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Bevezetés
Ahhoz hogy a gyogyszermolekuldk ki tudjik fejteni hata-
sukat, a hatéanygbejuttatds modjatol figgden dt kell ha-
ladniuk a szervezet gitrendszerein: dltaldiban az erek falat
beltlrél boritd hamrétegen (endotélium) és a szerveket
borité hamszoveten (epitélium) is. A biologiai gatrend-
szert (barrier) alkoto sejtek szorosan kapcsolodnak egy-
mashoz: a sejtek kozott 1évo rést, az ugynevezett paracel-
luldris utat, a sejtek membranjdban taldalhat6 sejtkapcsolo
fehérjék zarjak le. Ezeket a sejtek oldalso (laterdlis) felszi-
nén gytruszerien korbefuté struktardkat szoros sejtkap-
csolatoknak (tight junction) nevezziik, amelyek korldtoz-
zak az ionok és kilonbozé molekuldk dtjutdsat a gatrétegen.
A szoros sejtkapesolatok membranfehérjékbdl, a memb-
ranfehérjéket és az aktin sejtvazat tsszekotd kapesolofe-
hérjékbal, valamint a paracellularis illeszkedést, anyagfel-
vételt, illetve leaddst (transzportot) szabdlyozo moleku-
lakbol allnak, amelyek feléptlése és stabilizalodasa egy
érési folyamat eredménye. A szoros sejtkapcsolatok a
sejtréteg mechanikai 6sszekapcsoldsa mellett, a sejt-
membrant - a membranfehérjék sejtmembrianon belili
szabad mozgdsat megakadalyozva - két részre, csucsi
(apikdlis) és alapi (bazalis) félre kiuilonitik el, azaz a sej-
teket polarizdljak, ezzel biztositva a sejten keresztil tor-
ténd (transzeelluldris) anyagaramlds iranyitottsagat. Emel-
lett diffuzios gatként a hamréteg tipusatol fliiggé mér-
tékben korlatozzdk a nagyobb vizoldékony molekuldk
€s az ionok sejtek kozotti utjat, ezzel elektromos gatat is
képezve [1].

A hatéanyagok koncentraciojanak idéfuggését (kineti-
kdjat) igy nagymértékben befolyasoljdk a biologiai gatré-
tegek molekula-specifikus transzport tulajdonsdgai. A
gyogyszerfejlesztések klinikai tesztelést megel6z6 szaka-
szaban egy hatoanyag célszovetre gyakorolt hatdsanak
vizsgdlata mellett olyan modell felallitisa és haszndlata is
sziikséges, amelyben a hatdéanyagnak a célszovetet védod
biologiai gatrendszeren valo dtjutdsa tanulmdnyozhato.
Az €16 szervezeten kiviili (in vitro) modellek gyogyszer-
teszteléskor megbizhato, olcso, gyors és hatékony megol-
dast nyujtanak a szoba johetd hatoanyagok szirésére mar
a kisérletek korai fazisdban, igy csokkentve, némely eset-
ben kivaltva a bonyolultabb és koltségesebb dllatkisérle-
teket [2-5]. A bioldgiai gatrendszerek egyik leggyakrab-
ban alkalmazott in vitro modelljében a himsejteket egy, a
folyadékteret két részre oszto tugynevezett diffuzios kam-
ra (transwell) folyadékatereszté porézus membranjdra tl-
tetik, és a kamrat egy Petri-csészébe helyezik (1. dbra).
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1. abra. Diffazios (transwell) kamra modell felépitése

A vese hamrétegei olyan specialis biologiai gatrétegek,
amelyek a molekuldk vérbdl torténd kivdlasztasaért és
visszanyeréséért is felel6sek. Ebben a cikkben egy olyan
vese modellt mutatunk be, ami majom vesébdl szarmazo
VERO E6 hamsejtekbdl épuil fel egy diffuzios kamra memb-
ranjan. A modell bemutatdsan kiviil ismertetiink néhany,
transzportfolyamatot jellemzé kisérleti eredményt.

