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1. BEVEZETES

1.1. A vér-agy gat felépitése és szerepe

Paul Ehrlich és munkatarsai 1885-ben kozolt anilinfestékekkel végzett kisérletei 6ta ismert, hogy
a kozponti idegrendszert a szervezet tobbi részét6l valamiféle gat elvalasztja, de ennek anatomiai
alapjat, jelentoségét, mikodését csak tobb nemzedék kutatdomunkaja révén sikeriilt azonositani
[Liddelow, 2011]. Az idegrendszer €s a vér kozott dinamikus hatarfeliiletet képzo sejtek funkcionalis
egysége a vér-agy gat [Abbott és mtsai, 2010]'. Az emberi agy hajszalereinek becsiilt hossza 600
kilométer, és az altaluk létrehozott vér-agy gat felszine mintegy 12-20 m® [Pardridge, 2002]. Ezen a
feliileten zajlik a vér és a kdzponti idegrendszer kozott a molekulak és sejtek szigorian szabalyozott
cseréje. A vér-agy gat elsddleges szerepe az idegsejtek szinapszisainak miikodéséhez sziikséges ionos
homeosztazis megteremtése [Abbott, 2002], emellett tapanyagokkal latja el a kdzponti idegrendszert,
aktiv pumparendszere révén megvédi a karos anyagoktol és metabolitoktol, és lehetové teszi az
idegrendszer és periféria kozotti informacio-atadast [Zlokovic, 2008].

A gerincesek tobbségében, igy az emldsokben €s az emberben is, a gat funkcidt az endothelsejtek
toltik be. Az astroglia sejtek végtalpai az agyi hajszal- és mikroereket teljes hosszukban beburkoljak
(1. abra) [Abbott, 2002]. Mindkét sejttipus kolcsonhatasban 4all az endothelsejtek bazalis
membranjaba beagyazodott pericytakkal, valamint az erek koriil elhelyezked6 mikroglia sejtekkel és
a mikroereket beidegz6 neuronokkal.

Astroglia

1. éb]ra. Az agyi hajszalerek szerkezete sematikus abran. TJ, tight junction, szoros sejtkozotti kapesolat [Deli,
2011].

A neurovaszkularis egység sejtjei kozotti kolcsonhatas kulcsfontossaghi a vér-agy gat
mikodésének 1étrejottében és fenntartdsaban [Abbott és mtsai, 2010]. Els6ként az astroglia sejtek
szerepét tartak fel az agyi endothelsejtek tulajdonsagainak és miikddésének szabalyozasaban [Tao-
Cheng és mtsai, 1987; Nagy és Martinez, 1991; Haseloff és mtsai, 2005; Abbott és mtsai, 2006]. A
kozelmultban felvet6dott, hogy mas perivaszkularis sejtek, koztiik a mikroglia sejtek és pericytak is
részt vehetnek a vér-agy gat kialakuldsaban, fenntartdsdban és szabalyozasaban [Zlokovic, 2008].
Ezek a szervspecifikus, sejtes kolcsonhatasok hozzak létre az agyi endothelsejtek kiilonleges,
epithelsejtekhez hasonld tulajdonsagait, amelyek a tobbi endothelsejttdl megkiilonboztetik és a vér-
agy gat funkcid betoltésére képessé teszik 6ket [Deli és Jod, 1996].

Az agyi endothelsejtek a periférias erek belhamsejtjeihez hasonldan szabalyozzak a véralvadast,
és vazoaktiv anyagok, mint nitrogén-monoxid, endotelinek, angiotenzinek, adrenomedullin, utjan
befolyésoljak az értonust és ezaltal az agyi keringést is [Busija és mtsai, 2008].

'Az idegrendszer homeosztizisanak fenntartisaban részt vesz még a vér-ideg, vér-retina, valamint a plexus
chorioideusok altal alkotott vér-liquor gat is, de ezeket, a vér-agy gatnal kisebb felszinii barrier rendszereket a jelen
értekezés nem targyalja.
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Az agyi endothelsejtek vér-agy gat sajatossagai harom f6 csoportba sorolhatok (1. tablazat). A
vér-agy gat morfologiai alapjat az agyi endothelsejteket O0sszekotd szoros kapcsolatok (zonula
occludens, vagy tight junction, TJ) képezik (1. abra), valamint csekély mértékli a sejten beliili
vezikularis transzport [Reese és Karnovsky, 1967]. Ez azt jelenti, hogy sem molekulak, sem sejtek
nem jutnak at szabadon az erecket bélel6 endothel egysejtrétegen. Ezt tiikr6zi az agyi mikroereken in
vivo mért igen magas, 2000 Q elektromos ellenallas. Sokatmond6 adat az agyi hajszalerek
endothelsejteinek hézagmentes illeszkedésére, hogy mintegy szazszor kisebb az atjarhatésaguk, mint
a szervezetben masutt talalhato hajszalereké [Pardridge, 2002].

1. tablazat. A vér-agy gat sajatossagok fobb csoportjai

Alkotéelemei Szerepe
Anatomiai gat Szoros sejtkozotti kapesolatok A vér és a kozponti idegrendszer kdzotti szabad
Kevés pinocitotikus vezikula sejt- és anyag-kicserélddés korlatozasa

Sejtfelszini glikokalix

Transzport utak Lipid-medialt diffuzio Tapanyagok, mint cukrok, aminosavak, lipidek,
Karrierek vitaminok,asvanyi sok, metabolikus prekurzorok,
Efflux pumpak peptidek, fehérjék
Adszorptiv és receptor-medialt Xenobiotikumokkal szembeni védelem
transzendothelialis transzport Metabolitok mennyiségének szabalyozasa
Metabolikus gat Fazis I és II metabolikus enzimek Bioaktiv molekulakkal szembeni védelem

A szoros kapcsolatokat alkotd fehérjéket harom csoportra oszthatjuk. Az agyi endothelsejtekben
leirt integralis TJ membran fehérjék kozé soroljuk az okkludint, a klaudin csalad tagjait, amelyek
koziil a legfontosabb a klaudin-5, és a junkcionalis adhézios molekulakat [Deli, 2009]. A TJ-hoz a
citoplazmaban kapcsolodo fehérjékhez tartozik tobbek kozott a zonula occludens fehérjecsalad (ZO
1-3), a cingulin, és az aktin halézat. A harmadik csoportot a TJ-hoz kapcsoldédd jeltovabbitd
molekulak alkotjak, mint példaul a Ras-kot6 fehérjék, a heterotrimer G-fehérjék, vagy a protein kinaz
C egyes izoformai.

Klaudinok
Z"“I”'c‘l‘ Okkludin &
OCCUCENS N ricellulin
fehérjek

Nektin-1 Zonula

adherens
VE-kadherin}  fehérjék

PECAM

Tight junction fonatok Agy =]

2. abra. A szoros sejtkozotti kapcsolat (TJ, tight junction) szerkezetének keresztmetszete transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételen; a fonatok szerkezete pasztazo elektronmikroszkopos képen; a tight junction
fobb integralis membranfehérjéi sematikus dbran: ESAM, endothelsejt-szelektiv adhézios molekula; JAMs,
junkcioés adhézios molekulak; PECAM, vérlemezke-endothelsejt adhézios molekula; VE-kadherin, érendothel-
sejt-kadherin.

Az agyi endothelsejtek permeabilitasdnak egyik meghatarozo eleme a sejtkozotti kapcsolatok
szorossaga, amit szamos jelatvivo utvonal befolyasol. A mitogén-asszocialt protein kindzok, a protein
kinaz C, a nitrogén-monoxid, vagy a ciklikus GMP fokozzak a TJ atjarhatosagat, mig a ciklikus AMP
csokkenti azt [Krizbai és Deli, 2003; Deli és mtsai, 2005]. A sejtkozotti kapcsolatok képezik az agyi
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endothelsejtek polaritasanak alapjat is, ez az un. kerités funkcid, tehat eltér6 a membranfehérjék
expresszidja a luminalis (vér feldli) és az abluminalis (agy fel6li) membranokon [Wolburg és mtsai,
2009]. Az enzimek és transzportfehérjék aszimmetrikus elhelyezkedése igen lényeges a vér-agy gat
miikodése szempontjabol. Igy a P-glikoprotein efflux pumpa a luminalis membranban talalhato, és
ott hatékonyan gatolja a xenobiotikumok agyi bejutasat, mig az agy fel6li membranban elhelyezkedd
Na'/K'-adenozin-trifoszfatiz enzim felelds az agyi ionos egyensily fenntartisaért [Abbott és mtsai,
2010]. A molekulék agyi endothelsejtek kdzotti szabad atjutdsat megakadalyozo szoros kapcsolatok
mellett fontos védelmi vonalat képez és a sejten keresztiili atjutast is jelentdsen csokkenti a
fenesztraciok hianya, a vezikulak kis szama, és a luminalis sejtfeszinen talalhato erés negativ toltésii
glikokalix (1. tdblazat) [Wolburg és mtsai, 2009].

A zsiroldékony, 400-500 Daltonnal kisebb molekulak, mint az alkohol, koffein vagy nikotin
szabad diffuzioval jutnak az agyi endothelsejtek membranjan at az idegrendszerbe, azonban a
vizoldékony tapanyagok, gyogyszerek, biomolekulak, mint a peptidek és fehérjék bejutasat a szoros
kapcsolatok gatoljak (3. &bra). Mindezek alapjan nyilvanvald, hogy az idegrendszert behal6zo
hajszalerek egymashoz szorosan illeszkedé endothelsejtjeinek specialis transzportrendszerekre van
szilksége a tapanyagok atjuttatdsahoz (1. tablazat) [Abbott és mtsai, 2010]. Az idegrendszer
sejtjeinek miikodéséhez sziikséges energiaforrasok, mint a cukrok és ketontestek, a fehérjéket
felépitd aminosavak, a membranokhoz sziikséges lipidek, a vitaminok, nyomelemek, biogén aminok,
peptidek és hormonok atjuttatasat ezért szallitofehérjék végzik (3. abra) [Deli, 2011]. Tlyen specifikus
transzport feladatot latnak el példaul az L- és A-tipusi aminosav transzporterek €s a glikoz
transzporter-1.

1. 2. 3. 4, 5. 6
& & A4 vV o =
NI
r ¢ 9
= K:j gg o
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3. abra. A vér-agy gat szallitérendszerei: 1: lipid-medialta diffuzid; 2: paracellularis diffuzio; 3: karrierek; 4:
aktiv efflux transzport; 5: receptoron keresztiili transzport; 6: adszorptiv transzcitozis [Deli, 2011].

