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1. BEVEZETES

Az epitélsejtes biologiai gatrendszerek fO feladata a szervezet elvélasztdsa a kiilsd
kornyezettdl. Ilyen gatrendszernek tekinthet6k a 1égzd- és a bélham, amiknek a betegségekben
betoltott szerepe kettds: mitkodési zavaruk a betegségek kialakulasat eldsegitheti és lefolyasat
sulyosbithatja, masrészt az epitélsejtek fizikai védelmi rendszerei gatolhatjadk a gyogyszerek
felszivodasat és bejutasat az egyes szervekbe. A tiidoben és az emésztérendszerben a fizikai
gatat a sejtek kozotti szoros kapcsold fehérjék hozzak létre, megakadalyozzak kiilonbozo
anyagok sejtek kozotti atjutasat. Tovabbi fizikai védelmi rendszernek tekinthetd a tiido és a
belek felszinét boritd nyak, amely szamos betegségben érintett, példaul a cisztas fibrozisban. A
betegségek kezelésében fontos szerepet jatszanak a kiegészitd terapiak, amik segithetik a
betegség tiineteinek mérséklését, mas esetben a gatrendszerek reverzibilis megnyitasaval
fokozhatjdk a hatéanyagok célbajutdsit. Azonban ezeknek az adjuvans szereknek a
vizsgalatahoz olyan modell rendszerek sziikségesek, amelyek megfeleléen tiikrozik a
szervezetben talalhat6 adott szerv komplexitasat.

A cisztas fibrozis egy genetikai betegség, amelynek hatterében a cisztas fibrozis
transzmembran regulator (CFTR) csatornat kodolé gén mutacidja all. A CFTR egy cAMP
aktivalt anion csatorna, ami a klorid és bikarbonat ionok transzportjaért felelds. Miitkodoképes
CFTR csatorna hidnyaban csokken az ionok szekrécidja, fokozddik a Na* és a viz visszaszivas,
ami a sejtek felszinét boritd nydk beslirlisodéséhez és elsavasodasahoz vezet (1.4bra). Ez a
1égzési nehézségek mellett, idedlis kornyezetet biztosit a patogének elszaporodasahoz, ami
folyamatos gyulladashoz vezet a betegek tiidejében.
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1. abra. A CFTR csatorna egészséges és cisztas fibrozisos allapotban.

A natrium bikarbonat igéretes szer lehet kiegészitd terapiakban. Jotékony hatasat
figyelték meg, elsdsorban mint nydkoldo, kiilonb6zd 1éguti megbetegedésekben, ezen kiviil
bakteriosztatikus hatasat is leirtdk a cisztas fibrozisban leggyakrabban el6forduld patogén, a

Pseudomonas aeruginosa esetében. A kozelmultban cisztas fibrozisos betegeken végzett



klinikai vizsgalatban a natrium bikarbonat csokkentette a nyak stiriségét €s megndvelte a 1éghti
folyadék pH értékét. A natrium bikarbonat kozvetlen hatasat 1éguti epitélsejteken azonban
eddig még nem vizsgaltak.

A gatrendszer szorossagat az epitélsejtek membranjdban taldlhatd kapcsolo fehérjék
(szoros kapcsolatok) hatarozzak meg. Ezek a strukturak lezarjak a sejtek kozotti, ugynevezett
paracellularis utat, ezaltal gatoljak ionok, molekuldk ¢és sejtek, tovabba egyes hatoanyagok
atjutasat a gatrendszeren. Utobbi a betegségek kezelésében jelent problémat. Azonban a sejtek
kozotti kapesolatok reverzibilis megnyitasaval fokozni lehet a gydgyszerek bejutasat az egyes

szervekbe. A szintetikus PN159 peptidet, mint antimikrobialis hatasu, amfipatikus sejtpenetrald
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2. abra. A PN159 peptid kapcsolodik a klaudin fehérjék extracellulars doménjéhez, ezaltal megnyitja a
paracellularis utvonalat.

peptidet (CPP) irtak le elszor.

Késébb kimutattdk szoros kapcsolatokat mdodositd hatasat 1éghti tenyészetes modellen,
ahol hatasosan novelte a sejtréteg ateresztOképességét (2. abra). A peptid o-helikalis
masodlagos fehérjeszerkezete és amfipatikus tulajdonsdgai miatt erds kdlcsonhatasba 1ép a
biologiai membranokkal, ezért igéretes alternativa lehet a multidrog rezisztens

baktériumtorzsek kezelésében.

