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1. BEVEZETES

Az emberi testben az epitél és endotél sejtek alkotjdk a biologiai gatrendszereket,
melyek elvalasztjdk a szervezetet a kiilsd kornyezettdl, illetve a belsd szerveket egymastol.
Ezek a véddfunkcidval rendelkezd fizioldgids barrierek elengedhetetlen szerepet jatszanak
testlink allandé homeosztazisanak fenntartdsaban, mely a kozponti idegrendszer esetében
kiilonosen fontos. A gatrendszerek anatomiai alapjat az endotél- és epitélsejtek kozotti
sejtkapcsolato struktirak alkotjak, melyek meghatarozzak a bioldgiai gatak szorossagat illetve
megakadalyozzak a sejtek kozotti szabad anyagataramlas, igy limitalt az ionok, nagyobb
vizoldékony molekuldk ¢és a fehérjék atjutdsa. Ennek koszonhetden a sejtek kozotti
permeabilitds egy fontos meghatdrozo tényezdje a gydgyszerbejutisnak. Kiilondsen a
nagyobb vizoldékony biofarmakonok hatékony bejuttatasa jelent nagy kihivast, hiszen
penetraciojukat a sejtekben talalhaté enzimek is korlatozzak. Az enzimeknek kdszonhetd
metabolikus gat és a szoros kapcsolostruktirak alkotta fizikai gat tehat er6sen korlatozza a
gyogyszerbejutast, ezért a barriereken keresztiili permeabilitds fokozds vizsgalata nagyon

fontos kutatasi tertilet.

1. tablazat: A kivalasztott modosito peptidek jellemzoi.

Peptid | Célpont Aminosav sorrend Mechanizmus Eredet

szintézis E-kadherin

ADT-6 |E-kadherin | Ac-ADTPPV-NH2 EC1 domén analog e

szintézis E-kadherin

HAV-6 | E-kadherin | Ac-SHAVSS-NH2 EC1 domén analog szerkezet alapjén

C-CPE |Klaudin-3, -4 | SSYSGNYPYSILFQKF-OH ECL domén interakcié | mikrobialis toxin fragment

AT-1002 | ZO-1 FCIGRL Zot receptor mikrobialis toxin fragment
7-mer ismeretlen FDFWITP nem ismert fag display
PN159 ismeretlen aKnI;QLjKLALKALKAALKLA' nem ismert fag display

Rovidités: ZO-1, zonula okkludens fehérje-1; EC1, extracellularis domén 1; ECL, extracellularis loop.

A hatdanyagok bejuttatdsanak fokozéasara kiilonb6z6 lehetdségek allnak rendelkezésre.
Ezek egyike a barrierek paracellularis megnyitasa. Az kdzelmult kutatasainak koszonhetéen
ismertek mar olyan proteinek, peptidek melyek képesek kozvetleniil hatni a sejtek kozotti
szoros és adherens kapcsolofehérjékre. Ezek a kiilonb6z6 célponton és mechanizmussal hatod
peptidek nyitjak a sejtek kozotti utat anélkiil, hogy karositanak a sejteket, ezért alkalmazasuk
igéretesnek tlinik, példdul az intesztinalis gat vagy a vér-agy gat permeabilitdsanak
novelésére. Irodalmi adatok alapjan kivalasztottunk hat kiilonb6zé célponti modulator
peptidet (1 tablazat), melyek eltéré mechanizmussal miikodhetnek.
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2. CELKITUZES

Kutatocsoportunk korabban kifejlesztett egy harom sejttipusbol allé patkany vér-agy
gat modell, mely hiven tiikrézi a fiziologias paramétereket. Ez a jol jellemzett modell
megfelelé rendszer hatdanyagok, 0j farmakonok tesztelésére, azonban korabban még nem
vizsgaltunk rajta biokativ peptid atjutast. Ezért kisérleteink elsd célja a fajdalomcsillapitasban
szerepet jatszo opiorfin neuropeptid transzportjanak tesztelése volt.

Az irodalomban leirtak mar szdmos szoros kapcsolostruktirdkra hatd peptidet,
azonban vizsgalatuk sokszor csak egy tipust biologiai gatrendszerre terjed ki, tovabba
hianyoznak az 0sszehasonlitd vizsgalatok. Kevés az adat arra vonatkozolag, hogy mennyire
gatrendszer specifikusak illetve mennyire hatékonyak a mar leirt peptidek egymashoz képest.
Osszehasonlito munkak fé célja igy az volt, hogy a kivalasztott modulator peptideket

hatékonysagat két eltérd gatrendszer sejttenyészetes modelljén megvizsgaljuk.

