonalat hasonlitanak

Ossze egy nem cisztas fibrozisos sejtvonallal (Molina és mtsai, 2015; Weiser és mtsai, 2011;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6293199/#B69

Castellani és mtsai, 2012), amelynek eredményeképp felmeriil a kiilonb6z6 genetikai
hattérrel rendelkez6 modellek problémaja.

A 1éguti tenyészetes modellek Osszetettségének novelése érdekében szamos ko-kultara
modellt hoztak mar 1étre, amelyek segitségével nagyobb hasonlosagot lehet elérni az in vivo
tiidoszovettel. Ezekben a modellekben a tiidéham sejteket féleg immunsejtekkel
tenyésztették egyiitt, példaul makrofagokkal vagy hizosejtekkel (Marescotti és mtsai, 2019).
Az endotélsejtek fontossagat leirtak a horgdham sejtvonal polarizaltsdganak kialakitasaban,
valamint a fertézésekre adott immunvalaszban betoltott szerepében (Blume és mtsai, 2017).
Ennek ellenére kevés szamt horgéham és vaszkularis endotél ko-kultira modell talalhaté az

irodalomban, a CF tanulmanyozasara pedig még nem hoztak Iétre ilyen modellt.

1.2.3. Terapias lehetéségek a cisztas fibrézisban

A tiineti kezelések jelentds fejlodésen mentek keresztiil, és ez nagyban hozzajarult a
kor lefolydsanak lelassitdsdhoz, igy a halalozasi atlagéletkor mara meghaladja a 40 évet
(Keogh ¢és mtsai, 2018). A tiiddt érintd tiinetek kezeléséhez mind gyogyszeres, mind
adjuvans/ kiegészité modszereket is alkalmaznak.

A legkorszerlibb gyogyszeres terdpia a CFTR csatornat célzé kismolekuldk
alkalmazasa, ezeket CFTR-modulatoroknak nevezik (Lopes-Pacheco, 2020). Ot f&
csoportba soroljak dket: atirast segitd anyagok, korrektorok, potenciatorok, stabilizalok, és
amplifikalok. Ezek koziil két osztdly (potenciatorok és korrektorok) alkalmazasa
engedélyezett specifikus CFTR mutaciokat hordozo betegek esetében. Az elsd engedélyezett
modulator, az ivacaftor (Kalydeco) a CFTR G551D mutéciot veszi célba. Ez egy
ugynevezett , kapuzasi” mutacio, amely soran a csatorna a megfelel6 helyen talalhato, de a
funkcioja sériilt. Az ivacaftor megnoveli a csatorna nyitott allapotban eltoltott idejét. A
terapia egyik hatranya, hogy a G551D mutécio csak a CF betegek 2,3%-aban van jelen
(Rafeeq ¢s Murad, 2017), tovabba a terdpia magas koltsége is korlatozd tényezd lehet
(Whiting és mtsai, 2014). Egy mésik CFTR modulator, a lumacaftor igéretes eredményeket
mutatott az AF508 mutacié esetén, megnovelte a plazmamembranba eljutd csatornak
mennyiségét (Van Goor €s mtsai, 2011), azonban mitkddésiiket nem javitotta (Kopeikin és
mtsai, 2014). Az 6nall6 mechanizmusok alapjan a lumacaftor és ivacaftor kombindciojat
(Orkambi) javasoljak a AF508 mutacid esetén (Wainwright és mtsai, 2015). A lumacaftor
segiti a hibas fehérje megfeleld helyre szallitasat, az ivacaftor pedig kijavitja és fokozza a
csatorna aktivitasat, ezaltal ndveli az ionok ¢€s a folyadék aramlésat. Ezek a kezelések csak

a leggyakoribb mutaciokat hordozo6 betegek szamara jelenthetnek megoldast, a ritka vagy



egyedi CFTR mutéciot hordozd betegek szamara nem alkalmasak. Ezen kiviil a talzott
koltségek miatt sok beteg szadmara anyagi okokbdl nem hozzaférhetd a kezelés (Lopes-
Pacheco, 2020).

Az adjuvans terapiak fontos részét képezik a betegség kezelésének, céljuk a siiri nyak
felhalmozdodasanak megakadalyozasa és a bakteridlis fert6zések megelézése a léguti
traktusban. A mellkasi fizioterapia célja a légutakat elzard bestirisodott nyak eltavolitdsa
kiilonbozo valadékeltavolito technikdk segitségével (Radtke és mtsai, 2017). Ezen feliil a
fizikai erdnlét fokozasa is fontos, amely javitja az oxigenizacidt, erdsiti a 1égzdizmokat,
illetve elésegiti a valadékiiriilést. A cisztas fibrozisos betegek tiidejében a két leggyakoribb
bakterialis patogén a Pseudomonas aeruginosa és a Staphyilococcus aureus. A P.
aeruginosa fert6zés felelés elsdsorban a betegek nagyszamu elhalalozasaért (Emerson és
mtsai, 2002), kezelésére kiilonb6z6 antibiotikum terapidkat alkalmaznak (Hancock és
Speert, 2000). A fertézések kovetkeztében kialakuld neutrofil sejtek altal kivaltott gyulladas
csOkkentésére  kiillonb6zo  gyulladascsokkentoket mint az  ibuprofént  vagy
kortikoszteroidokat, tovabba N-acetilcisztein kezelést alkalmaznak (McElvaney és mtsai,
2019). A bestlirtisodott nydk oldasaban nagy szerepe van az inhaldlt valadékoldo szereknek.
Ezek koz¢ tartozik a hipertonias (7%) sooldat, a mannitol szarazpor vagy a dornaz alfa, egy
humén rekombindns dezoxiribonukleaz I, amely a neutrofil granulocitdk DNS-ét hasitja
(Agent és Parrott, 2015).

A natrium bikarbonatot, mint nyakoldot, régota alkalmazzdk a gyogyaszatban, és
empirikusan a CF terapiaban is, mint adjuvanst (pl. Salvus viz inhalacid). A natrium
bikarbonat hatasat CF-ben azonban alig vizsgaltak. A CF sertés modelljében a savas pH
csokkentette az antimikrobidlis peptidek baktériumolé képességét a 1égutakban, amelyet
normalizalt a porlasztott natrium bikarbonat inhalalasa (Pezzulo és mtsai, 2012). A natrium
bikarbonat nemcsak helyredllitja az antimikrobidlis peptidek aktivitasat, de kozvetlen
bakteriosztatikus hatdsa is van, gatolja a betegségre jellemzd baktériumok biofilm-
képzddéseét (Dobay és mtsai, 2018). Az egyetlen tavaly kozolt klinikai vizsgélat sordn a
porlasztott natrium bikarbonat inhaldcidja biztonsdgos és jol toleralhatd adjuvans szernek
bizonyult, atmenetileg megemelte a 1égati folyadék pH értékét, valamint csokkentette a
kopet viszkozitasat és viszkoelaszticitdsat (Gomez és mtsai, 2020). Eddig azonban direkt

hatdsat még nem tesztelték 1éguti tenyészetes modelleken.



1.3. A bélham

Az emésztorendszernek a legnagyobb a kiilsé kornyezettel érintkezd feliilete,
hozzavetélegesen 200 m? (Deli, 2009). Ezzel 6szzefliggésben egyike azoknak a szerveknek,
amelyek nagyfoku antigén terhelésnek vannak kitéve. Az emésztérendszer altalanos feladata
felszivodasanak dsszetett folyamatain keresztiil. Emellett a gasztrointesztinalis epitelialis gat
megakadalyozza a potencialisan karos anyagok — korokozok, antigének, gyulladast eldidézo
faktorok — nyalkahartyan keresztiili eljutdsat a bél lumenébdl a belsd kdrnyezetbe, mikdzben
lehetéveé teszik olyan anyagok szelektiv atjutasat, amelyek a bél immunrendszerének
fejlédését és az immuntoleranciat segitik eld (Salvo Romero és mtsai, 2015).

A bélcsatorna nyalkahartyajanak nagy részét polarizalt, egyrétegii kobham sejtek
rétege boritja, amely 3-5 naponta folyamatosan megtjul. Ebben az egysejtrétegben a legtobb
sejt enterocita (kb. 80%), mellettilk megtalalhatdoak még a nyaktermeld kehelysejtek és a
defenzint szekretald Paneth sejtek (Van der Flier és Clever, 2009). A sejtek kézott kapcsolod
fehérjék talalhatoak, amelyek az epitélsejtek specifikus funkcidinak ellatdsdhoz sziikséges
szerkezeti polaritadst biztositjak: a sejtek apikalis felszinén taldlhaté a kefeszegély
(mikrovillusok vagy mikrobolyhok), amely megnovelt felszint biztosit a tapanyagok

felszivodasaban a receptor- és szallitofehérjék segitségével (6. abra).
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6. abra. A bélfal felépitése és a bélham szerkezete (Taghipoor, 2012 alapjan, modositva).

A bélhamon keresztiili anyagatjutas két utvonalon keresztiil valosulhat meg, a sejten
keresztiili transzcellularis, valamint a sejtek kozotti, paracellularis Utvonalon.

Transzcellularisan passziv diffizidval jutnak at a zsirban o0ldodé anyagok, mig a vizben
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old6do molekulak és tapanyagok atjutasa aktivan, szallitofehérjék segitségével torténik. A
paracellularis Utvonalon keresztiili anyagaramlast a sejtkozotti kapcsolatok szabalyozzak,
amelyek fontos szerepet jatszanak a gatrendszeren keresztiili hatdanyag atjutds gatlasdban
(Deli, 2009). Az intesztinalis epitélium felszinét a kehelysejtek altal termelt nyak boritja,
amely megakadéalyozza a nagyobb részecskék, baktériumok kozvetlen érintkezését az
elvaltozasok is jol mutatjdk: ebben a betegségben a hiperviszkdézus nyalka termelése

hozzajarul a tiidében, hasnyalmirigyben €s bélben kialakul6 tiinetekhez.

1.4. A bél- és tiidoham mint gyogyszerbeviteli kapu

Hatoanyag felszivodas szempontjabdl a legjobban szabalyozhato gyogyszeradagolasi
mod az intravénds infizid. Elényos tulajdonsagai mellett azonban szdmos hatrannyal
rendelkezik: invaziv, koltséges, beadasahoz szakképzett személyzet és/vagy korhazi ellatas
sziikséges (Kiirti €s mtsai, 2009). Ebbdl adodoan a legelterjedtebb mddszer a gyogyszerek
szajon keresztiili beaddsa: a betegek egyiittmiikodése magas, minimalis kényelmetlenséget
okoz, emellett biztonsagos, hatékony ¢és konnyen hozzaférhetd. A gyogyszermolekuldk f6
felszivodasi helyének a vékonybél also szakaszat (€hbél és a csipdbél) tekintik. Ez a szakasz
kivalo vér- és nyirokkeringéssel redelkezik, a felszinét boritd bélbolyhok megndvelik a
felszivodasi felszint, valamint az itt 1évd sejtkozotti szoros kapcsolatok kevésbé zartak
Osszehasonlitva az emésztOrendszer tobbi részével, amit az alacsony transzepitelilis
elektromos ellenallas értékek is tiikroznek (Ward €s mtsai, 2000). Azonban a hatéanyag a
bélbdl a portalis vénadn keresztiil el6szor a majba jut, ahol jelentds része metabolizalddhat és
csak ezutan kertil be a szisztémads keringésbe, majd onnét az egyes szervekbe és szovetekbe.

Napjainkban egyre elterjedtebb az alternativ gyogyszerbeviteli kapukon keresztiili
gyogyszeradagolas, amely torténhet a boron, az orr-, szaj-, végbél- vagy a tiidonyalkahartyan
keresztiil. Nagy elényiik, hogy az igy bejuttatott hatéanyag elkeriili a first pass
metabolizmust a méajban, emellett gyors gydgyszer felszivodast biztositanak a szisztémas
keringésbe (Ward és mtsai, 2000). A tiid6 elterjedt alternativ beviteli kapunak szamit nagy
alveolaris feliilete (kb. 160 m?), nagyfoku vaszkularizacioja, valamint az emésztdrendszertdl
eltérdé gyogyszer metabolizalé kornyezete miatt (Agu és mtsai, 2001). A helyi hatdsok
mellett nagy potenciallal rendelkezik a szisztémas keringés célzasara is (Scheuch és mtsai,
2006).

A gyogyszerek felszivodasat nagyban befolydsolja a tiidoben és az emészto-

rendszerben is megtalalhatd nyélkaréteg és a sejtek kozotti szoros kapcsolatok. El6bbi
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extracellularis barrierként muiikodik, amelynek elvaltozasai a kiilonb6z6 betegségekben,
tobbek kozott CF soran, befolyésolja a gydgyszerek oldodasat, felszivodasat (Bhat és mtsai,
1996). Légzoszervi megbetegedések kezelésénél fontos tényezd a 1égutak felszinét boritd
folyadék allaga a hatékony tracheobronchialis gyogyszerbejuttatdshoz (Widdicomb, 1997).
CF betegekben a 1égutakat boritd nyalka stirlisége €s pH-ja megvaltozik, amely a 1égadramlas
csOkkenését, az inhaldlt hatdéanyagok, terdpias szerek felszivodasat illetve célbajutdsat
lassitja és akadalyozza (Bhat és mtsai, 1996). A bélrendszerben szintén fontos szerepe van a
hamsejteket boritd nyalkahartya rétegnek, ami eldsegiti egy nem kevert vizréteg
kialakulésat, a gyogyszereknek eldszor ezen a rétegen kell atjutnia, mieldtt felszivodnanak
a hamon keresztiil (Khanvilkar és mtsai, 2001). Szintén fontos fizikai korlatozo6 tényezonek
szdmitanak az epitélsejtek kozotti szoros kapesolatok, amelyek a vizoldékony molekuldk és

fehérjék mellett szamos hatdanyag atjutdsat is gatoljak a hamsejteken.

1.5. Gyodgyszerbejutas fokozasanak lehetéségei

A biolégiai gatrendszereken keresztiili hatdanyag bejutds fokozéasara harom alapvetd
stratégia létezik: (i) alternativ utvonalak hasznalata; (ii) a hatdéanyag moédositasa; (iii) a
gatrendszerek célzott megnyitasa (Deli, 2009).

Az alternativ beviteli kapukon keresztiili hatdoanyag bejuttatds egyre tobb figyelmet
kap napjainkban, a mar korabban is emlitett elény0s tulajdonsdguk miatt. A tiidon keresztiili
hatdanyag bevitelre egy jo példa a par éve forgalomba kertiilt Afrezza, amely lehetdveé teszi
az inzulin inhaldlt formaban torténd adagolasat cukorbetegeknek (Chan és Cheng-Lali,
2017). Az orron keresztiili gyogyszerbejuttatas hatékonysagat kordbban kutatdcsoportunk is
igazolta. Allatkisérletben a meloxikdm hatéanyagot tartalmazoé nanorészecskék orron
keresztiili adagolasa gyors és magas plazma koncentraciot eredményezett, 6sszehasonlitva a
szajon keresztiili bejuttatassal (Kiirti és mtsai, 2013).

A bioldgiai gatakon keresztiili atjutds fokozhat6 a hatéanyagok kémiai modositasaval.
A lipofil, erésen kationos molekuldk hatékonyabban jutnak at a sejtmembranon és jutnak be
példaul az agyszovetbe: ezt a modszert sikeresen alkalmaztak az epilepszia és depresszio
kezelésére alkalmas valproinsav esetében (Deli, 2011). Kisérletes és klinikai vizsgalatok
alapjan a ciklodextrinek is alkalmasak lehetnek agyi gydgyszerbejuttatds fokozasara
(Vecsernyés és mtsai, 2014). A ciklodextrinek, kivaltképp a hidrofil szarmazékaik, nemcsak
szolubilizaljak a lipofil hatdanyagokat, hanem komplexképzddéssel javitjdk a gyodgyszer

felszivodasat (Strickley, 2004; Loftsson €s mtsai, 2007).
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Szamos lehetdség 1étezik a gatrendszerek paracellularis utjanak megnyitasara, ezzel
fokozva a hidrofil molekulak, kiilonésen a nagy biofarmakonok, ugymint fehérjék és
peptidek, valamint a lipofil és amfifil efflux pumpa ligandok atjutasat (Deli, 2009 és 2011).
Szamos jol jellemzett és hatékony gyogyszerészeti segédanyag 1étezik, ilyenek az anionos
¢s nem-ionos feliiletaktiv anyagok ¢és a zsirsavak, amelyek széleskorben hasznaltak, mint
oldodast segitd agensek oralis, injekcios és nazalis formulacidkban (Strickley, 2004). Ezek
a segédanyagok fokozzdk a paracellularis atjarhatosagot és felszivodast noveld hatasukat
szamos tanulmanyban leirtdk mar (Aungst, 2012). Csoportunk korabbi munkaja soran nem-
ionos feliiletaktiv szukrdz észtereket vizsgalt a bélham modelljén: a szukroz észterek a
szoros kapcsolatokra hatva novelték a paracelluléris atjarhatosagot ionok, hatéanyagok ¢és
jelzdmolekuldk szdmara (Kiss és mitsai, 2014). A gatrendszerek alapjat képezd szoros
kapcsolatok szerkezetének és miikodési mechanizmusanak ismeretében lehetséges olyan
modulator peptidek tervezése, melyek a paracellularis gat megnyitasaval fokozzdk a

gyogyszerbejutast (Deli, 2009).

1.5.1. Szoros kapcsolatokat modosité peptidek — PN159

Az okkludin volt az els6 azonositott és klonozott TJ membranfehérje (Furuse és mtsai,
1998), ezt kovetden fedezték fel a klaudin fehérjecsaladot (Krause és mtsai, 2008). Az
okkludin és klaudinok aminosav sorrendjének és mdasodlagos szerkezetének feltarasat
kovetden lehetdvé valt olyan peptidek tervezése, amelyek a szoros kapcsolatokra hatva
megnyitjak a paracellularis gatat, ezaltal fokozva a kiilonbozé gyogyszerek atjutasat
(7. abra). A TJ modulator peptidek széles skalajat szintetizaltdk meg kiilonb6z6o
sejtkapcsolo fehérje szerkezetek alapjan és tesztelték le gatrendszer modelleken in vivo és in
vitro (Deli, 2009). Csoportunk korabbi kisérletei soran 6 szoros kapcsolatot modositd
peptidet vizsgalt a bélham és a vér-agy gat tenyészetes modelljén (Bocsik és mtsai, 2016).
Minden peptid a sejtkozotti kapcsolatok reverzibilis megnyildsat okozta, azonban a
leghatasosabbnak a PN159 peptid bizonyult mindkét modell esetén (Bocsik és mtsai, 2016).

A PN159 peptidet 1996-ban irtak le eldszor, mint egy szintetikus antimikrobialis
hatdsu, amfipatikus sejtpenetrald peptidet (CPP). Aminosav szekvencidja miatt
(KLALKLALKALKAALKLA-amid) KLAL peptidnek is nevezik (Dathe és mtsai, 1996).
Egy masik megnevezése a MAP, amely a modell amfipatikus peptid roviditésbol szarmazik
(Oehlke és mtsai, 1998; Hallbrink és mtsai, 2001). A peptid TJ mddositd hatasat eldszor
bronchialis epitélsejteken irtdk le (Johnsson és Quay, 2005). A PN159 peptid hatasosan

novelte a 1éghti ham ateresztoképességét mind tenyészetes, mind allat kisérletekben (Chen
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¢s mtsai, 2006), azonban a specifikus célfehérje ismeretlen volt. Csoportunk kimutatta, hogy
a PN159 peptid a klaudin-1 és -5 fehérjék extracellularis doménjével (extracellular loop 1)
1ép kolcsonhatasba (7. abra) (Bocsik €s mtsai, 2016).

% A
k=24

7. abra. A PN159 peptid kapcsolodik a klaudin fehérjék extracellulars doménjéhez, ezaltal megnyitja
a paracellularis Gtvonalat.

Mivel a PN159 peptid o-helikdlis masodlagos fehérjeszerkezetet mutat, erds
kolcsonhatéasba 1ép a bioldgiai membranokkal és sejtpenetrald hatasu (Dathe és mtsai, 1996;
Arouri és mtsai, 2013). A CPP-k rovid, 5-30 aminosavbol allo természetes vagy szintetikus
peptidek, amelyek szdmos kis- és makromolekuldt (nukleinsavak, fehérjék) képesek
szallitani a sejtmembranon keresztiil (Copolovici és mtsai, 2014). A legkutatottabb CPP-k
kozé tartoznak az amfipatikus peptidek: ezek mind hidrofil, mind hidrofob tulajdonsagokkal
rendelkeznek, és kifejezetten lizin, arginin, leucin és alanin gazdagok. A PN159 peptid is
ebbe a csoportba tartozik (Dathe és mtsai, 1996; Oehlke és mtsai, 1998). A CPP-k felépitése
nagyban hasonlit a velesziiletett immunitas részét képezd antimikrobidlis peptidekéhez,
ennek megfelelden a patogénekkel szemben ezek is mutatnak antimikrobialis hatdst (Palm
¢s mtsai, 2006). Az antibiotikum rezisztens baktériumok egyre nagyobb klinikai problémat
jelentenek, foképpen az ugy nevezett ESKAPE korokozok: Enterobacter species,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa és Enterococcus faecium (Boucher és mtsai, 2009). A mikrobaknak ez a
csoportja felelds a nagyszamu kérhazi fertézésekért szerte a vilagon. A CPP-k igéretes
alternativdk lehetnek az antibiotikum-rezisztencia lekiizdésében, ugyanis antibiotikum
rezisztens Escherichia coli torzsek megnovekedett érzékenységet mutattak antimikrobialis

peptidekkel szemben (Lazar és mtsai, 2018).
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2. Célkituzések

Az adjuvans terapidk fontos szerepet jatszanak kiilonbozé betegségek tlineti
kezelésében. Munkank soran a cisztds fibrozisban empirikusan alkalmazott natrium
bikarbonat hatasat vizsgaltuk human tenyészetes epitélsejt modelleken. Az a néhany
tanulmany, amely a natrium bikarbonatot CF-ben vizsgalta, elonyos hatasarol szamolt be
allatmodellen, baktériumokon ¢és betegekben. A néatrium bikarbonat kdzvetlen hatasat
azonban bronchialis epitélsejtekre eddig még nem vizsgaltak. Kisérleteinkben az €16
szervezet komplexitasat jobban tiikr6z6 tenyészetes modellt alkalmaztunk: egy 0y 1éguti ko-
kultara modellt hoztunk létre, amelyben human vad tipust és CF bronchialis epitélsejteket
human vaszkuléris endotélsejtekkel tenyésztettiink egyiitt.

A gatrendszereken keresztiili gyogyszer bejuttatas egyik korlatozo tényezdje a sejtek
kozotti szoros kapcsolat. Ahogy csoportunk korabban mar igazolta, a hatdanyagok
célbajuttatasat fokozni lehet a TJ-k reverzibilis megnyitasaval, ezért tovabbi célunk volt a
sejtkozotti kapesolatokat megnyito, biologiailag aktiv PN159 peptid vizsgélata a 1éguti- és
bélham tenyészetes modellejein. Mivel a PN159 sejtpenetrald hatasu is, a peptid
antimikrobidalis hatdsat megvizsgaltuk ESKAPE patogéneken, amelyek koz¢ tartozik a CF-

re jellemz0 S. aureus és P. aeruginosa.
Munkank soran a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen hatast fejtenek ki a bronchialis epitélsejtek gatmiikodésére az endotélsejtek,

valamint a kiilonb6z0 tenyésztési koriilmeények?

2. Hogyan hat a natrium bikarbonat a bronchidlis sejtek ¢letképességére,

gatmiikddésére, az intracellularis pH-ra és a CFTR csatorna immunfestésére?
3. Milyen hatést fejt ki a PN159 peptid
- a léghti és bélham tenyészetes modelljein a gatmitkodésre €s morfologiara?

- az ESKAPE bakteridlis patogének ¢letképességére?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Vegyszerek

A kisérleteink soran hasznalt laboraruk, reagensek és vegyszerek beszerzési forrasa,
hacsak masképpen nem jeloltiik, a Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag volt. A PN159
peptidet Dr. Fiilop Livia (SZTE, Orvosi Vegytani Intézet) biztositotta szamunkra.

3.2. Sejttenyésztés

3.2.1. A human cisztas fibrozis bronchialis tiidoepitél sejtvonalak tenyésztése

A humién cisztds fibrézis bronchidlis epitél (CFBE) sejtpart Dr. Bebdk Zsuzsa
biztositotta résziinkre (Bebdk és mtsai, 2005). A CFBE41lo- sejtvonalat — ezek a sejtek
eredend6en nem expresszalnak endogén CFTR csatornat — vad tipusu CFTR csatornat (WT-
CFTR) és a leggyakoribb CFTR csatorna mutaciét (AF508-CFTR) hordoz6 plazmiddal
transzfektaltdk (Bebdk és mtsai, 2005). A CFBE sejteket 10% borjasavoval (FBS, Pan-
Biotech GmbH, Németorszag), glutaminnal (Glutamax, 2 mM) és gentamicinnel (50 pg/ml)
kiegészitett Minimum Eagle Medium (MEM) tapfolyadékban tenyésztettiik inkubatorban
37 °C-on, 5% COq-tartalom mellett. A sejteket (< P18) novesztés soran puromicin (2 pg/ml)
szelekcio alatt tartottuk, hogy a transzgének kifejez0dését biztositsuk. A tenyésztd
felszineket patkdnyfarok inbol kinyert kollagénnel vontuk be, igy segitve a sejtek letapadasat
¢és novekedését. A tapfolyadékot kétnaponta cseréltiik. A permeabilitasi kisérletekhez a tiidé
epitélsejteket 12-lyuku tenyésztéedényekbe helyezett sejttenyésztd betéteken novesztettiik
(Transwell, poliészter membran, 0,4 um pérusméret, 1,1 cm? membranfelszin, Corning
Costar Co., USA). A kezdeti sejtszam 10° sejt/cm? volt, majd az epitélsejteket 10 napig

novesztettiik monokulturaban, vagy az endotélsejtekkel ko-kultiraban (8. abra).

(_

8. abra. A ko-kultura osszeallitasa. 1. 1épés: endotélsejtek kirakasa az inzert aljara; 2.1épés: 4 ora
elteltével az epitélsejtek szélesztése az inzert belsejébe; 3. 1€pés: inzert feltoltése médiummal. Par
nap elteltével levegd-folyadék tenyészet 1étrehozasa.

A folyadék-folyadék hatarfeliileten (LLI) novesztett sejtek esetén a felsd
kompartmentbe 0,5 ml, az als6 kompartmentbe 1,5 ml tenyészt6folyadék keriilt. A leveg6-

folyadék hatarfeliileten (ALI) torténd tenyésztéshez a tapfolyadékot harom nap elteltével
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ledntottiik a konfluens epitélsejt rétegrdl, mig az alsé kompartmentben 1évé endotélsejtek
1 ml friss tapfolyadékot kaptak (8. abra). A kisérleteket 10 nap elteltével végeztiik el,

amikor a sejtréteg allando, stabil ellenallas értékeket mutatott.

3.2.2. A human endotélsejtek tenyésztése

A Kko-kulttra létrehozasahoz hasznalt human hematopoetikus Ossejtekbdl szarmazo
endotélsejteket (Pedroso és mtsai, 2011; Cecchelli és mtsai, 2014) endotélsejt médiumban
(ECM-NG, Sciencell, Carlsbad, USA) tenyésztettiik, amit 5% borjasavoval, 1% endotelialis
novekedési faktorral (ECGS, Sciencell) és 0,5% gentamicinnel egészitettiink ki
(Vandenhaute és mtsai., 2016). A sejtek novesztéséhez a tenyésztd feliileteket 0,2%-0s
zselatin oldattal vontuk be. A permeabilitasi kisérletekhez eldszor az endotélsejteket
sz¢lesztettiik a sejttenyésztd betét membranjanak als6, ugynevezett abluminalis felszinére
(< P9; 8x10* sejt/icm?), amit eldtte IV tipust kollagénnel és a fibronektinnel vontunk be,
majd a sejteket 3 o6rdn at inkubdtorban tartottuk. A sejtek letapaddsit kovetden a
sejttenyésztd betéteket a 1,5 ml endotél médiumot tartalmazo 12-lyuku tenyésztéedényekbe
helyeztiik, majd a tiidéepitél-sejteket a membran felsd, ugynevezett luminalis felszinére

pipettaztuk (8. abra).

3.2.3. A human Caco-2 bélepitél-sejtvonal tenyésztése

A human Caco-2 bélhdm eredetli adenokarcindma sejtvonalat az ATCC cégtdl
szereztik be (katalogus szam: HTB-37). A sejteket 10% borjusavoval (Gibco, Life
Technologies, USA) és 0,5% gentamicinnel kiegészitett DMEM/HAM F-12 (Gibco, Life
Technologies) médiumban tenyésztettiik inkubatorban 37 °C-on, 5% CO> tartalom mellett.

A tenyésztési feliileteket patkanyfarok kollagénnel (0,05%) vontuk be.

3.3. Vizsgalati modszerek és kezelések

3.3.1. A human cisztas fibrozis bronchialis epitélsejtek kezelése
A CFBE sejtvonalakban a vad tipusi €s mutans CFTR csatorndk jelenlétének
igazolasahoz a tenyészeteket a CFTR csatornat aktivalo és gatlo szerekkel kezeltiik meg. A
CFTR csatorna-aktivator 8- (4-klor-fenil-tio) -cAMP (cAMP) torzsoldatat (25 mM) steril
desztillalt vizben készitettiik el, majd a kezelésekhez tapfolyadékban 250 uM koncentraciora
higitottuk. A cAMP lebomléaséanak elkeriilése érdekében cAMP-specifikus foszfodiészteraz
4 inhibitort (RO 201724, 17,5 uM) adtunk a kezelési oldathoz.
A CFTR inhibitor 3- [(3-trifluormetil) fenil]-5-[(4-karboxifenil) metilén]-2-tioxo-4-
tiazolidinon (CFTRinn-172) torzsoldatat (100 mM) dimetil szulfoxidban (DMSO) készitettiik
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el, majd az 1 oras kezeléshez tapfolyadékban 10 uM-os koncentraciora higitottuk. A cisztés
fibrozisos betegek tiidejében megfigyelhetd gyulladasos allapot modellezésére a mono- és
ko- kultarakat TNF-a (50 ng/ml) és IL-1B (25 ng/ml) kombinacidjaval kezeltik a
sejtteny€sztd betét mindkét oldalan. A CFTR aktivalo és gatld szerekkel, valamint a
citokinekkel végzett kezelések utan a sejtrétegek integritasat elektromos ellenallas és
permeabilitas mérésekkel vizsgaltuk meg.

A natrium bikarbonat (NaHCO3) hatasanak tesztelésére 50, 100 és 200 mM kezelési
oldatokat készitettink. A MEM tapfolyadék gyarilag 26 mM natrium bikarbonatot
tartalmaz. Az 500 mM-os torzsoldat eldallitasahoz 5,5 ml tapfolyadékban 200,5 mg
NaHCOs-t oldottunk fel, majd 0,2 um fecskenddsziirén sterilre szirtiik. A kezel6oldatokat
a torzsoldatbol higitottuk és frissen készitettilk a kisérletek eldtt. Az életképességi
vizsgalathoz 50, 100 és 200 mM koncentricidkat, a sejtrétegek gatmitkodésének
vizsgélatdhoz és az intracellularis pH mérésekhez 100 mM bikarbonat koncentraciot
hasznaltunk. Az inhalalt natrium bikarbonat kezelés modellezésére csak a tiidéepitélsejteket

kezeltiik a tenyésztdbetétek felsd (apikalis) folyadékterében.