2. CELKITUZESEK

Szamos jotékony hatdsa ellenére a natrium bikarbonét kozvetlen hatisat bronchialis
epitélsejteken még nem vizsgaltak. Célunk ezért az volt, hogy (1) 1étrehozzunk a cisztas fibrozis
tanulmanyozasara szolgaldé ko-kultira modellt, (i1)) megvizsgaljuk kiilonb6z0 tenyésztési
koriilmények és (iii) a natrium bikarbonat hatdsat ezeken a sejteken. Vizsgalataink masik 6
anyaga a kettés hatassal rendelkezd PN159 peptid volt. Célunk volt, egyrészt a peptid
sejtkozotti kapcsolatokat modositd hatasanak vizsgalata (iv) a horgo- és bélham tenyészeteken,
masrészt membran permeabilizalo hatasanak vizsgélata (v) a bélham tenyészetes modelljén és

(vi) antibiotikum rezisztens ESKAPE patogéneken.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejttenyésztés
3.1.1. A human cisztas fibrézis bronchialis tiidéepitél sejtvonalak tenyésztése

A CFBE4lo- sejtvonalat vad tipusa CFTR csatornat (WT-CFTR) és a leggyakoribb
CFTR csatorna mutaciot (AF508-CFTR) hordozé plazmiddal transzfektaltak. A CFBE sejteket
10% borjusavoval (FBS, Pan-Biotech GmbH, Németorszag), glutaminnal (Glutamax, 2 mM)
¢s gentamicinnel (50 ug/ml) kiegészitett Minimum Eagle Medium (MEM) tapfolyadékban
tenyésztettiik inkubatorban 37 °C-on, 5% COo-tartalom mellett. A sejteket novesztés soran
puromicin (2 ug/ml) szelekci6 alatt tartottuk. A tenyészt6 felszineket kollagénnel vontuk be. A
permeabilitasi kisérletekhez a tiid6 epitélsejteket 12-lyuka tenyésztdedényekbe helyezett
sejttenyésztd betéteken ndvesztettiik (Transwell, 0,4 um pérusméret, 1,1 cm? membranfelszin,
Corning Costar Co., USA). Az epitélsejteket 10 napig ndvesztettilk monokultaraban, vagy az

endotélsejtekkel ko-kultardban.

3.1.2. A human endotélsejtek tenyésztése

A ko-kultira létrehozasahoz human hematopoetikus 6ssejtekbél — szarmazo
endotélsejteket hasznaltunk. A sejteket 5% borjasavoval, 1% endotelialis novekedési faktorral
(ECGS, Sciencell) és 0,5% gentamicinnel kiegészitett endotélsejt médiumban (ECM-NG,
Sciencell, Carlsbad, USA) tenyésztettiik. A ko-kultira modell Osszeallitasat a 3. abra

szemlélteti.

LLI

3. abra. A human bronchialis epitélsejt s endotélsejt ko-kultara modell &sszeallitasa.

Elészor az endotélsejteket szélesztettik a sejttenyésztd betét membranjanak alsé
felszinére, majd a sejteket 3 Oran 4t inkubatorban tartottuk. A sejtek letapadasat kovetden a
sejttenyésztd betéteket a 1,5 ml endotél médiumot tartalmazd 12-lyuku tenyésztéedényekbe

helyeztiik, majd a tiiddepitél-sejteket a membran felsd felszinére pipettaztuk.

3.1.3. A human Caco-2 bélepitél-sejtvonal tenyésztése

A human Caco-2 bélham eredetii adenokarcindma sejtvonalat az ATCC cégtdl szereztiik

be (katalogus szam: HTB-37). A sejteket 10% borjusavoval (Gibco, Life Technologies,



Carlsbad, USA) és 0,5% gentamicinnel kiegészitett DMEM/HAM F-12 (Gibco, Life
Technologies) médiumban tenyésztettiik inkubatorban 37 °C-on, 5% CO. tartalom mellett.