Biologiai gdtréteg mindségi jellemzése
immunjeloléssel

A biologiai gatrétegeket alkoto sejtek illeszkedésének szo-
rossaga a sejteken gyuriszertden korbefutod szoros sejt-
kapcsolatoknak koszonhetd. Ezeket a sejtkapcsolo struk-
tardkat a sejteket dsszekapesolo transzmembran fehérjék
(claudinok, ocludinok, tricellulin, junkciondlis adhézios
molekulak) valamint az ezeket a sejt aktinvazahoz kotd
adaptor fehérjék (ZO-1,-2 -3, szimplekin, cingulin) kilon-
b6z6 szovetspecifikus formadi alkotjdk.

Az adherens sejtkapcsolatokat is a sejtmembranokon
taldlhato transzmembran fehérjék, elsésorban a cadherin
csalad hozza létre. Az adherens sejtkapcsolatok ezaltal
erés mechanikai 6sszekottetést biztositanak a szomszé-
dos sejtek kozott, stabilizalva a szovetek szerkezetét. Ezek
a fehérjék a sejten beltl a sejtvazat alkoto aktin filamen-
tumokhoz catenin fehérjék segitségével kotédnek.

A gatrétegekre jellemz6 sejtkapcesolatok fehérjéit mole-
kularis markerként hasznalhatjuk a sejtréteg sértetlensé-
gének és teljességének, azaz integritdsanak mikroszkopos
ellendrzésére [6]. A 2. abran a modelliinkben felhasznalt
VERO EG6 vese hamsejtekbdl felépiils gatréteg szoros sejt-
kapcsolatait alkoté ZO-1 fehérje (2a dbra), valamint az ad-
herens sejtkapcsolatokra jellemzé beta-catenin (2b dbra)
fehérje immunjelolése lathaté. Mindkét fehérje a sejthata-
rokon koncentrdlodik, és kirajzolja a tenyésztési aljzatot
teljesen kitolts sejtréteget.
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2. abra. VERO EOG sejtekbdl allo gatréteg integritasinak mikroszkopos vizsgdlata [6]. A szoros sejtkapcsolatokat alkoté ZO-1 fehérjék
(a, sarga) és az adherens sejtkapcsolatokat létrehozo beta-catenin fehérjék (b, sarga) jelenlétét immunfluoreszcencens jeloléssel mu-
tattuk meg tiveglemezen tenyésztett VERO E6 sejteken a kitiltetés utani 6. napon. A sejtmagokat NucBlue (kék) magfestékkel je-
loltik

Transzepitél elektromos ellendllds

Az in vitro gatrendszer modellek minésége az alkalma-
zott sejtréteg teljességén €s épségén mulik. Ezért kulces-
fontossagu olyan kisérleti modszert taldlni, amellyel ez az
idében viltozo tulajdonsdg megfeleléen nyomon kovet-
het6. A 2. abran bemutatott immunjelolés minéségi jel-
lemzést ad a sejttenyészet zartsagarol. A mennyiségi jel-
lemzés egyik lehetdsége a sejtréteg dteresztoképessegeét
leird ugynevezett permeabilitdsi egytitthatdo meghataro-
zdsa radioaktiv, fluoreszcens vagy enzimatikus médon
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nyomon koévetheté molekuldk, illetve enzimek alkalma-
zasaval [7]. Ezek dltaliban munkaigényes modszerek, ame-
lyek ellehetetlenitik a tenyészetek tovabbi kisérletekben
torténd felhaszndldsat. A hamréteg elektromos ellendlla-
sanak (transzepitelidlis elektromos ellenallds, roviden
TEER) meghatarozdsa a sejtrétegen keresztll torténd ion-
aramlds mérésével, a modellrendszer karositasa nélkil jel-
lemzi a gatréteg €pségét.