Fo célok, kisérleti 1épések:

(i) Modosito peptidek hatékonysaganak tesztelése bélepitél és vér-agy gat modellen:
sejtéletképesség,
gatszorossag,

sejmorfologiai vizsgalatok.

(if) A modosito peptidek specifikussaganak, hatékonysaganak, biztonsagossaganak valamint

a gatrendszerek regeneral6do képességének vizsgalata.

(iif) PN159 peptid vizsgalata bélepitél modellen:
koncentraci6 fliggd hatés,
hosszantart6 kezelés hatasa a sejtéletképességre,
a gatrendszer regeneralddasanak kinetikéja,

morfoldgiai valtozasok,

crer

(iv) PN159 modulator peptid lehetséges célpontjainak meghatarozasa.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vegyszerek
Minden reagenst a Sigma Aldrich Magyarorszag Kft.-t6] rendeltiink, hacsak masképp

nem jeloltik.

3.2. Peptid szintézis

Az Osszes peptid szintézise egyiittmikodésben zajlott. Az opiorfin (QRFSR) Dr. T6th
Géza (MTA SZBK, Biokémiai Intézet), mig a hat kiilonb6z6é mddositdé peptidet Dr. Fiilop
Livia (SZTE AOK, Orvos Vegytani Intézet) allitotta el§.

3.3. Sejttenyésztés — human Caco-2 sejtvonal és primer patkany agyi sejtek

A human Caco-2 bélepitél sejtvonalat az ATCC cégtdl vasaroltuk, kisérleteinkhez
hatvan passzalasig hasznaltuk. A Caco-2 sejteket tapfolyadékban (Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium, DMEM/HAM’s F-12) tartottuk, melyet 10 % magzati borji szérummal, 1%
natrium-piruvattal, és 50 pg/ml gentamicinnel egészitettiink ki. Minden tenyésztési feliiletet
patkany farok inbol nyert kollagénnel vontunk be, ezzel segitve a sejtek jobb letapadasat.

A vér-agy gat in vitro modellezésére patkany agybol izolalt sejteket hasznaltunk. A
kisérletekhez vagy csak patkany agyi endotélsejteket hasznalunk egysejt rétegben, vagy
harom sejttipusbol allo ko-kultira modellt, amelyekhez primer patkany agyi endotél-, glia- és
pericita sejteket tenyészettiink egyiitt. A sejtek izolalasanak és a modellek Osszeallitdsanak
Iépéseit tobb kozleménylinkben leirtuk (Nakagawa et al., 2009; Walter et al., 2015). Az
endotélsejtek tenyésztomédiuma a kovetkezd dsszetevokbdl allt: DMEM/F12, borjiiplazmabol
készitett savo (15%, First Link Ltd., Egyesiilt Kiralysag), bazikus fibroblaszt ndvekedési
faktor (1 ng/ml, Roche), heparin (100 pug/ml), inzulin (5 pg/ml), transzferrin (5 pg/ml),
natrium-szelenit (5 ng/ml) és gentamicin (50 pg/ml). A glia és pericita sejtkeket
DMEM/HAM’s F-12 médiumban tartottuk 10 % magzati borji szérummal és gentamicinnel
(50 pg/ml) kiegészitve.

3.4. A peptid kezelések idétartama és az alkalmazott koncentraciok

Az 0Osszehasonlitdé vizsgalatokhoz egy oras kezeléseket alkalmaztunk valamint a
kovetkezd koncentraciokat hasznaltuk: ADT-6, HAV-6 és AT-1002 peptid: 2 mM; C-CPE
peptid: 1 mM; 7-mer peptid: 100 pM és PN159 peptid: 10 uM. A PN159 peptiddel végzett

kiegészitd kisérletekben 1-100 uM koncentracid tartomanyban alkalmaztuk a peptidet.



3.5. In vitro életképesség vizsgalatok

A sejtek életképességében bekovetkezett valtozasokat két kiilonbozé modszerrel
vizsgaltuk: festékredukcion alapuldo MTT tesztettel és impedancia méréssel.

Az MTT teszt soran az ¢l0 sejtek a sarga festéket felveszik és atalakitjak kék szinii
formazan kristalyokka. A festék atalakitas mértéke meghatarozza a sejtek metabolikus
aktivitasat, igy utal az é€letképességilikre. Az MTT fesékbdl képzodott formazan kristalyokat
dimetil-szulfoxiddal oldottuk fel és mennyiségiiket abszorbancia méréssel (Fluostar Optima
microplate reader, Németorszag) hataroztuk meg.