3.2. Vizsgalati médszerek és kezelések

3.2.1. A CFBE sejtek kezelése

A CFTR csatorna-aktivator CAMP torzsoldatat a kezeldoldatokhoz 250 uM
koncentraciora higitottuk. A cAMP lebomlasanak elkeriilése érdekében CAMP-specifikus
foszfodiészteraz 4 inhibitort (RO 201724, 17,5 uM) adtunk a kezelési oldathoz. A CFTR
inhibitor CFTRinn-172 torzsoldatat a kezeléshez tapfolyadékban 10 uM-os koncentraciora
higitottuk. A betegek tiidejét jellemz6 gyulladas modellezésére a sejteket TNF-a (50 ng/ml) és
IL-1B (25 ng/ml) citokin kombinacidjaval kezeltiik a sejttenyészté betét mindkét oldalan. A
kezelések utan a sejtrétegek integritasat elektromos ellenallas és permeabilitas mérésekkel
vizsgaltuk meg. A natrium bikarbonat (NaHCOg) hatasanak tesztelésére elészor 500 mM-os
torzsoldat készitettiink. A kezelési oldatokat elkészitésekor figyelembe vettiik, hogy a MEM
tapfolyadék mar nmagaban is 26 mM NaHCOs-ot tartalmaz.

3.2.2. A CFBE sejtek életképességének vizsgalata valdsidejii sejtanalizissel

A sejttenyészetek bioldgiai allapotanak jelz6anyag nélkiili, valosidejii nyomonkovetésére
impedancia mérést hasznaltunk (RTCA-SP, ACEA Biosciences, USA). A CFBE sejteket egy
96-lyukt lemezen (E-plate, ACEA Biosciences) tenyésztettiik, aminek az aljan impedancia
mérésére alkalmas arany mikroelektroddk talalhatoak. A sejtek novekedésével aranyosan
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 elektrod
kozott mért impedancia, az Rp pedig a hattér impedancia. A hattér impedancia
meghatarozasahoz 50 pl sejtmentes tapfolyadékot pipettaztunk a lyukakba. Ezt kvetden 50 pl
sejtszuszpenziot mértiink a lemez lyukaiba. A késziilék méréegységét az E-plate-tel egyiitt az
inkubatorba helyeztiik. Az epitélsejteket addig tenyésztettiik, amig a sejtek teljesen ben6tték a
lyukak felszinét (platofazis). Az impedancia értékeket a kezelés el6tti utolso idépont értékeihez
normalizaltuk, igy hataroztuk meg a NaHCOs sejtekre kifejtett hatasat, amit az id6
fliggvényében abrazoltunk.

3.2.3. A CFBE sejtrétegek gatmiikodésének vizsgalata
A tenyészetekben mért transzepitelidlis elektromos ellenallas (TEER) értéke a sejtek

kozotti szoros kapcsolatok ionokkal szembeni ateresztOképességét mutatja. A human CFBE



sejtvonalak sejtrétegeinek ellenallasértékeit EVOM rezisztencia-mérével és STX-2
elektrodakkal (World Precision Instruments, USA) mértiik a tapfolyadék cseréje eltt minden
masodik nap. A TEER értékekbol levontuk a sejtek nélkiili tenyészté betéteken mért
ellenallasértékek 4tlagat, majd a tenyésztémembran felszinéhez viszonyitva (Q x cm?)
atlagoltuk a TEER értékeket. Az ellenallasmérést a kisérletek el6tt és kozvetleniil utana is
elvégeztiik.

A sejtréteg szorossaganak meghatarozasahoz natrium fluoreszceint (SF; 376 Da) és
Evans-kék festékkel jelolt szérum albumint (EBA; 67 kDa) hasznaltunk. A kezelés utan a
tenyésztobetéteket 12-lyukn tenyészté-lemezekbe helyeztiik, amely lyukanként 1,5 ml Ringer-
Hepes oldatot tartalmazott. A felsé folyadéktérbe 500 ul Ringer-Hepes oldatot pipettaztunk,
amely SF (10 pg/ml) és EBA (1 mg/ml BSA + 167,5 png/ml Evans-kék) jelzéanyagokat
tartalmazott. A tenyésztéedényeket inkubatorban sikrazo6 késziiléken (120 fordulat/perc; OS10
sikraz6, BioSan, Lettorszag) tartottuk. Az atjutott jelzOanyag mennyiségét az alsod
kompartmentbdl 6sszegylijtott mintakbol tobblyuku lemezleolvasoval (BMG Fluostar Optima,
BMG Labtech, Németorszag) hataroztuk meg. A kapott eredményeket a latszolagos
permeabilitasi egylitthatod (Papp) segitségével hataroztuk meg.