A sejttenyészto tapoldat iondramainak korlatozdsa meg-
noveli az elektroddkon mérheté impedanciat. A TEER meé-
rés klasszikus, diffuzios kamras elrendezésében a kamran
belili apikalis, illetve a kamran kiviil esé bazolaterilis fo-
lyadéktérben lévé elektroddk kozti iondram dthalad a
kamra membranjan és a membrant borito sejtrétegen (3a
abra). A sejtréteg elektromos tulajdonsdagainak leirdsara
az elektrodapolarizaciot és az elektrolitot modellezé
Randles aramkort [8] tovabbi dramkori elemekkel bovit-

3. abra. Biologiai gdtat alkoto sejtrétegek integritdsanak mennyi-
ségi vizsgalata transzepitelidlis elektromos ellenallds (TEER) mé-
résével [8]. a: A diffuzios kamra gdtrendszer modellben a kamra
apikalis terét a porézus membrianon novo epitél sejtréteg valszt-
ja el a ktls6 bazolaterdlis tértél. A sejtréteg altal Iétrehozott TEER-
t az apikdlis és a bazolaterdlis térbe helyezett elektroddk kozott
mért impedanciabol szarmaztatjuk. b: Az elektrodapolarizaciot,
a sejttenyészté tapfolyadékot, mint elektrolitot, valamint a sejtek
elektromos viselkedését modellezé ekvivalens dramkor. ¢: A sejt-
mentes rendszert modellez6 dramkori elemekbdl adodo impe-
dancia gorbéhez képest (kék gorbe) a sejtek viselkedését repre-
zentald parhuzamosan kapcsolt kondenzator és ellenallas egy
kozepes frekvencia tartomdnyban okoz impedancia emelkedést
(piros gorbe). d: A VERO EO6 diffuzios kamra gatrendszer modell
sejttenyészetek mindségének idobeli valtozasat két héten ke-
resztil kovettiik nyomon a TEER értékek napi mérésével. A sej-
tek a kitltetéstiktol szamitott négy nap alatt lezajlo novekedési és
¢érési szakaszban elérték a rajuk jellemzo legmagasabb TEER ér-
téket, melyet négy napig jol reprodukdlhatoan megériztek (vild-
goskék hattér). Ezutin a TEER értékek atlaga ugyan nem valto-
zott lényegesen, de a szorasuk megnaétt. Az dtlagokat és az atla-
gok standard hibdjat 7 fuggetlen kisérletbol szarmazoé sejttenyé-
szet adataibol szamoltuk

(O]
Do
N



a
C
0,8 T T T T
sejtmentes  *
0,7 VERO E6
— 06
£
= 0,5
—
R 04
[2a]
=03
0,2 . =
0,1 I 1 I = . N
0 1 2 3 4 5 6 7

t[h]

0,7 K T T T

I
\ sejtmentes
0,6 ‘ VERO E6 =

0,5 st 1 .

04/ \ \ -

TB501 [nmol]

0,8 o I I
sejtmentes

VERO E6

0,6
0,5
0,4 -
0,3
0,2 |-

fluxus [nmol/30 min]

0,1

Ac[uMol/L]

4. abra. TB501 hatéanyag transzport kinetikdjanak kisérleti és elméleti meghatdrozdsa diffuziés kamra rendszerben [14]. a: A kineti-
kat sejtmentes és VERO EO6 gat sejtréteget tartalmazo diffuzios kamraban mértiik és szimulaltuk. b: A sejtes (VERO E6) és sejtmentes
diffazios kamra rendszerekben 6 6ran keresztil, féloranként mintavételeztiik és potoltuk a bazolateralis folyadékot, majd a levett min-
takban talalhato hatbanyag koncentraciojat elnyelési spektroszkopidval hataroztuk meg. A mért koncentracioértékeket a mintagyj-
torendszer tulajdonsagait meghatar6zo mérések alapjan korrigaltuk. Az apikalis és bazolateralis folyadékteret elvalaszto sejtek gatré-
teg szerepe az dtjutott maximalis hatéanyag koncentrdcio késleltetésében nyilvanul meg. ¢: A kisérleti adatokra a rendszer diffazios
dramait tartalmazé modellszimuldciot illesztettiink. d: A mérési adatokbol kiszamoltuk a gatrétegekre jellemzé fluxus koncentracio
kulonbségtdl valo fliggését. Az ezekre illesztett egyenesek jellemzik a diffuziv dteresztéképességet, illetve a sejtek hatdanyagot lebonto