Az impedancia mérés sejtrétegek bioldgiai allapotanak jelzéanyag nélkiili, valos idejii
nyomon kovetésére alkalmas. Az RTCA SP (ACEA Biosciences, USA) miiszerrel 10 kHz

frekvenciat alkalmazva a sejtrétegeken mért impedancia értékek jol korreldlnak a sejtek

crer

3.6. A sejtrétegek gatfunkcidjanak vizsgalata
3.6.1. Elektromos ellenallas mérése

A transzepithelialis és -endotelialis elektromos ellenallas (TEER) értéke tiikrozi a sejt
kozotti kapcsolatok szorossagat. Az ellenallast EVOM miszerrel és STX-2 elektrodok
hasznalataval mértilk. A TEER értékekbdl (Q x sz) levontuk a sejtmentes teny€sztd
betéteken mért értékek atlagat (130 Q x cm?).

3.6.2. Permeabilitas vizsgalat

A Kkisérletek soran a felsé kompartmentekbe (bél lumen/agyi kapillaris) mértik a
jelzémolekuldkat és a hatdoanyagokat a modositd peptidek jelenlétében, az atjutott anyagok
mennyiségét pedig az alsé kompartmentbdl (bél/agyszovet) hataroztuk meg.

Az Osszehasonlitd kisérletekben a sejtrétegek permeabilitdsainak meghatarozasara
Evans kékkel jelolt albumint (10 mg/ml; 65 kDa) és fluoreszceint (10 ug/ml; Mw: 376 Da)
hasznaltunk. A sejtrétegek regeneralodo képességét ugy vizsgaltuk, hogy tenyésztd folyadék
cserét kovetden, egy nap elteltével megismételtiik a mérést peptid-mentes kornyezetben. Az
opiorfin peptid (10 uM) vér-agy gat modellen keresztiili atjutasat 30 és 60 perces
idépontokban mértiikk és az iiriiléssel (clearance) jellemeztiik. A PN159 peptiddel végzett
kiegészitd kisérletekben flureszcein izotiacianattal jelolt dextran molekuldk (FITC-dextran) és
hatdanyagok atjutasat vizsgaltuk Caco-2 sejtrétegeken keresztiil. A markermolekuldkat 1 mM,
mig a hatéanyagokat 10 uM koncentracioban alkalmaztuk. Az inkubacidkat kovetden a

kiilonb6z6 kompartmentekbdl Osszegyljtottik a mintdkat. A fluoreszcein és albumin
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koncentracioit mikroplate olvasoval (Fluostar Optima), az opiorphin peptid mennyiségét
tomegspektrométerrel, és a FITC-dextran molekuldk koncentracioit spektrofluorométerrel
(Fluorolog FL3-22) hataroztuk meg, mig a hatéanyagok koncentracioit HPLC-vel mértiik. A
tesztanyagok sejtrétegeken valod atjutasat a latszolagos permeabilitasi koefficiens (Papp)

értékével jellemeztiik.

3.7. Immunhiszokémia

Az epitél ¢és endotélsejtrétegben  bekdvetkezett morfologiai  valtozasokat
immunfestéssel kovettiik nyomon. A kisérletek sordn az integrans membran fehérjék koziil az
okkludin és claudin-5 fehérjét, a citoplazmatikus linker molekulak koziil pedig a f-katenin és
zonula okkludens-1 (ZO-1) fehérjét mutattuk ki immunfestéssel. A kezeléseket kovetden,
valamit az egy napos regeneracios fazist kovetden pufferben mostuk a sejteket, majd fixaltuk
hideg aceton-metanol oldatban. Ezt kévetéen albuminnal blokkoltuk a nem specifikus antitest
kothelyeket és a mintakhoz adtuk 12 orara az elsddleges antitesteket (Life Technologies,
USA), majd mosast kovetéen hozzaadtuk a masodlagos fluoreszcens jelolést tartalmazo
antitesteket egy orara Hoechst 33342 sejtmagfesték jelenlétében. A mintak mosasa és lefedése
utan Leica SP5 konfokalis mikroszkoppal (Leica Microsystems GmbH, Germany) analizaltuk

a festéseket.

3.8. Elektronmikroszképia

A polikarbonat membranokon tenyésztett Caco-2 sejteket 10 uM PN159 peptiddel
kezeltiikk. A mintdkat a fixalas utdn haromszor mostuk kakodilat pufferben, majd kivagtuk a
membranokat a tenyésztObetétekbdl és 24-lyuk lemezbe helyezve utofixaltuk ozmium-
tetraoxidban. Desztillalt vizes mosast kdvetden a mintdkat felszallé alkohol sorral
dehidrataltuk és uranil-acetatban inkubaltuk, majd Taab 812 bedgyazdszerrel blokkot
készitettiink. Leika UTC ultramikrotoém (Leica Microsystems, UK) segitségével ultravékony
metszeteket készitettiink, amelyeket Hitachi 7100 transzmisszids elektronmikroszkdoppal

(Hitachi Ltd., Japan) vizsgaltuk meg.