3.3.2. A CFBE sejtek életképességének vizsgalata valosidejii sejtanalizissel

A sejttenyészetek bioldgiai allapotanak, letapadasanak, novekedésének és
¢letképességének jelzdanyag nélkiili, valosidejii nyomonkovetésére impedancia mérést
hasznaltunk (RTCA-SP, ACEA Biosciences, USA). A rendszer nagy elénye, hogy a sejtek
monitorozasa folyamatos, a mérés zavarasmentesen, fizioldgias koriilmények kozott zajlik.
Ezt a mddszert csoportunk mar szamos kisérletben alkalmazta (Kiss és mtsai, 2013). A
cisztas fibrozis bronchialis epitélsejteket egy specialis, 96-lyuku lemezen (E-plate, ACEA
Biosciences) tenyésztettilk, aminek az aljan impedancia mérésére alkalmas arany
mikroelektrodéak talalhatoak (9. abra). A mérés el6tt a hattér impedancia meghatarozasdhoz
sejtmentes tapfolyadékot hasznaltunk. A sejtek novekedésével és letapadasaval ardnyosan
emelkedik a mért impedancia, amit a sejtindex (CI) értékével fejeziink ki. A sejtindexet a
rendszer programja szamolja ki az (Rn-Rp)/15 képlet segitségével, ahol R, a sejtek és az
elektréd kozott mért impedancia, az Ry pedig a hattér impedancia, amit a sejtmentes
tapfolyadék esetében mériink. Az E-plate lemezek lyukait kollagénnel (0,05%) vontuk be,
majd 30 percig UV alatt szaritottuk. A hattér impedancia méréséhez 50 pl sejtmentes

tapfolyadékot pipettaztunk a lyukakba.
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9. abra. RTCA-SP valosidejii sejtanalizald miiszer (ACEA, www.aceabio.com/products/rtcasp).

Ezt kovetden 50 ul sejtszuszpenzidt (10% sejt/lyuk) mértiink a lemez lyukaiba. A
késziilék méréegységét az E-plate-tel egyiitt a 37 °C-0s CO> inkubatorba helyeztiik és a
bronchialis epitélsejteket addig tenyésztettiik, amig a sejtek teljesen benétték a lyukak
felszinét és az impedancia nem ndtt tovabb (platofazis). Ekkor a sejteket 50, 100, 200 mM
natrium bikarbonat tartalmu tapfolyadékkal kezeltiikk meg. A miiszer a sejtindexet ezutan 24
oran keresztiil 10 percenként rogzitette. Az impedancia értékeket a kezelés eldtti utolsod
idépont értékeihez normalizaltuk, igy hataroztuk meg a natrium bikarbonat sejtekre kifejtett
hatasat, amit az id6 fiiggvényében abrazoltunk. Teljes sejtpusztulast okozo referencia

vegyiiletként Triton X- 100 detergenst (TX-100; 10 mg/ml) hasznaltunk.

3.3.3. A CFBE sejtrétegek gatmiikodésének vizsgalata

3.3.3.1. A transzepitelialis elektromos ellenallas mérése

Az epitélsejtek kozotti szoros kapcsolatok korlatozzak az anyagok szabad atjutdsat a
paracelluldris Utvonalon keresztiil. A tenyészetekben mért transzepitelialis elektromos
ellenallas (TEER) értéke a sejtek kozotti szoros kapcesolatok natrium-ionnal szembeni
ateresztoképességét mutatja, mivel a fizioldgids testnedvekhez hasonloan, a tenyészto €s a
pufferoldatokban is a natrium-ion van jelen a legnagyobb koncentracioban (150 mM)
(Benson és mtsai, 2013). A human CFBE sejtvonalak sejtrétegeinek ellenallasértékeit
EVOM rezisztencia-mérdvel és STX-2 elektrodakkal (World Precision Instruments, USA)
mértiik a mono- és ko-kultardkon a tapfolyadék cseréje elétt minden masodik nap. A TEER
értékekbdl levontuk a tenyésztd betéteken sejtek nélkiill mért ellenallasértékek atlagat
(~100 Q x cm?), majd a tenyésztébmembran felszinéhez viszonyitva (Q x cm?) atlagoltuk és
abrazoltuk a TEER értékeket. Az ellendllas mérést a kisérletek eldtt és kozvetleniil utana is

elvégeztiik. A leveg6d-folyadék hatarfazison tenyésztett CFBE sejteknél az ellenallds mérése
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elott az also ¢€s felsd folyadéktérbe 500-500 ul friss tapfolyadékot pipettaztunk, majd a
lemezeket CO2 inkubatorban 15 percig inkubaltuk a hdmérséklet és pH kiegyenlitddésének

biztositasahoz.

3.3.3.2. Permeabilitasi vizsgalatok

A sejtréteg szorossaganak meghatarozasahoz két olyan jelzbanyagot hasznaltunk,
amelyekre a sejtréteg ateresztOképessége é€lettani koriilmények kozott alacsony, ezek a
natrium fluoreszcein (SF; 376 Da) és a szérum albumin, amit Evans-kék festékkel jeloltiink
(EBA; 67 kDa). Ezeknek a permeabilitasi jelzémolekuldknak az atjutasat mind a kontroll,

mind a kezelt csoportokon megmértiik (10. abra).

10. abra. A permeabilitasi kisérletekhez a tenyésztobetéteket a sejtekkel tobblyuku lemezekbe
helyeztiik és a jelz6anyagokat a felsé folyadéktébe mértiik (kék pottyok). A lemezeket sikrazon az
inkubatorba tettiik. A kisérlet soran a jelzéanyagok az alsé folyadéktérbe jutnak (nyil).

A kezelést kovetd6 TEER mérés utan a tenyésztObetéteket 12-lyukll tenyészto-
lemezekbe helyeztik, amely lyukanként 1,5 ml steril, 37 °C-0s Ringer-Hepes oldatot
(118 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 2,5 mM CaClz, 1,2 mM MgSO4, 5,5 mM D-gliikkéz, 20 mM
Hepes, pH 7,4) tartalmazott az als6 (bazalis) folyadéktérben. A felsé (apikélis) folyadéktérbe
500 pl Ringer-Hepes oldatot pipettaztunk, amely SF (10 pg/ml) és EBA (1 mg/ml
BSA + 167,5 pg/ml Evans-kék) jelzdéanyagokat tartalmazott. A tenyésztéedényeket
kisérlettdl fiiggben 30 vagy 60 percen keresztiil 37 °C-on CO: inkubatorban sikrazo
késziiléken (120 fordulat/perc; OS10 sikrazo6, BioSan, Lettorszag) tartottuk (10. abra). Az
enyhe razassal biztositottuk az oldatok folyamatos mozgatasat, ami a permeabilitdsmérés
fontos része (Youdim és mtsai, 2003). Az atjutott jelzéanyag mennyiségét az also
kompartmentbdl 0sszegyljtott mintakbol tobblyuku lemezleolvasoval (BMG Fluostar
Optima, BMG Labtech, Németorszag) hataroztuk meg. A fluoreszcein emissziojat 485 nm
hulldmhosszon torténd gerjesztést kovetden 520 nm-en, mig az EBA elnyelését 584 nm-en
tortént gerjesztés utan 680 nm-en mértiik. A latszdlagos permeabilitasi egyiitthatot (Papp) a

kovetkezo képlet segitségével hatdroztuk meg:
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[Clg X Vp
AX|[C]y Xt

Ppp(cm/s) =
ahol [C]s az als6 kompartment mintaiban mért jelzGanyag-koncentracio, [C]a a fels6
kompartmentbe mért kiindulasi jelz6anyag-koncentracid, Vg az alsé6 kompartment térfogata
(1,5 ml), A a membran felszine (1,12 cm?) és t a permeabilitas vizsgalat idébeni hossza (30

perc vagy 1 6ra).

3.3.4. Immunhisztokémia

Az immunfestésekhez hasznalt ellenanyagok ¢és reagensek listajat az 1. tablazatban
soroljuk fel. Az elsddleges ellenanyagokkal a sejteket 4 °C-on egy éjszakan keresztiil
inkubaltuk. Masnap a mintakat a masodlagos ellenanyaggal és a bisz-benzimid
sejtmagfestékkel (Hoechst 33342; 1 pg/ml) szobahOmérsékleten egy oran keresztiil
festettiik. Az ellenanyagokkal és reagensekkel (lektin és falloidin) torténd kezelések kozott
¢és utan a mintakat haromszor mostuk PBS-ben, majd lefedtiik (Fluoromount-G, Southern

Biotech, USA).

1. tablazat. A kisérletek soran hasznalt elsddleges és masodlagos ellenanyagok és reagensek. (A:
Alexa Fluor)

Katalogus Gazda A

Antitest neve Forgalmazo 08 Higitas regisztracios

Szam szervezet z

Szam
anti-ZO-1 Invitrogen 61-7300 nyul 1:200 AB 138452
anti-p-katenin Sigma C2206 nyul 1:200 AB_476831
anti-E-kadherin  |BD Biosciences 610181 egér 1:200 AB_397580
anti-CFTR Alomone Labs |  ACL-006 nyul 1:200 AB_2039804
anti-klaudin-4 | | nermo Fisher |45 5100 egér 1:200 AB_2533096
Scientific

anti-nyul-1gG- Thermo Fisher ,
A488 Scientific A11034 kecske 1:400 AB_2576217
ﬂggger"g(} Invitrogen A21202 kecske 1:400 AB_141607
acrygnyul"gG' Sigma C2306 barany 1:400 AB_258792
WGA-A488 Invitrogen W11261 - - _
Falloidin- Thermo Fisher ]
Ati0B4TN Scientific A22287 - 1:200 AB_2620155

A kiilonboz6 koriilmények kozott tenyésztett, valamint a natrium bikarbonattal és
PN159 peptiddel kezelt CFBE sejtvonalpar morfoldgiai kiilonbségeinek vizsgalatdhoz a

sejtkapcsolo fehérjék immunhisztokémiai festését végeztiik el. A sejteket a kezelések utan
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foszfat puffer oldattal (PBS) mostuk és 3%-os paraformaldehid (PFA) oldattal fixaltuk 15
percig szobahOmérsékleten. Ezutan a sejteket 0,2% TX-100 oldattal permeabilizaltuk 10
percig, majd a nem specifikus kotOhelyeket 3% borji szérum albumint (BSA) tartalmazé
PBS-ben blokkoltuk 1 6ran 4t. A CFBE sejtvonalak festéséhez nytl anti-ZO-1, nytl anti-p-
catenin ¢és egér anti-E-cadherin elsddleges ellenanyagokat hasznaltunk. Masodlagos
ellenanyaggal torténd festéskor Alexa Fluor-488 jelolt anti-egér és a Cy3-jeldlt anti-nyul
ellenanyagot hasznaltuk sejtmagfestékkel kombinalva (1. tablazat).

A CFTR csatorna elhelyezkedésének meghatarozasahoz a sejteket nyual anti-CFTR
antitesttel és Alexa-488 jeldlt buzacsira agglutinin (WGA) lektinnel jel6ltik meg. A WGA
lektin a sejtek felszinét borit6 glikokalix N-acetil-D-gliikkozamin €s szialsav részeit festi meg.
Fixalas és mosas utan adtuk a sejtekhez a WGA festéket (5 pg/ml), amivel 10 percig
inkubaltuk a mintikat (Betteridge és mtsai, 2017). Ezt kovette a sejtek permeabilizalasa, a
nem specifikus kotdhelyek blokkoldsa és a CFTR antitest hozzdaddsa a mintdkhoz. Masnap
hozzaadtuk a masodlagos antitestet, a Cy3-jeldlt anti-nyul IgG-t valamint a sejtmagfestéket.

Kettds sejtmagfestéssel vizsgaltuk a natrium bikarbonat hatdsat a CFBE sejtek
¢letképességére, és a PN159 peptid membran permeabilizald hatasat a Caco-2 sejteken. A
bisz-benzimid sejtmagfesték mind az é16, mind a sériilt sejtek sejtmagi DNS-ét kékre festi,
mig a voros fluoreszcens jelet ado etidium homodimer-1 (EH-1) festék csak a permeabilissa
valt sejtmembranon keresztiil képes bejutni a sejtmagba, igy alkalmas sejtéletképesség és
membran permeabilitas vizsgalatokra. Az EH-1 festéket (1 uM; 856 Da) a kezelések lejarta
elott fél oraval adtuk hozza a sejtekhez, majd mosast kovetden aceton-metanol 1:1 aranyt
keverékével fixaltuk a sejteket. A sejtmagok festésén kiviil a sejtek kozotti szoros
kapcsolatok szerkezetét is megvizsgaltuk anti-ZO-1, anti-p-katenin, és anti-E-kadherin
festéssel.

A PN159 peptid kezelt Caco-2 sejtek sejtvazanak morfologiai valtozasanak
nyomonkovetés€hez a sejteket fixaltuk (3% PFA), a membrant permeabilizéaltuk (0,2% TX-
100), majd blokkolas utan hozzaadtuk a fluoreszcensen jelolt falloidin festéket a sejtekhez,
amelyet egy 6ra utan lemostunk. Hozzaadtuk az elsédleges ZO-1 antitestet, majd masnap a
a Cy3-jelolt anti-nyul IgG masodlagos antitestet és a sejtmagfestéket.

A klaudin-4 sejtkapcsolo fehérje és PN159 peptid kolokalizacidjanak vizsgalatahoz a
sejteket Bodipy FL maleimiddel jelolt PN159 peptiddel (10 uM) kezeltiik 5 percig. Ezutan
a sejteket jéghideg aceton-metanol (1:1) oldattal fixaltuk 2 percig, majd mosast kdvetden a

nem specifikus kotohelyeket blokkoltuk. Ezutan ramértiik a sejtekre az egér anti- klaudin-4
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elsddleges antitestet, majd masnap anti- egér Alexa 488 masodlagos ellenanyagot adtunk a
sejtekhez.

A megfestett mintakat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Az ¢élosejtes peptid
bejutasi vizsgalatokat Visitron spinning disk konfokalis mikroszkép (Visitron Systems
GmbH, Németorszag) segitségével végeztiik el. Az immunfestésekrél Olympus (Olympus
Fluoview FV1000, Olympus Life Science Europa GmbH, Németorszag) vagy Leica TCS
SP5 (Leica Microsystems GmbH, Németorszag) konfokalis mikroszkoppal készitettiink
felvételeket.

3.3.4.1. Képanalizis

A CFTR csatorna sejten beliili elhelyezkedését és a ZO-1, E-kadherin, B-katenin
sejtkapcsold fehérjék festddésének intenzitdsat képanalizis segitségével értékeltiik ki
(MATLAB, The Mathworks Inc, USA). Eldszor a WGA festés segitségével meghataroztuk
az apikalis membran teriiletét. Ehhez egy 10 pixel széles 2D Gaussian filterrel a WGA
képeket oldaliranyban simitottuk. Minden egyes kisimitott WGA képszeleten, oszloponként
(z-irany) meghataroztuk a sejtek apikalis membranjanak elhelyezkedését ugy, hogy
megkerestiik azt a pixel pozicidt, ahol az intenzitas eldszor emelkedik az oszlop maximum
értekének 30%-a f0l¢, a képszelet tetejérdl indulva. Miutan megallapitottuk a sejtek apikalis
korvonalat, a sejtmembranra és a citoplazmara térbeli maszkokat szamoltunk. A
membranmaszkot 12 pixel (2,4 um) széles csikként szamitottuk a sejtek felsd szélétdl
kezdve. A citoplazma maszkot a membran maszk als6 hataratol a kép teljes aljaig (bazalis
oldal) hataroztuk meg. Végiil a térbeli maszkok segitségével kiszdmoltuk a CFTR festés
pixel intenzitdsat a membran és citoplazma teriiletén. Csoportonként 9 képet analizaltunk,
minden kép 512 képszeletbdl allt (4018 képszelet/csoport). A sejtkapcsold fehérjek
immunfestésének intenzitds analiziséhez a képeket teriiletekre szegmentaltuk. Ehhez a K-
csoportositason alapuld képszegmentalasi funkcidt hasznaltuk, amellyel citoplazma és
sejtkapcsolati régiokra bontottuk a képeket. A szegmentalas alapjan térbeli maszkokat
kaptunk, amiknek a segitségével kiszamoltuk a sejtkapcsold fehérjek teriiletein mérhetd

atlagos pixelintenzitast.

3.3.5. A sejtek intracellularis pH értékének meghatarozasa
A CFBE sejtek bels6 nyugalmi pH-janak (pHi) meghatarozasahoz a sejteket
kollagénnel bevont iiveg fedélemezeken (24 mm) novesztettik 35 mm atmérdji

sejttenyésztd  csészékben (Orange Scientific, Belgium). Mindkét sejttipusnal
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2x10° sejt/csésze volt a kezdeti sejtsiirliség, majd az egybefiiggd sejtrétegek kialakulasa utan
végeztiik el az intracellularis pH mérést. A bikarbonat hatdsanak vizsgéalatdhoz a CFBE
sejteket inkubatorban 100 mM bikarbonat tartalmu tapfolyadékkal kezeltiik egy oran at. A
sejtek  mosasat kovetéen a  2',7'-bisz-(2-karboxietil)-5-(és-6-) karboxifluoreszcein-
acetoximetil észter (BCECF-AM; 2 uM; Biotium Inc., USA) pH-érzékeny fluoreszcens
festékkel toltottiik fel a CFBE sejteket HEPES-puffer oldatban (HEPES-BS; 140 mM NaCl,
5mM KCI, 1 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM D-gliikkéz, 10 mM HEPES; pH =7,4).
Ezutan a sejteket nedves kamraban 37 °C-on 25 percig inkubaltuk. Az iiveg fed6lemezeket
a sejtekkel belehelyeztiik egy Zeiss Axio Observer 7 invert fluoreszcens mikroszkopra (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Németorszag) szerelt perfuzids kamraba (QE-1, Warner
Instruments, USA). A sejteket 495 (+3) nm és 436 (+10) nm hullamhosszon fénnyel
gerjesztettiik, és a 495/436 fluoreszcencia kibocsatasi aranyt 540 + 20 nm hullamhosszon
mértiik a pHi meghatarozdsdhoz. A mikroszkop altal készitett felvételeken tizennégy-
tizenhét véletlenszertien kivalasztott sejtet jeloltink ki (Region of Interest = ROI), ahol a
fluoreszcencia intenzitdsokat ZEN szoftver (Carl Zeiss Microscopy GmbH) segitségével
mértiik. Két mésodpercenként egy mérést rogzitettiink. A mérés soran a 495 és 436 nm-nél
gerjesztett festék emisszios értékek hanyadosait rogzitettiik (Arany = [Emisszios intenzitas
495 nm-nél gerjesztve]/[Emisszidés intenzitds 436 nm-nél gerjesztve]). A sejteket
folyamatosan aramoltattuk pufferrel 1-1,5 ml/perc sebességgel. A sejtek nyugalmi pH
értékének meghatarozasahoz el6szor rogzitettiik az inkubald oldatban (HEPES, pH =7,4) a
mar fent emlitett ardnyszamot, majd ezeket az értékeket szintén mértiik, amikor kiilonb6z6
pH-ji, magas K* (130 mM) tartalma kalibraciés HEPES puffer oldatot (K-HEPES-BS;
15 mM NaCl, 130 mM KCI, 1 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM D-gliikéz, 10 mM HEPES
sav) aramoltattunk a sejteken. A kalibracios oldatok pH értékeit pH = 6,0 és pH = 8,4 kozott
allitottuk be, tovabba 10 uM nigericin natrium soéval (Tocris Bioscience, UK) egészitettiik
ki. A nigericin altal a sejtek belsé pH-ja megegyezik az oldat pH-javal, és ezen adatokbol
egy kalibracios egyenes készithetd. A kalibracids egyenes segitségével a sejtek nyugalmi

allapotaban mért ardnyszamabdl pHi kiszamolhato.

3.3.6. Az epitélsejt modellek kezelése PN159 peptiddel

3.3.6.1. A human cisztas fibrézis bronchialis epitélsejtek kezelése
A fluoreszcensen jeldlt és jeldletlen PN159 peptidet Dr. Fiilop Livia (SZTE AOK,
Orvos Vegytani Intézet) allitotta elé (Bocsik és mtsai, 2016). A CFBE sejtvonalak

kiilonboz6 kezelésekre adott valaszanak hasonlosagainak és kiilonbségeinek tesztelésére a
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PN159/KLAL peptid (NH2-KLALKLALKALKAALKLA-amid) hatasat is megmértiik. A
peptidet, ami sejtpenetrald és sejtkdzotti kapcsolatokat megnyitd hatassal is rendelkezik,
kutatocsoportunk korabban mar tanulmanyozta (Bocsik és mtsai, 2016). A peptid
torzsoldatat (5 mM) DMSO-ban készitettiik, a kezelésekhez tapfolyadékban higitottuk
10 uM koncentraciéra. A CFBE monokultarat 30 percig kezeltiik a peptiddel (csak a felsd
folyadékteret, ahol az apikalis sejtkapcsold strukturak talalhatok). A kezeldoldat eltavolitasa
utan két idépontban mértiik a TEER és a permeabilitas értékeket: rogton a peptidhatas utan,

valamint 24 6raval késobb, a sejtrétegek helyreallasi idoszakanak végén.

3.3.6.2. A human Caco-2 bél epitélsejtek kezelése, a peptid internalizacidja és
kolokalizacioja

kisérlet el6tt frissen higitottuk ki a torzsoldatbol. A sejtvaz morfoldgiai valtozasanak
nyomonkovetéséhez az egy oras kezelést kovetden a sejtek aktin sejtvazat és ZO-1
sejtkapcsolod fehérjéit festettiik meg. A CFBE sejtekhez hasonloan, kettés magfestést
végeztiink el a Caco-2 sejteken az egy o6ras PN159 peptid kezelését kovetden. A sejtmagok
festésén kiviil a sejtek kozotti szoros kapcsolatok szerkezetét is megvizsgaltuk a ZO-1
sejtkapcsold fehérje immunhisztokémiai festésével. A PN159 peptid €16 sejtekbe valod
bejutasanak vizualizacidjdhoz a Caco-2 sejteket kollagénnel bevont {ivegalji Petri-
csészékben tenyésztettiik. A Bodipy FL maleimiddel (Thermo Fischer, USA) fluoreszcensen
jelolt peptiddel 1, 3 és 10 uM koncentracioban kezeltiik a sejteket 5 percig. A peptid kezelés
elétt 10 perccel a sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel jeloltiik meg. A kezelés utan az €16
sejteket haromszor mostuk 1% FBS-Ringer—Hepes pufferrel, majd ugyanebben az oldatban
vizsgaltuk a sejteket konfokalis mikroszkdppal. A klaudin-4 sejtkapcsolo fehérje €s a peptid
kolokalizacigjanak vizsgalatdhoz a sejteket Bodipy FL maleimiddel jelolt PN159 peptiddel
(10 uM) kezeltik 5 percig. A klaudin-4 és magfestést kovetéen a mintakrol konfokalis

mikroszkdp segitségével képeket készitettlink.

3.3.7. A PN159 peptid antimikrobialis hatasinak meghatarozasa

A PNI159 peptid antimikrobialis aktivitas spektrumat 6t ESKAPE korokozon
(Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae spp. Cloacae) és egy vankomicin-rezisztens ESKAPE
korokozon (Enterococcus faecium) vizsgaltuk (2. tablazat). A PN159 peptid minimum gatlo
koncentracio (MIC) értékét az ESKAPE korokozo torzsnél Mueller-Hinton taptalajban

hataroztuk meg. Az Enterococcus faecium esetében, amely nem né Mueller-Hinton agaron,
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agy ¢és sziv kivonatot tartalmazé taptalajt hasznaltunk. A MIC értékeket az altalanos
sorozathigitsi technika alkalmazaséaval hataroztuk meg (Wiegand és mtsai, 2008). Roviden:
96 lyuku mikrotiter lemezekben 11 I1¢épésbdl allé sorozat higitasokat készitettiink,
torzsenként harom bioldgiai parhuzamossal. A korokozokat mindegyik lyukba 5x10°
baktérium/ml stirtiségben oltottuk be, majd a lemezeket 37 °C-on inkubaltuk. A lemezeket
300 fordulat/perc sebességgel razattuk a 18 6ras inkubalés alatt. A sejtnovekedést az optikai
stiriség mérésével kovettik nyomon (OD600, Synergy 2 mikrolemez-leolvasé BioTek
Instruments Inc., USA). A MIC értékeket a teljes novekedésgatlasként hataroztuk meg
(OD600 < 0,05). Referenciavegyiiletekként harom kiilonb6zé hatasmechanizmussal bird
baktericid szer antimikrobidlis hatasat teszteltiik. A cefoxitin a sejtfal szintézist gatolja, a
gentamicin (Applyhem GmbH, Németorszag) egy 30S riboszomalis alegység gatlo, mig a
ciprofloxacin egy giraz inhibitor. A cefoxitin és gentamicin esetén a legmagasabb tesztelt
koncentraciok a 100 pg/ml voltak, mig a ciprofloxacinnadl 10 pg/ml koncentraciot

alkalmaztunk.

3.4. Statisztikai kiértékelés

Az adatok statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
USA) programot hasznaltuk. A kisérletekben kapott adatokat atlag + SD formaban adtuk
meg. Az egyes kezelési csoportok kozotti kiillonbségeket kétutas ANOVA-t kdvetden
Bonferroni-teszttel elemeztiik. Statisztikailag szignifikansnak a P<0.05 értékeket
tekintettiik. A kisérleteket legalabb haromszor megismételtiik, és kisérletenként legalabb

harom parhuzamos mintat hasznaltunk.
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4. Eredmények

4.1. A CFBE sejtek gatmiikodésének jellemzése mono- és ko-kultiraban

4.1.1. Transzepitelialis elektromos ellenallas és permeabilitasi vizsgalatok

A tenyésztobetéteken novesztett CFBE sejtvonalak szoros sejtréteget hoztak létre
mindkét modell esetén a tizedik napra: a transzepitelidlis elektromos ellenallas (TEER)
értékek meghaladtik az 500 Qxcm?-t (11A 4bra) és a két, eltérd méretii jelzémolekula Pagp

értékei az igen alacsonynak szamito 1077 cm/s tartomanyba estek (11B abra).

A B Fluoreszcein Albumin
1 #HiH 0.4 0.10
o~ 20001 _ WT-CFTR mono 1 L T « T
£ = WT-CFTR ko :_u? 0.3 _’J,‘_ 0.08 .
Q 15001 - AF508-CFTR mono o g E
A ~ AF508-CFTR ko o o 008
~ 10004 A e 0.2 =4
5 - ~ 0.04
[-N Q.
W osoo{ - TS o’ 01 2 g.02
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 o'cmono ko mono ko 0'Ocmt:mo ko mono ko
Napok WT-CFTR AF508-CFTR WT-CFTR AF508-CFTR

11. abra. A mono- és human endotélsejtekkel ko-kultiraban ndvesztett cisztas fibrozis bronchialis
epitélsejtek (CFBE) transzepitelialis elektromos ellenallas (A) és permeabilitasi értékei (apikalis
bazalis irdnyban) (B). Az értékeket atlag +£ SD-ként abrazoltuk, n = 4/csoport. Statisztikai proba:
kétutas Anova és Bonferroni teszt. ** p<0,01, **p<0,001 a monokulturahoz hasonlitva;
#p<0,05 *#p<0,01, # p<0,001 az adott vad tipust csoporthoz hasonlitva.

A human vaszkularis endotélsejtek jelenléte tovabb fokozta a tiid6 epitélsejtek
biologiai gat tulajdonsagait, ahogy azt a magas ellenallasi értékek (WT-CFTR CFBE
monokultira: 605 + 7, ko-kultira: 1322+112 Qxcm?; AF508-CFTR CFBE monokultura:
529+16, ko-kultira: 1800+152 Qxcm?) is jol mutatnak. Az endotélsejtekkel vald egyiitt
tenyésztés alacsonyabb permeabilitasi értékeket eredményezett (11B abra), mind a Kis
molekulastlytl fluoreszcein (WT-CFTR CFBE monokultara: 3,2+0,4, ko-kulttra:
1,5+0,4 x 10" cm/s; AF508-CFTR CFBE monokultara: 3,5+0,3, ko-kulttra: 1,5+0,5 x 10°
" em/s), mind a nagyobb molekulastlyl albumin (WT-CFTR CFBE monokultira: 0,8+0,1,
ko-kultara: 0,6+0,1 x 107 cm/s; AF508-CFTR CFBE monokultura: 0,8+0,1, ko-kulttra:

0,6+0,1 x 107" cm/s) jelzémolekuldk esetében.
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4.1.2. A mono- és ko-kulturaban tenyésztett CFBE sejtek kozotti kapcsolatok
fehérjéinek immuncitokémiai festése

A sejtek kozotti szoros kapcsolatok (TJ) szerkezetének vizsgalatdhoz a szoros

kapcsolat asszocialt citoplazmatikus Z0-1 linker fehérjét, valamint az adherens kapCSOIatok

crer

novesztése fokozta a sejtek kozotti kapcsolatok szorossdgat, valamint hozzajarult az
epitélsejtek egyrétegben vald ndvekedéséhez, ahogy azt a ZO-1 és B-katenin festddése is jol
mutatja (12A abra).
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12. abra. A zonula okkludens (ZO-1) és B-katenin kapcsolod fehérjék immunfestése 10 nap
monokultiraban és ko-kulturaban vald novesztést kovetden (A). A sejthatart kirajzolé ZO-1 (B) és
B-katenin festés (C) atlag pixel intenzitasa. Az értékeket atlag + SD-ként abrazoltuk, n = 3-6/csoport.
Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt. *** p < 0,001 a monokultirahoz hasonlitva;
#p<0,001 a vad tipust csoporthoz hasonlitva. Piros szin: kapcsold fehérjék. Ciankék: sejtmag.
Meérce: 25 pm.
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A ZO-1 atlag pixel intenzitasa a sejtek hataran magasabb volt WT-CFTR CFBE sejtek
esetén, mig magasabb [B-katenin fluoreszcencia intenzitds volt megfigyelhetd a AF508-
CFTR CFBE sejtekben (12B abra). Az endotélsejtek jelenlétének hatasara a CFBE sejtek

hataran 1év6 kapcsolé fehérjék jelintenzitasa erGsebb és élesebb lett (12. abra).
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13. abra. A cisztas fibrozis bronchialis epitélsejt (CFBE) monokultara és ko-kultara modelleken
mért transzepitelialis elektromos ellenallas (A, C) és permeabilitasi értékei (B, D) 8 fiiggetlen kisérlet
alapjan. Az értékeket a WT-CFTR CFBE csoportok szazalékaban abrazoltuk (atlag + SD, n = 16-
52/csoport). Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt. ** p < 0,01, *** p < 0,001 a WT-
CFTR CFBE sejtekhez hasonlitva.

Hogy 0Osszehasonlitsuk a vad tipusu és mutdns CFBE sejtrétegek integritasat, 8
fiiggetlen kisérlet eredményeit egyesitettiik, majd analizaltuk (13. abra). Mivel a CFBE
sejtvonalak alap TEER és permeabilitasi értékei nagyfoku eltérést mutattak a kisérletek
kozott, ezért az értékeket a WT-CFTR CFBE csoportok szazalékaban é&brazoltuk. A
monokultaraban tenyésztett AFS08-CFTR CFBE sejtek gyengébb barriert tudtak kialakitani,
amit a vad tipusu sejtekhez képest alacsonyabb TEER értékek és emelkedett jelz6anyag
atjutas mutat (13A-B abra). Ezzel szemben, a vaszkularis endotélsejtekkel egyiitt novesztett
AF508-CFTR CFBE sejtek szorosabb sejtréteget hoztak létre, ezt a megemelkedett ellenallas
¢és a csokkent Papp értékek jelzik (13C-D abra). A szorosabb sejtrétegek kialakulasat a -

katenin sejtkapcsold fehérje immunfestés intenzitasanak fokozodasa is igazolja (12C abra).
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4.2. A CFBE sejtek tenyésztése folyadék-folyadék és levego-folyadék hatarfeliileten

A CFBE sejtek levego-folyadék interfazison torténd tenyésztése — amely é€lettanilag
relevansabb — nem eredményezett jobb barrier tulajdonsdgokat a folyadék-folyadék
tenyésztési allapothoz képest. ALI koriilmények kozott a sejtrétegek elektromos ellendllas
értékei a vad tipusu CFBE sejtek esetén 27%-a, a mutans sejtek esetén 69%-a volt a
folyadékban tenyésztett sejtekéhez képest. Ezzel 6sszhangban tobb jelzomolekula jutott 4t a

folyadékban tenyésztett sejtekhez képest (14. abra).
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14. abra. A ko-kulturaban tenyésztett CFBE sejtek transzepitelialis elektromos ellenallas (A) és
permeabilitas értékei (B) folyadék-folyadék (LLI) vagy leveg6- folyadék interfazison (ALI) valo
tenyésztést kovetden. Az értékeket atlag = SD-ként abrazoltuk, n = 4/csoport. Statisztikai proba:
kétutas Anova és Bonferroni teszt. *** p < 0,001 a LLI csoporthoz hasonlitva.