aktivitasat

juk (3b dabra). A sejtek lipidmembrinja jelentésen korla-
tozza az iondramlast, ezért a sejtek idében dllandé elekt-
romos térbe helyezve nagy ellendlldst mutatnak. Az elekt-
romos tér azonban a sejten beltli toltéseloszlast megval-
toztatja, az ehhez kothetd iondramok miatt az ellenalldssal
parhuzamosan egy kapacitiv elem is megjelenik. A 3b db-
ran bemutatott dramkor elemzése (3¢ dbra) azt mutatja,
hogy kis és nagy frekvencidikon a sejtek nem adnak sza-
mottevo jarulékot az impedancidhoz, egy alkalmasan
megvalasztott koztes frekvenciatartomanyban azonban az
impedanciaspektrumon a zart sejtréteg jelenléte kimutat-
hato [8].

A 3a dbrdn lathat6 elrendezésben, 4 pontos elektroda-
par segitségével nyomon kovettitk a VERO E6 gatréteg 12
Hz-es impedancidjanak idéfuggését a sejtek kitltetését
koveto két hétben (3d abra). A TEER értékek altalaban a
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sejtréteg érésének harom szakaszat mutatjak [9, 10]. A sej-
tek kitltetését kovetd néhany napon a sejtréteg folyto-
nossa valik, erre a TEER gorbe kezdeti emelkedd szakasza
utal. Ezt kovetSen fokozatosan felépiilnek és stabilizalod-
nak a szoros sejtkapcsolatok, amit a TEER gorbe platoja
tikroz. Végul, a mérés utolso szakaszdban, a gatréteg meg-
bomlik: az egyrétegt folytonos sejtréteg egyes helyeken
hianyossd, mas helyeken a sejtek tulszaporoddasa miatt
tObbréteguivé vilik. Ezekre a folyamatokra a TEER értékek
csokkenése, a 3d dbran bemutatott esetben a mért érté-
kek megnovekedett szordsa utal.

Kisérleteink alapjan a TEER értékek nagysdga €s ido6-
beli valtozasuk lefutdsa az egyes sejtvonalakra jellemzé.
Segitségtikkel meghatdrozhato, hogy a gatrétegek mikor
érik el a megfelel6 érettséget, és mi a transzport kisérletek
optimalis id6zitése.
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Transzport kinetika

Fehérje — kis molekula dokkolasi algoritmusok alkalma-
zasaval [11, 12] a Mycobacterium tuberculosis anyagcse-
réjében létfontossagu enzimekhez, példaul a 2PY4 dUT-
Pdz enzimhez kotddni képes kis tomegi molekuldkat
azonositottunk [13]. Ezen vegytiletek koziil a TB501 fluo-
reszcens sajatsdgu, kumaronon tipusu, benzofurdn-3-on
szarmazékot valasztottuk modellvegytiletként az in vitro
vese gatréteg modell transzporttulajdonsagainak megha-
tarozasihoz. A TB501 molekula apolaris, feltételezhetéen
passziv diffazioval jut be a sejtmembranba, és hasonlo
modon hagyja el azt. A hatdéanyagot a diffizios kamra api-
kalis folyadékterébe juttattuk (4a dbra), majd a gatrétegen
athaladt hatéanyag koncentraciojat meghataroztuk egy
automatizdlt mintavétel sorozattal, majd a mintak spekt-
roszkopiai elemzésével. A VERO EG6 gat sejtrétegeken és a
szérum fehérjékkel telitett membranokon mért idéfuggd
koncentricio profilokat 6sszehasonlitva, a sejtek gatréteg
szerepére a koncentricioprofil maximumanak idébeli el-
tolddasa utal (4b dbra).