3.9. Molekula modellezés

A fehérjék szerkezetét homologia modellezéssel allapitottuk meg, melyhez a
MODELLER programot hasznaltuk. A human klaudin-1, -3, -4, -5 és -7 fehérjék
szerkezetének modellezéséhez az irodalomban leirt egér klaudin-15 teljes fehérje szerkezét

hasznaltuk mintaként. A dinamikus molekula szimulaciohoz az NAMD programot, mig az
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eredmények kiexportalasahoz a VMD v1.9.1. programot alkalmaztuk. A PN159 peptid
dokkolasat a kiilonb6zé kaludin fehérjékkel a CABS szerveren futtattuk le, majd a

MODELLER program segitségével rekonstrualtuk.

3.10. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

PN159 peptid (0.1 mg/ml) CD spektroszkdpias mérését UV tartomanyban, 25 °C —on
végeztik J-810 spektropolariméterrel (JASCO International Co. Ltd.,, Japan). A
peptidszerkezet héstabilitasat 25 °C és 95 °C-os tartomanyban mértiik.. A CD spektrumokat
260 nm ¢és 185 nm kozott vettiik fel 1 mm-es optikai hulldmhosszon. Az eredményeket a

Dichroweb szerveren a CDSSTR modszer alapjan értékeltiik ki.

3.11. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., USA)
programot hasznaltuk. A kisérletekben kapott eredményeket atlag + S.D. (az atlag standard
szorasa) formaban adtuk meg. Statisztikailag szignifikansnak a p < 0,05 értéket tekintettiik.
Minden kisérletet legalabb haromszor megismételtiink, melyekben a parhuzamos elemek

szama minimum harom volt.

4. EREDMENYEK

4.1. Opiorfin penetracio vér-agy gat modellen keresztiil

A tomeg/toltés (m/z) értékek alapjan a mintdkban megfigyelt jelintenzitds a
kévetkezéképpen alakult: fogadd kompartment: 1.5 x 10, donor kompartment: 1-2 x 10°. Az
opiorfin peptid relativ atjutott mennyisége 2.91 + 1.13 %, melyet a kétszeresen t6ltott opiorfin
gorbe alatti teriiletének Un. extracted ion kromatogrammja (m/z 347.1932) alapjan
allapitottunk meg. Parhuzamos mintdkon megvizsgaltuk a fluoreszcein ¢és albumin
jelzémolekuldk atjutasat. Az eredmények alapjan a fluoreszcein vér-agy modellen keresztiili
penetracidja 0.41+0.03 % mig az albumin penetracidja 0.03+0.01 %, mely igazolja a
modell alkalmazhatosagat. Az opiorfin clearance az 1. B abran lathato, a latszdlagos

permeabilitasi koefficiens értéke: 0.53 + 1.36 X 10 cm/s (n = 4).



1902 L
100 247.1802 1o
. 3471915 - -
3 ssisE Opiorphin clearance
50: 140801_10 4
1894 N —
E 100 4719 :ﬂ‘!fa :_ 3
3 ] a9 ~
£ ] TALIF [}
E mé Ms
< 50 140801_12 g
g ]
E g 2
s o] -
« B27 N o
100+ UTANT 14588 Q
] T O 1
] TAIF. &
- ms MS
509 140801_14
2 4 € 8 1 12 14 16 18 20 22 24 2 28 0 15 30 45 60

Time (min)

min

1. abra: (A) A kétszeresen toltott opiorfin peptid extracted ion kromatogrammja (m/z: 347.1932 + 5 ppm). Fels6
panel: fogadé kompartment (,,agyszovet”) 30 perc kezelést kovetden; kozépso panel: fogadé kompartment 60
perces kezelést kovetden; also panel: donor kompartment (,,mikrokapillaris lumen”) 60 perces kezelést kovetden.
A csucsfeliratozas a retencios id6t és az m/z detektalasat mutatja. (B) Vér-agy gat modellen keresztiili opiorfin
clearance 30 és 60 perces értékei.

4.2. A médosito peptidek hatasa bélepitél és vér-agy gat modellen
4.2.1. Peptidek hatasa a sejtrétegek elektromos ellenallasara

Az egy oras peptid kezeléseket nem-toxikus koncentracié tartomanyban végeztiik. Az
Osszes vizsgalt peptid, szignifikdnsan csokkentette a Caco-2 sejtréteg elektromos ellenallasat

(2. A ébra).