3.3. A sejtek intracellularis pH értékének meghatarozasa

A CFBE sejtek bels6 nyugalmi pH-janak (pHi) meghatarozasahoz a sejteket iiveg
fedélemezeken novesztettik. A NaHCOs hatasdnak vizsgalatdhoz a CFBE sejteket
inkubatorban 100 mM bikarbonat tartalmt tapfolyadékkal kezeltik egy oOran at. Mosast
kovetéen pH-érzékeny fluoreszcens festékkel (BCECF-AM; 2 uM; Biotium Inc., USA)
toltottiik fel a CFBE sejteket HEPES-puffer oldatban (pH =7,4). Ezutan a sejteket nedves
kamraban 37 °C-on 25 percig inkubaltuk. Az liveg fed6lemezeket a sejtekkel belehelyeztiik egy
fluoreszcens mikroszkopra (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Németorszag) szerelt perfuzios
kamraba (QE-1, Warner Instruments, USA). A sejteket 495 nm ¢és 436 nm hulliamhosszon
fénnyel gerjesztettiik, és a 495/436 fluoreszcencia kibocsatasi aranyt 540 nm hullamhosszon
mértiik. A mikroszkop altal készitett felvételeken sejteket jeloltiink ki, ahol a fluoreszcencia
intenzitasokat ZEN szoftver (Carl Zeiss Microscopy GmbH) segitségével mértiikk. A mérés
soran a 495 és 436 nm-nél gerjesztett festék emisszids értékek hanyadosait rogzitettiik. A sejtek
nyugalmi pH értékének meghatirozasahoz eldszor rogzitettiik az inkubald oldatban a mar fent
emlitett aranyszamot, majd ezeket az értékeket szintén mértiik, amikor nigericin natrium soval
(10 uM; Tocris Bioscience, UK) kiegészitett kiilonboz6 pH-ju, kalibraciés puffert

aramoltattunk a sejteken. A nigericin altal a sejtek belsé pH-ja megegyezik az oldat pH-javal,



¢és ezen adatokbol egy kalibracios egyenes készithetd, amelynek segitségével a sejtek nyugalmi

allapotaban mért aranyszamabdl pH;j kiszamolhato.

3.4. Az epitélsejt modellek kezelése PN159 peptiddel

3.4.1. A human cisztas fibrozis bronchialis epitélsejtek kezelése

A PN159/KLAL peptid permeabilitist fokozé hatasait a CFBE sejtvonalakon is
megmértik. A peptid torzsoldatat a kezelésekhez tapfolyadékban higitottuk 10 uM
koncentraciora. A CFBE monokultarat 30 percig kezeltik a peptiddel. A kezeldoldat
eltavolitasa utan két idopontban mértik a TEER és a permeabilitds értékeket: rogton a

peptidhatas utan, valamint 24 oraval késébb, a sejtrétegek helyreallasi idészakanak végén.

3.4.2. A human Caco-2 bél epitélsejtek kezelése: a klaudin-4 fehérje és a peptid
kolokalizacidja

A klaudin-4 sejtkapcsolo fehérje és a peptid kolokalizaciojanak vizsgalatahoz a sejteket
Bodipy FL maleimiddel jelolt PN159 peptiddel (10 uM) kezeltiik 5 percig. A klaudin-4 és

magfestést kovetden a mintakrol konfokalis mikroszkdp segitségével képeket készitettiink.

3.5. A PN159 peptid antimikrobialis hatisanak meghatirozasa

A PN159 peptid antimikrobialis aktivitas spektrumat 6t ESK APE korokozon vizsgaltuk.,
A PN159 peptid minimum gatlé koncentracidé (MIC) értékét az ESKAPE korokozé torzsnél
Mueller-Hinton taptalajban hataroztuk meg. Az Enterococcus faecium esetében agy és sziv
kivonatot tartalmazo taptalajt hasznaltunk. A MIC értékeket az altalanos sorozathigitasi
technika alkalmazéasaval hatdroztuk meg. A sejtnovekedést az optikai slrliség mérésével
kovettiik nyomon (OD600, Synergy 2 mikrolemez-leolvaso BioTek Instruments Inc., USA). A
MIC értékeket a teljes noOvekedésgatlasként hataroztuk meg (OD600 < 0,05).
Referenciavegyiiletekként harom kiilonb6z6 baktericid szer antimikrobidlis hatdsat teszteltiik,

a cefoxitint (100 pg/ml), gentamicint (100 ug/ml) és ciprofloxacint (10 pg/ml).