A ZO-1 és az epitélsejtekre jellemzd E-kadherin (kadherin-1) sejtkapcsolo fehérjék
immunfestése szintén alatamasztotta a gyengébb barrier integritast (15. abra). A levegdén
tenyésztett sejtek morfoldgiai analizise soran tobb apoptotikus sejtmagot és a sejtkapcsold
struktarak festédési mintazatanak hianyat figyeltiik meg tobb latdtérben is, elsdsorban a
tenyésztobetétek kdzepén.

Ezek az eredmények Osszhangban allnak az irodalomban leirtakkal: a levegén
tenyésztett CFBE4lo- human bronchidlis epitélsejtek szintén gyengébb barrier
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a folyadékban tenyésztettek. A fébb okokként a sejtek
felszinének kiszaradasat és emiatt a horgéhamsejtek apoptotikus sejthalalat azonositottak
(Ehrhardt és mtsai, 2006). Tovabbi kisérleteinkhez ezért a legegyszeriibb és leggyakrabban
hasznalt mddszert, a tenyésztobetét mindkét oldalan tapfolyadékban torténd tenyésztést

valasztottuk.
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15. abra. Folyadék- folyadék (LLI) és levegé-folyadék interfazison (ALI) tenyésztett CFBE
sejtekben a ZO-1 és E-kadherin sejtkapcsold fehérjék immunfestése. Zold és piros: sejtkapcsold
fehérjek. Kék: sejtmag. Mérce: 40 pm

4.3. A CFTR csatorna aktivalasanak és gatlasanak vizsgalata a CFBE sejtparon:
ellenallasi és permeabilitasi mérések

A transzepitelialis elektromos ellenallas a sejtrétegen keresztiili ionaramlast tiikrozi. A
CFTR anion csatorna aktivacidja a sejtekbe bejutdé cAMP analdggal a vad tipust sejtek
esetében csokkent ellenallasi értékeket eredményezett, ami a csatornan keresztiili nagyobb
ionaramlast, azaz a csatorna fokozott miikodését jelzi (16A abra). A WT-CFTR CFBE
sejtréteg ellenallas értékeinek csokkenése azonban nem jart egylitt a jelzOanyagok fokozott
atjutasaval, ellenkezdleg, kevesebb fluoreszcein és albumin jutott at a sejtrétegen a kontroll
csoporthoz képest. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a vad tipust sejteknél tapasztalt
csokkent TEER értékek nem egy gyengébb barriert jeleznek, hanem a cAMP altal aktivalt
CFTR csatornan keresztiili megnovekedett ionaramlast mutatjadk. A AF508-CFTR CFBE
sejtek magasabb TEER ¢és csokkent permeabilitasi értékeket mutattak, amelyek a sejtréteg
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szorossaganak fokozodésat tiikrozik (16. abra). A csatorna aktivaciora jellemzé TEER

csokkenés nem volt megfigyelhetd (16A abra).
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16. abra. A sejtekbe bejutd cAMP analog (250 uM) és a CFTR csatorna gatldé CFTRinn-172 (inh;
10 uM) 1 oras kezelés hatasa a sejtréteg elektromos ellenallasara (A) és permeabilitasara (B). Az
értékeket a kontroll csoport szazalékaban abrazoltuk (atlag = SD, n = 4/csoport). Statisztikai proba:
kétutas Anova és Bonferroni teszt. ** p <0,01, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz hasonlitva,
##p < 0,001 az adott vad tipusu csoporthoz hasonlitva.

Mindkét sejtvonal esetében a cAMP kozismert barrier erdsitd hatasat figyeltiik meg,
amelyet a paracellularis jelzéanyagok csokkent permeabilitasi értékei is alatamasztanak
(16B abra). Az ionaramlasra vonatkoz6 TEER eredményeink Osszhangban vannak az
irodalomban mar leirt, bronchialis epitélsejteken végzett kisérletek adataival: a cAMP
kezelés csokkentette a vad tipust, miikodo CFTR csatornat kifejez6 CFBE sejtek TEER
értékeit, mig a mutans CFTR csatornat kifejez6 CFBE sejtek esetében fokozta a sejtréteg
elektromos ellenallasat (Molenda és mtsai, 2014). Tovabba, a AF508-CFTR csatornat, ha az
a sejtmembranban talalhato is meg, nem lehet stimulalni forskolinnal megnévelt cAMP-
szinttel sem (Bebdk és mtsai, 2005).

A CFTR inhibitor kezelés a vad tipusu bronchiélis epitélsejteken a TEER értékekre az
aktivatorral ellentétes hatast valtott ki (16A abra). A WT-CFTR CFBE sejtek esetén
tapasztalt megnovekedett ellenallas értékek a legatolt CFTR csatorna kovetkeztében
lecsokkent ionaramlast tiikrozik. Ezzel szemben a mutdns CFTR csatornat kifejezo
epitélsejtek ellenallas értékei nem valtoztak, ami tovabbi bizonyiték arra, hogy a CFTR
csatorna ezekben a sejtekben nem funkciondlis. Ezek az eredmények megerdsitik a
sejtvonalak megbizhatosagat, alatamasztjak, hogy csak a WT-CFTR CFBE sejtek fejeznek
ki aktiv, mlikodoképes CFTR csatornat. A CFTRinn-172 kezelés nem okozott valtozast a

sejtréteg integritasaban, ahogy azt a jelzb6anyagok valtozatlan atjutasa is mutatja (16B abra).
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4.4. Citokinek hatasa a CFBE sejtvonalpar gatmiikodésére
A cisztas fibrozisban megfigyelhetd gyulladas modellezésére a CFBE sejteket TNFa

¢s IL-1B citokinek kombindcidjaval kezeltiik meg csoportunk kordbbi, intesztinalis
epitélsejteken elvégzett kisérletei alapjan (Varadi és mtsai, 2017). A hat 6ras citokin kezelés
nem valtoztatta meg szignifikdnsan a monokultaraban ndvesztett CFBE sejtek ellenallés
(17A abra) és albumin atjutasi értékeit (17B abra). A WT-CFTR CFBE sejtréteg ateresztd
képessége a kis molekulasulyu fluoreszcein jelzéanyagra alacsony maradt, kiilondsképpen a
ko-kultiraban tapasztalt valtozasokhoz képest (17B abra). Fontos kiemelniink, hogy a
kismértéki fluoreszcein atjutasban mért valtozasok ellenére a sejtréteg szoros gatat alkotott,

amelyet az alacsony permeabilitasi értékek is alatamasztanak (a fluoreszcein Pgpp értéke a

kontroll csoportban: 3,0 + 0,2 x 107 cm/s).
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17. abra. A CFBE monokultarak (A-B) és ko-kultarak (C-D) transzepitelialis elektromos ellenallasa
(A, C) és permeabilitasi értékei (B, D) 6 oras citokin kezelés utan. Az értékeket a kontroll csoport
szazalékaban abrazoltuk (atlag = SD, n = 4/csoport). Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni
teszt. * p < 0,05, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz hasonlitva.

A ko-kultaraban tenyésztett CFBE sejtvonalak esetén karosodott a sejtréteg a citokin

kezelés hatasara. A TEER értékek a kontroll csoport értékeinek felére csdkkentek
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(17C abra). Ezzel egyidoben a kiilonboz6 jelzéanyagok permeabilitasi értékei a kontroll
csoporthoz képest a tobbszorosiikre néttek (fluoreszcein: Papp @ WT-CFTR sejtek esetén
260%, AF508-CFTR sejteknél 172%; albumin: Papp @ WT-CFTR sejtek esetén 181%,
AF508-CFTR sejteknél 143%) (17D abra). A citokinek hatdsa a vaszkularis endotélsejtek
jelenlétében erdteljesebb volt (17C-D abra), mint a monokultarakban, ahol a barrier funkcio
alig valtozott (17A-B abra). Eredményeink arra utalnak, hogy a CFBE ko-kultira modellek
erOteljesebben reagalnak a citokin kezelésre, emiatt alkalmasabb modellek lehetnek a

gyulladasos allapotok in vitro vizsgalatahoz, mint a monokulttrak.

4.5. A natrium bikarbonat hatasa a cisztas fibrozis bronchialis epitélsejt tenyészeteken

4.5.1. Eletképességi vizsgalatok: valosidejii sejtanalizis és kettés magfestés

A natrium bikarbonat id6 és koncentraciofiiggd hatast mutatott a CFBE sejtek
¢letképességére a valosidejii sejtanalizis mérések alapjan (18. abra). A kontroll csoport
MEM tapfolyadékot kapott, amely gyarilag 26 mM NaHCOz-ot tartalmaz. Az 50 és 100 mM
natrium bikarbonat koncentraciok nem valtoztattdk meg WT-CFTR CFBE sejtek
¢letképességét a kezelés elsd oOrdjaban, azonban a tovabbi idOpontok esetén jelentds

impedancia csokkenést tapasztaltunk (18. abra).
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18. abra. AWT-CFTR CFBE (A) és a AF508-CFTR CFBE (B) sejtek valosidejii impedancia mérése
kiilonb6z6 koncentracidju (50, 100, 200 mM) natrium bikarbonat kezelés hatasara. A kontroll
csoport tapoldata 26 mM natrium bikarbonatot tartalmazott. A natrium bikarbonat hatasat az
impedancia értékekre normalizalt sejtindexként abrazoltuk (atlag + SD, n = 11-13/csoport).

Ezzel ellentétben, a mutans CFTR csatornat kifejezd sejteknél az 50 mM-0s
koncentraci6 nem valtoztatta meg a sejtek impedanciajat, mig a 100 mM koncentracid esetén
egy atmeneti csokkenést tapasztaltunk a 6-15 6ras intervallumban, amely azonban a 16-24

oras idGtartamban a kontroll szintjére allt vissza (18A abra). A legmagasabb, 200 mM

natrium bikarbonat koncentracido mindkét sejtvonalnal a sejtek pusztulasat idézte eld, az
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impedancia értékek a referencia anyag Triton X-100 detergenssel kezelt csoportok szintjére
csokkentek le (18. abra). Kiemelve az 1 és 24 6ras kezelési idOpontokat, a kdvetkezo
megallapitasokat tehetjiik: az elsé 6rdban a legmagasabb koncentracid, a 200 mM néatrium
bikarbonat esetén szignifikans impedancia esést tapasztaltunk mindkét sejtvonal esetében

(19A abra).
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19. abra. A WT-CFTR CFBE és AF508-CFTR CFBE sejtek impedancia mérése kiilonb6zo

cre

(A) és egy nap elteltével (B). A natrium bikarbonat hatasat az impedanciara normalizalt sejtindexként
abrazoltuk (atlag=SD, n =11-13/csoport). Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt.
***p < 0,001 a kontroll csoporthoz hasonlitva.

Az 50 és 100 mM NaHCOs tartalmu tapfolyadékkal kezelt vad tipustt CFBE sejtek
alacsonyabb sejtindex értékeket mutattak 24 ora elteltével (19B abra), amely a natrium
bikarbonattal szembeni fokozott érzékenységiiket mutatja. A mutans CFBE sejtek esetében
az 50 mM ¢és 100 mM natrium bikarbonattal kezelt csoportok sejtindex értékei a kontroll
csoportéval megegyezdek voltak mind a rovid, mind a hosszabb tavu kezelési idépontokban
(19B abra). Ez az eredmény a bikarbonat jotékony hatasat igazolja a mutans csatornat
kifejez0 cisztas fibrozis bronchidlis epitélsejtekre.

Az impedancia mérés eredményeit a sejtek morfologiai vizsgalataval is
alatdmasztottuk (20. abra). A 24 6rés kezelést kovetden az 50 és 100 mM NaHCOs kezelés
nem valtoztatta meg a CFBE sejtek TJ fehérjéinek festddési mintazatat a kontroll csoporthoz
képest, ami Osszhangban 4ll az impedancia mérés eredményeivel. A 200 mM NaHCOs
koncentracio sejtkarositd hatisat a kettés magfestés eredményei is megerdsitették. A
legmagasabb natrium bikarbonat koncentracional a sejtk6zotti kapcesolatok felszakadoztak,
a plazmamembran pedig karosodott, ezaltal atjarhatova valt az etidium-homodimer-1 festék

szamara (20. abra).
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WT-CFTR CFBE AF508-CFTR CFBE
kontroll 100 mM 200 mM kontroll 100 mM 200 mM

hatasara. A sejteket 26 mM (kontroll csoport), 100 és 200 mM natrium bikarbonatot tartalmazo
tapoldattal kezeltiik 24 6ran keresztiil. Z6ld: kapcsolo fehérjék immunfestése. Kék: sejtmag. Piros:
karosodott sejtek magjai. Mérce: 40 pm.

A sejtéletképességi vizsgalatok eredményei alapjan a tovéabbi kisérleteinkhez a
100 mM natrium bikarbonat koncentraciot valasztottuk, amelynek bakteriosztatikus hatasat
leirtdk a Pseudomonas aeruginosa-val szemben, amely a cisztas fibrozisban leggyakrabban

eléforduld patologias baktérium tipus (Dobay és mtsai, 2018).

4.5.2. A natrium bikarbonat hatasa a CFBE sejtek gatmiikodésére

4.5.2.1. Transzepitelialis elektromos ellenallas és permeabilitas vizsgalat

A natrium bikarbonat CFBE sejtek barrier integritdsara kifejtett hatdsanak
tanulmanyozéasara a mono- és ko-kultardkat 100 mM néatrium bikarbonatot tartalmazo
tapoldattal kezeltiik 24 oran keresztiil. A TEER értékeket az 1 6ras kezelési iddpontban is
lemértilk. A CFBE monokultara natrium bikarbonattal valo kezelése a TEER értekek
csOkkenését eredményezte az 1 oras idépontban (WT-CFTR: a kontroll 57%-a, AF508-
CFTR: a kontroll 74%-a), ami a vad tipust sejtek esetében visszaallt a kontroll csoport
ellenallas értékeire 24 ora elteltével (21A abra). A AF508-CFTR CFBE monokultura esetén
az ellenallas értékek tovabb csokkentek a 24 oras kezelés végére, a kontroll csoport 62%-
ara, ami a fluoreszcein magasabb atjutasat eredményezte (21B abra). Az albumin
jelzémolekula atjutasi értéke azonban nem valtozott egyik sejttipus esetében sem, ami a
szoros barrier meglétét jelzi (21B abra). Ezek az adatok is aldtdmasztjak, hogy a 100 mM

natrium bikarbonat koncentracié nem kérositja a CFBE monokulturdk barrier tulajdonsagait.
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21. abra. A 100 mM natrium bikarbonat hatdsa a monokultiraban (A-B) és ko-kultaraban (C-D)
novesztett CFBE sejtek barrier integritasara. A transzepitelialis elektromos ellenallas értékek a
kezelés elsé és 24. orajaban (A-C), valamint a permeabilitasi értékek (B-D) a 24 6ras kezelést
kovetden. Az értékeket a kontroll csoport szazalékaban abrazoltuk (atlag + SD, n = 4/csoport).
Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt. * p <0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 a
kontroll csoporthoz hasonlitva.

A Kko-kultarak koziil a WT-CFTR CFBE sejtek sokkal érzékenyebben reagaltak a
NaHCOs kezelésre mindkét kezelési idépontban, ahogy azt az alacsonyabb TEER értékek is
mutatnak (1 6ra: WT-CFTR sejtek: a kontroll 63%-a, AF508-CFTR sejtek: a kontroll 88%-
a; 24 ora: WT-CFTR sejtek: a kontroll 47%-a, AF508-CFTR sejtek: a kontroll 70%-a)
(21C abra). Ezzel 6sszhangban a vad tipusu sejtekben a kontroll csoporthoz képest megnott
mind a kisméretli fluoreszcein (4,18%), mind a nagyméretli albumin (1,3%) atjutdsa a
sejtrétegeken (21D abra). A AF508-CFTR CFBE ko-kultira esetében a 100 mM natrium
bikarbonat kezelés nem valtoztatta meg a sejtrétegek ellenallasat egy oras kezelésnél. A
TEER értékek csak 24 oréas kezelés utdn csokkentek (21C abra), amivel parhuzamosan a
fluoreszcein magasabb (3x) atjutdsat mértilkk a kontrollhoz képest. Az albumin &tjutasa

valtozatlan maradt (21D abra), ami a tovabbra is zart gatmiikodést mutatja.
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4.5.2.2. Immuncitokémia

A gatmiikodés funkcionalis mérési eredményeit a sejtkapcsolod fehérjék immunfestése
is alatamasztja. A ZO-1 és E-kadherin fehérjék a sejthatarokon, 6vszertien helyezkednek el
(22. abra). A 24 6ras NaHCO3 kezelés nem valtoztatta meg a monokulturaban novesztett

CFBE sejtek sejtkapcsol6 fehérjéinek festddési mintazatat a kontrollhoz képest.

WT-CFTR CFBE
kontroll 100 mM NaHCO,

AF508-CFTR CFBE

kontroll 100 mM NaHCO
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22. abra. A natrium bikarbonéat kezelés (24 6ra) hatdsa a monokulturaban tenyésztett CFBE sejtek
zonula okkludens-1 (ZO-1) és E-kadherin sejtkapcsold fehérjéinek morfologidjara. A kontroll
csoport 26 mM, a kezelt csoportok 100 mM natrium bikarbonat tartalmu tapoldatot kaptak. Piros:
Z0-1. Z61d: E-kadherin. Kék: sejtmag. Mérce: 40 pm.
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A Ko-kultarak 24 6ras, 100 mM natrium bikarbonattal torténé kezelése nem okozott
szemmel lathato valtozast az E-kadherin és a ZO-1 festddési mintdzatdban a kontroll
csoporthoz képest (23. abra). A vad tipusu CFBE sejteknél a sejtkapcsolo struktirak festés
intenzitasanak analizise is megerdsitette ezt az eredményt. A mutans CFTR csatornat
kifejezd sejtek esetében a natrium bikarbonat jotékony hatdsat tudtuk kimutatni: a kezelés
hatdsara er0s6dott a sejthataron 1évé ZO-1 fehérje immunfestddésének atlag pixel intenzitasa

a NaHCO:3 kezelt vad tipusu sejtekhez képest (23B abra).
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23. abra. A natrium bikarbonat (100 mM, 24 6ra) hatasa a ko-kultiraban tenyésztett CFBE sejtek
zonula okkludens-1 (ZO-1) és E-kadherin sejtkapcsolo fehérjéinek morfologigjara (A). A ZO-1 (B)
¢és E-kadherin (C) immunfestddésének atlag pixel intenzitasa a sejthatarokon (atlag + SD, n = 3-
6/csoport). Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt. *p<0,01 a vad tipusu
epitélsejtekhez hasonlitva. Piros: ZO-1. Z6ld: E-kadherin. Kék: sejtmag. Mérce: 40 pm.

A morfoldgiai vizsgalatok eredményei 6sszhangban allnak az életképességi és barrier
integritas vizsgalatok eredményeivel. Ezek alapjan a tapfolyadékban megemelkedett
natrium bikarbonat szint mind a vad tipust, mind a mutéans epitélsejtekre kismértékii hatast

fejtett ki: csak kis ionokkal és a passziv diffuzidé kisméretli jelzémolekulajaval szemben
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mértiink megnyilast. A bronchidlis hamsejtek sejtkapcsold fehérjéi megdrizték a sejtek

hatarat kirajzolo, dvszeriien elhelyezkedé festédési mintazatot (22 és 23. abra).

4.5.3. A bikarbonat hatasa a CFBE sejtek nyugalmi intracellularis pH értékére

A WT-CFTR CFBE sejtek nyugalmi intracellularis pH (pHi) értéke 7,48 + 0,04 volt,
¢s ez a 100 mM natrium bikarbonat kezelés hatdsara nem valtozott (24. abra). A mutans
CFTR csatornat kifejez6 CFBE sejtek esetén megemelkedett intracellularis pH-t mértiink
(7,74 £ 0,06), ami az egy 6ras 100 mM NaHCO3 kezelés hatasara a vad tipust sejtek pH
értékére csokkent (26. abra).
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24. abra. A natrium bikarbonat kezelés hatasa a CFBE sejtek nyugalmi intracellularis pH értékére.
A WT-CFTR ¢és AF508-CFTR CFBE sejtekben mért intracellularis pH natrium bikarbonat kezelés
(100 mM, 1 6ra) utan. A kontroll csoport tapoldata 26 mM natrium bikarbonatot tartalmazott.
Atlag + SD, n = 47-67/csoport. Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt. *# p < 0,001 a
vad tipusu epitélsejtekhez hasonlitva, *** p < 0,001a kontroll csoporthoz hasonlitva.

Az intracellularis pH mérés eredményei alapjan a 100 mM natrium bikarbonat kezelés
kozvetlen jotékony hatdsat tudtuk kimutatni a mutdns CFTR csatornat kifejez6 horgéhadm

sejtek esetében.

4.5.4. A bikarbonat hatasa a CFTR csatorna immunolokalizaciojara CFBE sejtekben

Immuncitokémiaval mindkét sejtvonalban kimutattuk a CFTR csatorna jelenlétét
(25. abra). Az apikalis membran elhelyezkedésének meghatarozasahoz buzacsira lektin
festést alkalmaztunk, ami a plazmamembran glikokalix rétegéhez kotddik. A konfokalis
mikroszkdppal készitett fotokon a CFTR festddési mintazata diffuz jelet adott: Z-irdnyban
mind az apikalis, mind a citoplazmas régioban megfigyelhetd volt az immunjel (25A abra).
Képanalizis segitségével meghataroztuk az immunfestés plazmamembran kozeli apikalis

crcr

apikalis teriileten mindkét CFBE sejtvonal esetén hasonlé volt (WT-CFTR CFBE:
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111,09 + 7,35, AF508-CFTR CFBE: 111,86+ 10,17; 25B abra). A NaHCOs kezelés
hatasara a vad tipusti CFBE sejtek esetében csokkent a CFTR csatorna immunfestésének
atlag pixel intenzitasa (106,73 + 8,00) az apikalis régioban, mig a mutans CFTR csatornat
kifejez6 CFBE sejteknél nétt (117,85 + 4,91).
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25. abra. A natrium bikarbonat (kontroll csoport: 26 mM; kezelt csoport: 100 mM, 24 éra) hatasa a
CFTR csatorna immunlokalizaciojara WT-CFTR és AF508-CFTR CFBE sejtekben. Piros: CFTR
immunfestés. Z6ld: WGA lektin festés. Kék: sejtmag. Mérce: 10 pm (A). Az epitélsejtek membran

crcr

intenzitasanak ardnya a membran és citoplazma teriiletén (C). Atlag+ SD, n = 4018/csoport.
Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt. **p < 0,001 a vad tipusu epitélsejtekhez
hasonlitva, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz hasonlitva.

A CFTR immunfestés pixel intenzitasanak aranya a membran és citoplazma régiokban
szignifikansan magasabb volt a WT-CFTR CFBE sejtek esetén, mint a AF508-CFTR CFBE
sejtekben (1,70 +0,17 vs. 1,57 +0,07; 25C abra). Ez az adat tobb CFTR csatorna
adatokkal 6sszhangban (Bebdk és mtsai, 2005). A natrium bikarbonat kezelés tovabb novelte
a CFTR immunfluoreszcens intenzitds aranyat a vad tipust sejtekben (1,86 +0,18 vs
1,70+ 0,17 WT-CFTR kontroll), mig ellentétes hatdst mértiik a mutans CFBE sejtek
esetében (1,51 £0,12 vs 1,57 + 0,07 AF508-CFTR kontroll). A morfologiai elemzés soran
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megfigyeltiik, hogy a WT-CFTR CFBE sejtek atlagos magassaga alacsonyabb volt, mint a
mutans sejtvonalé (6,4+0,7 um vs 8,1 +£0,5 um), ami eltérd sejttérfogat szabalyozast

jelezhet.

4.6. A PN159 peptid hatasa kiilonboz6 epitélsejtes gatmodelleken

4.6.1. A PN159 peptid hatasa CFBE sejtrétegekre: elektromos ellenallas, permeabilitas
és immunfestés

A két CFBE sejtvonal kiilonb6zo kezelésekre adott valaszanak tovabbi vizsgalatdhoz
a kutatdcsoportunk altal jol jellemzett PN159 vagy KLAL peptid (Bocsik és mtsai, 2016)
hatasat teszteltiik a sejteken. A sejtpenetrald és szoros kapcsolatokat megnyit6 peptid kezelés
(30 perc) hatasara a CFBE sejtek TEER értékei a kontroll csoportok 10%-ara csokkentek le
(26A abra). Ezzel parhuzamosan, a kiilonb6z6 jelzOanyagok atjutasa a sejtrétegen
sokszorosara nétt (WT-CFTR sejtek: SF 68x, EBA 120x, AF508-CFTR sejtek: SF 26x,
EBA 7x), ami a barrier teljes megnyilasat jelzi (26B abra).
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26. abra. A CFBE sejtréteg TEER (A) és permeabilitasi (B) értékei PN159 peptid kezelést (10 uM,
30 perc) kovetéen, majd a peptid eltavolitasa és a sejtréteg helyreallasa (h) utan (24 6ra). Az értékeket
a kontroll csoport szazalékdban abrazoltuk (atlag + SD, n = 4/csoport). Statisztikai proba: kétutas
Anova és Bonferroni teszt. * p < 0,05, *** p < 0,001 a kontroll csoporthoz (k) hasonlitva.

A peptid eltavolitdsa €s a sejtrétegek helyreédllasa utan (24 6ra) a TEER értékek
novekedtek, de a kontroll csoportok szintjét nem érték el (WT-CFTR sejtek: a kontroll 35%-
a, AF508-CFTR sejtek: a kontroll 45%-a) (26A abra). A peptid eltavolitasat kovetéen 24
oraval a permeabilitasi adatok az alapértékek kozelébe tértek vissza, azonban ezek az értékek
magasabbak a nem kezelt csoportokénal, az alacsonyabb TEER értékekkel 6sszhangban
(26B abra). A sejtkapcsold fehérjék immunfestése megerésitette, hogy a PN159 peptid
megnyitotta az epitélsejtek kozotti kapcsolatokat (27. abra).
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27. abra. A CFBE sejtek ZO-1 és E-kadherin immunfestédése PN159 peptid kezelés (10 uM,
30 perc) és a sejtrétegek helyreallasa (24 ora) utan (A). A ZO-1 (B) és E-kadherin (C) festések atlag
pixel intenzitasa (4tlag = SD, n = 3-6/csoport). Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt.
*p < 0,05, **p<0,01, ***p < 0,001 a kontroll és kezelt csoporthoz hasonlitva. ** p < 0,001 a vad
tipusu sejtekhez hasonlitva. Zo1d és piros: kapcsolofehérjék. Kék: sejtmag. Mérce: 40 um.

A kontroll csoportban megfigyelhetd sejtek kozotti folyamatos, dvszerti ZO-1 és E-
kadherin festédési mintazat a peptid kezelés hatdsara megvaltozott, felszakadozott, és az
immunjel a sejtek citoplazmajaban is megjelent (27A abra). A képanalizis megerdsitette ezt
a megfigyelést: a peptid kezelés hatdsara a vad tipusu sejtekben csokkent a ZO-1 és E-
kadherin immunfestés atlag pixel intenzitdsa a sejthatarokon (27B-C dbra). A mutans
sejttipus esetén nem csak a funkcionalis mérések bizonyitottdk a PNI159 peptid
sejtkapcsolatokat megnyito hatasat, hanem a szignifikans mértékben lecsokkent E-kadherin
festddési intenzitas is (27C abra). A morfoldgiai valtozasok azonban visszafordithatok
voltak a 24 orés helyredllasi szakasz végére. Mindkét vizsgalt CFBE sejtvonal hasonldéan
reagalt a peptid kezelésre, a PN159 peptid hatékonyan megnyitotta a bronchidlis epitélsejtek

sejtkozotti kapcsolatait €s ez a hatas visszafordithato volt.
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4.6.2. A PN159 peptid hatasa a Caco-2 bélepitél sejtek F-aktin festodési mintazatara
A PN159 peptid koncentracié fiiggd hatdsa a Caco-2 sejtek aktin sejtvazanak, illetve
aZO-1 festddésének valtozasan is jol latszik (28. abra). A peptid 1 pM koncentracidja enyhe
hatast gyakorolt a Caco-2 sejtek morfologiajara, mig a 3 uM PN159 peptid kezelés hatasara
szignifikans valtozasokat figyeltiink meg a kapcsoldfehérjék mintazatdban és az aktin
sejtvaz elrendezOdésében (28. abra). A legmagasabb PN159 peptid koncentracio (10 uM)

crer

festése a sejtkozotti kapesolatok megnyilasat jelezte (28. abra).
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28. abra. A PN159 peptid koncentracié fiiggd hatasa a Caco-2 sejtek ZO-1 és aktin sejtvazanak
festédési mintazatara 1 oras kezelés utan. Z6ld: ZO-1. Piros: F-aktin. Kék: sejtmag. Mérce: 20 um.
A nyilhegyek a sejtkozotti kapcsolatok megnyilasat jelzik.

4.6.3. A PN159 peptid sejtbe valé bejutasanak és sejtpenetralo hatasanak vizsgalata
Caco-2 bélepitél sejteken

A PNI159 peptid hatasat a sejtmembran integritdsra az etidium homodimer-1 festék
bejutasaval vizsgaltuk a Caco-2 sejtvonalon. A sejteket PN159 peptiddel (1, 3 és 10 uM)
kezeltilk meg, majd 1 ora elteltével hozzaadtuk a sejtmembran ateresztoképességét jelzo
etidium homodimer-1 festéket a tenyészetekhez (856 Da). A sejtmag festddés alapjan a
legmagasabb peptid koncentracioval kezelt sejtek esetében jutott be a legtobb EH-1 festék a

sejtekbe (29A abra), ami a megndvekedett membran permeabilitast jelzi.
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29. abra. A ZO-1 sejtkapcsold fehérje fluoreszcens festodése és kettds magfestés Caco-2 sejtekben
1 6ras PN159 peptid kezelés utan (A). Zold: ZO-1. Piros: etidium homodimer-1 (EH-1). Kiil6nb6z6

utan (B). Z61d: Bodipy FL-PN159 peptid. Kék: sejtmag. Mérce: 10 pm.

A z01d jelet ado, fluoreszcensen jelolt PN159 peptid bejutasat €16 Caco-2 sejtekbe
konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk (29B abra). A peptid 1 és 3 uM koncentracioinal a
Caco-2 sejtek citoplazmajaban zold fluoreszcens vezikularis festddést lattunk, ami tovabb

erdsodott a 10 pM koncentracional (29B abra).

4.6.4. A PN159 peptid és a klaudin-4 fehérje kolokalizacidéjanak vizsgalata

Kutatocsoportunk a PN159 peptid szerkezeti modellezésének segitségével energe-
tikailag kedvezd kapcsolatot mutatott ki a klaudin-4 epitelidlis sejtkapcsold fehérje €s a
peptid kozott. Ezt az eredményt az immunhisztokémiai festéssel is igazolni tudtuk. A Bodipy
FL jelolt PN159 peptid a citoplazman kiviil a sejtmembranban is detektalhatd volt, és a
felszakadozott klaudin-4 festéssel kolokalizaciot mutatott (30. abra).

Klaudin-4 PN159 peptid kezelés
kontroll klaudin-4 jelolt peptid

egyesitett

30. abra. A Bodipy FL jelolt PN159 peptiddel (10 uM) kezelt Caco-2 sejtek immunfestése klaudin-
4 sejtkapcsold fehérjére. Piros: klaudin-4. Zold: Bodipy FL jelolt PN159 peptid. Kék: sejtmag.
Meérce: 10 pm. Nyil: klaudin-4 és a jel6lt peptid kolokalizacidja.
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4.7. A PN159 peptid antimikrobialis hatasa

Ismert sejtpenetrald hatdsa miatt a PN159 peptid antimikrobialis hatasat elészor
teszteltiik hat ESKAPE patogén baktériumon, széles koncentracié tartomanyban (0,8-
70 uM). A vizsgalt baktériumok koziil, az Acinetobacter baumannii és az Enterococcus
faecium volt a két legérzékenyebb torzs, 5 uM alatti MIC értékekkel. A Staphylococcus
aureus ¢és a Klebsiella pneumoniae esetén 10 uM koriil volt a PN159 noévekedésgatld

koncentracidja, amely a human epitélsejtekre is hatassal volt mar.