B BBB
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2. abra: Peptidek hatasa (A) Caco-2 epitél sejtréteg és (B) agyi endotélsejtek elektromos ellenallasara. Az lires
oszlopok az eodragy s peptid kezelést kovetd6 TEER értékeket mutatjak, mig a csikos oszlopok a 24-6ras
regeneracios fazis utani TEER értékeket. Statisztikailag szignifikans kiilonbség: p < 0.05; * kontroll csoporthoz
képest a kiilonbség; # visszaallast kovetden a kontroll csoporthoz képest a kiilonbség.

A kontroll csoport TEER értékéhez (1309 + 97 Q x cm?) hasonlitva az ADT-6, C-CPE
¢s PN159 peptidek 50 %-al csokkentették az elektromos ellenallast, mig a 7-mer, HAV-6 és
AT-1002 peptidek csak 30-45%-al (2. A abra). Az agyi endotélsejtréteg elektromos
ellenallasat a C-CPE peptid kivételével minden peptid csékkentette tobb mint 50 %-al (2. B
abra) a kezeletlen kontroll csoporthoz képest (314 + 48 Q x cm?). A C-CPE peptid alacsony
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aktivitasanak hatterében az al, hogy célpontjai csak nagyon alacsony szinten expresszalédnak
az agyi endotélsejteken. Mindkét tenyészetes modellen a PN159 peptid volt a leghatékonyabb.
Az egy napos regeneracids id0 utan az Osszes kezelt csoport TEER értéke a kontrollhoz

hasonl6 értéket mutatott, mely igazolja a regeneracios képességet.

4.2.2. A peptidek hatasa a sejtrétegek permeabilitasara

A Caco-2 sejtrétegek permeabilitasat minden moduldtor peptid fokozta, melyet igazolt
a megnovekedett fluoreszcein és albumin markermolekula atjutisa (3. A és B ébra).
Leghatékonyabban az ADT-6, a HAV-6 és a PN159 fokozta a bélepitél sejtréteg

permeabilitasat.
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3. abra: (A és B) Caco-2 sejtréteg és (C és D) vér-agy gat modell permeabilitasa. (A, C) fluoreszcein
permeabilitasa, (B, D) albumin permeabilitasa egy oras peptid kezelést kovetben és az egy napos regeneracios
fazist kdvetden. Az iires oszlopok az egy oras peptid kezelést kovetd permeabilitasi értékeket mutatjak, mig a
csikos oszlopok a 24-6ras regeneracios fazis utani értékeket. Statisztikailag szignifikans kiilonbség: p < 0.05; *
kontroll csoporthoz képest a kiilonbség; # visszaallast kovetden a kontroll csoporthoz képest a kiilonbség.

A vér-agy gat modellen az AT-1002, a 7-mer és a PN159 peptidek okoztak szignifikas
permeabilitas fokozodast mindkét markermolekula esetében (3. C és D 4abra). Osszhangban a
TEER mérés eredményeivel legkevésbé az E-kadherin peptidek befolyésoltak az endotélsejtek
permeabilitasat. Mindkét tenyészetes barrier modedellen a PNI159 peptid bizonyult a
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leghatékonyabbnak. A permeabilitasi tesztet megismételtiilk az egynapos regeneralodasi fazist

kovetden és azt tapasztaltuk, hogy a peptidek penetraciot fokozo hatdsa reverzibilis.

4.3. Sejtkozotti kapcsolatok morfologiai valtozasa PN159 peptid kezelést kovetoen
Kontroll korilmények kozott mindkét tenyészetes barrier modell sejtkapcsold

struktlrai szorosan dsszekapcsoljak a szomszédos sejteket, festddésiik folytonos (4. abra).

Kezelés Visszaallas

okkludin

B-katenin okkludin

\
1

kontroll

PN159

vy

kontroll

PN159

4. abra: Sejtkapcsold strukturak morfoldgiai valtozasai PN159 peptid kezelés hatasara. (A) Caco-2 sejtréteg, (B)
agyi endotél sejtréteg. Zonula okkludens-1 (ZO-1), B-katenin, okkludin és klaudin-5 fehérjék immunfestése egy
oras peptid kezelést kovetden €s egy napos regeneracios fazis utan. Bar = 25 pm.

Az eddigi kisérletekben leghatékonyabbnak bizonyult PN159 peptid drasztikus
valtozasokat okozott mindkét tenyészetes barrier modellen. Az immunfestés alapjan a szoros
kapcsolofehérjék dezintegralodtak, a fehérjék bevandoroltak a citoplazmaba. Ezt a
morfologiai valtozast azonban csak kozvetleniil a peptid kezelést kdvetden figyeltiik meg, a

regeneracios fazis utan a festés Ujra a kontrollhoz hasonl6 eredményt adott.