Az idegrendszeri miikddéshez nem sziikséges, illetve kifejezetten karos anyagok kiviil tartasa,
eltavolitasa, illetve a metabolitok agyi szintjének szabalyozasa efflux transzporter pumpak
segitségével torténik [Terasaki és Ohtsuki, 2005]. Az ATP-kotd kazetta (ABC)-transzporterek
csaladjaba tartozo P-glikoprotein ligandjai els6sorban xenobiotikumok, mint a vinca alkaloid
citosztatikumok, egyes antibiotikumok, antiepileptikumok, vagy a HIV proteaz inhibitorok [Ldscher
és Potschka, 2005]. A vér-agy gat multidrog rezisztencia fehérjéi (MRP 1, 4, 5 és 6) fOleg
leukotriéneket, glutation-konjugalt vegyiileteket pumpalnak az endothelsejtekbdl vissza a vérbe,
megakadalyozva bejutasukat az agyba [Scherrmann, 2005]. Mas vér-agy gat efflux pumpak az
organikus anionok, a szerves savak, €s a neurotranszmitterek, ugymint a glutamat, szerotonin ¢és
kinurénsav eltavolitasaban vesznek részt [O’Kane és mtsai, 1999; Németh és mtsai, 2005]. A
peptidek és fehérjék, mint a vasat szallito transzferrin, a lipoproteinek vagy az inzulin, receptor-fiiggé
transzcitozissal jutnak at a vér-agy gaton [Pardridge, 2002; Banks ¢és mtsai, 2006]. Az adszorptiv,
nem-specifikus, endothelsejten keresztiili transzport, és ezen keresztiil példaul a szérumfehérjék
bejutdsa az idegrendszerbe élettani koriilmények kozott a vér-agy gaton igen kicsi [Hervé és mtsai,
2008].

Szamos fazis I és II enzimet, mint a y-glutamil-transzpeptidaz, a butirilkolin- és acetilkolin-
észteraz, a monoamin-oxidaz A és B vagy a glutamat-dekarboxilaz, talalunk az agyi endothelsejteken,



dc_157 11

1. Bevezetés 10

amelyek transzport folyamatokban, illetve a metabolikus vér-agy gat kialakitasaban jatszanak
szerepet [Zlokovic, 2008]. Erre a legismertebb példa a dopamin. Prekurzorat, az L-DOPA-t a
kétiranya LAT-1 (nagy neutrdlis aminosavakat szallito fehérje 1-es tipusa) gyorsan és hatékonyan
bejuttatja az agyi endothelsejteken at az agyszovetbe. Az endothelsejtekben azonban a DOPA-
dekarboxilaz in situ dopaminna alakitja, ami viszont csapdazodik az agyi endothelsejtekben [Betz és
Goldstein, 1986].

1.2. A vér-agy gat vizsgalatok orvosi jelentosége

Tobb kozelmultban megjelent, nagy jelentdségli tanulmany is felhivja a figyelmet arra, hogy a
vér-agy gat, mint a neurovaszkularis egység eleme sokkal tobb folyamatban vesz részt, mint pusztan
a terapias és diagnosztikus vegyiiletek kozponti idegrendszeri bejutasanak korlatozasa [Zlokovic,
2008; Neuwelt és mtsai, 2008 és 2011]. Az el6zbleg részletezett, idegrendszeri homeosztazist
biztositd mikddés mellett a vér-agy gat sejtjeinek fontos élettani szerepe az agyi véraramlas [Peppiatt
és mtsai, 2006; ladecola és Nedergaard, 2007; Busija és mtsai, 2008], valamint a idegi fejlodés
szabalyozasa. Az idegi és érfejlodés szamos kdzos molekulaval és sejtes mechanizmussal rendelkezik,
€s a neuro- €s angiogenezis az embriondlis és felndtt agyban kozdsen szabalyozodik [Neuwelt és
mtsai, 2011]. A neurovaszkularis egység sejtjeinek élettani folyamatai egymashoz szorosan
kapcsolodnak, igy az idegsejtek aktivitasa és az agyi vérataramlas, anyagcsere, érképzddés és
trofikus folyamatok kapcsolatban allnak [Neuwelt és mtsai, 2011].

Orvosi szempontbol azonban a legnagyobb jelent6sége azoknak a keringési, fertézo és
neuroldgiai betegségeknek van, ahol a vér-agy gat miikddése karosodik, és ez a mitkodési zavar
hozzajarul a betegségek pathologiajahoz (2. tablazat)®.

2. tablazat. Betegségek és korallapotok, amelyekben vér-agy gat sériilések és miikodési zavarok jonnek 1étre,
illetve amelyek kialakulasaban ezek szerepet jatszanak [Deli, 2005; Zlokovic, 2008; Neuwelt és mtsai, 2011].
Kiemelés: azok a betegségek vagy korallapotok, amelyek kisérletes vizsgalata szerepel az értekezésben.
GLUT-1, gliikdz-transzporter-1; HIV, emberi immunhidnyt okoz6 virus-1; tPA, szoveti plazminogén aktivator.

Neurodegenerativ Alzheimer-kor

betegségek Prion betegség

Parkinson-kor

Amyotrophias lateral sclerosis
Huntington-kor

Agyérbetegségek Stroke: ischaemias agyoedema, tPA és reperfuzio kivaltotta agyi vérzés
Akut hegyibetegség és magassag kivaltotta agyoedema
Familiris cerebralis cavernosus malformaciok

Epilepszia és Farmakorezisztencia epilepszias betegekben
gorcsallapotok GLUT-1 mutécié agyi endothelsejteken
Alexander betegség
Fertozések HIV (neuroAIDS), Nyugat-Nilusi 1az; E. coli, H. influenzae, L. monocytogenes, M.

tuberculosis, N. meningitidis, S. pneumoniae, B. burgdorferi; C. albicans, C.
neoformans; Plasmodium spp. (agyi malaria), S. mansoni, Toxoplasma és
Trypanosoma spp. okozta idegrendszeri fertdzések

Sepsis

Agydaganatok Koézponti idegrendszeri eredetii és metasztatikus daganatok, és azok
farmakorezisztenciaja
Agyoedema

Idegrendszeri gyulladasos Sclerosis multiplex

betegségek Gyulladasos fajdalom

Traumas sériilések Koponyat és gerincet ér6 traumas elvaltozasok

Metabolikus betegségek Diabetikus ketoacidozis soran kialakuld agyoedema és agyi ischaemia
Koros elhizas (csokkent vér-agy gat leptin transzport)
Alkoholbetegség

Hepaticus encephalopathia

2A vér-agy gatat érint betegségek koziil csak azok keriilnek emlitésre, amelyek kisérletes vizsgalatat az értekezés targyalja
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‘ Imerslund-Grasbeck szindroma (familiaris B12 vitamin malabszorpcio)

Neurodegenerativ betegségekben, mint az Alzheimer- és Parkinson-kor, vagy az amyotrophias
lateral sclerosis a vér-agy gat mitkodésének szamos eleme sériil. A sejtek kozotti szoros kapcsolatok
meggyengiilnek, megvaltoznak az agyi endothelsejteken keresztiili transzportfolyamatok, és igy a vér
¢és az agy kozotti anyag- és sejtatjutas, korossa valik az angiogenesis, agyi hipoperfuzio alakul ki, és
gyulladasos valaszreakciok jonnek létre [Deli, 2005; Zlokovic, 2008]. Az Alzheimer-kor
neurovaszkularis hipotézise az amiloid peptidek vér-agy gaton keresztiili efflux pumpa (P-
glikoprotein) €s receptor-medialta (LRP, RAGE) transzportjanak valtozasat, ezzel az agyi amiloid
metabolizmus és transzport felborulasat kulcsfontossagu tényezonek tartja a betegség kialakulasaban
(3. abra) [Zlokovic, 2005 és 2008; Bell és Zlokovic, 2009]. Alzheimer-kérban az agyi
endothelsejtekben a mesenchymalis homeobox gén 2 (MEOX-2) alacsony szintii kifejezodése gatolja
a vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF) altal 1étrehozott érképz6dést, ami apoptotikus
sejthalalhoz, az agyi hajszalerek visszafejlodéséhez és az LDL receptor kapcsolt fehérje (LRP)
transzporter miikddésének csokkenéséhez vezet. Ezek a folyamatok az amiloid-f peptid agyi
felhalmozodasat, és az agyi keringés csokkenését eredményezik. A glikacids végtermék receptor
(RAGE) feler6siti ezt a kaszkadot. Agyi artéridkban az erek simaizom sejtjeinek fenotipusat
szabalyoz6 szérum valasz faktor ¢és myocardin transzkripcios faktorok tultermelddése
hiperkontraktilitdst hoz létre, ami csokkenti az agyi vératfolyast. A vér-agy gat karosodas és az
idegrendszer gyulladasos valaszreakcidja sulyosbitja az idegsejtek miikddési zavarat, ami az
idegsejtek pusztulasdhoz és szellemi hanyatlashoz vezet (4. abra).

AGYI HAJSZALEREK KIS CEREBRALIS ARTERIAK

IOxigénhiény
T oo
\

/ Hiperkontraktilis fenotipus

\Agyi amiloid angiopathia
Agyi hipoperfizio
AR Vér-agy gat karosodis < Neuroinflammatio

bearamlas

Permeabilitis  Ionhaztartis Tapanyag Efflux pumpa
fokozodis zavara elliatas miikodés
Ig, albumin L .

\ Anyagc‘s*erezavar
\

Szinapszisok és idegsejtek mikddési zavara

Idegsejt pusztulas

Dementia

4. abra. A vér-agy gat szerepe az Alzheimer-kor kialakuldsaban. A, amiloid-f peptid; Ig, immunglobulin;
LRP, LDL receptor kapcsolt fehérje; MEOX-2, mesenchymalis homeobox gén 2; RAGE, glikacios végtermék
receptor; ROS, reaktiv oxigén gyokok; SRF/MYOCD, szérum valasz faktor és myocardin transzkripcios
faktorok; VEGF, vaszkularis endotelilis ndvekedési faktor [Zlokovic, 2008 nyoman]

Fontos megemliteni, hogy az Oregedés soran az agyban a neurovaszkularis egység sejtjeinek
mikddése egymastol szétkapcsolddik, mind nyugalomban, mind miikddéskor csokken az agyi
vératfolyas, az agyi hajszalerekben degenerativ valtozasok jonnek létre, amelyek a betegségek elsé
tiinetei lehetnek és megeldzik az idegsejtek pusztulsat [Zlokovic, 2008]. Mas neurologiai betegségek
kialakulasaban is szerepet jatszanak a fenti folyamatok, igy epilepsziaban a goércsallapotok és a vér-
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agy gat sériilése gyulladasos folyamatokon keresztiil kdlcsondsen fokozzak egymast [Friedman és
Dingledine, 2011]. A sclerosis multiplex kialakulasdban ¢és lefolyasaban a vér-agy gat
kulcsfontossagu a fehérvérsejtek, foként a citotoxikus T-limfocitak idegrendszerbe valé bejutasaban,
¢és a relapszusokat mindig fokozott vér-agy gat permeabilitas el6zi meg [Zlokovic, 2008].

Az agyi érkatasztrofak a felnéttkori halalozas legyakoribb okai kdzott szerepelnek, és a felnott-
kori rokkantsag els6 szamu okozdi [Ovbiagele és Nguyen-Huynh, 2011]. Az akut ischaemids stroke,
¢és az intracerebralis vérzések, valamint a traumas agyi sériilések kialakuldsanak szamos kozos eleme
van: mindegyikben 1étrejon a vér-agy gat sériilése és az agyoedema, amelyek mogott oxidativ stressz,
gyulladas, excitotoxicitas és sejtpusztulas all [Sangha és Gonzales, 2011]. A glutaminsav altal
kivaltott excitotoxicitas, a kalcium tultoltés és a szabad oxigéngyokok az infarktus magjadban gyors
sejtpusztulast eredményeznek, mig a hatarzonaban, a penumbraban elhtizodo sejtkarosodas alakul ki
a gyulladast és apoptozist okozé mediatorok, citokinek, az aktivalodo ciklooxigenaz-2 és a
metalloproteinazok hatasara [Candelario-Jalil, 2009]. A subarachnoidealis vérzés soran fellépd
vazogén agyoedemanak mind pathogenetikus, mind prognosztikus jelentésége van [Déczi, 1985]. Az
agyoedemanak tobb mediatorat is azonositottak, ezek kozé tartozik a hisztamin, a bradikinin és a
reaktiv szabadgyékék [Jo() és mtsai 1994 Schilling és Wahl 1999] Ugyan az ischaemiés stroke
egyelére csak egy engedélyezett gyodgyszert, a szoveti plazminogén aktivatort (tPA) tudjak csak
alkalmazni. A tPA hasznalatat neheziti, hogy a terapias ablaka szlik, minddssze par oras, és az
intracranialis vérzés az egyik lehetséges mellékhatasa.