2. tablazat. A PNI159 peptid, cefoxitin, gentamicin és ciprofloxacin antimikrobialis hatasa
kiilonb6z6 ESKAPE patogénekre minimalis gatld koncentracioként (MIC, uM) kifejezve.

ESCAPE patogének (ATCC) PN159 | Cefoxitin | Gentamicin | Ciprofloxacin
Acitenobacter baumannii (17978) 3,6 2226 0,6 0,94
Enterococcus faecium (700221) 4,4 >222,6 >143,9 >30,18
Staphylococcus aureus (29213) 9,2 6,9 1,1 1,89
Klebsiella pneumonia (10031) 13,8 3,5 0,6 0,06
Enterobacter cloacae spp (13047) 31,0 >222.6 11 0,06
Pseudomonas aeruginosa (27853) 46,4 >222.,6 2,3 1,89

A vankomicin rezisztens Enterobacter cloacae és a Pseudomonas aeruginosa
esetében is hatékony volt a peptid, azonban a legérzékenyebb patogénnél hasznalt peptid
koncentracio 10x értékénél. A referenciaként hasznalt baktericid antibiotikummal, a
cefoxitinnel dsszehasonlitva, a PN159 peptid hatékonyabbnak bizonyult az Acinetobacter
baumannii, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae és Pseudomonas aeruginosa
torzsek esetén. A gentamicin €s ciprofloxacin erds antimikrobidlis hatast mutatott az dsszes
ESKAPE patogénre nézve, kivéve az Enterococcus faecium esetén, amely az 0sszes vizsgalt
antibiotikumra rezisztens volt, azonban a PN159 peptid gatolni tudta a novekedését (2.

tablazat).
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5. Megbeszélés

5.1. A CFBE modell jellemzése kiilonboz6 tenyésztési koriilmények kozott

A tiidot érintd betegségek jobb megértéséhez és vizsgalatdhoz sziikség van olyan
tenyészetes epitélsejtes modellekre, amelyek az €l6 szervezetben jelenlévd komplexitast
megfelelden tiikrozik. Munkank soran létrehoztunk és jellemeztiink egy 0j ko-kultura
modellt a horgéhamrétegek gatmiikddésének tanulmanyozasara cisztas fibrozisban. A
kisérleteinkben hasznalt CFBE sejtvonalat széleskorben alkalmazzék a betegség vizsgalatara
és lehetséges gyogyszeres terapiak tesztelésére (Gruenert és mtsai, 2004; Castellani és mtsai,
mutans AF508-CFTR csatornakkal transzfektalta a CFBE sejteket, amelyek eredendéen nem
expresszalnak endogén CFTR csatornat (Bebok és mtsai, 2005; Ehrhardt és mtsai, 2006;
Molenda és mtsai, 2014). Az ugyanazzal a genetikai hattérrel rendelkezd, de eltér6 CFTR
csatornat kifejez6 CFBE sejtvonalpart Bebok és munkatarsai hoztdk létre és jellemezték
részleteiben (Bebdk és mtasi, 2005). Kisérleteink soran ezt a tenyészetes modellt vizsgaltuk
mono- és ko-kultira koriilmények kozott. Szamos tanulmény bizonyitja, hogy a WT ¢és
mutdns csatorndkat expresszald6 CFBE sejtek hasznos modellrendszerei az CFTR
anioncsatorna biogenezisének és szabalyozasanak kutatdsara. A CFBE sejtek eldnyei kozé
tartozik az egyszerli tenyésztés és a megfeleld CFTR csatornak erdteljes expresszidja.
Tovabba kifejezik a horgéham sejtekre jellemzd tulajdonsagokat: polarizalt fenotipus, a
CFTR apikalis expresszidja vad tipusu sejtekben, valamint a CFTR aktivitasat szabalyozo
adenozin és adrenerg receptorok expresszidja (Bebdk és mtasi, 2005). Az irodalmi adatokkal
0sszhangban megerdsitettiik, hogy mindkét CFBE sejtvonal szoros barriert hoz létre, ahogy
azt a magas TEER és alacsony permeabilitasi értékek, valamint a jol kifejezett sejtk6zotti
kapcsolatok is mutatjdk (Molenda és mtsai, 2014). Molenda és mtsai megfigyeléséhez
hasonldéan, mi is nagyfoku szérast tapasztaltunk a CFBE sejtvonalpar alap TEER és
permeabilitasi értékei kozott, ezért a kiilonbozé kisérletek sordn kapott adatokat
Osszesitettiik, és az értékeket a WT-CFTR CFBE csoportok szazalékaban abrazoltuk. A
magasabb TEER és alacsonyabb permeabilitési értékek alapjan a vad tipusi CFTR csatornat
kifejez6 CFBE sejtek szorosabb sejtréteget alakitanak ki, mint a AF508-CFTR mutéciot
hordoz6 CFBE sejtek, ezeket az eredményeket az irodalmi adatok is aldtdmasztjak
(Castellani ¢€s mtsai, 2018; LeSimple ¢és mtsai, 2010; Weiser és mtsai, 2011). Hasonl6
adatokat kaptak mdas egészséges és cisztds fibrozisos bronchidlis epitélsejtvonalak

Osszehasonlitasa esetén (Molina és mtsai, 2015). Ezek a cikkek nemcsak a paracelluldris
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transzportt szabdlyozasanak megvaltozasat kapcsoljak 6ssze a CFTR koros mitkodésével
(Weiser és mtsai, 2011), de azt is bizonyitjak, hogy a WT-CFTR expresszidja helyreallitja a
szoros kapcsolatok lokalizacidjat és miikodését a bronchialis hamsejtekben (Castellani és
mtsai, 2018).

Mivel Osszetettebb, az élettani koriilményekhez kozelebb allo kisérleti viszonyokat
biztositanak a léguti hamsejtek ko-kultira modelljei, hasznalatuk egyre elterjedtebb
(Marescotti és mtsai, 2019; Castellani és mtsai, 2018). Ezekhez a modellekhez azonban féleg
alveolaris tiidoham sejteket alkalmaznak (Marescotti és mtsai, 2019). Sok esetben 3D
organoidokként ndvesztik oket, a szferoidok azonban a tenyésztébetétes modellekhez képest
permeabilitasi vizsgalatokra kevésbé alkalmasak (Castellani és mtsai, 2018). Néhany
tanulmanyt kozoltek eddig human horgéham és endotélsejt ko-kulturdkrol, de ezeket a
modelleket egészséges sejtekbdl allitottak 6ssze (Chowdhury és mtsai, 2010; Luyts és mtsai,
2015; Blume és mtsai, 2017; Dao és mtsai, 2018; Liu és mtsai, 2019). Tanulmanyunk az
els6, amelyben human cisztas fibrozis bronchialis epitélsejtvonalak és human vaszkuléris
endotélsejtek felhasznalasdval tenyésztdbetéteken ko-kultira modelleket hoztunk létre és
jellemeztiink. Az endotélsejtek jelenléte fokozta a CFBE sejtek barrier képzo tulajdonsagait,
megnovekedett a sejtréteg elektromos ellendllasa, csokkent a kiilonb6zd jelzOmolekulak
atjutdsa. Az immunfestés alapjan megallapitottuk, hogy az epitélsejtek jol szervezddott
egysejtréteget hoztak 1étre, szoros sejtkozotti kapcsolatokkal az endotélsejtek jelenlétének
hatasara. Az egészséges endotélsejtekkel egyiitt tenyésztett AF508-CFTR CFBE sejtek
szorosabb sejtréteget hoztak létre Osszehasonlitva a vad tipust ko-kultarakkal, amit a
magasabb TEER értékek, a hidrofil jelzémolekulak csokkent atjutasa, és a [-katenin TJ
fehérje immunfestésének sejthataron mért nagyobb intenzitisa is alatdmaszt. Adataink
Osszhangban allnak irodalmi megfigyelésekkel: egy masik human horgéham epitélsejt -
human endotélsejt ko-kultiranal szintén magasabb TEER értékeket mértek. A jelenség
hatterében, a megemelkedett okkludin integrans membran TJ fehérje szint allhat, amit az
endotélsejtek altal termelt szolubilis faktorok idézhettek el (Chowdhury és mtsai, 2010).

A levegb-folyadék hatarfeliileten torténd tenyésztés jobban tiikrézi az élettani
koriilményeket, azonban kisérleteink soran az igy tenyésztett CFBE-sejtek gyengébb barrier
tulajdonsagokat mutattak a hagyomanyos folyadék-folyadék tenyészetekhez képest.
Eredményeinket alatamasztja egy kozlemény, amelyben szintén gyengébb barrier
tulajdonsagokat figyeltek meg a levegd-folyadék hatarfeliileten tenyésztett CFBE sejtek
esetében (Ehrhardt és mtsai, 2006). Ennek az lehet az egyik oka, hogy a CFBE410" sejtvonal

nem termel mucint, ezaltal a levegon torténd tenyésztése a sejtek kiszaradasahoz vezetett.
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Mind a mi megfigyelésiink, mind az irodalmi adatok arra utalnak, hogy nem minden léguti

tenyészetes modell esetében alkalmazhat6 ez a tenyésztési koriilmény.

5.2. A CFTR csatorna aktivator és inhibitor hatasanak vizsgalata a CFBE sejtparon
A CFTR csatorna mikddését modositd kezelések eredményei alapjan igazoltuk a
modellek megbizhatosagat, és alatdmasztottuk a vad tipust sejtekben a miikodoképes CFTR
csatorna jelenlétét, mig a mutans sejteknél annak hianyat. A cAMP kezelés hatasara a WT-
CFTR CFBE sejtréteg elektromos ellenallas értéke lecsokkent, amely a fokozott CFTR
csatorna miikodés kovetkeztében megnovekedett ionaramlas eredménye. Ezzel ellentétben
a csatorna gatlasa a TEER értékek novekedését okozta. A mutans csatornat hordozdo CFBE
sejtek esetén a megndvekedett TEER értékek csak a cAMP maés sejtes modellekben is leirt
barrier fokoz6 hatasat tikrozik (Deli és mtsai, 2005), amit a mindkét sejtvonalnal
megfigyelheté csokkent jelzémolekula-atjutds is alatamaszt. Ezek az eredményeink

megegyeznek az irodalomban leirt adatokkal (Molenda és mtsai, 2014; Weiser ¢és mtsai,

2011).

5.3. Citokinek hatasa a CFBE sejtvonalpar gatmiikodésére

A CF egyik f0 jellemzdje a kronikus gyulladdsos folyamatok kialakuldsa a
légzérendszerben. Szdmos tenyészetes tiidomodellen megfigyelték mar a gatrendszer
szorossaganak csokkenését proinflammatorikus citokin kezelés hatasara (Castellani és
mtsai, 2018; Humlicek és mtsai, 2007). A CFBE ko-kultira modell gyulladasos allapotra
adott valaszanak teszteléséhez TNFa és IL-1P citokinek kombinacigjaval kezeltiik meg a
¢s a barrier integritds csokkenését okozta mas bioldgiai gatmodelleken végzett korabbi
vizsgélataink sordn, nevezetesen bélhamsejteken (Varadi és mitsai, 2017) és agyi
endotélsejteken (Harazin és mtsai, 2018). A gyulladdsos citokinekkel torténd kezelés a
barrier karosodasdhoz vezetett a ko-kultiraban novesztett CFBE horgdhdm sejtvonalak
esetén is az alacsony TEER ¢és magas permeabilitasi értékek alapjan. Ezt a hatast azonban a
monokultirdk esetén nem tapasztaltuk: a sejtek citokinre adott véalasza kismértékii volt.
Mivel korabbi vizsgéalatainkban citokinek hat4sara az endotélsejtekbdl felszabaduld reaktiv
szabadgyokok mennyisége megnétt (Harazin és mtsai, 2018), azt feltételezziik, hogy ez is
hozzajarulhat az endotélsejtek jelenlétében megfigyelt citokinekre adott fokozott epitélsejt
valaszhoz. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a ko-kultirak alkalmasabb modellek

lehetnek a gyulladasos allapotok in vitro vizsgalatara.
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5.4. A natrium bikarbonat hatasa a CFBE tenyészetes modelleken

A bikarbonat fontos szerepet jatszik a léguti nydk pH értékének és viszkozitasanak
szabalyozasaban, ezért a natrium bikarbonat inhaldci6 a CF tiineti kezelésében fontos
kiegészitd kezelés lehet (Quinton, 2010). Egy in vitro vizsgalat soran a natrium bikarbonat
(100 mM) csokkentette a cisztas fibrozisos betegek bronchialis valadékanak viszkozitasat
(Stigliani és mtsai, 2016). Klinikai vizsgalatokban a porlasztott NaHCOs3 oldat (4,2% és
8,4%) inhalalasa a nyak pH értékének novekedését €s viszkozitasanak csokkenését okozta,
tovabba igazoltak, hogy a kezelés biztonsagos €s nincsenek mellékhatasai (Gomez és mtsai,
2020). Ezen feliil a natrium bikarbonat bakteriosztatikus hatasat is leirtdk a cisztas
fibrozisban eléfordulo két leggyakoribb patogén esetében. A natrium bikarbonat (100 mM)
gatolta a Pseudomonas aeruginosa és Staphylococcus aureus szaporodasat és biofilm
mtsai, 2018).

Kutatasunk egyik célja azt volt, hogy elséként vizsgiljuk a natrium bikarbonat
kiilonb6z6é koncentracidinak kozvetlen hatasat a bronchidlis epitélsejtek életképességére,
valaszat, ami alapjan megallapitottuk, hogy a CFBE sejtek életképességét nem befolyasolta
jelentésen a megnovekedett natrium bikarbondt koncentraci6. Kisérleteink soran a 100 mM
NaHCOs (ez a tapfolyadékban 1évé mennyiség négyszerese) bizonyult a legmagasabb, de
még biztonsagosan alkalmazhaté koncentracionak az életképesség €s a sejtmorfologiai
vizsgélatok alapjan. Vizsgalataink soran kiilonbségeket allapitottunk meg a CFBE
sejtvonalpar natrium bikarbonatra adott valaszai kozott. A vad tipust CFTR csatornat
kifejez6 CFBE sejtek érzékenyebbek voltak a natrium bikarbondt magasabb
koncentracioival szemben, mig a mutdns csatorndt expresszalo epitélsejtek a kontroll
csoporttal megegyezd impedancia értékeket mutattak a kezelés korai és késébbi
idépontjaban. A sejtkapcsold ZO-1 fehérje immunfestédésének elemzése alapjan NaHCOs
sejtréteg szorossagat fokozo hatasat tudtuk kimutatni a AFS08-CFTR CFBE sejteknél. A
legfontosabb megallapitasunk az ellenéllas, permeabilitas és a morfologiai eredmények
alapjan, hogy a natrium bikarbonat kezelés (100 mM) nem befolyasolja jelentésen a CFBE
sejtek gatmiikodését.

A CFTR csatorna fontos szerepet jatszik a sejtek intracellularis pH értékének
szabalyozasaban. Egyrészt kozvetleniil részt vesz a HCOgz™ transzportjaban, masrészt
szabalyozza mas csatorndk miikodését (Chen és mtsai, 2009). Miikodoképes CFTR csatorna

hianyadban ez a szabalyozasi funkcio sériil. A AF508-CFTR csatorndt hordoz6 CFBE
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sejtekben magasabb nyugalmi sejten beliili pH értéket mértiink, mint a vad tipusu sejtekben.
Eredményiinket alatdmasztja, hogy hasonldé megfigyelést tettek CFTR-KO bélepitélsejtek
esetén is (Walker és mtsai, 2016). A mutans CFBE sejtek 100 mM néatrium bikarbonattal
torténd kezelése normalizélta az intracellularis pH értéket, mégpedig a vad tipusi CFBE
sejtekéhez kozeli szintre. Megfigyeléseink alapjan a magasabb natrium bikarbonat
koncentracié nem csak biztonsagosan alkalmazhat6 a CFBE sejteken, de jotékony hatasa
lehet a muténs csatornat kifejezo sejtek esetén.

A natrium bikarbonat alkalmazasa (100 mM) mindkét CFBE sejtvonalban modositotta
a CFTR expressziojat az apikalis sejtmembranban. Az extracellularis HCO3™ jelvivo
molekulaként serkenti a szolubilis adenilat-cikldz enzim mukodését, ezzel megnoveli az
intracellularis cAMP-koncentraciot, ami a CREB transzkripcios faktoron keresztiil fokozza
a CFTR gén kifejezddését (Baudouin-Legros és mtsai, 2008). Feltételezziik, hogy a WT-
CFTR csatornat expresszalo sejtek magasabb HCO3™ permeabilitasa és a cAMP utvonal
aktivalodasa allhat a CFTR csatorna megnovekedett apikalis kifejezédésének hatterében. A
csokkent membran/citoplazma CFTR immunfluoreszcencia arany magyarazatahoz a AF508-
CFTR csatornat hordozo sejtekben tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A morfologiai elemzések alapjan a mutans horgéhamsejtek megnovekedett atlag
sejtmagassaggal rendelkeznek, ami a nagyobb sejttérfogatra utal a vad tipusi CFTR
csatornat kifejezd sejtekhez képest. A CFTR sejttérfogat szabalyozéasban betoltott fontos
szerepét mas kutatocsoportok is bizonyitottak. Leirtdk, hogy a CFTR-KO egerekbdl izolalt
vékonybél epitélsejtekben hibas sejttérfogat-szabalyozas figyelhetd meg, aminek az oka,
hogy hibas lesz a térfogat érzékeny K* csatornak CFTR-fiiggd szabalyozasa (Valverde és
mtsai, 1995). Egy masik tanulmanyban a CFTR felerdsitette és felgyorsitotta hipotonia utdn
a szabalyozasi térfogat csokkenését ATP felszabadulassal és jelatviteli utak aktivalasaval
jar6 autokrin mechanizmuson keresztiil (Braunstein és mtsai, 2001). Kovetkezésképpen
miikodé CFTR csatorna hianyaban lecsokkenhet az ATP szekrécidja, €s ez az autokrin,
purinerg jelatviteli rendszer kimeriilhet mind alap, mind hipotdnias koriilmények kozott.
Tovabba a CF hamsejtek megvaltozott intracellularis ClI” koncentracidja szintén

hozzajarulhat a sejttérfogat hibas szabalyozasahoz (Treharne és mtsai, 2006).

5.5. A PN159 peptid hatasa a kiilonb6zo epitélsejtes gatmodelleken
A CFBE sejtpar tovabbi jellemzéséhez a kutatdcsoportunk altal mar korabban is
vizsgalt PN159/KLAL peptiddel kezeltiik meg a sejteket, amely kettds hatassal rendelkezik:

megnyitja a sejtkdzotti szoros kapcsolatokat (Bocsik és mtsai, 2016), valamint sejtpenetrald
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tulajdonsaga is van (Dathe és mtsai, 1996). Ennek a szintetikus kationos peptidnek a
sejtkapcsolatokat modositd hatdsat humén bronchidlis epitélsejteken fedezték fel eldszor
(Herman ¢és mtsai, 2007), és hasonlo hatdst igazoltunk a bélham és a vér-agy gat tenyészetes
modelljein (Bocsik €s mtsai, 20016). A PN159 peptid hatékonyan ¢€s reverzibilisen nyitotta
meg a CFBE bronchidlis epitélsejtek sejtkapcsolatait, tovabba nem volt kiilonbség a két
CFBE sejtvonalpar peptidre adott valasza kozott.

Caco-2 sejteken, az intesztinalis gatrendszer tenyészetes modelljén, a PN159
koncentracio-fliggd hatasat mutattuk ki a sejtkapcsolatok megnyilasara, ami egylitt jart az
aktin sejtvaz atrendezddésével. A legnagyobb valtozast a legmagasabb peptid koncentracid
esetén tapasztaltuk, ahogy azt a korabbi kisérleteink sordn is kimutattuk mar (Bocsik és
mtsai, 2016). Csoportunk vizsgéalatai soran a PN159 mikromoldaris tartomanyban torténd
kotddését igazoltuk a klaudin-1, -4 és -7 fehérjékhez (Bocsik és mtsai, 2016), amelyek az
intesztinalis epitélsejtekre jellemz6é kapcsolofehérjék és Caco-2 sejtekben magasan
expresszaltak (Veszelka és mtsai, 2018). A peptid klaudin-4 fehérjéhez valo kotodésérol
molekularis modellezéssel kapott adatokat kisérleteinkben immunhisztokémiai festéssel is
megerdsitettiik: a fluoreszcensen jeldlt peptid kolokalizacigjat figyeltiikk meg a sejtek hataran
a klaudin-4 fehérjével. Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy a PN159 peptid a
klaudinokkal kolcsonhatva nyitja meg a sejtkozotti kapesolatokat. Kisérleteinkben a Caco-2
modellen a PN159/KLAL peptid koncentracio-fiiggd sejtfelvételét is kimutattuk €16 sejteken
végzett konfokalis mikroszkopia alapjan, ami a peptid sejtpenetrald hatdsanak megerdsitése
humén bélham sejtekben. Eredményeinkkel megegyezd hatést talaltak huméan melanoma
sejteken, ahol a peptid gyors felvételét mutattdk ki 1 pM-os koncentracioban (Héllbrink és
mtsai, 2001). A PN159 peptid sejtekbe jutasat ezen kiviill még négy sejtvonalon igazoltdk,
ezekben a kisérletekben 10 pM-os koncentraciot alkalmazva a peptid sejtkarositas nélkiil

jutott be a sejtek citoplazmajaba (Mueller és mtsai, 2008).

5.6. A PN159 peptid antimikrobialis hatasa

A sejtpenetrald peptidek tobbsége antimikrobidlis hatassal rendelkezik szerkezeti
tulajdonsagaikbol addédoan, kiilondsen a kationos €s az amfipatikus membran-aktiv peptidek
(Arouri és mtsai, 2013). Irodalmi adatok alapjan az amfipatikus PN159 peptid hatékonyan
gatolta kiilonbozé mikroorganizmusok noévekedését, wgymint Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus megaterium, Saccharomyces cerevisiae (Dathe és
mtsai, 1996; Palm ¢és mtsai, 2006; Bagheri ¢és mtsai, 2009). Munkank soran kimutattuk a
PN159 peptid antimikrobidlis hatasat a 3-46 uM koncentracié tartomanyban klinikailag
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relevans ESKAPE patogének esetén. A referencia antibiotikumokkal &sszehasonlitva a
PN159 hatékonyabbnak bizonyult az Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium,
Enterobacter cloacae és Pseudomonas aeruginosa baktériumok novekedésének gatlasaban.
Irodalmi adatok alapjan egy masik amfipatikus antimikrobialis peptid, a melittin is gatolta
az Escherichia coli és Micrococcus luteus novekedését (Maher és McClean, 2006), tovabba
harom ESKAPE patogénen is tesztelték. Az Acinetobacter baumannii és a Pseudomonas
aeruginosa érzékenyebb volt a melittin kezelésre, mint a Klebsiella pneumoniae, amely
novekedésének gatladsahoz tobb mint 100 uM melittinre volt sziikség (Lam ¢és mtsai, 2016),

mig tanulmanyunkban 10 puM koriili PN159 mar hatékonynak bizonyult.

5.7. Osszegzés

Az adjuvans terapidk fontos részét képezik a betegségek kezelésének, ezért fontos és
intenziven kutatott teriiletet képvisel az 1j modszerek ¢és kiegészitdé gyogyaszati szerek
feltarasa. Vizsgalataink sordn a natrium bikarbonétot, a cisztas fibrozis betegség lehetséges
kiegészitd terapias szerét, valamint a PN159/KLAL kettds hatast peptidet vizsgaltuk a
human epitélsejtes gatrendszerek tenyészetes modelljein. Kisérleteinkben elséként hoztunk
l1étre és jellemeztiink egy, a cisztas fibrozis vizsgalatara alkalmas ko-kultira modellt CF
bronchidlis epitélsejtvonalak és human endotélsejtek egyiitt tenyésztésével. Kiilonbségeket
allapitottunk meg a vad tipusu és a mutans CFTR csatornat hordozo6 bronchialis epitélsejtek
kozott a kiilonbozo kezelésekre adott valaszaik alapjan. Vizsgalatainkkal eldsz6r mutattuk
ki a natrium bikarbonat kozvetlen jotékony hatasat a AF508-CFTR CFBE sejteken.
Munkank sordn igazoltuk a PNI159/KLAL peptid membranpermeabilitast ¢és
sejtkapcsolatokat modositd hatdsat a Caco-2 bélham, és a CFBE horgéham modelleken.
Kimutattuk a peptid interakciojat a klaudin-4 sejtkapcsold fehérjével. Munkdnk soran
feltartuk a PN159 peptid antimikrobidlis hatasat klinikailag relevans ESKAPE patogén
baktériumok esetén. Referencia antibiotikumokkal Osszehasonlitva a PN159 peptid
hatékonyabbnak bizonyult a Pseudomonas aeruginosa esetében, ami a kronikus léguti
fertézés és gyulladds okozta nagyszamu elhalalozas legfobb oka cisztas fibrdzisban.
Eredményeink alapjan a natrium bikarbonat biztonsagosan alkalmazhato kiegészitd terapia
lehet a cisztés fibrozis kezelésében. A kettds hatasu bioldgiailag aktiv PN159 peptid egyrészt
a gatrendszereken keresztiili gyogyszeratjuttatasra és cisztas fibrozisban a génterapids szerek
hatékonysdganak novelésére, masrészt rezisztens baktériumok elleni védekezésre lehetne

alkalmas.
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6. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott halas koszonettel tartozom témavezetoimnek, Dr. Deli Maridnak és
Dr. Bocsik Alexandranak a munkdm soran nyujtott szakmai iranyitasért. Kiillon koszondm
Dr. Deli Maridnak a sziintelen tamogatasat és a tlirelmét, tovabba, hogy lehetdséget
biztositott szdmomra, hogy a csoportjdban kiemelkedd szakmai koriilmények kozott és
barati kdrnyezetben dolgozhassak.

Ezuton szeretném megkdszonni a Bioldgiai Barrierek Kutatocsoport valamennyi
jelenlegi és egykori munkatarsanak — Dr. Veszelka Szilvia, Dr. Hoyk Zso6fia, Dr. Walter
Fruzsina, Dr. Harazin Andras, Dr. Mészaros Maria, Dr. Ana Raquel Pato Santa Maria, Barna
Lilla, Vigh Judit, Porkoldb Gergd, Dr. Santha Petra, Dr. Kiss Lérand, és a tudomanyos
diakkords hallgatoink —a mindennapi nyitott, barati légkort és a rengeteg szakmali
tamogatast, segitséget.

Kiilon készondm Dr. Kiss Lordndnak és Dr. Kiirtiné Bocsik Alexandranak hogy
diakkoromban megtanitottadk nekem a kutatashoz sziikséges alapvetd kisérletes technikékat.

Ko6szondm Dr. Ormos Palnak és Dr. Nagy Ferencnek, az SZBK Igazgatoinak, Dr.
Zimanyi Laszlonak a Biofizikai Intézet igazgatojanak és Dr. Siklos Laszlonak, a Biofizikai
Intézet Molekularis Neurobioldgiai Kutatdéegysége vezetdjének, hogy lehetové tették az
intézetben vald6 munkdmat. Koszonom a kutatdegység, a Biofizikai Intézet és az egész
kutatokozpont minden munkatarsanak tdmogatasat, kiemelve Dr. Vizsnyiczai Gaszton
segitségét a képanalizis elvégzésében.

Szeretném megkoszonni egylittmiikodo partnereinknek, akik lehetdvé tették a k6zos
cikkek létrejottét. Halas koszonet Dr. Bebok Zsuzsannanak, hogy biztositotta a szdmunkra a
CFBE sejtvonalat és Dr. Zsembery Akosnak a bikarbonattal végzett kisérletek soran nytjtott
szakmai tamogatasaért. Koszonet illeti Dr. Rakonczay Zoltant, Dr. Kiss Lorandot és Fiir
Gabriellat, akik az intracellularis pH mérést végezték. K6szondm Dr. Fiilop Lividnak és
Gyebrovszki Andreanak, hogy eldallitottdk szamunkra a PN159 peptidet, Dr. Daruka
Leildnak Dr. Pal Csaba csoportjabol pedig, hogy letesztelte azt baktériumokon.

Kimondhatatlanul halas vagyok barataimnak az egyetemi €s a doktori éveim alatt adott
biztatasukért, szeretetiikért, hogy hittek bennem €és mindig tdmogattak.

Végezetiill pedig mélységes halaval tartozom csalddomnak, Edesanyamnak,
Edesapamnak és Testvéreimnek, a feltétlen szeretetért és timogatasért.

A kisérletek a GINOP-2.2.1-15-2016-00007 és az EFOP-3.6.2-16-2017-00006
palyazatok tdmogatasaval valosultak meg.

Az 1., 7., 8., és 10. abrat az BioRender.com internetes oldal segitségével készitettem
el.
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8. Osszefoglalas

Tenyészetes epitélsejt modellek alkalmazasa biologiailag aktiv peptidek és adjuvans
terapias szerek hatasanak vizsgalatara

Az epitélsejtes biologiai gatrendszerek kulcsfontossaguiak a szervezet €s egyes szervek
védelmében. Emellett szamos betegségben is fontos szerepet jatszanak: egyrészt miikddési
zavaruk, vagy karosodasuk a betegségek kialakulasat eldsegitheti és lefolyasat
sulyosbithatja, masrészt az epitélsejtek fizikai és kémiai védelmi rendszerei gatolhatjak a
gyogyszerek felszivodasat és bejutasat az egyes szervekbe. Sok betegség kezelésében fontos
szerepet jatszanak a kiegészitd terapidk, ezért a lehetséges adjuvans szerek és eljarasok
felkutatdsara nagy igény van. Ezek a szerek segithetik a betegség tlineteinek mérséklését,
mas esetben a gatrendszerek reverzibilis megnyitdsaval fokozhatjdk a hatdanyagok
célbajutdsat és hatasat. Azonban mind a hatéanyagok, mind az adjuvans szerek vizsgalatahoz
megfeleld modellrendszerek sziikségesek, amelyeknek egyik f6 kritériuma, hogy az éIo
szervezetben talalhatd adott szerv komplexitasat a lehetdségekhez képest minél jobban
titkkrozzéek.

A natrium bikarbonat jotékony hatdsa, elsdsorban nyédkoldoként, régdta ismert
tiidébetegségekben. Nemrégiben azt 1s kimutattdk, hogy a natrium bikarbonat
bakteriosztatikus hatdssal rendelkezik: csokkentette a cisztas fibrozisban leggyakrabban
eléfordulo patogén, a Pseudomonas aeruginosa novekedését. A kdzelmultban egy klinikai
vizsgélatban a natrium bikarbonat inhaldcid jotékony hatdsat irtak le cisztas fibrozisos
betegekben: megnovekedett a 1éguti folyadék pH értéke, valamint csokkent a kdpet stirlisége.
A natrium bikarbonat kozvetlen hatasat léguti epitélsejteken azonban eddig még nem
vizsgaltak. Els6 1épésként megfeleld tenyészetes modellre van sziikség, amely mind az
egészséges, mind a cisztas fibrozisra jellemz6 csatorna allapotokat tiikrézi és ugyanazzal a
genetikai hattérrel rendelkezik. Hogy a modell még kozelebb alljon az in vivo rendszerek
Osszetettségéhez, elengedhetetlen tobbféle sejt egylittes tenyésztése. Elsoként hoztunk létre
¢s jellemeztiink egy, a cisztas fibrozis vizsgalatara alkalmas ko-kultira modellt bronchidlis
epitélsejtvonalak és human endotélsejtek egyiitt tenyésztésével. Kisérleteink soran olyan
cisztas fibrézis bronchialis epitél (CFBE) sejtvonalakat hasznaltunk, amelyeket egészséges
CFTR csatornat, illetve AF508 mutans CFTR csatornat hordozé plazmiddal transzfektaltak.
A sejteket dnmagukban (monokultira), vagy human endotélsejtekkel egyiitt (ko-kultira)
tenyésztettiik, folyadék-folyadék és levegd-folyadék hatarfeliileten. Az endotélsejtek
jelenlétében a bronchialis epitélsejtek szorosabb sejtréteget hoztak 1étre, amit a magasabb

elektromos ellenallas értékek és alacsonyabb jelzomolekula atjutasi értékek is tiikkroztek. A
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sejtkozotti kapcsolatok megerdsddését igazoltuk az immunfestddési mintazat intenzitdsanak
analizise alapjan. Ezeket az eredményeket azonban csak a folyadék-folyadék hatarfeliileten
novesztett sejteknél tapasztaltuk, a levegd-folyadék hatarfeliileten tenyésztett epitélsejtek
gyengébb gatrendszert hoztak 1étre. Ezek az eredmények aldtdmasztjak, hogy habar a
leveg6-folyadék hatarfeliileten torténd tenyésztés kozelebb all az élettani koriilményekhez,
nem minden 1éguti tenyészetes modell esetében alkalmazhatd ez a tenyésztési koriilmény.
Az irodalmi adatokkal 6sszhangban a monokulturaban tenyésztett a mutans CFTR csatornat
kifejezo sejtek gyengébb barriert alkottak, mint vad tipusi CFBE sejtek. Az endotélsejtek
jelenlétében azonban a AF508-CFTR csatornat kifejezd CFBE sejtek szorosabb sejtréteget
hoztak létre 6sszehasonlitva a vad tipust ko-kulturakkal. Ezt az eredményt alatamasztjak a
magasabb TEER értékek, a hidrofil jelzomolekuldk csokkent atjutasa, és a B-katenin fehérje
immunfestésének sejthataron mért nagyobb intenzitasa.