4.4. PN159 peptid hatasa Caco-2 epitélsejtek életképességére

Mivel az 6sszehasonlitd kisérletekben a PN159 ismeretlen célpontu peptid bizonyult
a leghatékonyabbnak, ezért hatasat tovabb vizsgaltuk Caco-2 epitélsejteken kiilonbozo
koncentraciokat alkalmazva. Az MTT festékredukcids teszt informaciot nyljt a sejtek
metabolikus aktivitasardl és életképességérdl. A mérést harom iddpontban végeztik el, (i)
kozvetleniil az egy oras peptid kezelés kovetden, (ii) egy napos regeneracié utan és (iii) egy
hetes regeneracios fazis utan (5. A ébra). A peptid alacsony koncentraciéi (1-10 uM) nem

befolyasoltak a sejtek életképességét, mig a 30 uM-nal magasabb sejtkarosodast okozott.

A B

kezelés visszaallas
150, Okontroll [ 3pyM M 30uM  « 1759’ komm,, M — 30uM
O1em EH1opm [H 100 uM 1.501 medium —10uM — 100
. 1251 * I x csere L -- TX-100
< 1 2 1.25] I
2 100} Lo 1 S ﬁ
o & 1.00§ .:’7::::’.....“,...=£.-g. i ==--...--.._ MILLH*U.
& 75 * w e
2 N 0.75]
5 50; (] . E 0.50%}-
‘L 1
25 . 0.25
) : - 0.00 . e RBE
1 6ra 1 nap 1 hét 0 30 601 2 3 4 5 6 7T

perc nap

5. abra: (A) MTT teszt PN159 peptid kezelés utan (egy ora elteltével, egynapos és egy hetes regeneracios fazist
kovetéen). Az eredményeket a kontroll sejtek %-ban adtuk meg, mely a 100 %-os életképességet jelenti.
Statisztikailag szignifikans: p < 0.05, a kontroll csoporthoz hasonlitva. (B) Impedancia mérés egy oras peptid
kezelést kovetben, a sejtréteg regeneralodasat egy héten keresztiil kovettiik. Az értékeket sejtindexben fejeztiik
ki. A nyilak a tenyészt6 médium cseréjét jelolik.

A valos idejli sejtanalizis kinetikai gorbéjének alapjan, az MTT teszthez hasonléan
csak a 30 és 100 uM-os koncentracido okozott jelentds sejtindex csokkenést (5. B abra). A
100 uM-os PN159 peptid hatdsa mindkét életképességi vizsgalatban sejtkéarositd hatast volt,

igy a tovabbiakban ezt a koncentraciot mar nem vizsgaltuk.

4.5. Caco-2 sejtréteg integritasanak és a sejtkapcsolé fehérjék ultrastrutiralis
valtozasainak vizsgalata PN159 peptid kezelést kovetoen

A két legmagasabb vizsgalt koncentracid (10 és 30 uM) hatékonyan nyitotta a
paracelluléris barriert és fokozta a sejtréteg ateresztOképességét mind a fluoreszcein, mind az
albumin markermolekulara (6. A abra). Mivel a peptid 10 uM-os koncentracidban biztonsagos
volt és hatékonyan fokozta a sejréteg permeabilitdsat, igy ezt a koncentraciot valasztottuk ki,

hogy megvizsgéljuk a barrier nyitas kinetikéjét ¢s azt, hogy hogyan fokozza a peptid a

crcr
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A PN159 peptid hatasa nagyon gyors, egy perc alatt 42 %-al csokkentette a Caco-2
sejtréteg elektromos ellenallasat (6. B abra), ez a tendencia a kezelés végéig folytatodott.
Miutan eltavolitottuk a sejtekrdl a peptidet a barrier funkcié fokozatosan helyreallt, 20 6ra

elteltével mar 100 % regeneralodast figyeltiink meg.

A fluoreszcein albumin B
600, 1000
- 400 l
@ -~ & PN159 10 uM
E T . e 750 "
5 200 i . S
%, all &
< 10.0; 3 = 500
& 7.5 5
o w "
5.0 ~ 250 medium
2.5 csere
- N
0.0 0 e -’C(, ey
C131030 C 1 31030 0 15 30 23456 24
perc ora
kontroll kezelés visszaallas

6. abra (A) Fluoreszcein és albumin jelzémolekula permeabilitisa Caco-2 sejtrétegen keresztiil (Pap, A-
B 10 cm/s), p < 0.05. (B) Az epitélsejtréteg ellenallasanak kinetikai jellemzése (TEER) PN159 peptid
kezelés utan. (C) Transzmisszids elektron mikroszkopos jellemzés, a sejtkozotti kapcsolatokat
nyilhegyek jelolik; bar = 400 nm.