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.
A kezelési csoportok kozotti kiillonbségeket kétutas ANOVA-t kovetden Bonferroni-teszttel
elemeztiik. Statisztikailag szignifikdnsnak a P<0.05 értékeket tekintettilk. A kisérleteket
legalabb haromszor megismételtiik, és kisérletenként legaldbb harom parhuzamos mintat

hasznaltunk.



4. EREDMENYEK

4.1. A CFBE sejtek gatmiikodésének jellemzése mono- és ko-kulturaban: transzepitelialis

elektromos ellenallas és permeabilitasi vizsgalatok

A CFBE sejtvonalak szoros sejtréteget hoztak 1étre mindkét modell esetén a tizedik napra.
A human vaszkuléris endotélsejtek jelenléte tovabb fokozta a tiido epitélsejtek bioldgiai gat

tulajdonsagait, ahogy azt a magas ellenallasi értékek is jol mutatnak.

A B Fluoreszcein Albumin
T #ith 0.4 0.10
<~ 20001 - WT-CFTR mono an T L T « T
£ = WT-CFTR ko 5 @ 0.08 -
Q 15001 - AF508-CFTR mono ™ E £
G -~ AF508-CFTR ko Q@ ok EE -] 0.06
= o 02 1)
L o Tt c <
5 - ~ 0.04
W 500, o A NEX N
= 0.02
0- ———— 0.0 0.00
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 mono ko mono ko mono ko mono ko
Napok WT-CFTR AF508-CFTR WT-CFTR AF508-CFTR

4. abra. A mono- és ko-kultiraban ndvesztett cisztds fibrozis bronchialis epitélsejtek (CFBE)
transzepitelialis elektromos ellenallas (A) és permeabilitasi értékei (B). Az értékeket atlag + SD-ként
abrazoltuk, n =4/csoport. Statisztikai proba: kétutas Anova és Bonferroni teszt. ** p <0,01,
*** 1 < 0,001 a monokultirdhoz hasonlitva; * p < 0,05, ¥ p < 0,01, # p < 0,001 az adott vad tipust
csoporthoz hasonlitva.

Az endotélsejtekkel vald egyiitt tenyésztés alacsonyabb permeabilitasi értékeket
eredményezett (4B abra), mind a kis molekulastlya fluoreszcein, mind a nagyobb
molekulasalyl albumin jelzOmolekulak esetében. Ezeket az eredményeket a ZO-1 és E-

kadherin sejtkapcsolo fehérjék immunfestése és azok analizise is megerdsitette.

4.2. A CFTR csatorna aktivalasanak és gatlasanak vizsgilata a CFBE sejtparon:
ellenallasi és permeabilitasi mérések

A CFTR anion csatorna aktivacioja a sejtekbe bejuto cAMP analoggal a vad tipusu sejtek
esetében csokkent ellenallasi értékeket eredményezett (5A abra). A WT-CFTR CFBE sejtréteg
ellenallés értékeinek csokkenése azonban nem jart egyiitt a jelzéanyagok fokozott atjutasaval.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a vad tipusu sejteknél tapasztalt csokkent TEER értékek a
cAMP éltal aktivalt CFTR csatorndn keresztiili megndvekedett ionadramlast mutatjak. A AF508-
CFTR CFBE sejtek magasabb TEER ¢és csokkent permeabilitasi értékeket mutattak (5. abra).

Ez a sejtréteg szorossaganak fokozodasat tiikrozi, ami a CAMP Kkozismert barrier erdsitd



hatasanak koszonhetd. A csatorna aktivaciora jellemzd TEER csokkenés nem volt

megfigyelhetd (5A abra).
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5. abra. A cAMP analog (250 uM) és a CFTR csatorna gatlo CFTRim-172 (inh; 10 uM) 1 6ras 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 tipust
csoporthoz hasonlitva.

A CFTR inhibitor kezelés a WT-CFTR bronchialis epitélsejteken a TEER értékekre az
aktivatorral ellentétes hatast valtott ki (5A abra). Ezzel szemben a mutans CFTR csatornat
kifejezd epitélsejtek ellenallas értékei nem valtoztak, ami tovabbi bizonyiték arra, hogy a CFTR

csatorna ezekben a sejtekben nem funkcionalis.

4.3. Citokinek hatasa a CFBE ko-kultura gatmiikodésére

A cisztas fibrozisban megfigyelhetd gyulladas modellezésére a CFBE sejteket TNFa €s
IL-1p citokinek kombinacidjaval kezeltiik meg. A ko-kulturaban tenyésztett CFBE sejtvonalak

esetén erdsen karosodott a sejtréteg a citokin kezelés hatasara.
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6. abra. A CFBE ko-kulturak transzepitelialis elektromos ellenallasa (A) és permeabilitasi értékei (B)
6 oras citokin kezelés utan. 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 hasonlitva.