Az emberi mikrobidlis pathogének koziil szamos okoz idegrendszeri fertézést, amelyek jelentds
morbiditassal és mortalitdssal jarnak. A fert6zés létrejottének egyik alapvetd lépése, hogy a
koérokozok atjussanak az idegrendszert védod barriereken. Ekozben nemcsak kapcsolatba 1épnek az
agyi endothelsejtekkel, felhasznalva azok sejtfelszini molekulait a kitapaddshoz és atjutdshoz, de
kiilonb6z6 foku vér-agy gat karosodast is okoznak, amely a betegség lefolyasat befolyasolja. A
neurotrdp virusok kozott, mint a Nyugat-Nilusi 14z virus vagy a herpeszvirusok, kiemelt fontossag
az emberi immunhianyt okozoé virus, a HIV-1 tobb okbol is. A vildgjarvany nagysaga miatt ennél a
fert6zésnél a legnagyobb a morbiditas és mortalitas. A szerzett immunhiany tiinetegyiittes (AIDS)
betegség soran igen gyakran alakul ki idegrendszeri szovédmény (neuroAIDS), encephalitis és
demencia, amelynek sordn a vér-agy gat karosodas fontos pathogenetikus tényez6 [Toborek és mtsai,
2005]. A virusburok fehérjéi eldsegitik a virus és a virussal fert6zott immunsejtek atjutasat a vér-agy
gaton (5. abra), és viralis reservoir kialakulasat az idegrendszerben [Banks és mtsai, 2006].

Transzcellularis Paracellularis Atjutas ,,trojai faloval*

atjutas atjutas
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5. abra. Mikrobialis korokozok bejutasa a kozponti idegrendszerbe vér-agy gaton at [Kim, 2008 nyoman]

A legtobb agyhartyagyulladast okozd baktérium, mint az Escherichia coli, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Neisseria meningitidis és gomba, mint a Candida albicans,
Cryptococcus neoformans a transzcellularis uton jut at a vér-agy gaton, amit a mikrobak kiilonb6z6
ligandjai és az agyi endothelsejtek receptorai kozotti kolcsonhatas segit (5. abra). Fertozott
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immunsejtek segitségével tud az idegrendszerbe jutni a Listeria monocytogenes, és a Mycobacterium
tuberculosis [Kim, 2008], hasonléan egyes parazitdkhoz, mint a Toxoplasma gondii. Az agyi
endothelsejtek részt vesznek a szervezet fert6z6 mikroorganizmusok elleni valaszreakcidjaban
citokinek termelésével, a véralvadasi kaszkad és a fehérvérsejtek a vér-agy gaton az idegrendszerbe
valé atjutasanak szabalyozasaval [Lemichez és mtsai, 2010]. A virusok, baktériumok, gombak és
protozoonok, valamint azok toxinjai vagy alkotdi, mint a bakteridlis lipopoliszacharidok (LPS) és a
HIV fehérjék az endothelsejtekkel kozvetlen kapcsolatba Iépnek, beinditjdk a gyulladasos és
véralvadasi folyamatokat, megvaltoztatjdk a sejtmembrant és a sejtkdzotti kapcsolatokat, igy
elosegitik a mikroorganizmusok kitapadasat a sejtfelszinre, be- illetve atjutasat a sejten, mikdzben
karositjak a vér-agy gat mikodését [Kim, 2008; Elsheikha és Khan, 2010]. A kérokozok kdzvetlenil
vagy az Oket hordozo fert6zott fagocitakkal egylitt — ez az Ggy nevezett trojai falo mechanizmus —
a sejten keresztiil vagy a sejtek kozott, paracellularisan jutnak at a vér-agy gaton (5. abra). Jollehet az
utobbi években jelentds elorelépés tortént a korokozok és vér-agy gat kolcsonhatdsanak
megértésében, a folyamatok molekularis hatterének jobb megismerése elofeltétele a kdzponti
idegrendszeri fert6zések megel6zésének és kezelésének.

Nem csak a fentebb emlitett betegségek (2. tablazat) kialakulasaban, de gyogyitasaban is dontd
szerepe van a vér-agy gat mikodésének tobb szempontbdl is. Egyrészt az utobbi években nagyobb
teret nyert a neurovaszkularis egység sejtjeit atfogdan kezeld szemlélet, és ezzel tobb betegségben a
vér-agy gatat, mint 0j lehetséges terapids célpontot azonositottak [Abbott és mtsai, 2010; Zlokovic,
2008]. Példa erre a sclerosis multiplex, amelynek kezelésében hatékonyan alkalmazhaté a
natalizumab, egy anti-o4-integrin ellenanyag, ami megakadalyozza a fehérvérsejtek kitapadasat €s
atjutasat a vér-agy gaton, ezzel hatékonyan gatolja az autoimmun eredetii idegrendszeri gyulladas
fellangolasait [Coisne és mtsai, 2009]. A vér-agy gat mikodését, illetve védelmét célzo terapias
megkozelitések felmeriiltek tobbek k6zo6tt a prion betegség [Deli és mtsai, 1999], az Alzheimer-kor
[Deane és mtsai, 2009], az agyi érkatasztrofak [Alfieri és mtsai, 2011] és a traumas idegrendszeri
sériilések [Shlosberg és mtsai, 2010] esetében is.

Masrészt a vér-agy gat idegrendszert védo funkcioi, a gatolt paracellularis transzportat és az agyi
endothelsejtek aktiv efflux pumpai (3. abra) azok a f6 tényez6k, amik a xenobiotikumok mellett a
farmakonokat is, mint a daganatok vagy az epilepszia kezelésében hasznalt szerek nagy hanyadat,
vagy az AIDS terapidjaban alkalmazott antiretroviralis szereket tavol tartja a kdzponti
idegrendszert6l [Deli, 2011]. A kézponti idegrendszerbe torténd gydgyszerbejuttatas komoly kihivas

mind klinikai szempontbdl, mind a gydgyszerfejlesztés és formulalas szempontjabol.

Harom alapvet6 stratégia all rendelkezésre: (i) a bevinni kivant farmakon modositasa, (ii) a vér-
agy gat miilkodésének megvaltoztatasa, és (iii) a vér-agy gat megkertilése [Deli, 2011].

A gybgyszerjelolt vegyiiletek fizikai és kémiai tulajdonsagainak megvaltoztatasa, igy példaul a
molekula kationos tdltésének novelése vagy a lipidoldékonysag fokozasa hasznos modszer lehet az
agyi bejutas eldsegitésére. Kationizalt ferritin, albumin, vagy immunglobulin sejten keresztiili
atjutasa a vér-agy gat integritasanak megvaltozasa nélkiil fokozhat6. A lipid-analogok, liposzémak,
lipid nanopartikulumok vér-agy gaton torténd fokozott atjutasat szamos vizsgalat igazolja. Specifikus
¢lettani transzport-folyamatok, igy példaul a karrier-medialt, az adszorptiv- és a receptor-medialt
transzcitozis felhasznaldsa is igen igéretes lehetOség (3. &bra). A tipanyagokat szallito SLC
transzporterek nagy szadmban allnak rendelkezésre a vér-agy gaton, ezért a glilkozhoz vagy
aminosavhoz kotott hatdanyagok célzott agyi bejuttatasa sikeres stratégia lehet. Ismert, hogy egyes
gyogyszerek, igy az L-DOPA-hoz hasonléan a baklofen is, ilyen modon jutnak be a kdzponti
idegrendszerbe a LAT1 aminosav transzporter révén [Ohtsuki és Terasaki, 2007]. Az utobbi idében
igéretes klinikai fazisba jutott vizsgalatok zajlanak olyan targetalt hatéanyagokkal, amelyek az LRP-
1 és -2 receptor-medialt transzport-folyamatait aknazzak ki agyi gyogyszerbevitelre.

A vér-agy gat mukodésének megvaltoztatasa az efflux pumpak vagy a szoros zardkapcsolatok
altal szigortan szabalyozott paracellularis barrier funkcidinak atmeneti, gyors, és biztonsagos
felfliggesztése révén torténhet. Optimalis esetben egy ilyen modszer alkalmas lehetne a
daganatellenes szerek célzott modon torténd agyba juttatisaba. Ozmotikus anyagok, vazoaktiv
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mediatorok, alkilglicerolok és mas TJ modulatorok prae-klinikai és klinikai kiprobalasa van
folyamatban szerte a vilagon [Deli, 2009 és 2011].

A vér-agy gat funkcio befolyasolasara jo példa a P-glikoprotein is, amelynek szintje és aktivitasa
az agyi endothelsejteken az idegrendszer gyulladdsos valaszreakciéi miatt szamos betegségben
megnd [Potschka, 2010]. Ennek kdvetkeztében alakul ki farmakorezisztencia epilepszidban, agyi tu-
morokban, vagy neuroAIDS-ben [Neuwelt és mtsai, 2011]. Epilepszidban a glutaminsav — N-metil-
D-aszparaginsav receptor — ciklooxigendz-2 jelatviteli utvonalat sikeriilt azonositani a P-
glikoprotein szint emelkedésében, igy lehetdvé valt egy 0j, innovativ beavatkozasi mod, a P-
glikoprotein transzkripcid szabalyozasa szelektiv ciklooxigenaz-2 gatlokkal [Potschka, 2010].

A harmadik lehetdség a vér-agy gat megkeriilése, amelyek koziil az invaziv modszerek mint az
intrathecalis, intracerebroventricularis, vagy kozvetlenil az agyi parenchymaba torténd
gyogyszerbejuttatas régota ismertek. A nazalis (Horvat és mtsai, 2009b) és az okularis utak 1j,
igéretes, nem invaziv alternativat jelenthetnek.

Az orr epithelsejtjeinek felszine kicsi, csak mintegy 150 cm?, de specidlis anatomiai helyzete
miatt kozvetlen kapcsolatot biztosit a kozponti idegrendszerhez (6. bra). Eppen ezért a nazalis kapu
kézenfekvd lehet6ség siirgds sziikség esetén, amikor centralisan aktiv gyogyszert vagy
fajdalomesillapitot kell azonnal bejuttatni. Allatkisérletekben nagy molekuldk, hormonok sikeres
bejuttatasarol is beszamoltak (Thorne és mtsai, 2004; [llum, 2004).

agy-gerincveldi
folyadek

6. abra. A nazalis Gtvonal: zold, N. olfactorius; piros, N. trigeminus utvonala [Thorne és mtsai, 2004 nyoman].