A CFTR csatorna miikddését modositd kezelések eredményei alapjan igazoltuk a
modellek megbizhatdsagat és alatamasztottuk a vad tipusu sejtekben a mikkodéképes CFTR
csatorna jelenlétét, mig a mutans sejteknél annak hianyat. A CFTR csatorna aktivator
(cAMP) kezelés hatasara a WT-CFTR CFBE sejtrétegek elektromos ellenéllas értéke
lecsokkent, amely a fokozott CFTR csatorna miikodés kovetkeztében megnovekedett
ionaramlés eredménye, mig a CFTR csatorna gatlasa ellentétes hatast hozott 1étre, a TEER
értekek novekedését okozta. A mutins csatornat hordoz6 CFBE sejtek esetén a
megnodvekedett TEER értékek csak a cAMP barrier fokozd hatasat tiikrozik, amit a csokkent
jelzémolekula-atjutés is alatdmaszt.

A cisztas fibrozisos betegek 1égzorendszerét jellemz6é Kronikus —gyulladas
modellezéséhez citokinekkel kezeltiik meg a tenyészeteket. Csak a ko-kultarak esetén
kaptunk szignifikans valaszt a citokin kezelésre: a sejtrétegek elektromos ellenéllasa
csokkent, a jelzéanyagok atjutdsa fokozodott. Ezt a hatdst a monokulturdk esetén nem
tapasztaltuk, a sejtek citokinekre adott valasza kismértékii volt. Ez az eredmény arra utal,
hogy a ko-kultira modellek alkalmasabbak lehetnek a gyulladasos allapotok in vitro
vizsgélatara.

Elsoként vizsgaltuk a natrium bikarbonat kiilonb6z6é koncentracidinak kozvetlen
hatasat a bronchialis epitélsejtekre. A CFBE sejtvonalpar eltéré valaszt adott a natrium
bikarbonat kezelésre. Az ¢€letképességi €s a sejtréteg integritasi vizsgalatok alapjan a vad
tipust CFTR csatornat kifejez6 sejtek érzékenyebbnek bizonyultak, mig a mutans sejtek
esetén a bikarbonat eldnyds hatasat tudtuk kimutatni. Kisérleteink soran megallapitottuk,

hogy a legmagasabb, de még biztonsdgosan alkalmazhat6 natrium bikarbonat koncentraciéd
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100 mM-os volt. A natrium bikarbonat kezelés hatasara a mutdns CFBE sejtek magasabb
intracellularis pH értéke a vad tipust sejtekhez kozeli értékre csokkent le. A natrium
bikarbonat kezelés mindkét CFBE sejtvonalban modositotta a CFTR csatorna expresszidjat
az apikalis sejtmembranban. A vad tipust sejteknél tapasztalt hatas — az apikalis
sejtmembranban megnovekedett CFTR csatorna kifejezddés — hatterében azt feltételezziik,
hogy a bikarbonat, mint jelatvivé molekula hatdsara aktivalod6 cAMP/PKA/CREB ttvonal
allhat. Az immunfestddési képek analizisének segitségével megallapitottuk, hogy a mutans
csatornat kifejez6 CFBE sejtek megnovekedett atlag sejtmagassaggal rendelkeznek a vad
tipusi CFTR csatornat kifejezd sejtekhez képest, ami a nagyobb sejttérfogatra, és a
sejttérfogat szabalyozasanak zavarara utalhat.

A PN159 peptid kettds hatdssal rendelkezik: mind sejtpenetrald, mind sejtkozotti
szoros kapcsolatokat menyit6 tulajdonsaga ismert. A PN159 peptid kezelés hasonld hatast
valtott ki a CFBE sejtvonalakban. Kisérleteink soran igazoltuk a PN159 peptid szoros
sejtkozotti kapcsolatokat megnyitd hatdsat a human bronchidlis epitélsejt modellen: a
sejtréteg elektromos ellendlldsa csokkent, a paracellularis jelzOmolekuldk atjutdsa
fokozodott. A sejtkozotti kapesolatok megnyilasat a sejtkapesolo fehérjék immuncitokémiai
festésével és analizisével is megerdsitettiik. A Caco-2 sejteken igazoltuk a peptid membran-
penetrald hatasat, mivel a jelzett peptid koncentraciofiiggd mdodon bejutott az €16 sejtekbe.
Bizonyitottuk a peptid kolokalizaciojat a klaudin-4 sejtkapcsolo fehérjével, valamint a
peptid-fehérje kolcsonhatas kovetkeztében az aktin sejtvaz megvaltozasat. Munkank soran
kimutattuk a PN159 peptid antimikrobidlis hatasat klinikailag relevans ESKAPE patogének
esetén. A referencia antibiotikumokkal 6sszehasonlitva a PN159 peptid hatékonyabbnak
bizonyult a Pseudomonas aeruginosa baktériumtoérzs novekedésének gatlasaban, ami a
kronikus léguti fertézés és gyulladas okozta nagyszamu elhaldlozasért felelds cisztas
fibrézisos betegekben. Az irodalmi adatok alapjan az amfipatikus tulajdonsagu peptidek,
mint a PN159, antibakteridlis hatasa a bakteridlis membranok permeabilitasdnak fokozasaval
van Osszefiiggésben.

Eredményeink is aldtdmasztjadk, hogy a natrium bikarbonat, mint adjuvans szer,
biztonsaggal alkalmazhatd a cisztas fibrozis kezelésében és segithet a tiidot érintd tiinetek
mérséklésében. A PN159 peptid hatdsosan nyitja az epitélsejtek kozotti kapcsolatokat, igy
alkalmas jelolt lehet gydgyszerhatdéanyagok, génterapias agensek atjuttatasara bioldgiai
gatrendszereken, tovabba antimikrobidlis hatdsanak koszonhetden igéretes jelolt lehet a

multidrog rezisztens baktrériumtdrzsek kezelésében.
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9. Summary
Application of epithelial cell culture models to study the effects of biologically active

peptides and adjuvant therapeutic agents

Epithelial cell based biological barriers are crucial to protect the body and many organs
from the harmful effects of the environment. In addition, they play an important role in many
diseases: on the one hand, their dysfunction or damage can promote the development
diseases and aggravate their symptoms, while on the other hand, the physical and chemical
defense systems of epithelial cells can restrict the absorption and the entry of drugs into
organs. Adjuvant therapies play an important role in the treatment of many diseases, hence
there is a great need to search for potential adjuvant agents and procedures. Adjuvants can
help alleviate the symptoms of diseases, and increase the absorption and effect of drugs by
reversibly opening biological barriers. However, appropriate model systems are required to
study active substances and adjuvants. One of the main criteria of in vitro models is to reflect
as closely as possible the complexity of a given organ in vivo.

The beneficial effect of sodium bicarbonate, used primarily as a mucolytic, has long
been known in the treatment of lung diseases. Sodium bicarbonate has also recently been
shown to have a bacteriostatic effect: it reduced the growth of Pseudomonas aeruginosa, the
most common pathogen in cystic fibrosis. Recently, a clinical study has been described the
favourable effects of sodium bicarbonate inhalation in patients with cystic fibrosis, it
increased the pH of airway fluid and decreased the density of sputum. However, the direct
effect of sodium bicarbonate on airway epithelial cells has not been studied so far.

As a first step, suitable culture models were needed for our studies that reflect the
channel conditions characteristic of both healthy situation and cystic fibrosis and have the
same genetic background. Since the models should reflect the complexity of in vivo systems
as closely as possible, the co-culture of multiple cell types is necessary. We are the first to
establish and characterize a co-culture model for cystic fibrosis using bronchial epithelial
cell lines and human vascular endothelial cells. In our experiments we used cystic fibrosis
bronchial epithelial (CFBE) cell lines transfected with a plasmid carrying a wild type CFTR
channel or a CFTR channel with the AF508 mutation, the most frequent in cystic fibrosis.
Cells were cultured alone (monoculture) or with human vascular endothelial cells (co-
culture) at liquid-liquid or air-liquid interface. In the presence of endothelial cells, bronchial
epithelial cells formed a tighter cell layer, which was reflected by the higher electrical

resistance and lower permeability values for different marker molecules. The strengthening
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of intercellular junctions was confirmed by the analysis of the immunostaining intensity.
However, these results were observed only in cells grown in the tradional way with culture
medium in both compartments. In our case CFBE cells cultured at the air-liquid interface
formed a weaker barrier. Our results support that although culture at the air-liquid interface
Is closer to physiological conditions, improvement of barrier properties is not observed in all
respiratory culture models. In accordance with literature data, cells expressing the mutant
CFTR channel cultured in monoculture formed a weaker barrier than wild-type CFBE cells.
However, in the presence of endothelial cells, CFBE cells expressing the AF508-CFTR
channel formed a tighter cell layer compared to wild-type co-cultures. This result is
supported by higher TEER values, decreased permeability of hydrophilic marker molecules
and higher intensity of f-catenin protein immunostaining at the cell borders.

Using small molecules modifying CFTR channel function we confirmed the presence
of a functional CFTR channel in wild-type cells and its absence in mutant cells, thus we
verified the reliability of the models. Treatment with CFTR channel activator cyclic AMP
decreased the electrical resistance of WT-CFTR CFBE cell layers, which is the result of
increased ion flow due to increased CFTR channel function. The inhibition of CFTR
channels produced the opposite effect, increased the TEER values. In the case of CFBE cells
expressing the mutant channel, the increased TEER values only reflect the barrier enhancing
effect of the cyclic AMP, which is also supported by the decreased marker molecule
permeability.

To model chronic inflammation, characteristic for the respiratory system in cystic
fibrosis patients, cultures were treated with cytokines. Cytokine treatment elicited a
significant cellular response only in the case of co-cultures, the electrical resistance of the
cell layers decreased and the permeability of marker molecules increased. This effect was
not observed in monocultures, the response of the cells to cytokines was small. This result
suggests that co-culture models may be more suitable for in vitro studies of inflammatory
conditions.

Our study is the first to investigate the direct effect of different concentrations of
sodium bicarbonate on bronchial epithelial cells. The CFBE cell lines gave a different
response to sodium bicarbonate treatment. Based on our cell viability and cell layer integrity
data cells expressing the wild-type CFTR channel were found to be more sensitive to
elevated sodium bicarbonate levels, while on the mutant cells we could show a beneficial
effect of bicarbonate. We found that the highest but still safe concentration of sodium

bicarbonate on CFBE cells was 100 mM in our experiments. The higher intracellular pH of
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mutant CFBE cells was decreased by sodium bicarbonate treatment to a value close to that
of wild-type cells. CFTR channel expression in the apical cell membrane was also modified
by sodium bicarbonate treatment in both CFBE cell lines. We hypothesize that the effect
observed in wild-type cells, increased CFTR channel expression in the apical cell membrane,
might be mediated through the cyclic AMP / PKA / CREB pathway activated by bicarbonate
as a signaling molecule. By the analysis of images taken from immunostaining we found
that CFBE cells expressing the mutant channel have an increased average cell height
compared to cells expressing the wild-type CFTR channel, which may indicate higher cell
volume and disruption of cell volume regulation.

The PN159 peptide has a dual effect, it is known to have both cell penetrating and tight
junction opening properties. PN159 peptide treatment showed a similar effect on both CFBE
cell lines. We demonstrated that PN159 peptide opened the intercellular tight junctions in
the human bronchial epithelial cell models, the electrical resistance of the cell layers
decreased and the permeability of hydrophilic paracellular marker molecules increased. The
opening of intercellular junctions was also confirmed by immunocytochemical staining for
junctional proteins and image analysis. We showed the membrane-penetrating effect of the
peptide on Caco-2 cells, since the fluorescently labeled peptide entered the living cells in a
concentration-dependent manner. We demonstrated the colocalization of the peptide with
the claudin-4 integral membrane tigh junction protein and detected alterations in the actin
cytoskeleton due to the interaction of the peptide with junctions. In our work the
antimicrobial effect of the PN159 peptide on clinically relevant ESKAPE pathogens was
also demonstrated. Compared with the reference antibiotics, the PN159 peptide was shown
to be more effective in inhibiting the growth of Pseudomonas aeruginosa, which is
responsible for the high mortality in cystic fibrosis due to chronic respiratory infection and
inflammation. Based on the literature, the antibacterial effect of amphipathic peptides, such
as PN159, is associated with the bacterial membrane permeability enhancing properties.

In conclusion, our results support the safe use of sodium bicarbonate as an adjuvant in
the treatment of cystic fibrosis and that it may help alleviate the respiratory symptoms. The
PN159 peptide effectively opens the intercellular junctions in different types of epithelial
cells, making it a suitable candidate for the enhanced delivery of drugs or gene therapy agents
through biological barriers. This peptide can also be a promising candidate for the treatment

of multidrug-resistant bacterial strains due to its antimicrobial activity.
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Abstract: Clinical and experimental results with inhaled sodium bicarbonate as an adjuvant therapy
in cystic fibrosis (CF) are promising due to its mucolytic and bacteriostatic properties, but its direct
effect has not been studied on respiratory epithelial cells. Our aim was to establish and characterize
co-culture models of human CF bronchial epithelial (CFBE) cell lines expressing a wild-type (WT) or
mutant (deltaF508) CF transmembrane conductance regulator (CFTR) channel with human vascular
endothelial cells and investigate the effects of bicarbonate. Vascular endothelial cells induced better
barrier properties in CFBE cells as reflected by the higher resistance and lower permeability values.
Activation of CFTR by cAMP decreased the electrical resistance in WT but not in mutant CFBE cell
layers confirming the presence and absence of functional channels, respectively. Sodium bicarbonate
(100 mM) was well-tolerated by CFBE cells: it slightly reduced the impedance of WT but not that of
the mutant CFBE cells. Sodium bicarbonate significantly decreased the more-alkaline intracellular
pH of the mutant CFBE cells, while the barrier properties of the models were only minimally changed.
These observations indicate that sodium bicarbonate is beneficial to deltaF508-CFTR expressing CFBE
cells. Thus, sodium bicarbonate may have a direct therapeutic effect on the bronchial epithelium.

Keywords: bronchial epithelial cells; CFTR channel; cystic fibrosis; cytokine; impedance kinetics;
permeability; sodium bicarbonate; tight junctions; transepithelial electric resistance
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1. Introduction

Despite recent advances, the pharmacological therapy of cystic fibrosis (CF), an autosomal
recessive genetic disorder caused by the mutation of the cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR or ABCC?7) gene, is still a largely unmet medical need. Mutations related to the CFTR
gene can result in the CFTR protein misfolding, decreased trafficking to and stability in the plasma
membrane of epithelial cells and an impaired activity of this ATP-gated anion channel [1]. This is the
reason why CF is considered a disease of impaired protein folding and function, and rescue of the cells
from stress due to chronic expression of misfolded proteins, including mutant CFTR, can improve
the loss-of-function phenotype [2]. Used in triple combination, small molecular CFTR modulators,
like correctors, which act as pharmacological chaperones or proteostasis regulators, and potentiators,
which directly improve CFTR channel functions, now offer a breakthrough therapy for the most
common CFIR mutations [3,4]. Patients carrying the most common AF508-CFIR mutations can benefit
from these new drugs, however these therapies are either not suitable for all patients, who might be
unresponsive due to rare or unique CFTR mutations, or they cannot afford them due to their excessive
cost [5].

CF is a multi-organ disease with progressive decline in lung function, therefore the care
of CF patients requires a multidisciplinary and multifaceted approach including pharmaco- and
physiotherapy as well as psychosocial interventions [6]. Adjuvant therapies also play an important
role in the management of CF, especially to prevent the accumulation of viscous mucus and bacterial
infection in the respiratory tract. CFTR and bicarbonate secretion are central elements in the regulation
of mucus viscosity. CFTR not only functions as a cAMP/PKA-regulated epithelial anion channel, but
also controls the activity of other ion channels and transporters, such as the epithelial Na* channel
(ENaC) or the CI'/HCO3™ exchanger SLC26A4 [7]. Gene mutations or exogenous noxae (i.e., cigarette
smoke) can impair CFTR functions compromising transepithelial electrolyte and water transport in
the respiratory tract [8]. In recent years, a large number of evidence suggests that defective HCO3"
secretion plays a central role in the pathogenesis of CF- and non-CF-related airway diseases [7,8].
Importantly, HCO3™ controls the luminal pH in the airways. It has been demonstrated in a porcine
model of CF that the acidic pH in the trachea reduced the bacterial-killing capacity of antimicrobial
peptides, such as lysozyme and lactoferrin, which was corrected by administration of nebulized
sodium bicarbonate [9]. More recently, it has been reported that the antibacterial effects of defensins
and LL-37 peptide are largely pH-dependent [10]. Sodium bicarbonate not only restores the activity of
antimicrobial peptides by regulating pH in the airway surface liquid, but has a direct bacteriostatic
effects and inhibits biofilm formation of CF-related bacteria [11]. It is also noteworthy, that HCOj3" is
necessary for chelating protons and Ca?* for proper unfolding of secreted mucin molecules which
helps to maintain the normal viscosity of the airway surface liquid [12].

To better understand CF and develop new treatments, relevant model systems are needed.
Immortalized airway epithelial cells have been proven to be particularly useful experimental tools [13].
Several cell lines exist to study CF, especially CFTR mutations, the respective phenotypes and
pharmacological therapies. Although in some studies non-respiratory cell lines (e.g., HeLa) transfected
with wild-type (WT) or mutant CFTR are used to investigate the function of the CFTR channel,
differences were found in both receptor trafficking and activation as compared to transfected respiratory
cell lines [14]. The human CF bronchial epithelial cell line CFBE410o™ (CFBE), developed by Kunzelmann
et al. [15], forms adherent, tight and polarized cell layers and expresses a transcriptome that is similar
to that of primary airway epithelial cells [16]. This cell line, which does not express endogenous CFTR
at mRNA or protein level, has been transfected by several groups to generate cell lines expressing
wild-type or AF508 CFTR [14,16,17]. This human cell line model from a relevant tissue type maintains
many features necessary for studies on CFTR function and treatment with small drug molecules at the
cellular level. To increase the complexity and similarity of respiratory culture models to the lung tissue,
in vitro co-culture models were introduced. Indeed, an increasing correlation was found between
airway models and in vivo tissue by the combination of multiple lung-relevant cell types [18]. In these
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models in addition to alveolar epithelial cells, vascular endothelial cells and/or immune cells, like
macrophages or mast cells are used [18]. However, few co-culture models exist for bronchial epithelium.
Recently a co-culture model of human bronchial epithelial cells with human microvascular endothelial
cells was described and optimized for microscopical studies [19]. However, no such co-culture models
have been established for the study of CFE.

Experimental and clinical results with inhaled sodium bicarbonate as an adjuvant therapy in CF
are promising due to its mucolytic and bacteriostatic properties, but its direct effect has yet not been
studied on respiratory epithelial cells. Our aim was to establish and characterize co-culture models of
human CF bronchial epithelial cell lines expressing wild-type or AF508-CFTR channels with human
vascular endothelial cells and investigate the effects of bicarbonate. Specifically, our study focused on
the sodium-bicarbonate-treatment-induced changes in cell impedance, viability, morphology, barrier
function, intracellular resting pH and cellular localization of the CFTR channel.

2. Results

2.1. Characterization of the Barrier Properties of the CFBE Cells in Monoculture and in Co-Culture with
Endothelial Cells

Both CFBE cell lines formed good barriers by day 10 on culture inserts, the transepithelial electrical
resistance (TEER) values were above 500 Q x cm? (Figure 1A) and the Papp for both permeability
markers were low, in the range of 1077 cm/s (Figure 1B). The integrity of bronchial epithelial layers was
increased more than 2- and 3-fold in the presence of human vascular endothelial cells as reflected by
the higher resistance values (WT-CFTR CFBE cells monoculture: 605 + 7, co-culture: 1322 + 112 ()
x cm?; AF508-CFTR CFBE monoculture: 529 + 16, co-culture: 1800 + 152 Q) X cmZ). Endothelial cells
also induced lower permeability values (Figure 1B) for fluorescein (WT-CFTR CFBE monoculture:
0.32 + 0.04, co-culture: 0.15 + 0.04 10~ cm/s; AF508-CFTR CFBE monoculture: 0.35 + 0.03, co-culture:
0.15 + 0.05 107 cm/s) and albumin (WT-CFTR CFBE monoculture: 0.08 + 0.01, co-culture: 0.06 + 0.01
10~® cm/s; AF508-CFTR CFBE monoculture: 0.08 + 0.01, co-culture: 0.06 + 0.01 10~° cmy/s).
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Figure 1. Transepithelial electrical resistance (TEER) (A) and permeability values (apical to basal
direction) (B) of cystic fibrosis bronchial epithelial (CFBE) monocultures or co-cultures with endothelial
cells. Values are presented as means + SD, n = 4/group. Statistical analysis: 2-way ANOVA and
Bonferroni test. **p < 0.01,*** p < 0.001 compared to the monocultures; # p < 0.05, # p < 0.01, ## p < 0.001
compared to the respective wild-type group.

To evaluate junctional morphology, the tight-junction-associated cytoplasmic linker zonula
occludens protein-1 (ZO-1), the adherens junction integral membrane protein E-cadherin and its
linker protein, (3-catenin, were selected. The co-culture conditions also increased the tightness of
the interepithelial junctions and made epithelial cells to form a better monolayer visualized by
immunostaining for ZO-1 and (3-catenin junctional proteins (Figure 2A). The mean pixel intensity of
Z0O-1 staining at the cell border was higher in the case of the WT-CFIR CFBE cells (Figure 2B), while
stronger [3-catenin intensity was observed in the AF508-CFTR CFBE cells (Figure 2C). The localization
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of the immunosignal was stronger and sharper at the cell border in the junctional area of CFBE cell
lines when they were grown together with endothelial cells (Figure 2A).
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Figure 2. Immunostaining for junctional proteins zonula occludens-1 (ZO-1) and 3-catenin after 10 days
of monoculture or co-culture with endothelial cells (A). The mean pixel intensity of ZO-1 (B) and
[-catenin (C) staining at the cell border. Values are presented as means + SD, n = 3—-6/group. Statistical
analysis: 2-way ANOVA and Bonferroni test. *** p < 0.001 compared to the monocultures. ## p < 0.001
compared to WT-CFBE cells. Red color: immunostaining for junctional proteins. Cyan color: staining
of cell nuclei. Bar: 25 um.

To compare the barrier integrity of the wild-type and mutant CFBE cells we pooled and analyzed
the results of eight independent experiments (Figure 3). Since we found considerable variability in
the basal TEER and permeability values of the CFBE cell lines, the values are given as a percentage
of the WT-CFTR CFBE groups. Monocultures of the AF508-CFTR CFBE cells showed weaker barrier
properties as reflected by the lower TEER values (Figures 1 and 3A) and higher permeability values
(Figure 3B) for marker molecules compared to the wild-type cells. In contrast, co-culture of AF508-CFTR
CFBE cells with human vascular endothelial cells resulted in tighter barrier properties as demonstrated
by the increased resistance (Figures 1A and 3C), the decreased permeability for the hydrophilic small
marker fluorescein and large marker albumin (Figure 3D) and stronger 3-catenin staining intensity at
the junctional area (Figure 2C).
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Figure 3. Transepithelial electrical resistance (TEER) (A,C) and permeability values (B,D) of CFBE
monocultures or co-cultures measured in 8 independent experiments. The values presented as a
percentage of the WT-CFTR CFBE group. Values are presented as means + SD, n = 16-52/group.
Statistical analysis: 2-way ANOVA and Bonferroni test. ** p < 0.01, *** p < 0.001 compared to the
WT-CFIR CFBE cells.

The culture of CFBE cells at air-liquid interface (ALI), considered as a physiologically more
relevant condition, did not result in better barrier properties. As compared to the CFBE cells cultured in
a standard way (liquid-liquid interface, LLI) the electrical resistance was lower and more fluorescently
labeled molecules went across the cell layers kept in the ALI (Figure S1). Immunostaining of the
junctional proteins ZO-1 and E-cadherin also confirm the decreased cell-layer integrity (Figure S2).
These results are in accordance with literature data: lower TEER values and an altered staining pattern
of junctional proteins were obtained at air-liquid-cultured cell layers due to desiccation and a high rate
of apoptosis [17]. Based on these results, standard culture conditions were chosen for the experiments.

2.2. The Effect of CEFTR Activator and Inhibitor on the Resistance and Permeability of CEBE Cell Lines

Transepithelial electrical resistance (TEER) measures ion movement across cell layers. Activation
of the CFTR anion channel by a cell-permeable cAMP analog decreased the electrical resistance to less
than half in wild-type, but not in mutant CFBE cell layers (Figure 4A). The permeability values of
the wild-type cells for fluorescein and albumin did not increase (Figure 4B). In contrast, less tracer
molecules could penetrate across the cell layers, which indicates that the decreased TEER values of
the wild-type CFBE cells mean increased ion transport through the activated CFTR channel and not
a weaker barrier integrity. AF508-CFTR CFBE cells showed increased TEER values and decreased
permeability values which reflects a tighter cell layer (Figure 4).
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Figure 4. Effects of a cell-permeable cAMP analog (250 tM) and the CFTR channel inhibitor CFTR;,;,-172
(inh; 10 uM) treatment (1 h) on the electrical resistance (A) and permeability (B) values. Values:
percentage of control groups. Means + SD, n = 4/group. 2-way ANOVA and Bonferroni test. ** p < 0.01,
*** p < 0.001 compared to the control groups, ## p < 0.001 compared to the respective wild-type group.

The well-known barrier-tightening effects of cAMP were observed in both cell lines based on the
decreased permeability for paracellular tracers (Figure 4B). Our results on ion permeability in the cell
line pair are in accordance with previous findings on bronchial epithelial cells demonstrating that
cAMP treatment decreased the TEER values of CFBE cells expressing WI-CFTR channels, but increased
the resistance of cell layers expressing AF508-CFTR channels [20]. Furthermore, the AF508-CFTR
channels in the CFBE cells, even when expressed at the cell membrane, cannot be stimulated by
forskolin-elevating cAMP levels [14].

The 1 h CFTRjyn-172 treatment had an opposite effect to cAMP: it increased the TEER values of
the wild-type CFBE cells (1.4 times higher) while no significant change could be observed in the case
of the mutant CFTR-expressing CFBE cells (Figure 4A) indicating that only the WT-CFTR CFBE cells
express active CFTR channels. The CFTR-inhibitor treatment did not change the cell-layer integrity for
marker molecules (Figure 4B).

2.3. The Effect of Cytokines on the Barrier Integrity of CEBE Cell Lines

To mimic inflammatory conditions, CFBE cells were treated with a combination of TNFo (50 ng/mL)
and IL-1p (25 ng/mL), as in our previous study on intestinal epithelial cells [21]. The integrity of the cell
layers was damaged in both the CFBE cell lines in co-culture conditions after the 6 h cytokine treatment:
the resistance decreased to less-than-half of the TEER values of the control groups (Figure 5A). In parallel,
the permeability values increased for both markers (Figure 5B) in both cell lines (fluorescein Papp in
WT-CFTR cells 260%, in AF508-CFTR cells 172%; albumin Papp, in WT-CFTR cells 181%, in AF508-CFTR
cells 143%). The effect of the cytokines was more robust in the case of the co-cultures (Figure 5)
compared to the monocultures, in which a minimal disturbance of the barrier function was observed
(Figure S3). These results suggest that co-culture models of CFBE cells are more reactive to cytokines
and can be more suitable models to investigate inflammatory conditions in vitro.
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Figure 5. Transepithelial electrical resistance (TEER) (A) and permeability values (B) of co-cultures
after a 6-h cytokine treatment. Values are presented as a percentage of control groups. Means + SD,
n = 4/group. Statistical analysis: 2-way ANOVA and Bonferroni test. * p < 0.05, *** p < 0.001 compared
to the control groups.

2.4. The Effect of PN159/KLAL Peptide on the Resistance and Permeability of CFBE Cell Lines

To further investigate the response of the CFBE cell line pair we tested a tight-junction
modulator and cell-penetrating peptide, PN159/KLAL, that has been well-characterized in our previous
studies [22,23]. After 30 min of peptide treatment the TEER values of CFBE cells dropped to below
10% of the level of the control groups (Figure 6A). At the same time, the permeability of the two tracer
molecules increased by more than 2 or 3 orders of magnitude (WT-CFTR cells: 6801% of control SF and
1195% of control EBA, AF508-CFTR cells: 2606% of control SF and 742% of control EBA) indicating a
full opening of the barrier (Figure 6B). After a 24-h recovery period, the TEER values increased but did
not reach the values of the control groups (WT-CFTR cells: 35% of control, AF508-CFTR cells: 45% of
control) (Figure 6A). When the peptide was removed, the permeability values also returned close to
the baseline level, although they remained higher.
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Figure 6. TEER (A) and permeability (B) values of the CFBE cell layers after a 30-min PN159 peptide
treatment and a 24-h recovery period. Values are presented as a percentage of the control groups.
Means + SD, n = 4/group. Statistical analysis: 2-way ANOVA and Bonferroni test. * p < 0.05, *** p <0.001
compared to the control groups.

The immunostaining of junctional proteins confirmed that the peptide opens the intercellular
junctions (Figure 7).
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Figure 7. Immunostaining for junctional proteins ZO-1 and E-cadherin CFBE cells without or after a
30-min PN159 peptide treatment, and following a 24-h recovery period (A). The mean pixel intensity
of ZO-1 (B) and E-cadherin (C) staining. Means + SD, n = 3-6/group. 2-way ANOVA & Bonferroni
test. * p < 0.05,* p < 0.01, *** p < 0.001 compared to the control and the treated group. *# p < 0.001
compared to wild-type epithelial cells. Green and red color: immunostaining for junctional proteins.
Cyan color: staining of cell nuclei. Bar: 40 pum.

The continuous pericellular belt-like ZO-1 and E-cadherin staining pattern, as seen in the control
groups, became weaker and disorganized and a cytoplasmic redistribution of the junctional proteins
from cell borders was observed. These observations were also confirmed by the analysis of the images
taken on the fluorescent immunostaining of the junctional proteins. Peptide treatment resulted in
decreased mean pixel intensity of ZO-1 and E-cadherin staining in the junctional area in case of the
wild-type cells (Figure 7B,C). The junctional opening effect of the peptide was obvious not only from
the functional measurements, but the significantly decreased E-cadherin staining at the cell border of
the AF508-CFTR cells (Figure 7C). These morphologic changes caused by the peptide were reversible
after a 24-h recovery period. Our data indicate that the PN159/KLAL peptide is efficient to open
junctions in bronchial epithelial cells; this effect is reversible and the cell-line pair reacted in a similar
way to the peptide.