A TEER értékek a kontroll csoport értékeinek felére csokkentek (6A abra). Ezzel
egyiddben a kiilonbozo jelzdanyagok permeabilitasi értékei a kontroll csoporthoz képest a
tobbszorosiikre néttek (6B abra). A citokinek hatasa a vaszkularis endotélsejtek jelenlétében
erdteljesebb volt, mint a monokulturakban, ahol a barrier funkci6 alig valtozott. Eredményeink
arra utalnak, hogy a CFBE ko-kultira modellek erételjesebben reagalnak a citokin kezelésre,
emiatt alkalmasabb modellek lehetnek a gyulladasos allapotok in vitro vizsgalatahoz, mint a

monokulturak.

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

4.4.1. Eletképességi vizsgalatok: valésidejii sejtanalizis

A natrium bikarbonat id0 és koncentraciofiiggd hatast mutatott a CFBE sejtek
¢letképességére a valosidejii sejtanalizis mérések alapjan (7. abra). Az 50 és 100 mM natrium
bikarbonat koncentraciok megvaltoztattak a WT-CFTR CFBE sejtek életképességét a kezelés

elsé oraja utan (7. abra), ami a natrium bikarbonattal szembeni fokozott érzékenységiiket

mutatja.
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7. abra. A WT-CFTR CFBE (A) és a AF508-CFTR CFBE (B) sejtek valosidejti impedancia mérése
kiilonboz6 koncentracioju (50, 100, 200 mM) NaHCOs kezelés hatasara. A natrium bikarbonat hatasat
az impedancia értékekre normalizalt sejtindexként abrazoltuk (atlag + SD, n = 11-13/csoport).

Ezzel ellentétben, a mutdns CFTR csatornat kifejezd sejteknél az 50 mM-o0s
koncentracidé nem valtoztatta meg a sejtek impedanciajat, mig a 100 mM koncentracid esetén
egy atmeneti csokkenés utan a kontroll szintjére allt vissza (7A abra). A legmagasabb, 200 mM
natrium bikarbonat koncentracid6 mindkét sejtvonalndl a sejtek pusztulasat idézte eld. Az
¢letképességi vizsgalat alapjan a 100 mM NaHCOs3 koncentraciot valasztottuk a tovabbi

kisérletekhez.



4.4.2. A natrium bikarbonat hatisa a CFBE sejtek gatmiikodésére: transzepitelialis
elektromos ellenallas és permeabilitas vizsgalat

A NaHCOs CFBE sejtek barrier integritasara kifejtett hatasanak tanulméanyozasara a
mono- ¢s ko-kultaradkat 100 mM natrium bikarbonatot tartalmaz6 tapoldattal kezeltiik 24 6ran
keresztiil. A TEER értékeket az 1 6ras kezelési idépontban is lemértiik. A ko-kulturak koziil a
WT-CFTR CFBE sejtek sokkal érzékenyebben reagaltak a natrium bikarbonat kezelésre
mindkét kezelési idopontban, ahogy azt az alacsonyabb TEER értékek is mutatnak (8A abra).
Ezzel 6sszhangban a vad tipust sejtekben a kontroll csoporthoz képest megndtt mindkét

jelzémolekula atjutasa a sejtrétegeken (8B abra).
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8. abra. A 100 mM NaHCOs hatasa a ko-kultaraban novesztett CFBE sejtek barrier integritasara. A
transzepitelialis elektromos ellenallas értékek a kezelés elsé és 24. orajaban (A), valamint a
permeabilitasi értékek (B) a 24 oras kezelést koveten. 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 AF508-CFTR CFBE ko-kulttra esetében a 100 mM NaHCOs kezelés nem valtoztatta
meg a sejtrétegek ellendllasat egy oréas kezelésnél. A TEER értékek csak 24 oras kezelés utan
csokkentek (8A abra), ezzel parhuzamosan a fluoreszcein magasabb atjutasat mértik a
kontrollhoz képest. Az albumin atjutasa valtozatlan maradt (8B abra), ami a tovabbra is zart

gatmitkddést mutatja.
4.4.3. A bikarbonat hatasa a CFBE sejtek nyugalmi intracellularis pH értékére

A mutans CFTR csatornat kifejez6 CFBE sejtek esetén megemelkedett intracellularis pH-
t mértiink (7,74 = 0,06), ami az egy 6ras 100 mM NaHCOs kezelés hatasara a vad tipust sejtek
pH értékére csokkent (9. abra).
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9. abra. A natrium bikarbonat (100 mM, 1 6ra) kezelés hatasa a CFBE sejtek intracellularis pH értékére.
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 mutans CFTR csatornat kifejez6 horgéham sejtek

esetében.