Az intranazalis bejuttatashoz sziikséges hatékony dozis és gyogyszerformula kivalasztasahoz
azonban tobb tényezot is figyelembe kell venni. Az orriiregbdl a gyogyszerek a mukociliaris rendszer
Ontisztulasi folyamataival hamar kivalasztédnak a gyomor-bél rendszer fel¢ [Illum, 2003]. Masrészt
az alacsony membran-permeabilitas és az interepithelialis junkciok korlatozhatjak a transzcellularis
¢és paracellularis transzportot és a nagy molekulatdmegli vagy a polaros gyogyszerek bejutasat.
Mindezen okokbdl kulcsfontossag lehet a mukoadheziv szerek hasznalata, amelyek fokozzak a
gyogyszerformdnak az orrnyalkahartyan eltoltott idejét, valamint abszorpcidéfokozd szerek
alkalmazasa, amelyek az orrnyalkahahartyan keresztiili transzport mértéket novelik.

A fenti példak alatdmasztjdk a vér-agy gat kutatds elméleti és klinikai orvostudomanyi
jelentOségét.

1.3 A vér-agy gat modellezése

Mind a vér-agy gat szerepének, sajatossagainak feltarasdhoz élettani és kortani koriilmények
kozott, mind a kozponti idegrendszeri tamadaspont hatéanyagok agyba vald bejutasanak
becsléséhez sziikség van vizsgaldomoddszerekre és modell rendszerekre. Egy molekula vér-agy gat
permeabilitasanak megallapitasa kiillonosképpen a gyogyszerfejlesztés preklinikai fazisaban fontos,
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és ehhez in silico®, in vitro és in vivo modellek egyarant hasznalatosak [Vastag és Keserti, 2009;
Veszelka és mtsai, 2011].

A vér-agy gat kutatds korai iddszakaban Paul Ehrlich és munkatarsai festékkel végzett
vizsgalataihoz hasonl6an elsdsorban allatkisérletekkel nyertek 0j adatokat [Bickel, 2005]. Ezek a ma
is hasznalatos modszerek mellett 0j, nem invaziv eljarasok is bevezetésre keriiltek (3. tablazat).

3. tablazat. In vivo modszerek a vér-agy gat permeabilitis meghatarozasara

Agyi mintavételen alapulé médszerek

Bolus injekcid

Brain uptake index (BUI, agyi anyagfelvétel mértéke)
Agyi efflux index

In situ agyi perfazio

Kvantitativ autoradiografia

Nem invaziv képalkoté eljarasok

Magneses rezonancia vizsgalat (MRI)

Kozeli infravords idétartomanybeli optikai képalkoto eljaras
Pozitron emisszids tomografia (PET)

Egyfoton emisszios szamitogépes tomografia (SPECT)

Koncentracié mérés agyi sejtkozotti és agy-gerincvel6i folyadékban

Agyi mikrodializis
Liquor cerebrospinalis mintavétel

A legaltalanosabb allatkisérletes modszer a szisztémas bolus injekciot kovetd agyi és plazma
koncentracié hanyados (logBB) meghatarozasa [Ohno és mtsai, 1978]. Rendelkezésre allnak az agy-
ba valo bejutast (brain uptake index) [Oldendorf, 1970], s6t molekulak agybdl vald tavozasat,
effluxat (brain efflux index) vizsgal6 eljarasok is [Kusuhara és mtsai, 2003]. Az egyiranyu agyi fel-
vétel egyiitthatoja (K;,), valamint a felszinre szamitott permeabilitasi jelz6szam (logPS) in situ agyi
perfuziéval mérheté [Smith, 2003]. Az el6z6 két paraméter mellett izotoppal jelzett molekulak agyi
felvétele kiilonbozé agyteriileteken jol lathatova tehetd és mennyiségileg is mérheté kvantitativ
autoradiografiaval [Chen és mtsai, 1995]. A nem invaziv képalkot6 eljarasok koziil az MRI, PET,
SPECT modszereknek, amelyeket elsdsorban a klinikumban alkalmaznak [Doéczi és mtsai, 2005;
Szakall és mtsai, 1998], limitalt az érzékenysége és térbeli felbontasa kisallatokban. A kozeli
infravords id6tartomanybeli (time-domain) optikai képalkoté eljarassal azonban nagy felbontasban is
jol vizsgéalhatd az agyi bejutds kinetikdja egerekben és patkanyokban. Az agyi mikrodializis az
egyetlen technika, amivel molekuldk szabad agyi koncentracidja kozvetleniil meghatarozhato [de
Lange és mtsai, 1997], azonban invaziv, technikai felszereltséget és jartassagot igényel, és nagyon
lipofil molekulak esetén nem alkalmazhat6. Az agy-gerincvel6i folyadék mintakbdl végzett
koncentracié mérés fontos méodszer mind human vizsgalatokban [Bereczki és mtsai, 2000], mind
kisérletes koriilmények kozott, azonban nem csak a vér-agy gaton, hanem a choroid plexuson
keresztiil zajlo transzport folyamatokat is tiikrozi. Altalanossagban elmondhatd, hogy az
allatkisérletek koltségesek, eszkoz- és idbigényesek, és kis ateresztoképességli vizsgalatokat tesznek
lehetévé. Ugyanakkor ezekkel a modszerekkel dsszetettebb és élettanilag korrektebb becslés adhato a
vér-agy gat permeabilitasra, és az in silico és in vitro modszerek referenciaiként azok validalasara is
szolgalnak. Molekulak agyi bejutasanak meghatarozasara szolgald in vivo modellekr6l rovid
attekintést a kozelmultban megjelent kzleményiinkben adtunk [Veszelka és mtsai, 2011].

3 A vér-agy gat permeabilitas szamitogépes modellezésérdl részletesebben lasd Vastag és Keserti [2009], és
Veszelka és mtsai [2011] dsszefoglalé kozleményeit.
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Igazi attorést jelentett a vér-agy gat kutatasban az els6 in vitro modell, az agybdl izolalt mikroér
preparatumok (7. abra) hasznalata, amely lehetdvé tette az agyi endothelsejtek receptorainak, transz-
portereinek, hirvivé rendszereinek feltarasat. Joo Ferenc és munkatarsai uttdrdé szerepet jatszottak a
modell kifejlesztésében és alkalmazéasaban [Joo és Karnushina, 1973; Joo, 1985 és 1993].

Pericyta

Membrana basalis

Zonula occludens

........

Caveolae Zonula occludens

= =t A

Sejtmag Mitochondrium

7. abra. A vér-agy gat finomszerkezete. 1zolalt agyi hajszalerek fazismikroszkop alatt. (A); Hajszalér kereszt-
metszete patkanyagyban elektronmikroszkopos felvételen (B); Tenyésztett primer patkany agyi endothelsejt
szerkezete elektronmikroszkopos felvételen (C), a finomszerkezet dbrazolasa rajzon (D). ER, endoplazmas
reticulum. Mérce: A: 20 um; B: 1 um; nagyitdson: 500 nm; C: 500 nm. [Veszelka és mtsai, 2011]

Az agyi mikroér preparatumok fontos adatokat szolgaltattak a kozelmultban a vér-agy gat fehérje
és génmintazatanak megismeréséhez [Enerson és Drewes, 2006]. Ugyanakkor ez a modell nem
alkalmas sejten keresztiili transzport, valamint gydgyszeratjutas sziirévizsgalatara [Bickel, 2005].

Az agyi mikroér izolalason alapulnak a sejttenyészetes modellek is. Mar 1978-ban megfigyelték,
hogy agyi mikroerekbdl tenyésztési koriilmények kozott endothelsejtek nonek ki [Panula és mtsai,
1978]. Agyi endothelsejtek primer tenyészeteit mar az 1980-as évektdl sikeriilt eldallitani kiilonb6zo
fajokbol, azonban jol jellemzett, reprodukalhato tulajdonsagokkal rendelkezd vér-agy gat modellek
kisérleti egerek és patkdnyok, sertések ¢és szarvasmarhak agyabol, valamint huméan autopsziabol
szarmazo6 [Nagy és mtsai, 2005], illetve miitéti agyszdvetmintakbdl késziilnek. Agyi endothelsejtek
primer tenyészetben szamos, az in Vivo vér-agy gatra jellemz6 morfoldgiai tulajdonsagot mutatnak (7.
abra) és Osszefiiggd egysejtréteget alkotnak, amely alkalmas megfeleld tenyészto felszinen transzport
vizsgalatokra is (8. abra)*.

* A tenyésztéses vér-agy gat modellek tulajdonsagait és alkalmazhatésagat részletesen az alabbi sszefoglalo
kozleményeinkben targyaltuk [Deli és mtsai, 2005; Deli, 2007; Veszelka és mtsai, 2011].
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8. abra. Agyi endothelsejtek tenyésztésével létrehozott vér-agy gat modell sematikus abraja. A pordzus
membrant hézagmentesen benové endothelsejt-rétegek alkalmasak permeabilitas vizsgalatokra. A pirossal
jelzett szoros sejtkapcsolatok gatoljak a sejtkozotti szabad anyagaramlast.

Mivel a primer tenyészetek eldallitasa koltséges, iddigényes, €s technikailag nehéz, szamos
immortalizalt sejtvonalat hoztak létre viralis vektorok segitségével ugyanazokbdl a fajokbol,
amelyekbdl a primer tenyészeteken alapuld modellek is késziiltek [Deli és mtsai, 2005; Deli, 2007;
Veszelka és mtsai, 2011]. Ezek koziil az egér b.End3 és bEnd5, a patkany RBE4, GP8, GPNT, a
human HCMEC/D3 agyi endothel sejtvonalak szdmos kutatocsoporthoz eljutottak, ahol a vér-agy gat
kiilonb6z6 aspektusainak modellezésére hasznalatosak. Ugyanakkor az immortalizalas soran a vér-
agy gat sajatossagok egy részét ezek a sejtvonalak elvesztették, €s a sejtrétegek szorossaga csak
toredéke a primer tenyészetekének, igy tobbek kdzott permeabilitasi vizsgalatokra nem alkalmasak
[Deli és mtsai, 2005; Deli, 2007; Veszelka és mtsai, 2011].

Hosszu ideig tart6 tenyésztés alkalmaval, foképpen tobbszori passzalas esetén azonban a vér-agy
gat tulajdonsagok elvesztését, a sejtek dedifferencialodasat figyelték meg primer tenyészetek
esetében is. Ennek a jelenségnek a kivédésére a neurovaszkularis egység egyéb sejtjeivel, elsOként
astroglia sejtekkel tenyésztették egyiitt az agyi endothelsejteket [Tao-Cheng és mtsai, 1987; Nagy és
Martinez, 1991], amire a porézus membrant tartalmazo sejttenyésztd betétek (9. abra) lehetoséget
adnak. Igazolddott, hogy a gliasejtek jelenléte szorosabba teszi az agyi endothelsejtrétegeket, és
szamos vér-agy gat tulajdonsagot indukalnak. A gliasejtek altal termelt transzformald névekedési
faktorrol (TGF-B), és a bazikus fibroblaszt novekedési faktorrol (FGF2) megallapitottak, hogy
fokozzak a vér-agy gat funkciokat, azonban maig nem sikeriilt maradéktalanul azonositani azokat a
szekretalt vagy bazalis membran fehérjéket, €s egyéb mediatorokat, amelyek felel6sek ezért a hata-
sért [Haseloff és mtsai, 2005; Abbott és mtsai, 2006]. Mas sejttipusokrol, példaul idegsejtekrdl, is
bebizonyosodott, hogy egyiitt tenyésztés sordn agyi endothelsejtekben fokozzak a vér-agy gat
sajatossagokat [Deli, 2007].