A kisérleti koncentracioprofilokra a difftzios kamra el-
rendezés egy dltalunk kidolgozott elméleti modelljének
[14] szimuldcidja illeszthetd (4c¢ dbra). Az illesztett para-
meterek alapjan a sejtrétegben egy nagysagrenddel ki-
sebb a hatéanyag diffizios dllandoja, mint a tapfolyadék-
ban. A matematikai modell a hatéanyag sejtmembrdnra
vonatkozo affinitdsdra, valamint a hatoanyag sejtek dltali
lebontdsanak mértékére is becslést ad. Az adatokbodl sza-
molhat6 a gatrétegen dthalado hatdanyag fluxusa a gatré-
teg két oldalin mérheté koncentraciokilonbség fliggveé-
nyében (4d abra). A két mennyiség a szérumfehérjékkel
telitett membran esetén ardnyos egymadssal, mig a sejtek
esetén az egyenes aranyossagot korrigalni kell a sejtek dl-
tal metabolizdlt anyagmennyiséggel, ami a negativ flu-
xushoz tartozo tengelymetszetet okozza. A gdtréteg ese-
tén az illesztett egyenes szérumfehérjékkel telitett memb-

ranhoz viszonyitott kisebb meredeksége a sejtek difftzios
akaddly szerepét jellemzi.

Célbajuttato peptidek
jellemzése

Uj hatoanyagjelolt molekuldk azonositasa mellett fontos
ezek célsejtekbe (példaul intracellularis korokozok altal
fert6zott gazdasejtek, daganatsejtek) juttatisanak hatéko-
nyabbad tétele is [11, 15, 16]. A hatékonysag javitisinak egy
modja a lassan diffundadld, nehezen oldédoé vagy a memb-
ranon nehezen athatold hatéanyag kovalens kotése cél-
sejt-specifikus hordozé molekuldkhoz, példaul oligopep-
tidekhez. A hordozo peptidek véltozatos mechanizmu-
sokkal, példaul receptorkotddéssel, endocitozissal vagy
transzlokdcioval jutnak dat a sejtmembranon, a hozzdjuk
kovalens kotéssel kapesolt gogyszerjelolt molekuldkkal
egyutt. Kisérleteinkben modellvegytletként egy karboxi-
fluoreszcein-jelolt penetratin szairmazékot (Al peptid -
RQIKIWFQNRRMKWKK, ahol a peptidet alkoté amino-
savakat az egybetis kodjukkal jeloltik) alkalmaztunk. A
penetratin peptid - féleg annak triptofian alkotoelemei -
a sejtmembran lipidjeivel kolcsonhatva egy specidlis, apo-
laris térszerkezetet vesz fel, ami megkodnnyiti a sejtmemb-
ranba épulését [16-19].

A diffazios kamra modell hasznos a célzopeptidek ha-
tékonysdganak kiértékelésében is. A peptidhez kotott re-
agenst ismét az apikdlis térbe juttatjuk, majd a penetracios
és célzo folyamatot a bazolateralis térben elhelyezett ,,de-
tektor” sejtek dramldsi citometrids vizsgdlataval értékeljik
ki. Az 5. abran lathato adatok a VERO-EG sejteket tartal-
mazo vese gatréteg modellen dtjuto, és az LCLC-103H da-
ganatsejtek dltal felvett penetratin-szirmazék (A1) meny-
nyiségét jellemzik, egyrészt az LCLC sejtekbdl nyerheté
Osszfluoreszcencia mérésével, masrészt az Al peptidet
felvevé LCLC sejtpopuldcio ardnyaval. Mindkét kiértéke-
lés azt mutatja, hogy a VERO-E6 gitréteg szimottevé mér-
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5. abra. Penetratin-szarmazék célzopeptid vizsgdlata a VERO E6 diffuzios kamra gatrendszer modellben, detektorsejtek felhasznala-
saval [6]. a: A detektorsejteket alkalmazo diffuzios kamra gatrendszer modell kisérleti elrendezése. b,c: Az LCLC-103H detektorsej-
tekbe juto célzopeptid mennyiségének meghatarozasa aramlasi citometriaval. A detektorsejtekbdl szarmazo ossz-fluoreszceencia (b)
és a célzopeptidet tartalmazo detektorsejtek aranya (¢) a VERO EG sejtek alkotta gatréteg jelenlétében (sotétkék), illetve hianydaban
(vilagoskék), az A1 peptid hozzdadasat koveto 3 ora elteltével. A kontroll tenyészetekben nem volt jelen a reagens, igy ezek az adatok
a fluoreszcencia hattérintenzitdsat mutatjak. A gatréteg jelenléte diffuzios akadalyként lecsokkenti, de nem akadalyozza meg az Al
peptid célbajutdsat. Az oszlopok és hibazaszlok két minta atlagat és szorasat mutatjak
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tékben hatraltatja, de nem akaddlyozza meg a peptid at-
haladasat.