2.5. The Effect of Sodium Bicarbonate on Impedance Kinetics and Viability of CFBE Cells

Sodium bicarbonate showed a concentration- and time-dependent effect on the CFBE cells
measured by real-time impedance kinetics (Figure 8 and Supplementary Material Figure S4). The culture
medium contained 26 mM NaHCOj3 in the control group. Sodium bicarbonate at 50 and 100 mM
concentrations did not change the cell index of the WI-CFBE cells at the 1-h time point (Figure S4A),
but reduced the impedance at later time points (Figure 8A). In contrast to wild-type CFBE cells,
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the impedance of the cells expressing mutant CFTR was not changed by 50 mM sodium bicarbonate,
while treatment with sodium bicarbonate at 100 mM concentration showed a temporary decrease (at
6-15 h) then returned to the level of the control cells in the 16-24-h period (Figure 8B and Figure 54).
The highest (200 mM) concentration of sodium bicarbonate caused cell death as reflected by the
decrease in impedance of both cell types to the level of the reference compound Triton X-100 detergent.
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Figure 8. Impedance kinetics measurements of the WI-CFTR CFBE (A) and AF508-CFTR CFBE (B)
cells after sodium bicarbonate treatment at different concentrations (50, 100, 200 mM). Culture medium
in the control group contained 26 mM sodium bicarbonate. The effects of sodium bicarbonate on the
impedance are shown as a normalized cell index. Values are presented as means + SD, n = 11-13.

The results of the impedance measurements were confirmed by morphological findings (Figure 9).
Sodium bicarbonate at 50 and 100 mM concentrations did not change the staining pattern of the
junctional proteins as compared to the control group after 24 h of treatment, in agreement with the
results of the impedance data shown on Figure 8. Only the 200 mM sodium bicarbonate concentration
was toxic to the cells, which resulted in damage to the layer integrity. The plasma membrane of the
CFBE cells became permeable to the ethidium homodimer-1 dye which stained the cell nuclei only in
the highest sodium bicarbonate treatment group (Figure 9). Based on these results the 100 mM sodium
bicarbonate concentration, which has been found to be bacteriostatic in a recent work [11] was selected
for the further experiments.

WT-CFTR CFBE AF508-CFTR CFBE
control 100 mM 200 mM control 100 mM 200 mM

Figure 9. Morphology of CFBE cells after sodium bicarbonate treatment at different concentrations.
Cells were treated with culture medium containing 26 (control group), 100 and 200 mM sodium
bicarbonate for 24 h. Green color: immunostaining for junctional proteins. Cyan color: cell nuclei.
Red color: nuclei of damaged cells. Bar: 40 pm.
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2.6. The Effect of Bicarbonate on the Barrier Integrity of CFBE Cells

To reveal the effect of sodium bicarbonate on barrier integrity, CFBE models in monoculture
(Figure S5) and co-culture settings (Figure 10) were treated with culture medium containing 100 mM
sodium bicarbonate for 24 h. TEER was also measured after 1 h of treatment (Figure 10A and
Figure S5A). CFBE cells expressing wild-type CFTR channels were more sensitive to the bicarbonate
treatment, as reflected by the lower TEER values at the two treatment time points (at 1 h: WT-CFTR cells:
57% of control, AF508-CFTR cells: 73% of control; 24 h: WT-CFTR cells: 36% of control, AF508-CFTR
cells: 44% of control). The permeability value for the small hydrophilic marker fluorescein was 4.18
times higher and for the large marker albumin it was 1.3 times higher compared to the control group
in co-cultures (Figure 10B). In CFBE cells kept in monoculture the permeability changes for fluorescein
were smaller, while the Papp, for albumin was unchanged (Figure S5B).
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Figure 10. The effect of sodium bicarbonate on the barrier integrity of CFBE cells in co-culture.
Transepithelial electrical resistance (TEER) values at 1 and 24 hour time points (A) and permeability
values (B) of the co-culture models after treatment with culture medium containing 26 mM (control
group) or 100 mM sodium bicarbonate. Values are presented as a percentage of the control groups.
Means + SD, n = 4/group. Statistical analysis: 2-way ANOVA and Bonferroni test. *** p < 0.001
compared to the control groups.

The 24-h treatment with culture medium containing 100 mM sodium bicarbonate did not visibly
alter the staining pattern for junctional proteins E-cadherin and ZO-1 in CFBE cells in co-culture as
compared to the control group (Figure 11). The analysis of junctional staining intensity also confirmed
these results (Figure 11B,C), moreover a beneficial effect was observed in the case of the CFBE cells
expressing the mutant CFTR channel: the sodium-bicarbonate treatment enhanced the mean pixel
intensity of the ZO-1 protein immunostaining at the cell border (Figure 11B).

In agreement with data that cells expressing both types of CFTR channels tolerated well the
elevated bicarbonate concentration in their culture medium (Figures 8-10) and that the barrier integrity
changed only for small ions and tracer molecules of passive diffusion (Figure 10B) in all groups,
a preserved, belt-like pericellular staining was visible for both junctional proteins (Figure 11). The same
observations were made in the case of monocultures of the CFBE cell lines (Figure S6).
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Figure 11. The effect of sodium bicarbonate on the junctional morphology of CFBE cells.
Immunostaining of the co-culture model for junction proteins zonula occludens-1 (ZO-1) and E-cadherin
(A) after treatment with culture medium containing 26 mM (control group) or 100 mM bicarbonate
treatment (24 h). The mean pixel intensity of ZO-1 (B) and E-cadherin (C) immunostainings at the
junctional area. Values are presented as means + SD, n = 3—-6/group. Statistical analysis: 2-way ANOVA
and Bonferroni test. * p < 0.01 compared to the wild-type epithelial cells. Red color: immunostaining
for ZO-1. Green color: immunostaining for E-cadherin. Cyan color: cell nuclei. Bar: 40 pm.

2.7. The Effect of Bicarbonate on the Resting Intracellular pH of CFBE Cells

The resting intracellular pH (pH;) of the untreated WT-CFTR CFBE cells was found to be 7.48 + 0.04
which was not changed by treatment with 100 mM NaHCOj. The cells expressing the mutant CFTR
channel showed significantly elevated pH; (7.74 + 0.06) as compared to the WT cells (Figure 12). This
finding is in accordance with a previous observation of Walker et al., who found that the intracellular
pH of CFTR-KO crypt epithelial cells is more alkaline when compared to the wild-type cells [24].
Importantly, we found that NaHCOj treatment of AF508-CFTR CFBE cells decreased the pH; to the
level of the pH; measured in WT cells, indicating a beneficial effect on the mutant cells.
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Figure 12. The effect of sodium bicarbonate treatment on the resting intracellular pH of CFBE cells.
The pH; of WT-CFTR and AF508-CFTR CFBE cells after a 1-h treatment with buffer containing 26 mM
(control group) or 100 mM sodium bicarbonate. Values are presented as means + SD, n = 47-67.
Statistical analysis: 2-way ANOVA followed by Bonferroni test. ## p < 0.001 compared to the wild-type
epithelial cells, *** p < 0.001 compared to the control groups.

2.8. The Effect of Bicarbonate on the Immunolocalization of CEFTR Channel in CFBE Cells

Both cell lines gave immunosignals for CFTR using a polyclonal antibody (Figure 13A).
To determine the apical membrane region of the cells, wheat germ agglutinin (WGA) lectin staining
was performed which labeled the plasma membrane glycocalyx. The immunostaining pattern in the
confocal microscopy images looked diffuse and in the z-direction the fluorescent signal was observed in
both the apical and cytoplasmic regions. Using image analysis, the mean pixel intensities of the CFTR
immunostaining in apical regions close to the plasma membrane and the remaining cell (cytoplasm)
regions were determined. The mean pixel intensities in apical regions of the CFBE cell-line pair were
very close (WT-CFIR CFBE cells: 111.09 + 7.35 vs. AF508-CFIR CFBE cells: 111.86 + 10.17) (Figure 13B).
Treatment of CFBE cells with culture medium containing sodium bicarbonate at 100 mM concentration
decreased the mean pixel intensity of CFTR immunostaining in the apical regions of WT-CFTR CFBE
cells (106.73 + 8.00) but increased it in AF508-CFTR CFBE cells (117.85 + 4.91). The ratios of the CFTR
immunostaining pixel intensities in the apical and cytoplasmic regions were significantly higher in the
CFBE cells expressing wild-type channels (Figure 13C) than in cells expressing the mutant channels
(1.70 £ 0.17 vs. 1.57 + 0.07) indicating more channels in the apical (membrane) region in WT-CFTR
CFBE cells, in concordance with literature data [14].

Sodium bicarbonate treatment further increased the CFTR immunofluorescence intensity ratio in
WT-CFTR CFBE cells (1.86 + 0.18 vs. 1.70 + 0.17 in the respective control group), while an opposite
effect was measured in AF508-CFTR CFBE cells (1.51 + 0.12 vs. 1.57 + 0.07 in the respective control
group). During the morphological analysis we observed that the average height of the WI-CFTR CFBE
cells was lower than that of the mutant cell line (6.4 + 0.7 pm vs. 8.1 £ 0.5 um), which might indicate
an altered cell-volume regulation.



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 4024 13 of 23

A WT-CFTR CFBE AF508-CFTR CFBE
100 mM bicarbonate control 100 mM bicarbonate

control

Py i
=} i 2
- e 27 a

e i -
g 28
= @ S 1.8
c -3 |
= 1004 £ % ok
s €2 164 I
Q [T
3 7l @& 14
= 75 o5
3 SE 1.2
w e E

1.0
control treated control treated control treated control treated
WT-CFTR AF508-CFTR WT-CFTR AF508-CFTR

Figure 13. The effect of sodium bicarbonate on the immunolocalization of CFTR channels in CFBE
cells. (A) WT-CFTR and AF508-CFTR CFBE cells were treated with culture medium containing 26 mM
(control group) or 100 mM sodium bicarbonate for 24 h. Red color: immunostaining for CFTR. Green
color: WGA lectin staining. Cyan color: cell nuclei. Bar: 10 um. Image analysis of the immunostainings
showing (B) mean pixel intensities of the CFTR staining in the membrane region of the treatment
groups and (C) the ratio of mean pixel intensities of the CFTR staining in the membrane region divided
by mean pixel intensities of the CFTR staining in the cytoplasm regions. Values are presented as
means + SD, n = 4018 image stacks/group. Statistical analysis: 2-way ANOVA and Bonferroni test.
### p < 0.001 compared to the wild-type epithelial cells, *** p < 0.001 compared to the control groups.

3. Discussion

We have successfully established and characterized a new, physiologically more relevant co-culture
model of cystic fibrosis using the CFBE cell line. This cell line, derived from samples from a CF patient,
is widely used for studies on disease pathology and to test possible pharmacological treatments [25,26].
To better understand CF pathology, CFBE cells, which do not express endogenous CFIR, were
transfected with WT and AF508-CFTR channels by several groups [14,17,20]. Beb&k et al. have
characterized in detail a CFBE cell-line pair sharing the same genetic background but expressing either
the WT or the mutant channel [14], and this model was further developed in our experiments. Many
studies prove that CFBE cells expressing WT and AF508-CFTR channels are a useful model system to
study biogenesis, trafficking and regulation of this anion channel. The advantages of CFBE cells include
easy culture of the cells, robust expression of the respective CFTR channels, epithelial characteristics,
like a polarized phenotype and apical expression of CFTR in wild-type cells, and the expression of
adenosine and adrenergic receptors which regulate CFTR activity [14]. We could confirm, that both
CFBE cell lines formed tight barriers, showed high TEER values and well-established intercellular
junctions in concordance with literature data [20]. We also demonstrated the expression of functional
CFTR channels in the WT-CFTR CFBE cells, but not in the AF508-CFTR CFBE cells. Intracellular cAMP
signaling is linked to CFTR activation and increased ion flux, which was reflected in the WT-CFTR
CFBE cells as a decrease in TEER values, while the opposite effect was observed after treatment with a
CFTR inhibitor. In contrast, the TEER values of the AF508-CFTR CFBE cells increased, which is due
to the well-known barrier-tightening effects of cAMP [27] as indicated by the decreased paracellular
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permeability for tracer molecules of diffusion in both cell lines. These functional data are in accordance
with the positive immunostaining for CFTR in the cells in our study, and functional TEER results from
the literature [20,28], and indicate the validity of our models.

Co-culture models of airway epithelial cells are increasingly used as a more complex experimental
setup [18,26]. However, these models are made either from non-bronchial, mostly alveolar epithelial
cells [18] or are used as 3D organoids, which are not suitable for permeability studies [26]. The only
study we could find presenting a human bronchial epithelial and vascular endothelial co-culture
was a microfluidic model optimized for microscopy [19]. Thus, our study is the first to establish
and characterize a culture-insert-based co-culture model using a CFBE cell-line pair and human
vascular endothelial cells. We found that the presence of endothelial cells induced better barrier
properties in CFBE bronchial epithelial cells. The resistance values increased while the permeability
values decreased for marker molecules. The co-culture conditions also increased the tightness of
interepithelial junctions and made CFBE cells form a well-organized, tighter monolayer visualized by
immunostaining. We observed, that the WT-CFBE model showed lower, while the AF508-CFTR CFBE
model had significantly higher, TEER.

When the barrier integrity of the CFBE cell-line pair was compared, based on several independent
experiments, we confirmed that monocultures of AF508-CFTR CFBE cells showed lower TEER and
higher paracellular permeability values indicating weaker barrier properties. These findings are in
agreement with literature data, in which bronchial epithelial cell monolayers expressing AF508-CFTR
have a higher paracellular permeability [26,28]. These papers not only link CFTR dysfunction to the
dysregulation of the paracellular transport route [28], but also demonstrate that the expression of the
WT-CFIR restores tight-junction localization and function in cystic fibrosis bronchial epithelial cells [26].
Our novel finding is, that when AF508-CFTR CFBE cells are kept in co-culture with human vascular
endothelial cells from a normal genetic background, this effect is rescued: the mutant cells show tighter
barrier properties: increased resistance and decreased permeability for hydrophilic marker molecules.

Although air-liquid interface culture conditions are generally considered as better reflecting
physiological conditions [26], in our hands culturing CFBE cells in air-liquid interface showed weaker
barrier properties compared to the traditional liquid submerged cultures. Our results are supported by
a study, in which impaired barrier properties were also obtained at air-liquid-cultured CFBE cells [17],
indicating that this approach cannot necessarily be applied for all respiratory culture models.

Inflammatory changes in the respiratory system are a hallmark of CF and have been investigated
in culture models, where loss of barrier integrity was described in airway epithelial cultures treated
with proinflammatory cytokines [26,29]. To test the reaction of the model to inflammatory challenge,
co-cultures of CFBE epithelial and endothelial cells were treated with a combination of TNFx and
IL-13. This combination of cytokines caused NF-kB translocation and the loss of barrier integrity in
our previous studies on other biological barrier models, namely on intestinal epithelial cells [21] and
brain endothelial cells [30]. Treatment with proinflammatory cytokines caused barrier damage in
both CFBE cell-based co-culture models as demonstrated by the lower TEER and higher permeability
values. This effect was not observed in CFBE epithelial monocultures, where the response of the cells
to cytokines was modest. The presence of endothelial cells contributed to the more robust response
to proinflammatory cytokine treatment in epithelial cells and suggests that co-cultures can be more
suitable models to investigate inflammatory conditions in vitro.

To further characterize the CFBE cell lines we tested their response to the PN159/KLAL peptide,
which has a dual effect on barrier cells: it opens the intercellular-tight junctions and also acts as a
cell-penetrating peptide [23]. The junction-modulator effect of this synthetic cationic peptide was
discovered on human bronchial epithelial cell cultures [31], and we have described a similar effect on
models of the intestinal epithelium and the blood-brain barrier [22]. We found that the PN159/KLAL
peptide efficiently and reversibly opened the junctions in CFBE bronchial epithelial cells and there was
no difference between the reactions of the CFBE cell-line pair to the peptide.
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By regulating mucus pH and viscosity, inhaled bicarbonate can be also crucial in the therapy of
CF [32]. Indeed, sodium bicarbonate decreased high viscosity of the CF bronchial secretion [33] and a
similar effect has been observed in a clinical investigation [34]. This new clinical study on CF patients
confirmed the safety and tolerability of nebulized sodium bicarbonate (4.2% and 8.4% solutions) and
demonstrated an increased pH and decreased viscosity in bronchial mucus [34]. In addition, sodium
bicarbonate (100 mM) inhibited bacterial growth and biofilm formation of bacteria important in CF
pathology, indicating it can have an additional beneficial effect in CF therapy [11].

Our study aimed to investigate the direct effect of elevated sodium bicarbonate concentrations on
bronchial epithelial cell viability, barrier properties and morphology, which have not been studied
yet. Using impedance kinetics to monitor the cell-layer response we confirmed that CFBE epithelial
cells tolerate well-elevated sodium bicarbonate concentrations. In our experiments 100 mM sodium
bicarbonate (a four-times-higher concentration than in the basal culture medium) was the highest,
but still a safe concentration based on viability and cell morphology data. Interestingly, we found
differences between the reactions of the CFBE cell lines. CFBE cells expressing the wild-type CFTR
channel were more sensitive to higher concentrations of sodium bicarbonate. In AF508-CFTR bronchial
cells expressing the mutant channel the impedance values were the same after treatment with
elevated concentrations of bicarbonate as in the control group. In addition, even a barrier-increasing
effect was seen in the case of these AF508-CFTR epithelial cells based on the image analysis of
junctional protein ZO-1. One of our most important findings is that the barrier function of the CFBE
epithelial cells is preserved after sodium bicarbonate treatment based on resistance, permeability and
morphological results.

We not only demonstrated that higher concentrations of sodium bicarbonate can be safely used
in CFBE cells, but we made observations that these might be also beneficial for cells expressing the
mutant CFTR channel. We measured in AF508-CFTR bronchial epithelial cells a more alkaline-resting
pH; than in CFBE cells expressing wild-type CFTR. Similarly, in CFTR-KO crypt epithelial cells more
alkaline pH; was found [24]. Treatment of the cells with 100 mM sodium bicarbonate normalized the
pH; of mutant cells to the level of the WI-CFTR CFBE cells.

Although regulation of CFTR expression and targeting is not fully understood, transcription
factors and miRNAs are known to regulate these processes [35]. Our results show that administration
of 100 mM sodium bicarbonate modifies the apical expression of CFTR in both cell lines. Extracellular
HCOj™ acting as a signal molecule, stimulates the activity of soluble adenylyl cyclase increasing
intracellular cAMP concentrations, which in turn activates protein kinase A [36]. Protein kinase
A could trigger NF-kB, a transcription factor known to mediate up-regulation of the CFTR gene
expression in pulmonary epithelial cells [37]. Thus, it is conceivable that higher HCO3;™-permeability of
WT-CFTR expressing cells causes up-regulation of adenylyl cyclase activity increasing apical expression
of CFTR. Further investigations are needed to explain the reduced CFTR immunofluorescence ratio in
AF508-CFTR-expressing cells.

Our morphological analysis indicates that mutant CFBE cells have an increased average height
suggesting larger cell volume than WT-CFTR-expressing cells. The important role of CFIR in
cell-volume regulation has already been demonstrated by other research groups. For instance, it has
been shown that cell-volume regulation is defective of small intestinal crypts isolated from CFTR”"
mutant mice [38]. The authors claimed that this was due to impaired CFTR-dependent regulation of
volume sensitive K channels. In another study, CFTR potentiated and accelerated regulatory-volume
decrease following hypotonic challenge by an autocrine mechanism involving ATP release and
signaling [39]. Consequently, lack of functional CFTR could lead to impaired ATP secretion and
depletion of this autocrine, purinergic signaling system under both basal and hypotonic conditions.
Furthermore, altered intracellular CI" concentrations of CF cells may also contribute to defective
cell-volume regulation [40].

In conclusion, we characterized a new co-culture model of bronchial epithelial cells and
demonstrated that vascular endothelial cells induced better barrier properties in CFBE cells as reflected
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by the higher resistance and lower permeability values. Activation of CFTR by cAMP decreased
the electrical resistance in wild-type but not in mutant CFBE cell layers confirming the presence and
absence of functional channels, respectively. Elevated concentrations of sodium bicarbonate were
well-tolerated by CFBE cells: it slightly reduced the impedance of wild-type but not that of the mutant
CFBE cells. Sodium bicarbonate significantly increased the junctional staining intensity of ZO-1 protein
and decreased the more-alkaline intracellular pH of the mutant CFBE cells, while the functional barrier
properties of the models were preserved. Our observations on the direct effects of sodium bicarbonate
on bronchial epithelial cells confirm the safe therapeutic use of inhaled sodium bicarbonate.

4. Materials and Methods

4.1. Materials

Unless specified otherwise, all reagents were purchased from Sigma-Aldrich Ltd. (Budapest,
Hungary).

4.2. Cell Cultures

The human cystic fibrosis bronchial epithelial (CFBE) cell-line pair was kindly provided by
Dr. Zsuzsanna Beb&k. The cells expressing the wild-type human CFIR (WT-CFTR CFBE) and the
CFTR with the most common AF508 mutation (AF508-CFTR CFBE) were generated by lentiviral
transformation of the human CFBE410™ cell line, which does not express CFTR [14]. CFBE human
bronchial epithelial cells were grown under selective pressure in puromycin-containing medium
to express the transgenes and used for the experiments until passage 18. The cells were grown in
Minimum Eagle Medium (MEM) (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with
10% fetal bovine serum (Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Germany), stable glutamine (Glutamax,
2 mM), puromycin (2 pg/mL) and 50 pg/mL gentamycin in a humidified incubator with 5% CO, at
37 °C. All plastic surfaces were coated with 0.05% rat tail collagen in sterile, distilled water before cell
seeding in culture dishes and the medium was changed every 2 days.

Bronchial epithelial cells were cultured in the presence of human vascular endothelial cells [41,42]
to create the co-culture model. The endothelial culture media (ECM-NG, Sciencell, Carlsbad, CA, USA)
was supplemented with 5% FBS, 1% endothelial growth supplement (ECGS, Sciencell, Carlsbad, CA,
USA) and 0.5% gentamicin. For the permeability measurements the epithelial cells were cultured on
inserts (Transwell, polycarbonate membrane, 0.4 pm pore size, 1.12 cm?, Corning Costar Co., MA,
USA) placed in 12-well plates as mono- or co-cultures for 10 days. To prepare the co-culture model,
endothelial cells (< P9) were passaged (8 x 10* cells/cm?) to the collagen-type-IV- and fibronectin-
(both at 100 ug/mL) coated bottom side of tissue culture inserts and bronchial epithelial cells were
seeded (1 x 10° cells/cm?) to the upper side of the membranes which were coated with rat tail collagen.
CFBE cells were cultured for 10 days in the presence or absence of endothelial cells and were treated
when the cell layer had reached steady resistance values. In the liquid-liquid interface (LLI) culture
mode the volume of the medium in the upper compartment was 0.5 mL, in the lower compartment
1.5 mL. For culturing the cells at air-liquid interface (ALI) the medium was removed from the confluent
bronchial epithelial cell layer after three days, while the endothelial cells in the bottom compartment
received 1 mL fresh culture medium.

4.3. Treatments

To functionally validate the presence of wild-type and mutant CFTR channels in the respective cell
lines an activator and an inhibitor of CFTR channels were tested on the monocultures. The stock solution
(25 mM) of the CFTR channel activator 8-(4-chlorophenylthio)-cAMP (cAMP) was prepared in sterile
distilled water and it was further diluted in culture medium at 250 uM final concentration for treatments.
To avoid the degradation of cAMP RO 20 1724 (17.5 uM), a cAMP-specific phosphodiesterase
4 inhibitor was added to the treatment solution. For the stock solution (100 mM) the CFTR
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inhibitor 3-[(3-trifluoromethyl) phenyl]-5-[(4-carboxyphenyl) methylene]-2-thioxo-4-thiazolidinone
(CFTR;pn-172) was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), further diluted in culture medium and
tested at 10 uM concentration also for 1 h. For both reagents, cell-layer integrity was monitored by
electrical resistance and permeability measurements after 1 h of treatment.

To model inflammatory conditions, often observed in CF lung, the mono- and co-cultures were
treated with a combination of TNF- (50 ng/mL) and IL-1f3 (25 ng/mL) in both compartments of
the inserts [21]. After the 6-h cytokine treatment, cell-layer integrity was investigated by electrical
resistance and permeability measurement.

To test the similarities and differences between the response of the CFBE cell lines to
different treatments we also tested the effect of the PN159/KLAL peptide (NH;-KLALKLALKALKA
ALKLA-amide). This peptide, which shows both cell-penetrating effects and opens intercellular
junctions, has been characterized in detail by our research group [22,23]. The stock solution of the
peptide (5 mM) was prepared in DMSO, the final concentration of the peptide in cell culture medium
was 10 uM, as used in our previous studies. We treated the CFBE monoculture with the peptide for 30
min (only in upper compartments, where the apical junctional complex is situated). After the treatment
medium was changed, TEER and permeability measurements were performed immediately and at the
end of the 24 h recovery period.

To test the effect of sodium bicarbonate we prepared 50, 100 and 200 mM treatment solutions.
The MEM culture medium already contains 26 mM sodium bicarbonate. To achieve a 500 mM stock
solution we dissolved 200.5 mg NaHCOj in 5 mL cell culture medium, then sterilized with a 0.2 pm
syringe filter. The treatment solutions were diluted from the stock solution in culture medium and were
freshly prepared before the experiments. For the viability assay 50, 100 and 200 mM concentrations,
for the cell-layer integrity and intracellular pH measurements 100 mM concentration of bicarbonate
were used (only upper, apical compartments were treated to mimic inhaled sodium bicarbonate
treatment).

4.4. Measurement of the Electrical Resistance of CFBE Cell Layers

Transepithelial electrical resistance (TEER) indicates the integrity and paracellular permeability of
cell layers for ions. TEER reflects the tightness of the intercellular junctions closing the paracellular cleft,
therefore the overall tightness of cell layers of biological barriers. Before measuring the transepithelial
electrical resistance (TEER) of the cell layers 500 pl of fresh medium was added to the upper and
lower compartments. The measurement was performed after 15 min of equilibration time in the
CO; incubator. We used an EVOM volt-ohnmmeter (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA)
combined with STX-2 electrodes to determine TEER values which were expressed relative to the surface
area of the monolayers as Q X cm?. TEER of cell-free inserts (90-100 Q) X cm?) was subtracted from the
measured data. The culture medium was changed and TEER was checked every second day. TEER
values were measured before and right after the experiments.

4.5. Permeability Study on CFBE Cell Culture Model

To determine the tightness of the bronchial epithelial culture model two passive permeability
marker molecules, fluorescein (10 ng/mL; Mw: 376 Da) and Evans-blue labeled albumin (167.5 pg/mL
Evans-blue dye and 10 mg/mL bovine serum albumin; MW: 67.5 kDa) were tested [22]. The inserts
were transferred to 12-well plates containing 1.5 mL Ringer buffer in the acceptor (lower/basal)
compartments. In the donor (upper/apical) compartments 0.5 mL buffer was pipetted containing
both markers. To avoid the unstirred-water-layer effect, the plates were kept on a horizontal shaker
(120 rpm) during the assay. The assay lasted for 30 or 60 min. The concentrations of the marker
molecules in the samples from both compartments were determined by a fluorescence multiwell plate
reader (Fluostar Optima, BMG Labtechnologies, Germany; fluorescein: 485 nm excitation wavelength,
520 nm emission wavelength; Evans-blue labeled albumin: 584 nm excitation wavelength, 680 nm
emission wavelength).
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The apparent permeability coefficients (P,pp) were calculated as previously described [23].
Briefly, cleared volume was calculated from the concentration difference of the tracer in the acceptor
compartment (A[C]4) after 30 or 60 min and in donor compartments at 0 h ([C]p), the volume of the
acceptor compartment (V»; 1.5 mL) and the surface area available for permeability (A; 1.12 cm?) using
this equation:

A[C] A X Va

A X [C]p x At M

Papp (cm/s) =

4.6. Cell Viability Measurements

The kinetics of the epithelial cell reaction to the sodium bicarbonate treatment was monitored by
impedance measurement at 10 kHz (RTCA-SP instrument, ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA).
Real-time cell electronic sensing is a non-invasive, label-free, impedance-based technique to quantify
the kinetics of proliferation, viability and cellular reaction of adherent cells. This method to follow cell
damage and/or protection in living barrier forming cells has been successfully used by our team in the
last seven years [23,30]. The 96-well E-plates with built-in gold electrodes were coated with collagen
type I (50 pg/mL) and dried for 30 min under sterile airflow. For background measurements 50 uL cell
culture medium was added to the wells, then cells were seeded at a density of 1 x 10% cells/well to
the coated 96-well plates with integrated gold electrodes (E-plate 96, ACEA Biosciences). Cells were
cultured for 3—4 days in a CO; incubator at 37 °C and the impedance of cell layers was monitored every
10 min until the end of experiments by an RTCA-SP instrument (ACEA Biosciences). Cell index was
defined as (Rn-Rb)/15, where Rn is the cell-electrode impedance of the well when it contains cells and
Rb is the background impedance of the well with the medium alone. Cells were treated with culture
medium containing sodium bicarbonate at 50, 100 and 200 mM concentrations at the beginning of the
plateau phase of growth and the effects were followed for 24 h. Triton X-100 detergent (1 mg/mL) was
used as a reference compound to induce cell death.

4.7. Immunohistochemistry

Immunostaining was used to evaluate morphological differences between the two CFBE cell
lines when cultured in different conditions (mono- vs. co-culture, LLI vs. ALI) or treated by different
concentrations of sodium bicarbonate. Cells were grown on culture inserts and after the treatments they
were washed with phosphate buffered saline (PBS) and fixed with 3% paraformaldehyde solution for
15 min at room temperature. The cells were permeabilized by 0.2% TX-100 solution for 10 min and the
nonspecific binding sites were blocked with 3% bovine serum albumin in PBS. Primary antibodies rabbit
anti-ZO-1 (AB_138452, 1:400; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), rabbit anti-3-catenin (AB_476831,
1:400) and mouse anti-E-cadherin (AB_397580, 1:400; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) were
applied as an overnight treatment. Incubation with secondary antibodies Alexa Fluor-488-labeled
anti-mouse (AB_2534088, 1:400; Life Technologies, Invitrogen, USA) and anti-rabbit IgG conjugated
with Cy3 (AB_258792, 1:400) lasted for 1 h. Hoechst dye 33342 was used to stain cell nuclei. After
mounting the samples (Fluoromount-G; Southern Biotech, Birmingham, USA) staining was visualized
by confocal laser scanning microscope (Olympus Fluoview FV1000, Olympus Life Science Europa
GmbH, Hamburg, Germany).

We used double nuclei staining to evaluate cell-membrane damage. The blue Hoechst dye stains
every cell nuclei and the red ethidium homodimer-1 dye stains only the nuclei of damaged cells [23].
CFBE cells were cultured on collagen-coated glass coverslips (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany)
in a 12-well plate. Cells were seeded at a 10° cells/well density and cultured for 3 days. Cell layers after
reaching confluency were treated with culture medium containing 50, 100 and 200 mM bicarbonate
for 24 h. Ethidium homodimer-1 dye (1 uM) was added to the cells in the last 30 min of the 24 h
bicarbonate treatment. After a washing step with PBS the cells were fixed with aceton:methanol (1:1)
solution for 3 min. Then the samples were processed for immunostaining for junctional proteins ZO-1
and B-catenin as described above.
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The localization of CFTR channels in the CFBE cells was studied by concomitant staining of the
samples with a rabbit polyclonal anti-CFIR antibody (Alomone Labs, Jerusalem, Israel; 1:400) and
wheat germ agglutinin lectin (WGA) conjugated with Alexa fluor 488 (Invitrogen, W11261) which
binds to the N-acetyl-p-glucosamine and sialic acid residues of the glycocalyx covering the cells” surface.
The cells were fixed with 3% paraformaldehyde, washed with PBS and incubated with WGA (5 ug/mL)
in PBS for 10 min at room temperature [43]. This step was followed by permeabilization with 0.2%
TX-100 solution for 10 min, blocking with 3% bovine serum albumin in PBS for 1 h and incubation with
the CFTR antibody overnight. After the washing steps cells were incubated with secondary antibody
Cy3-conjugated anti-rabbit IgG for 1 h. Cell nuclei were stained with Hoechst dye 33342. Samples
were mounted and the staining was visualized by a Leica TCS SP5 confocal laser scanning microscope
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany).