A pericytakrol, amelyek az agyi endothelsejtekkel kozos bazalis membranon osztoznak, és az
emlOs szervezetben legnagyobb aranyban az agy és a retina hajszal- és mikroereinek abluminalis
felszinén talalhatoak, ellentmondo6 irodalmi adatok alltak rendelkezésre. A vér-agy gat anatomiai
szerkezetét rekonstruald, tobb mint két sejt egylittes tenyészetébol alld6 modellekben kisérleteink
[Nakagawa és mtsai, 2007; Nakagawa és mtsai, 2009] el6tt a pericyta szerepét a vér-agy gat
tulajdonsagok szabalyozéasaban szisztematikus médon nem vizsgaltak.

A tenyésztéses modellek széleskorii alkalmazast nyertek az orvosbiologiai kutatasokban (9. dbra)
a vér-agy gat élettani, pathologiai és farmakoldgiai vizsgalataiban [Deli és mtsai, 2005; Deli, 2007].
A pordzus membranu sejttenyésztO betétek alkalmazasaval létrehozott két és haromsejtes modellek
hasznos eszkozei az alapkutatasnak. A vér-agy gat élettani mikodésének vizsgalatdban hozzajarulnak
a neurovaszkularis egység sejtjei kozotti kolcsonhatds feltarasahoz, az agyi endothelsejtek ¢és
kiilonbozo gliasejtek, pericytak, idegsejtek, és fehérvérsejtek kommunikacidjanak megismeréséhez (9.
abra). Emellett segitenek felderiteni, hogy egyéb fiziologids faktorok, mint a szérumfehérjék,
hormonok, névekedési faktorok, bazalis membranfehérjék hogyan hatnak az agyi endothelsejtek
miikodésére [Deli és mtsai, 2005].
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9. abra. Agyi endothelsejtek tenyésztésével létrehozott vér-agy gat modellek alkalmazasi lehetdségei
orvosbiologiai kutatasokban. ADME, adszorpcio, disztriblicid, metabolizmus, excretio.

Egy masik alkalmazasi teriilet a vér-agy gat karosodas mechanizmusanak feltarasa kiilonb6z6
betegségekben, illetve a pathogenetikus szerepet jatszo tényezok vizsgalata, és védd hatast kifejtd
kutatasaban is 1 lehetdséget teremtenek. Ezek a modellek alkalmasak gyogyszerhatas és transzport
vizsgalatokra is [Veszelka és mtsai, 2011].
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2. KUTATASI CELOK

Annak felismerése, hogy a vér-agy gat nem pusztan egy ereket béleld passziv sejtréteg, amin a
molekulédk és sejtek atjutasa zajlik a keringés és a kozponti idegrendszer kozott, hanem tobb sejttipus
kolcsonhatasa révén kialakuld és miikddo, szamos feladatot ellatd dinamikus rendszer, megvaltoz-
tatta a vér-agy gat élettani koriilmények kozott és kiilonbozé betegségekben jatszott lehetséges
szerepérdl alkotott nézetet [Neuwelt és mtsai, 2011]. Jelentdés nézetformald felismerés volt az is,
hogy a vér-agy gat része a neurovaszkularis egységnek (10. abra) [Abbott és mitsai, 2006], a
kiterjesztett neurovaszkularis egység pedig magaban foglalja a vér-agy gat endothelsejtjeivel
kapcsolatba 1ép6 keringd sejteket, a lymphocytakat, a monocytikat €s a polymorphonuclearis
leukocytakat (PMN) is [Neuwelt és mtsai, 2011].

Sisuvatia: "
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10. abra. A kiterjesztett neurovaszkularis egység sejtjei [Abbott és mtsai, 2006; Neuwelt és mtsai, 2011
nyoman].

Ezek alapjan nemcsak az ideg- és gliasejteknek, hanem a neurovaszkularis egység tobbi sejtjének,
az agyi endothelsejteknek és pericytaknak a vizsgalata is indokolt a kdzponti idegrendszer
betegségeiben. A fentiek tiikrében az alabbi {6 kutatasi célokat tliztem ki:

2.1. A vér-agy gat modellezése sejttenyészetekkel

Kutatasaink kezdetén, mintegy hisz évvel ezeldtt az agyi endothelsejtek tenyésztését rutin-
szerlien nagyon kevés kutatd-laboratoriumban végezték. Foként endothel egysejtrétegeket hasznaltak,
és csak a gliasejtekrdl igazoltak, hogy egyes vér-agy gat sajatossagokat indukalni tudnak [Tao-Cheng
és mtsai, 1987; Dehouck és mtsai, 1990; Nagy és Martinez, 1991; Kasa és mtsai, 1991]. A Jod Ferenc
professzor altal vezetett kutatélaboratdoriumban, amelyhez 1990-ben csatlakoztam, ekkor nem folyt
sejttenyésztés, igy a modszer beallitasat kaptam feladatnak. Célunk az volt, hogy

L. Kiilonb6z6 fajokbol, elsdsorban kisérleti patkany, egér, és Ujsziilott sertés agybol mikroér frakciot
izolaljunk, primer endothelsejt tenyészeteket készitsiink, az endothelsejt tenyészetek tisztasagat
fokozzuk, a tenyésztési koriilményeket optimalizaljuk, a sejtrétegeket jellemezziik.

I1. Késébb komplexebb, az in situ anatomiai helyzetet jobban utanozo két és harom sejttipusbol allo
vér-agy gat modelleket kivantunk létrehozni agyi mikrovaszkularis endothelsejtek, pericytak,
valamint gliasejtek primer tenyészeteibdl, azért hogy a modellek tenyésztési koriilményeit
beallitsuk és jellemezziik az endothelsejtek tulajdonsagait €s miikddését. Megvizsgaltuk az agyi
mikroér pericytak hatdsat primer agyi endothelsejtek vér-agy gat sajatossagaira a sejtek egyiitt
tenyésztésének segitségével patkany, majom és human modellen is.
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2.2. A vér-agy gat karosodasanak és védelmének vizsgalata modellek segitségével

A neurovaszkularis egység szemléletének térnyerésével a vér-agy gat szerkezetének és
mikodésének karosodasat ndvekvd szamban vizsgaljak és irjak le idegrendszeri és szisztémads
beteségekben. Ezekben a koérallapotokban a barrier funkcidé romléasaval, és a szallitofehérjék
aktivitasanak csokkenésével sériil az agyi endothelsejtek idegrendszert taplalo és védé mikodése. A
vér-agy gat ateresztOképességének megnovekedése masodlagos neuron-pusztulashoz és a betegségek
sulyosbodasahoz vezet. Mindezek alapjan a vér-agy gatat alkot6 agyi endothelsejtek védelme, mint 1j
lehetséges terapias célpont egyre elfogadottabba valik [Neuwelt és mtsai, 2008, 2011]. Kisérleteink
soran fontosnak tartottuk az idegrendszeri korallapotokban szerepet jatszo tényezok karosito
hatasanak vizsgalatat az agyi mikroerek sejtjein. Mivel a vér-agy gat miikodésének karosodasa
hozzajarul az idegsejtpusztulashoz, az endothelsejtekre védo hatast kifejtd hatdanyagok keresése is
céljaink kozt szerepelt.

2.2.1. Mikrobialis pathogének vizsgalata

II. A mikrobidlis pathogének és azok alkotoi koziil a sepsisben kulcsfontossagli bakterialis
lipopoliszacharidok hatasat kivantuk vizsgalni a vér-agy gat permeabilitasara in vivo és in vitro
modellen. Szerettiik volna megallapitani, hogy a szérum amiloid P komponens (SAP) és a
pentozan rendelkezik-e védo hatdssal agyi endothelsejteken.

IV. Az 1jsziilottkori sepsisek és bakterialis meningitisek egyik pathogenetikus faktora a tumor
nekrozis faktor-a (TNF-a)), aminek vér-agy gat permeabilitasra kifejtett hatasat tanulmanyoztuk
ujsziilott sertéseken. Ugyanezen a modellen megvizsgaltuk, hogy a szerin proteaz gatlas
befolyasolja-e a TNF-a kivaltotta vér-agy gat miikodési valtozasokat.

V. A HIV-1 virus idegrendszerbe vald bejutdsa soran az agyi endothelsejtekkel wvald
kolesonhatasadban a burokfehérjék is részt vesznek. Kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy
a Tat fehérje milyen hatast fejt ki az agyi endothelsejtek barrier funkcidjat szabalyozo szoros
kapcsolatokra és azok fehérjéire.

VI. Agyi endothelsejteken megvizsgaltuk, hogy a Toxoplasma gondii vér-agy gaton vald atjutasaban
a szervezet milyen molekulai és sejtjei vesznek részt

2.2.2. Agyi ischemia koroki tényezoinek vizsgalata

VII. Feltételezve, hogy a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim magasabb szintje védéhatast fejthet ki
oxidativ stresszben, vad tipusi és SOD transzgént expresszaldo egerekbdl tenyésztett agyi
endothelsejteken teszteltiik a szuperoxid hatasat a sejtrétegek elektromos ellenallasara.

VIII. Agyi ischemia és stroke soran dramaian megné a glutaminsav szintje. Megvizsgaltuk, hogy a
glutamat milyen hatast fejt ki tenyésztett agyi endothelsejtek barrier funkciojara, és ezt milyen
receptorok kozvetitik.

IX. Felmertilt, hogy az exogén tPA nem csak proteolitikus hatast fejt ki a kozponti idegrendszerben,
ezért agyi endothelsejtekben tanulmanyoztuk, hogyan befolyasolja a P-glikoprotein efflux pumpa
mitkddését.

X. A hisztamin az agyoedema egyik medidtora. A tamoxifén-szarmazék N,N-dietil-2-(4-
(fenilmetil)fenoxi)etanamin (DPPE) gatolni tudja a hisztamin intracellularis hatasait. Arra
voltunk kivancsiak, hogy van-e a DPPE-nek 6nall6é hatasa a vér-agy gat ateresztoképességére,
illetve ki tudja-e védeni a DPPE az agyi ischaemia-reperfusio vér-agy gatra kifejtett hatasat
patkanyokban a 4 ér lekotéses modellen. A DPPE agyi endothelsejtek barrier funkciojara kifejtett
hatasat tenyészetes vér-agy gat modellen is megvizsgaltuk.

XI. A magasvérnyomas-betegség hajlamosité tényez0 mind a stroke, mind a vascularis dementia
kialakulasaban. Stroke-ra hajlamos spontdn magasvérnyomdsu (SHRSP) patkanyokon
megvizsgaltuk, vajon milyen iddbeli és regionalis valtozas jon létre tranziens eldagyi ischaemiat
kdvetden a vér-agy gat permeabilitasaban.
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XII. A sztatinok a szérum LDL koleszterin szintjének csokkentésén tulmenden pleiotrop hatast
fejtenek ki. A sztatinok kivaltotta neuroprotekciot Osszefiiggésbe hoztak a vér-agy gat
mikodésének befolyasolasaval is. Célunk az volt, hogy leteszteljiik a pitavasztatin hogyan hat az
agyi endothelsejtek gat miikodésére.

XIII. A prekondicionalas védéhatasu ischaemias stroke-ban, ami nem csak az idegsejteket, hanem a
vér-agy gatat is érintheti. Agyi endothel- és gliasejtek egyiitt tenyésztésével feltartuk a
prekondiconalas hatasat és azt is, hogy melyik sejttipus hogyan vesz benne részt.