Az elektronmikroszkopos felvételeken jol lathatd, hogy kontroll koriilmények kozott a két
szomszédos sejtet szoros kapcsolostrukturdk kotik ossze (6. C abra). PN159 kezelés hatasara
ez a kapcsolat felszakad, a sejtek eltdvolodnak egymastol. A valtozas azonban csak atmeneti,

mivel a regeneracios fazist kovetden ujra megfigyelhetdek a szoros kapcsol6 strukturak.

4.6. PN159 peptid permeabilitas fokoz6 hatiasa — marker molekulik és hatéanyagok
atjutasanak tesztelése

A korabbi funkcionalis és morfologiai vizsgalatok alapjan a PN159 peptid hatékonyan
nyitja a sejtek kozotti kapcsolofehérjéknek koszonhetd gatat, igy alkalmas lehet, mint
gyogyszer pentracid fokozd. Caco-2 bélepitél sejtvonalon megvizsgaltunk négy kiilonbozd

méretli vizoldékony dextrdn molekulat és négy hatdéanyagot. A vizoldékony atenololt és
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cimeidint, valamint a lipidoldékony quinidint és verapamilt, melyek efflux transzporter

kigandok (2. tablazat).

2. tablazat: Dextran markermolekuldk és hatéanyagok latszolagos permeabilitasi koefficiense (Papp A-
B, 10°° cm/s) kontroll kériilmények kozott és PN159 peptid kezelést kovetden.

PappA-B (10 cm/s) + SD Fold
kontrol PN159 change
FD-4 0,021 + 0,001 42+0,1 42
g [Fp-10 0,025 + 0,01 48407 48
g [FD-20 0,022 + 0,002 35+1,0 35
FD-40 0,015 = 0,003 6,0+ 0,3 60
o atenolol 12+0,3 36,3+1,9 30,3
E’ cimetidine 0,9+0,2 34,5+ 45 38,3
‘%’ quinidine 45,0+ 13,3 72,6+2,4 1,6
= | verapamil 462+3,9 86,7+ 18,8 1,9

Rovidités: FD, fluoreszcein izotiocianattal jeldlt dextran.

A nagyméretii dextran molekulak alacsony permeabilitast mutattak kontroll
koriilmények kozott, peptid kezelést kovetden azonban a latszolagos permeabilitdsi
koefficiens jelentdsen megnovekedett. A hatdanyagok koziil az atenolol és cimeidin alacsony,
mig a quinidin és verapamil magas permeabilitast mutatott. A PN159 peptid penetraciot
fokoz6 hatdsa vizoldékony hatéanyagok esetében volt jelentdsebb, tobb mint harmincszoros

kiilonbséget figyeltiink meg a kontroll koriilményekhez képest.

4.7. PN159 masodlagos szerkezetének jellemzése
A CD spektroszkopia mérés eredményei alapjan (7. A abra.) a PN159 peptid random
szerkezetli, emellett a dominans szerkezeti motivum a B-redé (31 %). Ez a szerkezet erds

stabilitast mutat 25 és 95 °C kozott (7. B abra).

A B
10 10
1} L 0
Fi g
- -10 - DW - -104 25
£ == PN E 35
e — PN-DW Sy — 55
o -20 0 -204 - 75
($] a-helix: 11 % (&) — g5
.30 p-sheet: 31 % _30{

turns: 24 %
N rendezetlen: 34 %

c ~
190 200 210 220 230 240 250 260
hullamhossz (nm)

190 200 210 220 230 240 250 260
hullamhossz (nm)

7.abra: Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia (A) PN159 peptid szerkezete; (B) PN159 peptid
héstabilitas mérése 25 és 95 °C kozott.
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4.8. PN159 peptid szerkezeté és kolcsonhatasa klaudin-7 fehérjével

A klaudin fehérjék szerkezete homologia modellezéssel tortént. A PN159 peptid és a
human kaludinok dokkoldsa a CABS szerveren zajlott. A dokkélds energidja harom
kiilonbozd energiaval egyiittesen jellemezhetd: ligand, kolcsonhatas €s receptor energia. A
modellezés alapjan az energetikai szempontbol kedvezd kapcsolatokat vettiikk figyelembe,
melyek alapjan a PN159 peptid kolcsonhat a klaudin-1, -4, -5 és -7 fehérje elsd extracellularis

doménjével, de nem Iép interakcidba a klaudin-3 fehérjével.