4.5. A PN159 peptid hatasa kiilonb6zo epitélsejtes gatmodelleken

4.5.1. A PN159 peptid hatasa CFBE sejtrétegekre: elektromos ellenallas és permeabilitas

A PN159 peptid permeabilitast fokoz6 hatasat a CFBE sejtvonalon is megvizsgaltuk. A
peptid kezelés hatasara a CFBE sejtek TEER értékei a kontroll csoportok 10%-ara csokkentek
le (10A abra).
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10. abra. A CFBE sejtréteg TEER (A) és permeabilitasi (B) értékei PN159 peptid kezelést (10 uM,
30 perc) kovetden, majd a peptid eltavolitasa és a sejtréteg helyreallasa (h) utan (24 6ra). 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 (k) hasonlitva.

Ezzel parhuzamosan, a kiilonb6z6 jelzdanyagok atjutasa a sejtrétegen sokszorosara nétt,

ami a barrier teljes megnyilasat jelzi (10B abra). A peptid eltavolitasa és a sejtrétegek



helyreallasa utan (24 6ra) a TEER értékek novekedtek, de a kontroll csoportok szintjét nem
érték el (10A 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 (10B abra).

4.5.2. A PN159 peptid és a klaudin-4 fehérje kolokalizaciojanak vizsgalata

Kutatocsoportunk a PN159 peptid szerkezeti modellezésének segitségével energe-
tikailag kedvez6 kapcsolatot mutatott Ki a klaudin-4 epitelialis sejtkapcsolo fehérje és a peptid
kozott. Ezt az eredményt az immunhisztokémiai festéssel is igazolni tudtuk.

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

egyesitett

11. abra. A Bodipy FL jelolt PN159 peptiddel (10 uM) kezelt Caco-2 sejtek immunfestése klaudin-4
sejtkapcsolo fehérjére. Piros: klaudin-4. Zold: Bodipy FL jelolt PN159 peptid. Kék: sejtmag. Mérce:
10 pm. Nyil: klaudin-4 és a jelolt peptid kolokalizacioja.

A jeldlt PN159 peptid a citoplazman kiviil a sejtmembranban is detektalhatd volt, és a

felszakadozott klaudin-4 festéssel kolokalizaciot mutatott (11. abra).

4.6. A PN159 peptid antimikrobialis hatasa

Ismert sejtpenetrald hatdsa miatt a PN 159 peptid antimikrobialis hatasat el6szor teszteltiik
hat ESKAPE patogén baktériumon, széles koncentraci6 tartomanyban (0,8-70 uM). A vizsgalt
baktériumok kozil, 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 novekedésgatlo koncentracidja, amely a human
epitélsejtekre is hatdssal volt mar. A gentamicin és ciprofloxacin erds antimikrobialis hatast
mutatott az 6sszes ESKAPE patogénre nézve, kivéve az Enterococcus faecium esetén, amely
az Osszes vizsgalt antibiotikumra rezisztens volt, azonban a PN159 peptid gatolni tudta a

novekedését.