2.2.3. Neurodegenerativ betegségekben szerepet jatszé koros fehérjék vizsgalata

XIV. Mivel nem volt ra irodalmi adat, elsdként azt kivantuk megvizsgalni, hogy van-e kozvetlen
hatdsa a human prion fehérje hidrofob, fibrillogén 106-126-0s peptid szakaszanak (Prp 106-126)
agyi endothelsejtek életképességére, és ez a hatas fligg-e a Prp gén kifejezddésétol. Mivel
korabbi adatok utaltak arra, hogy az erdsen negativ toltésii, heparinhoz hasonld szerkezetii, a
surlokor profilaxisdban hatdsos szulfatalt poliszacharid, a pentozan nem megy at mérhetd
mennyiségben agyi endothelsejteken, a molekula a vér-agy gaton fejtheti ki védohatasat. Ezt a
hipotézisiinket is leteszteltiik a vér-agy gat tenyészetes modelljén.

XV. Az Alzheimer-kor kialakulasaban mind a csonkolt tau fehérje, mind az amiloid-B peptidek
pathogenetikus szerepét feltételezik, ezért megvizsgaltuk, hogy van-e kozvetlen hatasuk agyi
endothelsejtek életképességére, barrier funkcidjara és egyéb miikodésére. A pentozan védo
szerepét is tanulmanyoztuk p-amiloid peptiddel kezelt endothelsejteken. Legujabb
kisérleteinkben a dokozahexaénsav (DHA) protektiv hatasat teszteltiik tenyésztéses modellen.

2.3. Uj médszerek agyba valé gyogyszerbejuttatas elosegitésére

A vér-agy gat sajatossagai, az agyi endothelsejtek kdzotti szoros kapcsolatok, a vér felé iranyulo
efflux pumpak, és a metabolikus gat egylitt megakadalyozzak a lehetséges idegrendszeri hatéanyagok
donté tobbségének agyba vald bejutasat [Deli, 2009 és 2010]. Mivel a kozponti idegrendszeri
tamadasponti gyogyszerjeloltek agyba valod bejuttatdsa alapfeltétele a hatasossaguknak, nagy az
igény mind az alap, mind az alkalmazott kutatas szintjén a vér-agy gaton vald atjutds megallapitasara
szolgaldo modellekre, valamint olyan j modszerekre, amelyek eldsegitik hatoanyagok agyba valo
bevitelét [Deli, 2007, 2009 és 2010].

XVI. Az altalunk kifejlesztett harom sejttipusbol allo vér-agy gat modellen tanulmanyoztuk
hatéanyagok agyba vald bejuttatisinak becslését, és az eredményeket in vivo mérésekkel
validaltuk. In vitro vér-agy gat modelleken olyan szerek hatasat kivantuk megvizsgalni, amelyek
reverzibilisen megnyitjdk az agyi endothelsejtek szoros zardkapcsolatait és igy eldsegithetik
terapias szerek bejutasat a kdzponti idegrendszerbe.

XVIIL. Gyogyszerek, biofarmakonok agyba valo bejuttatasanak egyik lehetséges stratégiaja a vér-agy
gat megkeriilése alternativ beviteli modokkal. Az egyik ilyen lehetdség a nazalis ut, amely a
szaglohamon at és a szagldidegkotegek mentén kdzvetleniil a kdzponti idegrendszerbe jelent
bejutasi kaput. Vizsgalni kivantuk a patkany szagloham szerkezetét és tulajdonsagait a sejtek
kozotti kapesolatokat alkotd fehérjék immunhisztokémiai jelolésével, és elektronmikroszkopos
megfigyelésével, valamint az elektrondenz lantan diffuziojanak nyomon kovetésével.
Tanulményoztuk intranazalis beadas utan a dextran és az amiloid-f} 1-42 peptid bejutdsat patkany

agyrégiokba.
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3. KI',SERLETI MODELLEK ES LEGFONTOSABB VIZSGALATI
MODSZEREK

3.1 Anyagok

Minden vegyszert a Sigma Magyarorszag Kft.-t6l szereztiink be, hacsak masképp nem jeldltiik.
Az N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]etan-amint (DPPE, M=399,5) Dr. Hudecz Ferenc szintetizalta
az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem Szerves Kémiai Tanszékén Budapesten.

Peptidek

Az AP 1-42 és a Prp 106-126 peptideket a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézeté-
ben szintetizalta Prof. Penke Botond munkacsoportja [Zarandi és mtsai, 2007]. Mérés elott a tisztitott
AP peptidet 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanolban oldottuk, és egy €jszakan at szobahémérsékleten
tartottuk, hogy az el6zdleg képzodott aggregatumokat teljesen feloldjuk. Az oldatot kiadagoltuk
csovekbe, és a peptidet vakuum alatt beszaritottuk, majd - 80 °C-on taroltuk. Oligomereket a peptid
foszfat puffer oldatban (PBS) torténd feloldasaval készitettiink. A peptid oligomereket transzmisszios
elektronmikroszkopiaval ellendriztiik [Deli és mtsai, 2010].

3.2. Sejttenyésztés
3.2.1. Agyi endothelsejtek tenyésztése

A primer agyi endothelsejteket haromhetes Wistar patkanyokbol izolaltuk tobb kozleménytiink-
ben is leirt protokoll szerint [Deli és mtsai, 1997a; Perriére és mtsai, 2005; Veszelka és mtsai, 2007;
Nakagawa és mtsai, 2009]. Vad tipusu és génmoddositott egerekbdl késziilt tenyészeteknél 3 hetes
[Imaizumi és mtsai, 1996] és 8 hetes [Deli és mtsai, 2000a, 2003] allatokat is hasznaltunk. Az
allatokat dietiléterrel, vagy CO, gézzal tlaltattuk, ezt kovetden dekapitaltuk, az agyakat kivettiik és
4 °C-os PBS-be helyeztiik. Steril sziirGpapiron eltavolitottuk az agyhartyat és a fehérallomany egy
részét, valamint a plexus chorioideusokat. A megmarad6 sziirkeallomanyt szikével 1-2 mm’
darabokra vagtuk, ¢és kollagenazzal (CLS2, Worthington Biochemical Corp., NJ, USA; 1 mg/ml)
emésztettik 1,5 6ran keresztiil 37 °C-on Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) tap-
folyadékban.

Patkany (3 hetes) agy

Pl
£
g
2
)
-
£ - l
$o% ox
‘ Gliasejtek ‘ Sox Pl
jﬁé 8 @ @/
e e
Agyi endothelsejtek Agyi mikroerek izolalasa
Puromicin kezelés Perkoll gradiens

11. abra. Primer agyi endothelsejt, pericyta és glia tenyészetek készitésének vazlata.

Ezt kovetden 20 %-os szérum albumin (BSA) gradiens segitségével centrifugalassal (1000 x g,
20 perc) elvalasztottuk a nagyobb slirliségli mikroereket a myelin tartalmu rétegtél, amely ideg-, és
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gliasejteket tartalmazott. A leiilepedett mikroereket tovabb emésztettiik kollagenaz-diszpazt
(1 mg/ml; Roche Applied Sciences, Basel, Svajc) és dezoxiribonuleazt (6,7 pg/ml) tartalmazo oldat-
ban egy oran keresztiil 37 °C-on, hogy a mikroerek bazalis membranjat tovabb eméssziik. A mikroér
frakcidt 33 %-os folyamatos Perkoll (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) gradiensen centrifugalassal
(1000 x g, 10 perc) elvalasztottuk a vorosvértestektol (11. abra), majd kétszer mostuk tapfolyadékkal.
Ezt a protokollt hasznaltuk agyi endothelsejt izolalasra Gjsziilott sertés (Sus scrofa) agybol is [Deli és
mtsai, 1997b] és kis mddositassal majom (Macaca irus) agybol is [Nakagawa és mtsai, kozlésre
elokészitve]. A sejteket tenyészté médiumban vettiik fel, amely a kovetkezOket tartalmazta:
borjuplazmabol készitett savo (15 %, PDS, First Link Ltd., UK), glutamin (2 mM Gibco, Invitrogen,
USA), fibroblast novekedési faktor-2 (FGF-2; 1 ng/ml; Roche Applied Sciences, Svéjc), heparin
(100 pg/ml), inzulin (5 pg/ml), transzferrin (5 pg/ml), szelenin (5 ng/ml), gentamicin (50 pg/ml). A
tenyésztés els6 harom napjaban 4 pg/ml puromicint adtunk a tapfolyadékhoz, hogy noveljiik az
endothelsejt tenyészet tisztasagat [Perriére és mtsai, 2005]. Az endothelsejteket el6zbleg IV. tipust
kollagénnel és human fibronektinnel bevont steril 35 mm atmérdjii miianyag Petri csészékbe (Falcon,
BD Biosciences USA) szélesztettiik, és ezt kovetéen 37 °C-on, CO, inkubatorban tartottuk. A
tenyésztés 4. napjan, amikor a tenyészet elérte a 80 %-os konfluenciat, a sejteket 12-, 24- vagy 96-
lyukt, kollagénnel és fibronektinnel bevont tenyésztéedényekbe, vagy tenyésztdbetétek pordzus
membranjara passzaltuk tripszin (0,05 %, m/V) — EDTA (0,02 %, m/V) oldat segitségével.
Kisérleteinkhez egybefiiggd endothelsejt-rétegeket hasznaltunk, amelyeket a passzalas utdni 3.-4.
napon kaptunk. Az agyi endothelsejt-tenyészetek tisztasagat immunhisztokémiaval (von Willebrand
faktor) ellendriztik.

A puromicines modszert megel6zéen az endothelsejt-tenyészetek tisztasagat komplement-
medialta sejtlizissel noveltiik [Deli és mtsai, 1997a; Szabd és mtsai, 1997]. A szubkonfleuns tenyé-
szeteket szérummentes tapfolyadékkal mostuk, majd pedig egy oran at anti-egér Thy 1.1 ellen-
anyaggal (1:500 higitas) inkubéltuk 37 °C-on. Ujabb mosas utan két oran keresztiil tapfolyadékban
haromszorosra higitott nytl komplementtel kezeltiik a sejteket, ennek soran a tenyészetet szennyezo
Thy 1.1 pozitiv sejtek, zommel pericytak elpusztultak. Mosasokkal eltavolitottuk a komplementet és
az elpusztult sejteket, és az agyi endothelsejtekre Gjbol tenyésztoé tapfolyadékot tettiink.

Az agyi endothelsejtek barrier funkciojanak noveléséhez 500 nM hidrokortizon kezelést
[Nakagawa és mtsai, 2009], vagy intracellularis cAMP emelést alkalmaztunk CPT-cAMP (250 uM)
és foszfodiészteraz gatlo RO 201724 (17.5 uM; Roche) 24 vagy 48 6ras adasaval [példaul Perriére
és mtsai, 2005].