3. tablazat: A kivalasztott human klaudin monomerek dokkolési energidjanak sszetevoi.

Klaudin-1 Klaudin-3 | Klaudin-4 Klaudin-5 Klaudin-7
Eiig -34 -17 -61 -100 -32
Eint -63 -59 -79 -76 -186
Etot -1228 -1163 -1229 -1439 -1798

Rovidités: Ey: teljes energai; Ejq: ligand energia; Eiy: kolcsonhatas energia.

Osszehasonlitva a dokkolas energidit, megallapithatunk egy sorrendet: (klaudin-3 <
klaudin-1 < klaudin-4 < klaudin-5 < laudin-7), mely alapjan a peptid a klaudin-7 fehérjével
1ép a legerGsebb kolcsonhatasba. A kolcsonhatas eréssége kapcsolatba hozhaté a f-reddk
eltlinésével. A 8. abran lathato a klaudin-7 fehérje szerkezete (8. A 4bra) valamint a peptiddel

alkotott kdlcsonhatéasa (8. B abra).

8. abra: (A) Human klaudin-7 fehérje modell. (B) PN159 peptid és a claudin-7 dokkolasa, feltiintetve a
kolcsonhaté aminosavakkal.
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5. OSSZEFOGLALAS

A bioldgiai barrierek anatomiai €s funkciondlis alapjat az epitélsejtek €s endotélsejtek
alkotjak. A sejtek kozotti szoros kapcsold struktarak és a sejtek metabolikus aktivitasa
korlatozza a gyogyszerek barriereken keresztiili atjutasat. A gatrendszerek ezen fontos
tulajdonsagai megvédik a szervezetiinket, de ugyanakkor megnehezitik egyes betegségek
haté¢kony kezelését. A  sejtek kozotti  penetraci6 meghatdrozd  jelentdségli  a
gyogyszerbejuttatasban, a permeabilitds fokozasa, kiilondsen a nagy molekulaméretii
biofarmakonok esetében ezért nagy jelentdségli a gyogyszerkutatdsban. A vér-agy giton
keresztlili biofarmakonok bejuttatdsat leginkdbb a fokozott enzimaktivitds neheziti.
Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az opiorfin bioaktiv peptid képes atjutni a vér-agy gat jol
jellemzett tenyészetes modelljén. Adataink alapjan az opirfon peptid egy lehetséges hatdanyag
lehet a kdzponti idegrendszeri fijdalomcsillapitasban vagy a depresszio kezelésében.

A vizoldékony molekulak korlatozott bejuttatdsa fokozhat6, ha befolyasoljuk a sejtek
kozotti kapesolostrukturakat, nyitva a paracellularis utat. A kapcsolofehérjékre hatdo modosito
peptidek alkalmazasa ezért egy igéretes megoldas lehet. Kisérleteinkben megvizsgaltunk hat
kiilonboz6 sejtkapcsold struktirara hatdé peptidet (ADT-6, HAV-6, C-CPE, AT-1002, 7-
mer/PN-78, PN159), és hatékonysagukat Osszehasonlitottuk bélepitél és vér-agy gat
tenyészetes modell rendszeren. Az Osszes peptid nyitotta a sejtek kozotti utat, ez a hatas
azonban csak atmeneti volt, és a sejtrétegek képesek voltak a regeneraciora. A vizsgalt
peptidek szelektiven hatottak a kiilonb6z6 barriereken és eltérd hatékonysagot mutattak. A C-
CPE, ADT-6 és HAV-6 peptid célpontjai epitélsejteken expresszalddnak igy specifikusan
fokoztak a bélepitél sejtréteg permeabilitisat. Az AT-1002 és 7-mer peptid mindkét
sejttipusra hatott, de jelentésebben fokozta a vér-agy gat permeabilitasat. A peptidek
szelektivitasa nagy jelentdséggel birhat a célzott gydgyszerterdpidban. Mindkét modellen az
ismeretlen célponta PN159 volt a leghatékonyabb, igy ezt a peptidet tovabb vizsgaltuk a
Caco-2 bélepitél sejtvonalon. A PN159 peptid reverzibilis hatast, gyors, biztonsagos és mar
mikromoldris koncentracidban hatékony. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a klaudin-1, -4, -5
és -7 lehetséges célpontjai lehetnek a peptidnek, valamint feltartuk a peptid masodlagos
szerkezetét és Kimutattuk a hdstabilitasat.

A bemutatott eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt peptidek
szelektiven, és hatékonyan alkalmazhatoak lehetnek mint gyodgyszerészeti segédanyagok

biologiai gatakon keresztiili gyogyszerbejuttatas fokozasara.
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