Osszegzés

Bemutattuk, hogy a gyogyszerkutatasban hasznalt diffa-
zios kamrds gatrendszer modell jellemzésére az elektro-
mos impedancia mérés egy nem invaziv modszert kindl.
A kisérleti elrendezéshez illesztett precizios folyadékmoz-
gatasi technologidaval megvalositott automatikus mintavé-
telezési eljaras lehetévé teszi a transzportkinetika részle-
tesebb, idében felbontott vizsgilatat, valamint elegendd
adatot szolgdltat egy részletes matematikai modell kidol-
gozdsahoz. A bioldgiai és biokémiai eljardsok kombinald-
sa a bemutatott biofizikai médszerekkel valamint mate-
matikai modellezéssel megnovelheti a gyogyszerhato-
anyagok klinikai vizsgdlatait megel6z6 tesztelésének ha-
tékonysagat.

Koszonetnyilvanitas: Kutatdsunkat a Nemzeti Kutatdsi, Fej-
lesztési és Innovacios Hivatal ANN-132225, K-142904, EFOP-1.8.0-
VEKOP-17-2017-00001 valamint VEKOP-2.3.3-15-2017-00020 pa-
lydzatai timogattak. Koszonettel tartozunk tovabba az ELTE Inno-
vacios Kozpont €s a BioPhys Concepts KFT 2019-1.2.1-EGYETEMI-
OKO-2019-00004 projekt keretében nyujtott tiamogatasaért.
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HOGYAN SZERVEZZUNK TANULMANYI KIRANDULAST

A CERN-BE?

A mételyt 2011-ben, a sdarospataki fizikatandri ankéton
kaptam el, amikor meghallgattam dr. Jarosievitz Beata el6-
addsdt a CERNA tandrtovabbképzésekrol. Nem volt kérdés
szamomra, hogy mar az eléadds utan megkeresem Beat,
és jelentkezem. Még akkor is, ha sernmi esélyt nem lattam
arra, hogy valoban el is jutok erre a mesebeli helyre.
Eljutottam, és nem csak egy életre sz6lo élménnyel, ren-
geteg tuddssal, - még tobb felismeréssel, hogy mennyi
mindent nem tudok - gazdagodtam, hanem azzal az el-
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szantsdggal is, hogy amint lehet, ide én visszatérek a didk-
jaimmal. Az elszdntsdg sajnos azéta sem lanyhult, 2-3-4
évente elont a hidanyérzet, Gjra latni akarom a Globe-ot, az
ebédlot, sétalni szeretnék a rezondld Rousseau hidon, és
ilyenkor minden racionalitdst és korabbi fogadkozast fél-
redobva elkezdem szervezni a kovetkezo utat.

Eddig 5 didkcsoportot, kdzel 250 embert vittem tanul-
manyi kirdnduldsra a Genfi t6 mellé. 2013-ban, 2016 tava-
szan €s szeptemberében, 2019-ben a Berzsenyi Daniel
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