A vizsgalataink soran RBE4 [Durieu-Trautmann és mtsai, 1993; Roux és mtsai, 1994] és GPS8
[Greenwood és mtsai 1996] patkany agyi endothel-sejtvonalakat hasznaltuk [Kis és mtsai, 1999; Deli
és mtsai, 2000b; Deli és mtsai, 2001]. Az RBE4 sejtvonal pElA-neo plazmiddal immortalizalt
patkany agyi endothelsejtekbdl szarmazik, a DMEM-F12 tapfolyadékba 10% hé-inaktivalt FBS, 2
mM glutamin, 1 ng/ml FGF-2 és 30 mg/ml geneticin kiegészités sziikséges. Patkanyfarok kollagénnel
bevont tenyésztéedényeken 30 és 50 passzalasi szam kozott hasznaltuk. A GP8 egy SV40 large T
immortalizalt patkany agyi endothel-sejtvonal, amelyet 10 és 20 kozotti passzalasi szammal
hasznéltunk. A sejteket 20% PDS, 2 mM glutamin, 1 ng/ml FGF-2 és 200 mg/ml geneticin
kiegészitést tartalmazo DMEM-F12 tapfolyadékban tenyésztettiik.

3.2.2. Gliasejtek tenyésztése

A vegyes gliatenyészet 1étrehozasahoz kétnapos Wistar patkanyokat hasznaltunk [Perriére és
mtsai, 2005; Veszelka és mtsai, 2007; Deli és mtsai, 2010]. A kivett agyakrol jéghideg PBS-ben
csipeszekkel eltavolitottuk az agyhartyat. Az agykéreg sziirkeadllomanyat tapfolyadékban (90 %
DMEM, 10 % borjusavo) steril szikék segitségével aprdé darabokra vagtuk, és 15 ml-es steril
centrifugacs6be tettlik. Steril fecskendére szerelt hosszu tlivel (ti hossza 10 cm, atmérdje 20 G)
tovabb folytattuk a mechanikus sejtdisszocialast. Az egyes homogenizalasi 1épések kozott a
sejtszuszpenziodban levé nagyobb aggregatumok leiilepedtek, és a szuszpenzid felsd 3/4—ét steril
40 pm-es nylonsziirén engedtiik at. Ezt a 1épést tobbszor megismételtiik, majd az igy kapott sejteket
elézetesen poli-L-lizinnel bevont 12-lyuku tenyésztdedényekbe szétosztottuk. A sejttenyészetek
altalaban 2 hét alatt nétték be a tenyésztéedény felszinét, és 3 hét mulva valtak hasznalhatova ko-
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kultarahoz. A sejtek 90 %-a astrogliara jellemzé glialis fibrillaris savas proteinre (GFAP), 10 %-a
pedig a mikroglia marker CD11b-re immunopozitivitast mutatott.

A Kkisérletek egy részében I tipust astroglia sejteket hasznaltunk [Nakagawa és mtsai, 2007,
2009]. Ehhez a gliasejteket tenyésztoflaskaba tettiik izolalas utan. Amikor a tenyésztéfelszint a sejtek
benotték, a szorosan lezart flaskakat sikrazogépen 200-as fordulatszamon razattuk egy éjszakan at
37 °C-on. A microglia, oligodendroglia és prekurzor sejteket tartalmaz6 feliiliszot eltavolitottuk. Az
astroglia sejtek a tisztitas utan tobb mint 98 %-ban festédtek GFAP-ra. A sejteket mésodik passzalas
utan kozvetleniil hasznaltuk, vagy lefagyasztva (Cellbanker BCL-1 fagyasztofolyadék, Zenoaq,
Koriyama, Japan) — 80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

3.2.3. Pericytak tenyésztése

A primer pericytasejtek tenyésztésénél ugyanabbol a mikroér frakciobdl indultunk ki, mint a
primer agyi endothelsejteknél [Nakagawa és mtsai, 2007, 2009]. A sejteket izolalas utan 6 cm-es
atmérdju, kollagénnel bevont csészékbe szélesztettiik. Puromicin kezelést nem kaptak, és a pericytak
kéthetes tenyésztési id6, és a tovabbi passzalasoknal bevonas nélkiili tenyésztéedények hasznalata
tamogatta. A pericytakat haromszori tripszines passzalast kovetéen hasznaltuk fel kisérletekhez, vagy
a gliasejtekhez hasonldan lefagyasztva taroltuk felhasznaldsig. A pericytakra jellemzo a sejtek nagy
mérete és elagazo kiilalakja, pozitiv jelolédés a-simaizom aktin és NG2 proteoglikan immunfestés
esetén, és negativ GFAP és von Willebrand faktor immunfest6dés [Nakagawa és mtsai, 2009].

3.2.4. Tobb sejttipus egyiittes tenyésztésével létrehozott vér-agy gat modellek

A ko-kultirdkat az eldregyartott, permeabilis poliészter vagy polikarbonat membrannal (0,4-
1 um pérusméret, 1 cm” felszin) rendelkez tenyésztébetétek teszik lehetévé, amelyeknek mindkét
oldalan jol nonek a sejtek. A tobbféle tipusbol rutinszertien Transwell inzerteket (Corning Life
Sciences, USA) hasznaltunk (12. abra). A poliészter membranok fixalhatdéak, metszhetoek,
fluoreszcens hatteriik minimalis. Ez az elrendezés teszi lehetévé egysejtrétegek elektromos
ellenallasanak és permeabilitasanak mérését (8. abra).

*

0.4 um porus

Membran

12. abra. Permeabilis membrannal rendelkezé 12-lyukd lemezbe illeszkedd tenyésztobetét (Transwell).
Fénymikroszkopos felvétel a membranrdl két oldalan tenyésztett és fixalt sejtekkel; HE, hematoxilin-eozin
festés; EM, elektronmikroszkdpos felvétel membranon tenyésztett agyi endothelsejtrol.

A kiilonboz6 vér-agy gat modellek létrehozéasanal primer agyi endothelsejteket tenyésztiink
egylitt egy vagy tobb sejttipussal. ElsGsorban gliasejteket, mint primer vegyes glia- [Perriere és
mtsai, 2005; Veszelka és mtsai, 2007; Kovac és mtsai, 2009; Deli és mtsai, 2010], I tipusu astroglia-
[Nakagawa és mtsai, 2007, 2009], vagy patkany C6 gliomasejteket (CCL-107, American Type
Culture Collection, USA) [Deli és mtsai, 2003] hasznaltunk. Pericytakat kettds és harmas modellhez
is alkalmaztunk [Nakagawa és mtsai, 2007, 2009]. A modellek 6sszeallitasanal az endothelsejteket az
inzertek fels6, a modell Iuminalis felszinére helyeztik. A gliasejteket a 12-lyuku
tenyésztdedényekben novesztettilk. A pericytakat a membranok als6, a modell abluminalis felszinén
tenyésztettiik (13. é&bra). A humén harmas modell 1étrehozasdhoz sziikséges human agyi
endothelsejteket, pericytakat, és gliasejteket a Biopredic cég (Rennes, Franciaorszag) bocsatotta
rendelkezésiinkre egylittmiikodés keretében.

A harmas modell esetében a sejtekkel egyiitt az inzerteket a 12-lyuku tenyésztoedényekben
tartott gliasejtekre helyeztiik, és tovabbi 3-5 napig egylitt tenyésztettiik (13. abra).
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13. abra. Harom sejttipus egyiittes tenyésztésével 1étrahozott in vitro vér-agy gat modell készitésének semati-
kus abraja [Nakagawa és mtsai, 2009].

3.3. Permeabilitasi, biokémiai és molekularis biologiai vizsgalatok sejttenyészeteken
3.3.1. Tenyészetek kezelése
Peptidekkel

Minden egyes kisérlet tipusnal elokisérletben meghataroztuk a hatékony dozist, és azzal a
koncentracioval végeztilk a tovabbi kisérleteket. A AP 1-42 peptideket 1-100 uM koncentracid
savban és 0-48 oras kezelési intervallumban vizsgaltuk. Kontrollként "scrambled” peptidet, azaz
azonos aminosavakbodl random aminosav sorrendben szintetizalt peptideket, illetve "forditott", azaz
AP 42-1 peptidet hasznaltunk. A kisérleteket szérumot tartalmazé és szérummentes tapfolyadékban
egyarant elvégeztiik. Szérummentes kdzegben a peptidhatas erdteljesebb volt.

3.3.2. Transzendotelialis elektromos ellenallas mérése

Az in vitro mért transzendothelilis elektromos ellenallas (TEER) tenyésztési koriilmények
kozott a sejtkdzotti kapcsolatok natrium-ionnal szembeni ateresztOképességét mutatja, mivel a
tenyészto- €s puffer oldatokban is a natrium-ion a legnagyobb koncentracidban (150 mM) jelen 1évo
kation. Az ellenallast EVOM rezisztencia-mérével, és STX-2 palca alaku, illetve Endohm kamra
formaju elektrodakkal (World Precision Instruments, USA) mértiik. A TEER értékeket (Q x cm®)
atlagoltuk és levontuk beldle a sejt nelkiili, iires filtereken mért értékek atlagat. Az agyi endothel-
egysejtrétegek ellenallasa a sejtek kozotti kapesolatok szorossagat tiikrozi [Deli és mtsai, 2005].

3.3.3. Permeabilitas vizsgalata

Az endothel-egysejtrétegek permeabilitasinak meghatarozasara rutinszertien két olyan
jelzéanyagot hasznaltunk, amelyekre a vér-agy gat ateresztOképessége élettani koriilmények kozott
in vivo igen alacsony. A paracellularis Gtvonalon val6 szabad atjutast a sejtek kozotti kapcsolatok
akadalyozzak, ennek mértékének meghatarozdsara natrium-fluoreszceint (SF; M: 376 Da)
hasznaltunk. A sejteken keresztiili transzcellularis atjutast albuminhoz kotott Evans kék festékkel
mértiikk (EBA; M: 67 kDa) [Deli és mtsai, 2005; Veszelka és mtsai, 2007].

A tenyésztobetéteket a sejtek kezelése é€s rezisztencia-mérés utan 12-lyuku steril tenyészto-
lemezekbe helyeztiik, amely lyukanként 1,5 ml steril 37 °C-os Ringer-Hepes oldatot (118 mM NacCl,
4,8 mM KCI, 2,5 mM CaCl,, 1,2 mM MgSQ,, 5,5 mM D-glikéz, 20 mM Hepes, pH 7,4) tartal-
mazott. Az inzerteken 1év6 agyi endothelsejt-egysejtréteget boritd tapfolyadékot (luminalis kompart-
ment, 14. abra) kicseréltik 500 ul Ringer-Hepes oldattal, amely 10 pg/ml fluoreszceint és
167,5 ng/ml Evans kék festéket tartalmazott 1 mg/ml BSA-hoz kotve.
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Luminilis kompartment Abluminilis kompartment
V, — luminalis térfogat (500 pl) V, — abluminalis térfogat (1500 pl)
[C]; — luminalis koncentracio (ismert) [C]4— abluminalis koncentracio (mért)

14. abra. A transzendothelidlis permeabilitas mérésének sematikus abrazoldsa. A kép bal szélén a
tenyésztobetétek elhelyezkedése lathatdo a 12-lyuka tenyésztdlemezen. A rajzok a tenyésztObetétek kereszt-
metszetét mutatjak. At: a permeabilitds mérési pontjai kozott eltelt ido.