The cellular localization of the CFTR channels was determined by image analysis (MATLAB,
The Mathworks Inc, Natick, Ma, USA) performed on the immunostained CFBE image stacks. First,
the image stacks of the WGA staining were used to determine the apical region of the imaged cells. For
this the WGA image stacks were laterally smoothed by a 10-pixel-wide 2D Gaussian filter. Within each
column (z-direction) of a smoothed WGA stack the cells” apical membrane position was determined
by finding the pixel position where the intensity first rises above 30% of the maximum value in the
column, going from the top of the image stack (apical side). Next, based on the obtained apical contour
of the cells, spatial masks were calculated for the cell membrane and cytoplasm. The membrane mask
was calculated as a 12-pixels- (2.4 pm) wide stripe starting from the top edge of the cells. The cytoplasm
mask was taken as the area between the bottom of the membrane mask and the bottom of the image
stack (basal side). Finally, the spatial masks were used to calculate the mean pixel intensities of the
CFIR staining in the membrane and cytoplasm regions (Video S1-54). A total of 9 images were
analyzed in each group consisting of 512 image stacks (4018 image stacks/group).

The intensity of junctional stainings (ZO-1, E-cadherin, p-catenin) were evaluated by image
analysis (MATLAB, The Mathworks Inc, Natick, Ma, USA) performed on the immunostained images.
A K-means clustering-based image segmentation function was used to segment the images into areas
corresponding to the cytoplasm and the junctional regions. Based on the segmentation, spatial masks
were obtained and used for calculating the mean pixel intensity in the junctional areas.

4.8. Measurement of Resting Intracellular pH

CFBE cells were cultured on rat tail collagen-coated glass coverslips (24 mm) in 35 mm cell culture
dishes (Orange Scientific, Braine-1’Alleud, Belgium). The cells were seeded at 2 X 10° cells/dish density
and cultured until confluency. Cells treated with 100 mM NaHCOj in cell culture medium were kept
for 1 h in a CO, incubator at 37 °C. The cells were washed once with PBS and were loaded with the
pH-sensitive fluorescent dye 2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6-) carboxyfluorescein-acetoxymethyl
ester (BCECF-AM; Biotium Inc., Fremont, CA, USA) at 2 uM concentration in HEPES-buffered solution
(HEPES-BS; 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM D-glucose and 10 mM
HEPES acid; pH = 7.4) at 37 °C in a wet chamber for 20-30 min. Thereafter, the cells on coverslips were
continuously perfused at a rate of 1-1.5 mL/minute in a perfusion chamber (QE-1, Warner Instruments,
Hamden, CT, USA) mounted on a Zeiss Axio Observer 7 microscope (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Germany). The cells were excited with light at wavelengths of 495 (+3) nm and 436 (+10) nm,
and the 495/436 fluorescence emission ratio was measured at 540 + 20 nm to determine intracellular
pH (pH;). Images from fourteen to seventeen randomly selected cells (regions of interests, ROIs) were
obtained by using the ZEN software (Carl Zeiss Microscopy GmbH). One measurement was recorded
every two seconds. The 495/436 emission ratio of cells perfused with HEPES-BS was determined at the
beginning of the measurements. To convert the emission ratio to resting pHj, cells were perfused with
a high K* HEPES-BS (K-HEPES-BS; 15 mM NaCl, 130 mM KCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM
p-glucose, 10 mM HEPES acid; pH set between 6.0 and 8.4, and 10 uM nigericin sodium salt (Tocris
Bioscience, Bristol, UK)) calibration solutions with known pH values [44].
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4.9. Statistical Analysis

All data presented are means + SD. The values were compared using the analysis of variance
followed by Dunett’s test or two-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test posttest using GraphPad
Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Changes were considered statistically
significant at p < 0.05.

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/11/4024/s1.
Figure S1. Transepithelial electrical resistance (A) and permeability values (B) of the CFBE co-cultures grown at
liquid-liquid interface (LLI) and air-liquid interface (ALI). Means + SD, n = 4/group. Statistical analysis: 2-way
ANOVA and Bonferroni test. *** p < 0.001 compared to the LLI groups. Figure S2. Immunostaining of junctional
proteins ZO-1 and E-cadherin in CFBE cells cultured at liquid-liquid interface (LLI) and air- liquid interface (ALI).
Green and red color: immunostaining for junctional proteins. Cyan color: staining of cell nuclei. Bar: 40 um.
Figure S3. Transepithelial electrical resistance (A) and permeability values (B) of monocultures after 6-hour cytokine
treatment. Values are presented in the percentage of control groups. Means + SD, n = 4/group. Statistical analysis:
2-way ANOVA followed by Bonferroni test. ** p < 0.01, *** p < 0.001 compared to the control groups. Figure S4.
Impedance measurements of WI-CFTR CFBE (A) and AF508-CFIR CFBE (B) cells after treatment with culture
medium containing different concentrations of sodium bicarbonate (50, 100, 200 mM). Culture medium in the control
groups contains 26 mM sodium bicarbonate. The effects of bicarbonate on the impedance were shown as normalized
cell index. Values are presented as means + SD, n = 11-13. Statistical analysis: ANOVA and Bonferroni test. ***
p < 0.001 compared to the control groups. Figure S5. The effect of sodium bicarbonate on the barrier integrity of CFBE
cells in monoculture. Transepithelial electrical resistance values at 1 and 24- hour time points (A) and permeability
values (B) of the monoculture models after treatment with culture medium containing 100 mM sodium bicarbonate.
Values are presented in the percentage of control groups. Means + SD, n = 4/group. Statistical analysis: 2-way
ANOVA followed by Bonferroni test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 compared to the control groups. Figure S6.
The effect of sodium bicarbonate on the junctional morphology of CFBE cells in monoculture. Immunostaining of the
monoculture models for junction proteins zonula occludens-1 (ZO-1) and E-cadherin after treatment with culture
medium containing 26 mM (control group) or 100 mM bicarbonate treatment (24 h). Red color: immunostaining for
ZO-1. Green color: immunostaining for E-cadherin. Cyan color: cell nuclei. Bar: 40 pm.
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1. Comparison of CFBE cultures kept at liquid-liquid interface and at air-liquid interface

In addition to standard, liquid-liquid culture conditions the CFBE cell models were also tested
at air-liquid interface (ALI), which is considered as a physiologically more relevant condition.
However, at least in our hands, the barrier properties of the co-culture models after 6 days of
ALLI were not better than those of the models kept in medium only (Figure S1). We measured
lower transepithelial electrical resistance (Figure S1A) in both WT-CFTR CFBE (27% of the
LLI) and AF508-CFTR CFBE cells (69% of LLI). The permeability of the WT-CFTR CFBE
model kept in ALI was also higher for the small molecule fluorescein and a trend was seen for
albumin (Figure S1B). The permeability of the AF508-CFTR CFBE model was a similar trend
with increased permeability for albumin.
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Figure S1. Transepithelial electrical resistance (A) and permeability values (B) of the CFBE co-cultures
grown at liquid-liquid interface (LLI) and air-liquid interface (ALI). Means + SD, n = 4/group. Statistical
analysis: 2-way ANOVA and Bonferroni test. ***P<0.001 compared to the LLI groups.



Morphological analysis of the CFBE cultures by immunostaining of the junctional proteins ZO-
1 and E-cadherin confirmed the damaged cell layer integrity (Figure S2). More apoptotic cell
nuclei and loss of junctional staining pattern was observed in case of the ALI-cultured cells.

WT-CFTR CFBE

O-1

E-cadherin

AF508-CFTR CFBE

Z0-1

E-cadherin

Figure S2. Immunostaining of junctional proteins ZO-1 and E-cadherin in CFBE cells cultured at liquid-
liquid interface (LLI) and air- liquid interface (ALI). Green and red color: immunostaining for junctional
proteins. Cyan color: staining of cell nuclei. Bar: 40 pm.



2. The effect of cytokines on the barrier integrity of CFBE monocultures

The 6-hour treatment with TNFa (50 ng/ml) and IL-1B (25 ng/ml) cytokines did not alter
significantly the TEER values (Figure S3A) or permeability of CFBE monocultures for albumin
(Figure S3B). The changes in the permeability values of WT-CFTR CFBE cells for the small
hydrophilic marker fluorescein were minimal, especially compared to changes seen in the co-
culture models (Figure 4). It is important to note that both cell lines formed tight barriers which
were reflected in the very low permeability values (Papp for fluorescein: 0.30 +0.02 x 106 cm/s).
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Figure S3. Transepithelial electrical resistance (A) and permeability values (B) of monocultures after
6-hour cytokine treatment. Values are presented in the percentage of control groups. Means + SD, n =
4/group. Statistical analysis: 2-way ANOVA followed by Bonferroni test. **P<0.01, ***P<0.001
compared to the control groups.



3. The effect of sodium bicarbonate on CFBE cell viability

After 1-hour bicarbonate treatment only the highest, 200 mM concentration decreased the
impedance of CFBE cells (Figure S4A). After 24 hours the cell of index of WT-CFTR CFBE
cells was lower in the 50 and 100 mM bicarbonate treatment groups (Figure S4B) suggesting
that cells expressing wild type channels are more sensitive to bicarbonate. In AF508-CFTR
CFBE cells the same cell index values were measured in the control and the 50 and 100 mM
bicarbonate treatment groups at both short and long term time points which indicate a beneficial
effect of the bicarbonate.
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Figure S4. Impedance measurements of WT-CFTR CFBE (A) and AF508-CFTR CFBE (B) cells after
treatment with culture medium containing different concentrations of sodium bicarbonate (50, 100,
200 mM). Culture medium in the control groups contains 26 mM sodium bicarbonate. The effects of
bicarbonate on the impedance were shown as normalized cell index. Values are presented as means +
SD, n = 11-13. Statistical analysis: ANOVA and Bonferroni test. ***P<0.001 compared to the control
groups.



4. The effect of bicarbonate on the barrier integrity of CFBE monocultures

TEER values of the CFBE cell layers decreased after 1-hour bicarbonate treatment (WT-CFTR:
57% of the control, AF508-CFTR: 73% of the control), but the resistance values returned to the
level of the control group in WT-CFTR CFBE cells by 24 hours (Figure S5A). In case of AF508-
CFTR CFBE cells resistance decreased further and at the 24-hour time point it was 62% of the
TEER in the control group. Permeability values remained fairly constant for both tracers in all
groups indicating tight barrier properties, except AF508-CFTR CFBE cells where 1.5 times
higher fluorescein permeability could be observed after 24-hour treatment. These data support
our observation that sodium bicarbonate at 100 mM concentration does not disturb the barrier
properties of CFBE cells.
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Figure S5. The effect of sodium bicarbonate on the barrier integrity of CFBE cells in monoculture.
Transepithelial electrical resistance values at 1 and 24- hour time points (A) and permeability values (B)
of the monoculture models after treatment with culture medium containing 100 mM sodium bicarbonate.
Values are presented in the percentage of control groups. Means + SD, n = 4/group. Statistical analysis:
2-way ANOVA followed by Bonferroni test. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001***P<0.001 compared
to the control groups.



In concordance with data obtained on co-cultures (Figure 10) the 24-hour bicarbonate treatment
did not visibly change the staining pattern of the sodium bicarbonate-treated groups in CFBE
bronchial epithelial cells in monoculture (Figure S6). A tight barrier was visualized by the
localization of the junctional proteins, cell-cell connections formed pericellular belts in the
control groups. No major morphological change could be observed for the treatment groups.
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Figure S6. The effect of sodium bicarbonate on the junctional morphology of CFBE cells in
monoculture. Immunostaining of the monoculture models for junction proteins zonula
occludens-1 (ZO-1) and E-cadherin after treatment with culture medium containing 26 mM
(control group) or 100 mM bicarbonate treatment (24 h). Red color: immunostaining for ZO-1.
Green color: immunostaining for E-cadherin. Cyan color: cell nuclei. Bar: 40 pm.
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Abstract: The absorption of drugs is limited by the epithelial barriers of the gastrointestinal tract.
One of the strategies to improve drug delivery is the modulation of barrier function by the targeted
opening of epithelial tight junctions. In our previous study the 18-mer amphiphilic PN159 peptide
was found to be an effective tight junction modulator on intestinal epithelial and blood-brain barrier
models. PN159, also known as KLAL or MAP, was described to interact with biological membranes
as a cell-penetrating peptide. In the present work we demonstrated that the PN159 peptide as
a penetration enhancer has a dual action on intestinal epithelial cells. The peptide safely and
reversibly enhanced the permeability of Caco-2 monolayers by opening the intercellular junctions.
The penetration of dextran molecules with different size and four efflux pump substrate drugs
was increased several folds. We identified claudin-4 and -7 junctional proteins by docking studies
as potential binding partners and targets of PN159 in the opening of the paracellular pathway.
In addition to the tight junction modulator action, the peptide showed cell membrane permeabilizing
and antimicrobial effects. This dual action is not general for cell-penetrating peptides (CPPs), since
the other three CPPs tested did not show barrier opening effects.
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1. Introduction

The oral administration of medicines is the most common method in drug therapy because of its
easy administration and good patient compliance. However, the absorption of several drugs is limited
in the gastrointestinal tract by the barriers composed of epithelial cell layers [1]. Since the non-invasive
delivery of orally administered hydrophilic drugs or biopharmaceuticals to the systemic circulation is
still a challenge, several strategies and molecules have been investigated as penetration enhancers,
including biosurfactants, sucrose esters and peptides [1-3].

Tight junctions (TJs) between epithelial cells form the anatomical basis of the intestinal barrier
which is one of the main biological barriers in our organism and the body’s largest interface with
the external environment [1]. These TJs, located in the apical regions of cells, close the intercellular
gap and thus determine the paracellular permeability and the tightness of the epithelial barriers [1,
4]. The absorption level and rate across biological barriers depends on the composition of cellular
membranes, the anatomical structures, and the expression pattern of T] proteins and transporters in
the cell membrane [5]. TJs are complex structures composed of integral membrane proteins including
among others the occludin protein and the claudin family [6].

One of the basic strategies to improve drug delivery is the modulation of barrier function by
the targeted opening of TJs [1] Peptides which act directly on TJs and modulate their permeability
are potential candidates to increase the absorption of hydrophilic or large therapeutic molecules in a
non-invasive manner [1,7]. In our recent work six T] modulator peptides acting on different targets
were compared using culture models of the intestinal and the blood-brain barriers [8]. All the six
peptides induced reversible opening of TJs but barrier selectivity and differences in efficacy were
observed. We found the PN159 as the most effective T] modulator peptide on both barrier models [8].
This peptide was identified as a T] modulator on cultured human bronchial epithelial cell layers
in 2005 [4]. PN159 peptide effectively increased the permeability of respiratory epithelium both in
culture and animal experiments [9]. The specific target proteins of the peptide were unknown, but
we demonstrated that PN159 interacts with the extracellular loops of integral membrane TJ proteins
claudin-1 and -5 [8].

The amino acid sequence of the 18-mer PN159, KLALKLALKALKAALKLA-amide, contains
several KLA motifs, and therefore it is also named as KLA or KLAL peptide [10]. The other name
of this peptide is MAP, which stands for model amphipathic peptide [11,12]. The structure of the
lipid vesicle-bound PN159 peptide is mostly «-helical [10] and strongly interacts with biological
membranes [10,13]. Cell-penetrating peptides (CPPs) are a group of short natural or synthetic peptides
with 5-30 amino acids, which by crossing cellular membranes can transport into cells a wide range
of small and macromolecules, including nucleic acids, proteins, imaging agents [14]. Based on their
physical-chemical properties, CPPs can be classified into groups. The most investigated CPPs belong to
the amphipathic class. These peptides contain hydrophilic and hydrophobic motifs and are especially
rich in lysine, arginine, leucine and alanine. Examples include the PN159 peptide [10,11]; the cyclic
@-peptide [15] and Pep-1 [16]. Among the cationic CPPs penetratin [17] or polyarginine peptides [18]
are extensively investigated.

CPPs are structurally similar to antimicrobial peptides, which are important defense elements
of the innate immunity, and accordingly, they show an antimicrobial effect against pathogens [19].
Bacterial resistance is a growing clinical problem, as it was highlighted by the Infectious Diseases
Society of America publishing the list of ESKAPE pathogens (Enterobacter species, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecium) [20].
This group of microbes causes the large majority of nosocomial infections throughout the world.
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The combat antibiotic resistance, CPPs can be promising alternative molecules, since increased
sensitivity (collateral sensitivity) for antimicrobial peptides were found in antibiotic-resistant
Escherichia coli strains [21].

As a culture model of the intestinal epithelial barrier, we used in our study the Caco-2 human cell
line resembling the epithelium of the small intestine both from structural and functional aspects [22].
The cells have polarized cell morphology, grow in monolayer, possess microvilli, form TJs, express
nutrient and efflux transporters, and show good correlation with in vivo data [23,24]. Caco-2 epithelial
cells are routinely used in drug permeability studies [24,25].

Crucial parameters for absorption enhancers include their safety, reversibility and efficacy.
There are no data available about the effectiveness and safety of PN159 peptide on the intestinal
barrier, so our primary goal was to test the T] modulator peptide for these aspects. Therefore, the aim
of the study was to (i) determine the influence of long-time and concentration-dependent effects of
treatments with PN159 peptide on intestinal epithelial cell viability, barrier function and recovery; (ii)
test the effect of PN159 peptide on drug penetration across the intestinal barrier model; (iii) identify
further potential targets of this T] modulator peptide by molecular modelling; (iv) measure the cell
uptake of the PN159 in intestinal epithelial cells and its antimicrobial activity on ESKAPE pathogens;
and (iv) test other CPPs for the T] modulator effect.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich Ltd. (Budapest, Hungary) except for those
specifically mentioned.

2.2. Peptide Synthesis

PN159 peptide (KLALKLALKALKAALKLA-amide) [4,10], and Pep-1 (Chariot) peptide
(KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-amide) were synthesized manually on a 0.5 mmolar scale with
the use of standard Fmoc-chemistry on a Rink-amide resin. Couplings were performed in DMF with
three-fold excess of DCC, HOBt, and Fmoc-amino acids for 3 h at ambient temperature. In the case of
octaarginine (RRRRRRRR-amide, R8) three-fold excess of HATU and six-fold excess of DIPEA was used.
Fmoc deprotection was performed in 20% piperidine/DMF mixture for 20 min. The peptides were
cleaved from the resin by incubating them with the mixture of TFA /water/triisopropylsilane (48:1:1
volume ratio), precipitated with diethyl-ether and lyophilized. Crude peptides were purified using a
Shimadzu semi-preparative high-performance liquid chromatography (HPLC) instrument equipped
with a Phenomenex JupiterC18 column, in the following solvent system: (A) 0.1% aqueous TFA and
(B) 0.1% TFA in 80% aqueous acetonitrile, in a linear gradient mode. Analysis and purity control were
carried out on an analytical HPLC instrument (HP Model 1100 liquid chromatograph equipped with
a Phenomenex Jupiter C18 column). Quality control of the peptides was done by performing mass
spectrometric measurements on a FinniganTSQ-7000 triple quadrupole mass spectrometer in positive
ion mode.

The cyclic @-peptide (cyclo] CGGFWRRRRGE(eAca)G])was also synthesized manually on a
0.5 mmolar scale with the use of Boc-chemistry on a MBHA-HCl resin, by applying a native chemical
ligation strategy. Couplings were performed in DMF with three-fold excess of DIC, HOBt, and
Boc-amino acids for 3 h at ambient temperature. Boc deprotection was performed in TFA/DCM (1:1
volume ratio) mixture for 20 min. The peptide was cleaved from the resin by the standard HF method.
Native chemical ligation was performed with 2% thiophenol in an ammoniumacetate solution (0.1 M)
at room temperature for 12h. Cyclic crude peptide was purified and analyzed as described above.
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2.3. Cell Culture

The human Caco-2 intestinal epithelial cell line was purchased from ATCC (cat.no. HTB-37).
Caco-2 cells were grown in DMEM/HAM’s F-12 culture medium with stable glutamine
(Life Technologies, Gibco, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Life Technologies, Gibco, Carlsbad, CA, USA and 50 pg/mL gentamycin in a humidified incubator
with 5% CO; at 37 °C. All plastic surfaces were coated with 0.05% rat tail collagen in sterile distilled
water before cell seeding.

2.4. Peptide Treatment

The PN159 peptide stock solution (5 mM) was prepared freshly in sterile DMSO. Treatment
solutions were further diluted in Ringer-Hepes (150 mM NaCl, 6 mM NaHCO;, 5.2 mM K],
2.2 mM CaCly, 0.2 mM MgCl,, 2.8 mM D-glucose, 5 mM Hepes; pH 7.4) or cell culture medium.
Final concentrations of the peptide in treatment solutions were as follows: 1, 3, 10, 30 and 100
uM for cell viability assays; 1, 3, 10 and 30 uM for the barrier integrity assays and 10 uM for the
recovery measurements.

The stock solutions of the three reference CPPs were the following: Pep-1: 1 mM in distilled water
(DW); R8: 1 mM in DW; ¢-peptide, 5 mM in DW and 2.5% DMSO. The 100 uM working solutions
were dissolved in cell culture medium or Ringer—-Hepes buffer. We prepared all solutions freshly in
sterile conditions.

2.5. MTT Assay

For the cell viability assays Caco-2 epithelial cells were seeded to 96-well plates at the density of
6 x 103 cells/well (Orange Scientific) and cultured for 3-5 days. Confluent cultures were treated with
PN159 peptide (1, 3, 10, 30 and 100 pM) in phenol red free DMEM (Life Technologies, Gibco, Carlsbad,
CA, USA) for 1-h. This viability assay was performed at three different time points: (i) immediately
after the 1-h treatment, (ii) at one-day recovery, (iii) at one-week recovery. To determine 100% toxicity,
cells were incubated with 1 mg/mL Triton X-100 detergent. After treatment the medium was changed
and 0.5 mg/mL MTT (3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) solution was
added to the cells for 3 h. During the incubation cells were kept in a CO, incubator. The metabolic
activity of cells is reflected by the conversion of the yellow MTT dye to purple formazan. Formazan
crystals were dissolved in DMSO and the amount of converted dye was determined by measuring
absorbance at 595 nm wavelength with a microplate reader (Fluostar Optima, BMG Labtechnologies,
Ortenberg, Germany). Cell viability and/or metabolic activity was calculated as percentage of dye
conversion by non-treated cells.

2.6. Impedance Measurement

Kinetics of epithelial cell reaction to PN159 peptide treatment was monitored by impedance
measurement at 10 kHz (RTCA-SP instrument, ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA). Impedance
measurement is non-invasive, label-free and real time, and linearly correlates with adherence, growth,
number and viability of cells [2,26]. For background measurements 50 pL cell culture medium was
added to the wells, then cells were seeded at a density of 6 x 103 cells/well to the coated 96-well
plates with integrated gold electrodes (E-plate 96, ACEA Biosciences). Cells were cultured for 5-7 days
in a CO, incubator at 37 °C and monitored every 10 min until the end of experiments. Cells were
treated with PN159 peptide solutions at 1, 3, 10, 30 and 100 pM concentrations at the beginning of
the plateau phase of growth and the effects were followed for 1-h or 24 h. To measure cell recovery,
peptide solutions were changed to culture medium and the impedance was monitored for one week.
Culture medium was changed every 2 days. Caco-2 cells were also treated with the three selected CPPs,
Pep-1, R8 and @-peptide, at 100 uM concentrations at the beginning of the plateau phase of cell growth
for 24-h. Triton X-100 detergent (1 mg/mL) was used as a reference compound to induce cell death.
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Cell index was defined as Rp-R}, at each time point of measurement, where Ry, is the cell-electrode
impedance of the well when it contains cells and Ry, is the background impedance of the well with the
medium alone.

2.7. Measurement of the Electrical Resistance of Caco-2 Cell Layers

For the measurement of barrier integrity Caco-2 cells were seeded onto culture inserts (Transwell
3460, polyester membrane, 0.4 pm pore size, Corning Costar) and cultured for three weeks [2,24].
Transepithelial electrical resistance (TEER) reflects the tightness of the intercellular junctions. TEER was
measured by an EVOM volt-ohmmeter (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) combined
with STX-2 electrodes, and was expressed relative to the surface area of the monolayers (Q x cm?).
Resistance of cell-free inserts (130 Q) x cm?) was subtracted from the measured values. TEER
values were measured before and right after permeability experiments). TEER values indicated
the integrity and paracellular permeability of cell layers for ions. The TEER of Caco-2 monolayers was
1302 + 49 O x cm? (mean 4 SD; 1 = 46) after 3 weeks culturing. For the recovery experiment, after
changing the 10 uM peptide solutions to culture medium, TEER was monitored for one day.

2.8. Penetration of Marker and Drug Molecules across Caco-2 Cell Layers

In the permeability experiments inserts with Caco-2 cell layers grown for 3 weeks were transferred
to 12-well plates containing 1.5 mL Ringer-Hepes buffer in the lower (basal or acceptor) compartments.
In the upper or apical compartments culture medium was replaced by 0.5 mL buffer containing
peptide solutions: PN159 peptide at 1, 3, 10 and 30 uM concentrations and CPPs at 100 uM
concentration. Permeability marker molecules albumin (1 mg/mL; Mw: 65 kDa) labeled with Evans
blue (167.5 ng/mL) and fluorescein (10 pg/mL; Mw: 376 Da) were added 30 min later. The incubation
with permeability markers in the presence of PN159 peptide lasted for 30 min. In case of CPPs
the incubation time with fluorescein was 1-h. Samples were collected from both compartments
and the concentrations of the marker molecules were determined by a fluorescence multi-well plate
reader (Fluostar Optima; excitation wavelength: 485 nm, emission wavelength: 535 nm in the case of
fluorescein and excitation wavelength: 584 nm, emission wavelength: 680 nm in the case of Evans-blue
labeled albumin). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labelled dextran marker molecules (Table 1) were
used at 1 mM concentrations, and fluorescence intensities of collected samples were measured using
a Fluorolog FL3-22 (Horiba Jobin Yvon, Paris, France) spectrofluorometer using 492 nm excitation
wavelength, 515 nm emission wavelength, and 0.5 s integration time. Drugs were used at 10 uM
concentrations and samples were measured by HPLC as described below. The apparent permeability
coefficients (Papp) were calculated as described previously [8,24]. Briefly, cleared volume was calculated
from the concentration difference of the tracer in the basal compartments (A[C]p) after 30 min and
apical compartments at 0 h ([C]a), the volume of the basal compartment (Vp; 1.5 mL) and the surface
area available for permeability (A; 1.1 cm?).

Table 1. The amino acid sequences of the tested cell-penetrating peptides.

CPPs Amino Acid Sequence References
PN159 (KLAL/MAP) KLALKLALKALKAALKLA-amide [4,10]
Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-amide  [16]
R8 RRRRRRRR-amide [18]
@-peptide cyclo[CGGFWRRRRGE(eAca)G] [15]

2.9. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)Analytical Procedures

Analytical measurements were performed on a Merck-Hitachi LaChrom HPLC system equipped
with an ultraviolet (UV) and fluorescence detector (Merck, Darmstadt, Germany). All reagents used
were of analytical reagent grade. Atenolol and verapamil were determined by using a Gemini C18
column (150 x 3 mm, 5 um, 110 A; Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) operated at 0.5 mL/min
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flow rate, maintained at 35°C. For atenolol measurements isocratic elution was applied with a mixture
of 300 mL methanol, 400 mL 100 mM ammonium acetate, 20 mL 10% ammonium-hydroxide and 2 mL
0.1 M ethylenediaminetetraacetic acid. The mobile phase for verapamil consisted of 350 mL methanol
with 250 mL 20 mM ammonium acetate and 2 mL 10% trifluoroacetic acid with isocratic elution,
at 0.5 mL/min flow rate. UV detection for atenolol was performed at 270 nm while for verapamil
the 230 nm wavelength was adjusted. The calibration curve was linear (+* = 0.9999) over a range of
0.01-1.5 uM for atenolol. The calibration curve for verapamil also showed a good linearity within the
examined concentration range of 0.01-1 uM (r? = 0.9952). In both cases 10uL sample was injected into
the chromatographic system. Samples at higher than 1 uM atenolol and verapamil concentrations
were 10x diluted with Ringer-Hepes solution.

HPLC measurement of quinidine was performed using a YMC Pack Pro C18 column
(RS150 x 2.1 mm, 5 um, 80 A; YMC America Inc., Allentown, PA, USA) equipped with a guard
column operated at 0.2 mL/min flow rate. The chromatographic column was maintained at 40 °C
and the 5 pL sample was injected onto the column. The elution of quinidine was performed with
a buffer containing a mixture of 100 mL methanol, 250 mL 0.1% ammonium acetate, and 4 mL
10% trifluoroacetic acid. Quinidine was quantified at 250/430 nm excitation/emission wavelengths.
The calibration curve was linear over the quantitation range of 0.01-1 uM (12 = 0.9984).

HPLC measurement of cimetidine was performed using a Gemini NX column (150 x 4.6 mm,
3 uM) equipped with a guard column operated at 0.8 mL/min flow rate. The column temperature
was maintained at 40 °C and a 20 pL sample was injected onto the chromatographic system. A buffer
comprising of 15% acetonitrile and 85% 100 mM ammonium acetate was utilized for the isocratic
elution of cimetidine. UV detection was set at 228 nm. The calibration curve was linear (2 = 0.9999)
over the range of 0.01-10 pM.

2.10. Electron Microscopy

Cells grown on culture inserts were treated with 10 uM PN159 peptide for 30 min and
fixed immediately after treatment or after a 1-day recovery. Cells were briefly washed with
phosphate-buffered saline (PBS) and fixed with 3% paraformaldehyde containing 0.5% glutaraldehyde
in cacodylate buffer (pH 7.4) for 30 min at 4 °C. After washing with the buffer several times, cells were
postfixed in 1% OsOy for 20 min. Following a rinse with distilled water, the cells were block stained
with 1% uranyl acetate in 50% ethanol for 20 min, dehydrated in graded ethanol and after the last step
of dehydration inserts were placed in the 1:1 mixture of ethanol and Taab 812 (Taab; Aldermaston,
Berks, UK) for 10 min at 30°C. Finally, the membranes of the culture inserts with the cells were removed
from their support and embedded in Taab 812. Polymerization was performed overnight at 60°C.
Ultrathin sections were cut perpendicularly for the membrane using a Leica EM UC6 ultramicrotome
(Nussloch, Germany) and picked up on formvar-coated single-slot copper grids. The sections were
examined using a Hitachi 7100 transmission electron microscope (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) and a
side-mounted Veleta CCD camera (Olympus Soft Imaging Solutions). Altogether, 105 non-overlapping
images from the 3 groups at the same magnification were analyzed for the presence or absence of tight
junctions (control group n = 28; PN159 group n = 42; recovery group n = 35).

2.11. Immunohistochemistry

Morphological changes in interepithelial junctions after treatment with different concentrations
of CPPs (100 pM) and PN159 peptide (1, 3, 10, 30 and 100 uM) were followed by immunostaining
for claudin-1 integral membrane tight junction protein, 3-catenin and zonula occludens protein-1
(ZO-1) cytoplasmic linker proteins. F-actin was stained by fluorescently labeled phalloidin. Treatments
lasted for 1 h. After peptide treatment cell layers were washed with PBS and fixed with a 1:1 mixture
of ice cold acetone and methanol for 2 min. Cells were blocked with 3% bovine serum albumin in
PBS and incubated with primary antibodies mouse anti-claudin-1 and -4, rabbit anti-ZO-1 and rabbit
anti-p-catenin (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) overnight. Fluorescent Atto 647N-phalloidin



Pharmaceutics 2019, 11, 73 7 of 21

(ATTO-TEC GmbH, Germany) lasted for 1 h. Incubation with Alexa Fluor-488-labeled anti-mouse and
anti-rabbit secondary antibodies (Life Technologies, Invitrogen, USA) lasted for 1 h. Bis-benzimide
dye (Hoechst 33342) was used to stain cell nuclei. After mounting (Fluoromount-G; Southern Biotech,
Birmingham, AL, USA) the samples staining was visualized by a Leica TCS SP5 confocal laser scanning
microscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) and Visitron spinning disk confocal system
(Visitron Systems GmbH, Puchheim, Germany).