5. OSSZEFOGLALAS

Sok betegség kezelésében jatszanak fontos szerepet a kiegészitd terdpidk, ezért a
lehetséges adjuvans szerek és eljarasok felkutatasara nagy igény van. Ezek a szerek segithetik
a betegség tiineteinek mérséklését, mas esetben a gatrendszerek reverzibilis megnyitasaval
fokozhatjak a hatéanyagok célba jutasat és hatasat. Vizsgalataink soran a natrium bikarbonatot,
a cisztas fibrozis betegség lehetséges kiegészitd terapids szerét, valamint a PN159/KLAL kettds
hatasti peptidet vizsgaltuk a humdan epitélsejtes gatrendszerek tenyészetes modelljein. A
natrium bikarbonat jotékony hatasat klinikai és in vitro kisérletek is bizonyitjak, azonban
kozvetlen hatasat 1éguti epitélsejteken eddig még nem vizsgaltak. Els6 1épésként megfeleld
tenyészetes modellre van sziikség. Hogy a modell még kozelebb alljon az in vivo rendszerek
Osszetettségéhez, elengedhetetlen tobbféle sejt egylittes tenyésztése. Els6ként hoztunk 1étre és
jellemeztiink egy, a cisztds fibrozis vizsgalatara alkalmas ko-kultira modellt bronchialis
epitélsejtvonalak és human endotélsejtek egyiitt tenyésztésével. Kisérleteink soran olyan cisztas
fibrozis bronchialis epitél (CFBE) sejtvonalakat hasznaltunk, amelyeket egészséges CFTR
csatornat, illetve AF508 mutans CFTR csatornat hordozo6 plazmiddal transzfektaltak. A sejteket
onmagukban (monokultira), vagy human endotélsejtekkel egyiitt (ko-kultura) tenyésztettiik.
Az endotélsejtek jelenlétében a bronchialis epitélsejtek szorosabb sejtréteget hoztak létre. A
sejtkozotti kapcsolatok megerdsodését igazoltuk az immunfestddési mintdzat intenzitasanak
analizise alapjan. A CFTR csatorna miikodését modositd kezelések eredményei alapjan
igazoltuk a modellek megbizhatésagat és alatamasztottuk a vad tipusi sejtekben a
mitkddoképes CFTR csatorna jelenlétét, mig a mutans sejteknél annak hidnyat. A cisztés
fibrozisos betegek 1égzorendszerét jellemzé kronikus gyulladas modellezéséhez citokinekkel
kezeltiilk meg a tenyészeteket. Csak a ko-kultirak esetén kaptunk szignifikans valaszt a citokin
kezelésre, amely eredmény arra utal, hogy a ko-kultara modellek alkalmasabbak lehetnek a
gyulladasos allapotok in vitro vizsgalatara. Els6ként vizsgaltuk a natrium bikarbonat kiilonb6z6
koncentracidinak kozvetlen hatasat a bronchialis epitélsejtekre. A CFBE sejtvonalpar eltérd
valaszt adott a natrium bikarbonat kezelésre. Az életképességi €s a sejtréteg integritasi
vizsgalatok alapjan a vad tipusi CFTR csatornat kifejezd sejtek érzékenyebbnek bizonyultak,
mig a mutans sejtek esetén a NaHCO3 elonyds hatdsat tudtuk kimutatni. Kisérleteink sordn
megallapitottuk, hogy a legmagasabb, de még biztonsagosan alkalmazhat6 natrium bikarbonat
koncentracié 100 mM-os volt. A NaHCO3 kezelés hatasara a mutans CFBE sejtek magasabb
intracellularis pH értéke lecsokkent, megkozelitve a vad tipusa sejteken mért értéket.

A PNI159 peptid kettds hatassal rendelkezik: mind sejtpenetrald, mind sejtk6zotti szoros

kapcsolatokat menyit6 tulajdonsaga ismert. Kisérleteink soran igazoltuk a PN159 peptid szoros



sejtk6zotti kapcsolatokat megnyitd hatasat a human bronchialis epitélsejt modellen. A Caco-2
sejteken igazoltuk a peptid membran-penetraldé hatasat, mivel a jelzett peptid
koncentraciofiiggd modon bejutott az €16 sejtekbe. Bizonyitottuk a peptid kolokalizaciojat a
klaudin-4 sejtkapcsolo fehérjével. Munkank soran kimutattuk a PN159 peptid antimikrobialis
hatasat klinikailag relevans ESKAPE patogének esetén. A referencia antibiotikumokkal
Osszehasonlitva a PN159 peptid hatékonyabbnak bizonyult a Pseudomonas aeruginosa
baktériumtorzs novekedésének gatlasaban, ami a kronikus 1éguti fertézés és gyulladas okozta
nagyszamu elhalalozasért felel6s, cisztas fibrozisos betegekben.

Eredményeink is aldtdmasztjadk, hogy a natrium bikarbondt, mint adjuvéns szer,
biztonsaggal alkalmazhat6 a cisztas fibrozis kezelésében és segithet a tiidot érintd tlinetek
mérséklésében. A PN159 peptid hatdsosan nyitja az epitélsejtek kozotti kapcesolatokat, igy
alkalmas jelolt lehet gydgyszerhatdanyagok atjuttatdsara biologiai gatrendszereken, tovabba
antimikrobialis hatasanak koszonhetden igéretes jelolt lehet a multidrog rezisztens

baktrériumtorzsek kezelésében.
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