2.12. Circular Dichroism (CD) Spectroscopy

Far-UV circular dichroism (CD) spectra of the peptides were recorded at 25°C temperature on a
J-810 spectropolarimeter (JASCO International Co. Ltd., Tokyo, Japan). The CD spectra were measured
between 260 nm and 185 nm with an optical pathlength of 1 mm, at a peptide concentration of
0.1 mg/mL in Milli-Q water diluted directly from powder. The bandwidth was 2 nm and data pitch
0.5 nm, the scan speed was set to 100 nm/min and the integration time was 1 sec. Ten spectra were
accumulated and plotted. The data were analyzed by CDSSTR method [27]. To test the thermostability
of the peptide structure the CD spectra were recorded between 25 °C and 55 °C temperature with a
ramp rate of 5 °C/min on a JASCO J-810 spectropolarimeter by using a Peltier sample holder. The CD
spectra were measured immediately between 260 and 185 nm with an optical pathlength of 1 mm,
the peptide concentration was 0.1 mg/mL in Milli-Q water. The bandwidth was 2 nm and data pitch
1 nm, the scan speed was set to 100 nm/min, and the integration time was 1 sec. Five spectra were
accumulated and plotted.

2.13. Molecular Modelling

Protein structures were obtained by homology modeling using the MODELLER program
package [28]. First, the structure of mouse claudin-15 was completed by homology modelling because
its X-ray structure file is lacking the fragment of residues from 34 to 41 [29]. Human claudins 1, 4 and 7
were homology modeled using the completed mouse claudin-15 as a template. The protein homology
models were further relaxed by a short (400 ns) molecular dynamics simulation in which the proteins
were embedded in a 95 by 95 A POPC bilayer-water system containing 150 mM NaCl. Molecular
dynamics simulations were performed by the program NAMD [30], using the CHARMM?27 molecular
force field with CMAP correction. The results were visualized by VMD v1.9.1. [31]. The docking studies
were performed by the CABS docking server [32] and the resulting C-alpha traces were reconstructed
by MODELLER using the python script supplied by the server homepage.

2.14. Visualization of the Uptake of PN159 Peptide in Caco-2 Cells

The Caco-2 cells were grown on glass bottomed petri dishes coated with collagen to visualize the
cellular uptake of the Bodipy FL maleimide labeled (BODIPY FL N-(2-aminoethyl) maleimide, Thermo
Fischer, Waltham, MA, USA) PN159 peptide. The cells were treated with peptide at concentrations
of 1, 3 and 10 uM for 5 min. To stain the cell nuclei the H33342dye (1 pug/mL) was used before
peptide treatment for 10 min. After peptide incubation the living cells were washed three times with
Ringer—Hepes buffer supplemented with 1%fetal bovine serum (FBS) and examined immediately with
a Visitron spinning disk confocal system.

In the case of the co-localization analysis the labeled PN159 peptide was used in 10 uM for 5 min.
Then the cellular uptake cells were fixed and immunohistochemistry was performed for claudin-4.
The samples were mounted and visualized by a Leica TCS SP5 confocal laser-scanning microscope.

2.15. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) on Microbial Pathogens

We tested the spectrum of activity of PN159 on a set of five sensitive ESKAPE pathogens:
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), Acinetobacter baumannii (ATCC
17978), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter cloacae spp. cloacae (ATCC 13047); and one
vancomycin resistant ESKAPE pathogen, Enterococcus faecium (ATCC 700221). The MIC of PN159 on the
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6 sensitive and resistant ESKAPE pathogenic strains was determined in cation-adjusted Muller-Hinton
broth. For Enterococcus faecium, which does not grow in Muller-Hinton broth, Brain-Heart-Infusion
broth was used. Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by using a standard
serial broth dilution technique [33]. Briefly, 11-step serial dilutions were prepared in 96-well microtiter
plates with three biological replicates per strain. Pathogens were inoculated into each well at a
density of 5x10° bacteria/mL, and the plates were incubated at 37 °C. Plates were shaken at 300 rpm
during incubation for 18 h. Cell growth was monitored by measuring the optical density (OD600
value, Synergy 2 microplate reader BioTek Instruments Inc, Winooski, VT, USA). MIC was defined as
complete growth inhibition (i.e., OD600 < 0.05). As reference compounds we tested the antimicrobial
activity of three bactericidal drugs with different modes of action. Cefoxitin inhibits the cell wall
synthesis, gentamicin (Applichem GmbH, Darmstadt, Germany) is a 30S ribosomal subunit inhibitor,
while ciprofloxacin is a gyrase inhibitor. The highest tested concentrations were 100 pg/mL in the case
of cefoxitin and gentamicin, and 10 pg/mL for ciprofloxacin.

2.16. Statistical Analysis

For statistical analysis Graph Pad Prism 5.0 software (Graph Pad Software Inc., San Diego,
CA, USA) was used. All data presented are means £ SD. Values were compared using analysis of
variance followed by Dunnett’s test. Changes were considered statistically significant at p < 0.05.
All measurements were repeated three times and the number of parallel samples was minimum three.

3. Results

3.1. Concentration-Dependent Effect of PN159 Peptide on Epithelial Cell Viability

The colorimetric endpoint MTT test was performed after a 1-h treatment with different PN159
peptide concentrations at three different time points: (i) immediately after the 1-h treatment, (ii) at
one-day recovery and (iii) at one-week recovery (Figure 1A). Low concentrations of the peptide
(1-10 uM) did not decrease cell viability, while cell damage was found at higher, 30 and 100 uM
concentrations. The cytotoxic effect of PN159 at 100 pM concentration was not reversible after one day
or even one week. The kinetics of PN159 effects on Caco-2 cells were followed by real-time impedance
measurements after 1-h (Figure 1B) or one-day treatment (Figure 1C). In both conditions only the two
highest peptide concentrations decreased the cell impedance indicating cell damage, similarly to the
results of the MTT assay.

Based on both tests, PN159 peptide treatment for 1-h was non-toxic at 10 uM or lower
concentrations, reversible at 30 uM and toxic at the highest 100 uM concentration. The results obtained
by MTT test and impedance measurement on Caco-2 cells were similar (Figure 1) and indicated that
all the used concentrations of PN159 peptide were safe, except the 100 uM. Because of its toxicity, the
100 uM concentration was not used in further experiments.
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Figure 1. (A) MTT assay after 1-h treatment with PN159 peptide on Caco-2 cells followed by 1-h, 1-day
or 1-week recovery. The MTT values are given as percent of the control group (100% viability). Values
are presented as means + SD, n = 3-8. Statistical analysis: analysis of variance (ANOVA) followed
by Dunnett test, p < 0.05 as compared with the control groups. (B) Impedance measurements after
1-h treatment and (C) 1-day treatment followed by a recovery phase of 1-week. The effects of PN159
peptide on the impedance were shown as normalized cell index. Values are presented as means + SD,
n=23-8.

3.2. Concentration-Dependent Effect of PN159 Peptide on Intestinal Epithelial Barrier Integrity

All tested concentrations of the PN159 peptide significantly decreased the resistance of epithelial
cell layers after a 1-h treatment (Figure 2A). The two highest concentrations, 10 and 30 uM, opened the
paracellular barrier the most, causing 80-90% decrease in TEER. In concordance, these two highest
concentrations of PN159 showed the most effective permeability enhancer activity for both fluorescein
and albumin (Figure 2B). Because the peptide was safe for the cells but effectively opened the barrier
at 10 uM, this concentration was selected to reveal the kinetics of the reversibility of barrier opening,
and to investigate its effects on drug penetration.

A B fluorescein albumin
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i g 7.5 b
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¥
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0 1 3 10 30 uM 0131030 01 31030 uM

Figure 2. Effect of 1-h PN159 treatment on barrier integrity of Caco-2 cell layers. (A) Transepithelial
electrical resistance (TEER). (B) Permeability for fluorescein and albumin marker molecules (Papp A-B
1076 cm/s). Values are presented as means + SD, n = 3-8. Statistical analysis: ANOVA followed by
Dunnett’s test, p < 0.05 as compared with the control groups.



Pharmaceutics 2019, 11, 73 10 of 21

3.3. Reversible Effect of PN159 Peptide on the Opening of the Paracellular Cleft

The effect of PN159 peptide was very rapid, the electrical resistance dropped already to 42% of the
control value after 1-min treatment (Figure 3A). The decrease of TEER continued until the end of the
30-min treatment (5 min: 16%, 15 min: 2.7%, 30 min: 1.4% of the control value). After the removal of the
peptide the barrier function of Caco-2 cells was restored about 44% of the control value at six hours and
a complete recovery could be observed at the 20 h timepoint. Intact TJs providing the morphological
basis of barrier functions were visualized between Caco-2 epithelial cells in the control group by
transmission electron microscopy, but no junctions were observed following treatment with PN159
peptide (Figure 3B). The disappearance of intercellular TJs was reversible, because after 1-day recovery
the ultrastructure of epithelial junctions became similar to control cells. No open TJs were observed in
the control or recovery groups by checking the electron micrographs (28-42 images/groups).
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Figure 3. Reversible effect of PN159 peptide (10 pM, 30-min treatment, 24-h recovery) on Caco-2
cells. (A) Kinetic analysis of transepithelial electrical resistance (TEER) after PN159 peptide treatment.
(B) Transmission electron micrographs of cell-cell connections (arrowheads); bar = 400 nm.

3.4. Effects of PN159 Peptide on the Penetration of Dextran Marker Molecules and Drugs

All these previous functional and morphological results pointed to the TJ opening effect of PN159
in Caco-2 cells which potentially can be exploited to increase drug penetration across the intestinal
barrier. The permeability of Caco-2 monolayers was measured in the apical to basal (intestine to
blood) direction for four water-soluble dextran marker molecules of different sizes (4—40 kDa) and four
drugs, the hydrophilic atenolol and cimetidine, and the lipophilic quinidine and verapamil (Table 2).
All four drugs are substrates of active efflux transporters [24]. The apparent permeability coefficients
of the large fluorescein isothiocyanate-labeled dextran (FD) macromolecules were very low in control
conditions but they were elevated by 159-400 fold following PN159 treatment. The highest increase
was measured in the case of FD-40, the largest macromolecule. In control conditions the permeability
of atenolol and cimetidine was the lowest from the tested molecules, while the highest penetration
was measured for quinidine and verapamil on Caco-2 cells. PN159 treatment caused more than
30-fold change for atenolol and cimetidine which penetrate slowly across the cells layers. The peptide
increased about 2 fold the permeability of the intestinal culture model for the lipophilic quinidine and
verapamil, which already showed a good penetration.
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Table 2. Apparent permeability coefficients of dextran marker molecules and drugs in the apical-basal
direction (Papp A-B, 10=¢ cm/s) in control and PN159 treated cultures. The differences between control
and treated groups were expressed in fold changes. FD, fluorescein isothiocyanate-labeled dextran.

Markers and Drug Control PN159 Fold Change

FD-4 0.021 + 0.001 42401 200.0

FD-10 0.025 £ 0.010 48407 192.0

FD-20 0.022 + 0.002 35+1.0 159.0

FD-40 0.015 £ 0.003 6.0+0.3 400.0
atenolol 12+03 363+ 1.9 30.0
cimetidine 09+02 345+ 45 38.3
quinidine 4504133 72624 1.6
verapamil 46.2 + 3.9 86.7 +18.8 1.9

3.5. The Effect of PN159 Peptide on the Staining of Junctional Proteins and F-Actin

The concentration-dependent effects of the peptide on epithelial barrier integrity in Caco-2 cells
were confirmed by the immunostaining of junctional proteins claudin-1, ZO-1 and (3-catenin, and the
labeling of the actin cytoskeleton (F-actin) (Figure 4). The 1 uM concentration of the peptide caused a
slight effect on cell morphology. At higher than 3 uM concentrations significant changes were observed
both in the junctional protein pattern and in the actin cytoskeleton organization. Claudin-1 was the
junctional protein most sensitive to the peptide treatment. PN159 at a concentration of 10 uM caused a
drastic change in actin cytoskeleton and epithelial junctional morphology, with a visible opening of
intercellular junctions.

claudin-1 B-catenin merged

Figure 4. Effects of PN159 peptide on junctional morphology of Caco-2 cells. Immunostaining for
claudin-1, 3-catenin and zonula occludens-1 (ZO-1) junctional proteins and fluorescent staining for
F-actin are shown in control conditions or after 1-hour peptide treatment. Green color: immunostaining
for ZO-1, 3-catenin and claudin-1. Blue color: staining of cell nuclei. Red color staining of F-actin.
Bar = 20 um. Arrowheads indicate the opened junctions between the cells.
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3.6. Molecular Modeling of Human Claudin Proteins and Docking of PN159 Peptide

According to the CD spectra obtained, the secondary structure of PN159 peptide contains 11%
a-helix, 31% [3-sheet, 24% turns and 34% unordered structure (Figure 5A). This secondary structure
of PN159 peptide was stable between 25 and 55 °C (Figure 5B). In concordance with the result of CD
spectra, similar secondary structure motifs were found by molecular modeling (Figure 5C).
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Figure 5. (A) Circular dichroism (CD) spectroscopy of PN159 peptide at 25 °C. (B) Thermostability
measurement of the peptide structure. (C) Structure of PN159 by molecular modeling. Blue color: turn
motifs; White color: coil-coil motifs; Red color: C-terminal region.

Claudin protein structures were obtained by homology modeling using the MODELLER program
package (Figure 6A). Docking of PN159 peptide to full length homology modeled human claudin-1,
-3, -4, and -7 monomers, highly expressed in Caco-2 cells [34] was performed on the CABS server
(Figure 6B). Favorable docking poses located around extracellular loops ECL1 and ECL2 were sought
by both energetic and geometric considerations and analyzed in all docking trajectories. Docking
energies (“total energy”) were decomposed to “ligand energy”, “interaction energy” and “receptor
energy” parts (Table 3). Correct docking poses were expected to have low values not only for the total
energies, but as low as possible for all energy components simultaneously. Thus, the “ligand energy”,
“interaction energy” and “total energy” values were investigated. Based on the modeling, energetically
highly favorable interactions were found between PN159 and the ECLs of claudin-1, -4 and -7, but
not for claudin-3 (Table 3). Docked poses of PN159 with ECLs of claudin-1, -4 and -7 are shown on

Figure 6B.

Table 3. Docking energy components of PN159 to selected human claudin monomers. Eiot, total energy;

Ejg, ligand energy; Einy, interaction energy.

Energy Claudin-1 Claudin-3 Claudin-4 Claudin-7
Ejig —34 —17 —61 -32
Eint —63 -59 -79 —186
Etot —1228 —1163 —1229 —1798

The amino acid sequence of ECL1 and ECL2 of the three claudins which showed interaction
with the T] modulator peptide were compared and the most important amino acids which interact
with PN159 were identified (Figure 6C). Four residues in ECL1, the polar Q44 and S/N/D53, the



Pharmaceutics 2019, 11, 73 13 of 21

hydrophobic V55 and L71, and in ECL2 the polar N/Q156 participate in major interactions with the
peptide. Q44 and V55 residues of claudin-1 and -7 form a binding pocket for L11 of the peptide, and the
same two residues of claudin-4 bind L6 and K9 (Figure 6C). The polar S/N/D53 and L71 of claudin-4
and -7 interact with K5, while the same amino acids of claudin-1 bind K12. The N/Q156 amino acid
of ECL2 of all three claudins interacts with lysine: in the case of claudin-1 this is L17 of PN159, for
claudin-4 L2, and for claudin-7 L6, L8, L15, L17. Based on the docking results, lysine, especially K1
and K5 and leucine L6 and L17 of PN159 interact with all three claudins examined (Figure 6D). After
docking of the peptide disappearance of 3-strands in ECLs of claudins was observed (Figure 6B),
which seems to be correlated with the strength of interaction (Table 3). Comparing the docking energy
values of PN159 to claudins the following rank order in the strength of interaction can be established:
claudin-3 < claudin-1 < claudin-4< claudin-7. The energy values from modeling are shown in Table 3.

A
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i I 1 [ 1
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Figure 6. (A) Modeling human claudin-1, -4, -7 proteins. (B) Docking of PN159 peptide to claudin
proteins. Interacting residues are shown as sticks. Orange color: PN159 peptide; Yellow color: 3-strands;
purple color: a-helices of claudins. (C) Amino acid sequence of ECL1 and ECL2 of human claudin
monomers 1, 4 and 7. Conserved amino acids are indicated in the boxes. The amino acids which
interact with PN159 according to docking studies are marked by yellow and light blue. Blue color
indicates interaction between the amino acids of claudins and PN159 peptide at the same position in
all three claudins. ECL: extracellular loop. (D) Interaction between PN159 peptide and human claudin
monomers 1, 4 and 7. Amino acids of PN159 peptide which interact with the claudins according
to docking.
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3.7. Cell-Penetrating Effect and Uptake of PN159 Peptide in Epithelial Cells

Besides the junctional effects, changes in the cell membrane integrity were also examined by
ethidium homodimer-1 (856.77 Da) staining of Caco-2 epithelial cells after 24-h treatments in the
concentration range of 1 to 10 pM. Only the highest PN159 concentration caused plasma membrane
entry of the red fluorescent dye, which stained cell nuclei (Figure 7A).

A control

EH-1 Z0-1

W merged

Figure 7. (A) Fluorescent staining of juntional protein zonula occludens-1 and double staining of
cell nuclei in Caco-2 cells after 1-h treatment with PN159 peptide. Green color: immunostaining
for ZO-1. Red color: staining by ethidium homodimer-1 (EH-1), indicating increased membrane
permeability.Blue color: staining of all cell nuclei by H33342. Bar = 10 um. (B) Confocal microscopy
images of living Caco-2 epithelial cells incubated with Bodipy FL labeled PN159 peptide in different
concentrations for 5 min at 37°C. Green color: BodipyFL-PN159 peptide. Blue color: staining of cell
nuclei. Bar = 10 um.

The uptake of the fluorescently labeled PN159 peptide, reflected by the green fluorescent
signal, was visualized by confocal microscopy (Figure 7B). In Caco-2 cells treated with 1 and 3 uM
concentrations, the peptide was detectable in the cytoplasm as green dots. The cellular uptake of the
peptide in cells incubated with 10 pM concentration was more pronounced.

We confirmed the interaction of PN159 peptide with claudin-4 junctional protein by a
co-localization analysis. The labeled peptide was visible in the cytoplasm and also in the cell membrane
at the level of intercellular junctions immunolabeled for claudin-4 (Figure 8).

claudin-4 PN159 peptide treatment

control claudin-4 labeled peptide merged

Figure 8. Caco-2 cells were treated with Bodipy FL labeled PN159 peptide (5 min), then fluorescent
immunostaining of junctional protein claudin-4 and staining of cell nuclei were performed. Red color:
immunostaining for claudin-4. Green color: Bodipy FL labeled PN159 peptide. Blue color: staining of
cell nuclei by H33342. Bar = 10 um. Arrowheads indicate co-localization of claudin-4 and the labeled
PN159 peptide.
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3.8. Antimicrobial Effect of PN159

We tested the antimicrobial activity of PN159 peptide on six ESKAPE pathogens (Table 4) at a
wide range of concentration (0.8 to 70 uM). Among the tested bacteria Acinetobacter baumannii and
Enterococcus faecium were the two most sensitive strains with MIC values below 5 uM. The concentration
of PN159 to inhibit the growth of Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae was around 10 uM,
which was in similar range where peptide effects were seen on human epithelial cells. The peptide
was still effective on the vancomycin-resistant Enterobacter cloacae and on Pseudomonas aeruginosa, but
at 10-times higher concentrations than in the case of the most sensitive pathogens.

As compared to the reference bactericidal antibiotic cefoxitin, PN159 was more effective in the
case of Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae and Pseudomonas aeruginosa.
Gentamicin and ciprofloxacin showed strong antimicrobial activity for all ESKAPE pathogens, except
Enterococcus faecium. This strain was resistant for all investigated antibiotics, however, PN159 efficiently
inhibited its growth (Table 4).

Table 4. Antibacterial activity of PN159 peptide, cefoxitin, gentamicin and ciprofloxacin antibiotics on
ESKAPE pathogens. ATCC numbers are added in brackets. MIC (uM), minimal inhibitory concentration.

ESKAPE Pethogens (ATCC) PN159 Cefoxitin Gentamicin Ciprofloxacin
Acinetobacter baumannii (17978) 3.6 222.6 0.6 0.94
Enterococcus faecium (700221) 44 >222.6 >143.9 >30.18
Staphylococcus aureus (29213) 9.2 6.9 1.1 1.89
Klebsiella pneumonia (10031) 13.8 35 0.6 0.06
Enterobacter cloacae (13047) 31.0 >222.6 11 0.06
Pseudomonas aeruginosa (27853) 46.4 >222.6 2.3 1.89

3.9. The Effect of Cell-Penetrating Peptides on Intestinal Barrier Integrity

The kinetics of the effects of three other CPPs on Caco-2 cells were followed by real-time
impedance measurements (Figure 9A). The R8 and ¢-peptides decreased the cell impedance during
the 24-h monitoring which indicates a cell reaction. Changes in cell index without cytotoxic effects
most probably are caused by an increase in plasma membrane ionic permeability. There was no major
influence of CPPs on barrier integrity (Figure 9B,C) as compared to the effect of PN159. We observed a
slightly decreased TEER in the case of R8 and ¢-peptide and only the @-peptide caused an elevated
permeability for the fluorescein marker molecule. Based on these results the investigated CPPs have
no significant opening effect on the intercellular junctions, which was also verified by immunostaining
for junctional proteins (Figure 9D).
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Figure 9. (A) Effects of different cell-penetrating peptides (CPPs; 100 uM, 24 h) on Caco-2 cells followed
by impedance measurements. The effects of peptides on the impedance were shown as normalized
cell index. Values are presented as means & SD, n = 3—8. (B) Evaluation of barrier integrity on Caco-2
cell layers by measurement of transepithelial electrical resistance (TEER) after 1-h CPP treatment.
(C) Caco-2 cell layer permeability for fluorescein marker molecule (Papp A-B 10% cm/s) after 1-h
CPP treatment. (D) Effects of CPPs on junctional morphology of Caco-2 cells. Immunostaining for
zonula occludens-1 (ZO-1) and B-catenin junctional proteins in control conditions and after 1-h peptide
treatment. Red color: immunostaining for ZO-1 and (-catenin. Blue color: staining of cell nuclei.
Bar = 20 um.

4. Discussion

We investigated for the first time the dual, TJ] modulator and cell membrane actions of the PN159
peptide. PN159 was described as a T] modulator and permeability-enhancing peptide on airway
epithelial cell layers in vitro and in vivo [4], and in our previous comparative work we found it also
very effective on culture models of the blood-brain and intestinal barriers [8]. The same peptide,
known also as KLAL or MAP was extensively studied for its cell membrane action as a CPP [10-12,35].
However, the identity of the differently named molecule was not previously known for the researchers
of the two fields. We demonstrated, that beside the cell-penetrating and antimicrobial effects, PN159 is
a T] modulator on intestinal epithelial cells and by molecular modeling new members of the claudin
family were identified as its potential targets.

4.1. T] Modulator Effect of PN159: Safety, Concentration Dependence and Reversibility

All the presented functional and morphological results point to the safe, concentration-dependent
and reversible T] opening effect of PN159 in Caco-2 cells. The effect of the peptide on epithelial
cell viability was investigated for one and 24 h. We found that the peptide has no effect on cell
metabolism measured by MTT test or on impedance kinetics and can be considered as safe up to 10 uM.
The changes seen after higher, 30 pM concentration were fully reversible. The 100 M concentration of
PN159 caused irreversible changes in both parameters on intestinal epithelial cells after either 1-h or
one-day treatment. Using respiratory epithelial tissue (EpiAirway model) and MTT assay, PN159 was
found to be safe at concentrations up to 100 uM for a 1-h treatment [9]. The difference between the
sensitivity of the epithelial models and also the sensitivity of the applied methods may explain the
dissimilarity of these data.

We found a marked concentration-dependence of the T] modulator effect. With the most sensitive
method, TEER, we could determine that 1 pM PN159 already opened the paracellular cleft for ions,
while higher concentrations gradually decreased TEER. This T] modulation by the effective but safe
10 uM concentration of the peptide was fast, within minutes, but after removal of the peptide a full
recovery was seen. This opening and complete recovery of the intestinal T]J structure was verified by
electron microscopy in the present study and by immunohistochemistry for TJ proteins both in this
and our previous work [8]. A similar concentration-dependent and reversible effect of PN159 on TEER
was found on airway epithelial tissue, too [4].
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The concentration dependence of the T] modulator effect of the peptide was also detected in the
permeability assay for a small and a large hydrophilic marker, fluorescein and albumin. A similarly
high permeability increase with a full reversibility was measured for the same markers on both Caco-2
and blood-brain barrier culture models with the 10 tM concentration of PN159 peptide [8]. This action
of the peptide was verified by the immunostaining of junctional proteins with higher concentrations
causing bigger alterations in junctional protein intensity and distribution. Other claudin-specific TJ
modulator peptides act similarly on junctional protein staining as well as on permeability of epithelial
and endothelial cells [36,37].

In addition, the opening of the paracellular pathway in Caco-2 monolayers was measured by four
dextran markers with size between 4 and 40 kDa. The apparent permeability coefficients of the large
dextran macromolecules were very low in control conditions. PN159 treatment (10 uM) elevated the
dextran penetration by 159- to 400-fold. The highest increase was measured in the case of the largest,
FD-40 marker. The concentration dependency of the permeability increasing effect of PN159 was also
observed on the EpiAirway model, but in the concentration range of 25 to 100 uM. The elevation of the
permeability was 10- to 30-fold for FD-4 [4] and for peptide hormones with the same size [9].

To study the effect of PN159 on drug penetration, we tested two hydrophilic and two lipophilic
drugs, which are substrates of active efflux transporters [24,38]. The permeability of hydrophilic
atenolol and cimetidine was very low, while high penetration was measured for the lipophilic quinidine
and verapamil on Caco-2 cells in agreement with our previous study [24]. PN159 treatment caused
more than 30-fold permeability elevation for atenolol and cimetidine which penetrate slowly across
the cell’s layers. The peptide increased about 2-fold the permeability of the intestinal culture model for
the lipophilic quinidine and verapamil, which already showed a high penetration. The permeability
of the slightly lipophilic plant alkaloid, galantamine (287 Da), a substrate of P-glycoprotein, was
also increased 2 to 3-fold by PN159 in airway epithelial tissue model [9] confirming the peptide’s
penetration enhancer effect.

4.2. Tight Junction (T])Modulator Effect of PN159: Interaction with Claudins

In our previous study, binding of PN159 in the micromolar range to epithelial claudin-1
and endothelial claudin-5 was demonstrated by affinity measurements and confirmed by docking
studies [8]. In this report we describe an additional two intestinal epithelial junctional proteins,
claudin-4 and -7 which are highly expressed in Caco-2 cells [34], as potential targets of the peptide
by molecular docking. All these results suggest that PN159 peptide may open cell—cell junctions by
acting on claudins, the most prominent family of integral membrane junctional proteins. C-CPE and
C1C2 tight junction modulator peptides were also described to target claudins. C-CPE is a fragment
of Clostridium perfringens enterotoxin which directly binds claudin subtypes including claudin-3 and
-4 and induces disintegration of tight junctions [39]. The peptidomimetic C1C2 which contains the
C-terminal half of ECL1 of claudin-1 predominantly binds to claudin-1 and -5, opens the paracellular
barrier in cultured cells and causes cytosolic distribution of claudin-1, -2, -3, -4, and -5 [36]. What is
common in the action of these three T] modulator peptides is that they have specific interactions with
conserved amino acids of claudins [8,40], however, these peptides do not share any similarity in their
amino acid sequence. The secondary structure of C1C2 consists of 3-sheet stabilized by «-helix [40],
the claudin-binding domain of C-CPE is a nine-stranded (3-sandwich [41], while according to our
CD measurements and molecular modelling PN159 also contains 3-sheet in addition to a-helix. This
structural similarity between the three different but claudin-targeting peptides may be linked to the TJ
modulator effect.

4.3. Cell Penetration and Antimicrobial Effect of PN159

We observed a concentration-dependent cellular uptake of PN159 on intestinal barrier cells as
reflected in the confocal microscope images. PN159 has a fast uptake in human melanoma cells,
treatment with 1 uM concentration already causing detectable entry of the peptide into the cells, in
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concordance with our results [12]. The cellular uptake of PN159 was also verified on other four cell
lines [42]. After treatment with a concentration of 10 uM, the peptide entered the cytoplasm of cells
without cytotoxic effects, similar to our data.

Most of the CPPs have antimicrobial activity due to their structural properties, especially the
cationic and the amphipathic membrane active peptides [13]. Based on literature data the amphipathic
PN159 effectively inhibited the growth of different microorganisms, like Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus megaterium, Saccharomyces cerevisiae [10,19,43]. In this study we demonstrated
the antimicrobial activity of PN159 peptide in the concentration range of 346 uM on clinically
relevant ESKAPE pathogens. As compared to the reference antibiotics, PN159 was more effective in
the inhibition of the growth of Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae and
Pseudomonas aeruginosa. (Table 4).

Comparing our results with data from the literature, another amphipathic antimicrobial peptide,
melittin, inhibited the growth of Escherichia coli and Micrococcus luteus [44] and was also tested against
three of the ESKAPE pathogens. Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa were more
sensitive for melittin treatment, than Klebsiella pneumoniae: for the inhibition of growth of Klebsiella
pneumoniae more than 100 uM melittin was needed [45], while in our study around 10 uM PN159 was
already effective.

PN159, as a model amphipathic CPP peptide, strongly interacts with biological membranes due to
its physical-chemical properties. As a CPP, PN159 enters epithelial cells [42], enhances the membrane
penetration of molecules and exerts antimicrobial effects [10,11]. Because PN159 binds different
claudins and interacts specifically with their conserved amino acids, it acts as a T] modulator [8].
It is an open question, however, if the plasma membrane and the T] modulator actions of PN159 are
connected or not.

4.4. T] Modulator Effect of Other CPPs?

Based on these results we asked the question whether this T] modulator ability is a unique
effect of PN159 among the CPPs or not. Therefore, we have tested two other amphipathic CPPs,
the widely used Pep-1 [16] and the cyclic ¢-peptide [15], and one cationic CPP, R8 peptide [18]
on the barrier integrity of Caco-2 monolayers. None of the tested CPPs had a T] modulator effect
similar to PN159. There was no change in the TEER values and only the @-peptide increased the
permeability of fluorescein. Since no effect was seen on junctional staining in epithelial cells treated
with @-peptide, the increase in permeability and decrease in the cell layer impedance may be linked
to the cell membrane action of this CPP [15]. As we demonstrated by our modeling results, PN159
peptide interacts with conserved residues of the claudins investigated (Figure 6) suggesting its ability
for specific interactions [8]. The amino acid sequence of PN159 results in an amphipathic helix
structure [10], which is not characteristic of the other CPPs investigated in our paper. From the other
three investigated peptides, R8 and ¢-peptide have positively charged arginine clusters (Table 1) and
are considered as clearly cationic CPPs [17]. Pep-1 also contains a positively charged amino acid cluster
and is rich in tryptophan repeats (Table 1). Neither PN159 contains clusters of arginine or positively
charged amino acids, nor tryptophan (Table 1). While we have not found a CPP with a T] modulator
effect in the current study, we cannot exclude that other membrane active peptides can have such dual
action. The amphipathic antimicrobial peptide melittin enhanced the paracellular permeability for
dextran marker molecules on Caco-2 cells [46]. The opening of TJs by melittin was mediated, at least
partially, by the prostaglandin signaling pathway [46].

5. Conclusions

We demonstrated that PN159 (KLAL/MAP) peptide as a penetration enhancer has a dual
action on intestinal epithelial cells. The peptide safely and reversibly enhances the permeability
of model molecules and drugs through intestinal epithelial cell layers by opening the intercellular
junctions. We identified claudin-4 and -7 junctional proteins by docking studies as potential binding
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partners and targets of the peptide in the opening of the paracellular pathway. In addition to the
tight junction modulator action, the peptide has a concentration-dependent cellular uptake and
cell membrane permeabilizing effect, which can also contribute to its penetration-enhancing effect.
This dual action is not general for cell-penetrating peptides, since the other three CPPs tested did not
show barrier opening effects. Therefore, we propose the investigation of CPPs for testing their effect
on paracellular permeability.
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