A filtereket a mérés 20., 40. és 60. percében athelyeztik a lemez kdvetkezo Ringer-Hepes-t
tartalmazo lyukaba. A permeabilitas-mérés alatt a lemezeket 37 °C-on CO, inkubatorban tartottuk,
sikrazokésziiléken (100 fordulat/perc, OS10 orbital shaker, BioSan, Lettorszag). Ezzel biztositottuk
az oldatok folyamatos, nagyon enyhe mozgatdsat, ami a permeabilitas-méréshez sziikséges [Youdim
alatt, a tenyésztéedény lyukaiban maradt oldatokbol hataroztuk meg soklyukulemez-leolvasoval
(Fluostar Optima, BMG Labtechnologies, Németorszag). Az EBA abszorbanciajat 620 nm-en mértiik,
mig a SF emisszidjat 440 nm-en tortént gerjesztés utdn 525 nm-en hataroztuk meg.

3.3.4. Folyékony fazisu endocitozis

A sejtek pinocitozisat egy a folyamat altalanos markereként hasznalt fluoreszcens molekuldval, a
Lucifer sarga (LY) festékkel vizsgaltuk [Guillot és mtsai, 1990; Deli és mtsai, 2000b]. A 12-lyuka
lemezeken tenyésztett agyi endothelsejteket Mg®™ és Ca*" tartalmt Dulbecco foszfat puffer (DPBS)
oldattal mostuk, majd kiilonb6z6 ideig 37 °C-on 500 ul DPBS-ben, kezeltiik amely 0,5 mg/ml LY
festéket tartalmazott. Az inkubacids id0 letelte utan a tenyészeteket haromszor mostuk jéghideg
DPBS-BSA pufferrel, majd 1 ml 0,1 %-os Triton X-100 oldattal feltartuk a sejteket. A LY
emissziojat fluoriméterrel 430 nm-en tortént gerjesztés utan 540 nm-en hataroztuk meg (Fluostar
Optima, BMG Labtechnologies, Németorszag) és a felvett LY mennyiséget BCA kittel (Thermo
Fischer Scientific, IL, USA) meghatarozott sejtfehérjére vonatkoztatva adtuk meg. Negativ
kontrollként olyan endothelsejteket hasznaltunk, amelyek metabolikus folyamatait a kisérlet elott 2-
dezoxi-gliikdzzal (50 nM) 4 °C-on gatoltuk.

3.3.5. Toxicitasi vizsgalatok
3.3.5.1. MTT teszt

Emlos sejtek életképességének megallapitasara a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-
bromidot (MTT) gyakran hasznaljak. Az él6 sejtek a sarga MTT festéket kék szinii formazan
kristalyokka alakitjak. Az MTT teszthez az agyi endothelsejteket 96-lyukt edényben tenyésztettiik. A
peptid és egyéb hatoanyagokkal torténd kezeléseket kovetéen a 100 pl inkubacios térfogatokbol 50 pl
tapfolyadékot iires lemezekbe mértiink at, és laktat-dehidrogenaz felszabaduldst hataroztunk meg a
mintakbol. Az MTT torzsoldatot (0,5 mg/ml) PBS-ben higitva kozvetleniil a sejtekhez adtuk, majd 4
oran at 37 °C-on inkubaltuk. A sejteket és az MTT-bdl képzddott formazan-kristalyokat dimetil-
szulfoxiddal oldottuk fel. Ezutan a festék mennyiségét abszorbancia-méréssel (595 nm) soklyuki-
lemezt leolvaso késziiléken hataroztuk meg (Fluostar Optima, BMG Labtechnologies, Németorszag).
A sejtkarosito hatas mértékével aranyosan csokken a festék redukcioja.

3.3.5.2. Laktat-dehidrogenaz felszabadulis meghatarozasa

A sejtekbdl felszabadulo citoplazmatikus laktat-dehidrogenaz (LDH) enzim membran karosodast
jelez, ezért a nekrotikus sejtpusztulas indikatoraként is hasznalhatd. A sejtek feliiluszojabdl az LDH
mérését kittel (Cytotoxicity detection kit LDH, Roche 1644793) végeztiik. A kezeléseket kovetden



dc_157 11

3. Kisérleti modszerek 27

levett 50 pl sejtmentes feliiliszd mintakhoz frissen elegyitett, indikator festéket és katalizatort
tartalmaz6 oldatot pipettaztunk a mintaval megegyezd térfogatban. A reakcid szobahémérsékleten
sotétben 15 perc alatt lezajlott, ekkor a mintadk LDH tartalmat 450 nm hullamhosszon abszorbancia
méréssel mikroplate-leolvaséd késziiléken meghataroztuk (Fluostar Optima, BMG Labtechnologies,
Németorszag). A citotoxicitast az 1 % Triton X-100 detergenssel kezelt sejtekbdl felszabaduld teljes
LDH mennyiség szdzalékdban adtuk meg. A membrankarositd, nekrozist okozd hatds mértékével
aranyosan no a feliiliszobol mérheté LDH mennyisége.

3.3.5.3. Valés idejii sejtanalizis

Az impedancian alapuld mikroelektronikus sejtérzékelés alkalmas a sejttenyészetek biologiai
allapotanak (novekedés, életképesség, letapadas) valdsidejii nyomonkdvetésére jelzéanyag hasznalata
nélkiil [Ozsvari és mtsai, 2010]. Kisérleteinkhez xCELLigence (Roche Applied Science, Magyar-
orszag) miszert hasznaltunk. A rendszer nagy elénye, hogy nem invaziv, a sejtek monitorozasa
fiziologids koriilmények kozott zajlik. A sejteket specidlis 96-lyuku steril lemezbe szélesztjiik,
amelynek aljan arany mikroelektromos szenzorok, mikroelektrédak vannak (E-plate, Roche), majd a
lemezt 37 °C-os inkubatorba helyezziik. A miszer segitségével elektromos impedanciat mérhetiink a
sejtek és az érzékeld elektrodak kozott. A mérés elétt a hattér impedancia meghatarozasahoz
sejtmentes tapfolyadékot hasznalunk. A sejtek novekedésével és letapadasaval aranyosan né a mért
impedancia, amit a sejtindex (CI) értékével fejeziink ki. A sejtindexet az xCELLigence rendszer
programja szamolja ki az (R,-R;,)/15 formula segitségével, ahol R, a sejtek és az elektrod kozott mért
impedancia, az R, pedig a hattér impedancia, amit sejtek nélkiil tapfolyadék esetében mértiink. Az
impedancia méréshez a specidlis 96 lyuktl lemezekben 100 pl/lyuk sejtmentes tapfolyadékkal
megmértiik a hattérimpedanciat. Ezt kovetden 100 pl sejtszuszpenziot adtunk lyukanként és az agyi
endothelsejteket konfluencia eléréséig tenyésztettik, majd felvettik 6 o6ran at az xCelligence
rendszerben a kezeletlen sejtek impedancia szintjeit. A rendszer stabilizdlédasa utan a sejteket
kezeltiik és 24 oran keresztill rogzitettiik az adatokat 2-3 percenkénti impedancia-méréssel és a
sejtindexbdl meghataroztuk a rezisztenciat.

3.3.6. Efflux pumpa vizsgalatok
P-glikoprotein aktivitas mérés

A P-gilkoprotein (Pgp) pumpa aktivitasat a rodamin 123 ligand sejtekben vald
felhalmozodasaval vagy kiaramlasaval mértiik [Fontaine és mtsai, 1996; Deli és mtsai, 2001;
Veszelka és mtsai, 2007]. A rodamin felvételt vizsgald kisérletben 24-lyuka lemezekre szélesztett
agyi endothelsejt tenyészeteket 5 uM rodamint tartalmazo Ringer-Hepes pufferrel 1 6ran at
inkubaltuk a Pgp miikodést gatlo ciklosporin A (1,6 uM), vagy verapamil (100 uM), illetve
kezelések jelenlétében. Majd az endothel-egysejtrétegeket haromszor mostuk jéghideg PBS-sel, és a
0,2 M natrium-hidroxid oldattal feltart sejtekb6l a rodamin mennyiségét, valamint a sejtek
fehérjetartalmat meghataroztuk. A rodamin-efflux mérésekor a sejteket feltoltottik 5 uM rodamint
tartalmazo Ringer-Hepes pufferrel torténd 1 6ras inkubalassal, majd az endothel-egysejtrétegeket
haromszor mostuk jéghideg PBS-sel és Pgp gatloszerek, illetve kezelések jelenlétében Ringer-Hepes
pufferben a sejtekb6l a rodamin kiaramlasat vizsgaltuk. Az inkubacidos id6 (1 o6ra) letelte utan a
feliiliszobol, valamint a 0,2 M natrium-hidroxid oldattal feltart sejtekbdl a rodamin mennyiségét
505 nm hullamhosszon torténd gerjesztés utan 534 nm hulldmhosszon mértiikk (Fluostar Optima,
BMG Labtechnologies, Németorszag). A sejtekben a rodamin dasulésa, illetve a rodamin kiaramlas
csokkenése jelzi a pumpa gatlasat.

Multidrog rezisztencia fehérje-1 (MRP-1) aktivitas mérés

A biman egy nem-fluoreszcens szerves anion, amely glutationnal kapcsoldédva a fluoreszcens
glutation-S-biméan (GS-B) vegyliletett¢ valik [Kosower és mtsai, 1979]. A GS-B az MRP1 efflux
pumpa ligandja, és segitségével vizsgalhatd a transzporter aktivitdsa. Az agyi endothelsejteket 24-
lyuku tenyészedényekben 20 percig 20 uM mono-bromo-bimant tartalmazé Ringer-Hepes pufferrel
inkubaltuk. Az inkubéacios 1d0 letelte utan az endothel-egysejtrétegeket haromszor mostuk jéghideg
PBS-sel majd az MRP-1 gatl6 probenecid (100 uM), valamint kezelések jelenlétében Ringer-Hepes
pufferben vizsgaltuk a sejtekb6l a GS-B kiaramlast. Az inkubdcios id6 (1 ora) letelte utan a
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feliiliszobol és a 0,2 M natrium-hidroxid oldattal feltart sejtekbél a GS-B mennyiségét fluoriméterrel
(gerjesztés: 386 nm, emisszio: 476 nm; Fluostar Optima, BMG Labtechnologies, Németorszag)
hataroztuk meg.

3.3.7. Reaktiv szabad oxigéngyokok és nitrogén-monoxid mérése

A szabadgyokok fluorometrids detektalasara kétféle probat alkalmaztunk (Molecular Probes,
Invitrogen, USA). A klorometil-dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetatot (DCFDA) a reaktiv oxigén-
szarmazékok (ROS), a 4-amino-5-metil-amino-2 ,7 -difluoro-fluoreszcein-diacetatot (DAF) a nitro-
gén-monoxid (NO) tartalom meghatarozasara hasznaltuk [Kojima és mtsai, 1998]. Mindét indikator
képes diffuzioval a sejtekbe jutni és sejten beliili deacetilalodni észterazok segitségével. A reaktiv
oxigéngyokok hatasara a CM-H,DCFDA oxidalodik, €s fluoreszcenssé valik. A DAF-FM-diacetat a
sejten beliil nitrozoénium kationnal reagal és egy heterociklikus, fluoreszcens vegyiiletet alkotnak,
amely csapdazodik a citoplazmaban. Az agyi endothelsejteket 96-lyuku lemezeken tenyésztettiik,
majd kiilonbozd ideig kezeltiik. Ezt kdvetden a sejteket 1 pM probat tartalmazd Ringer-Hepes
oldattal inkubaltuk 1 6ran keresztiil, 37 °C-on. Az inkubéaciods id6 letelte utan a a sejtekben 1évé ROS
vagy NO mennyiségét fluoreszcencia mérésével hataroztuk meg (gerjesztés: 485 nm, emisszio:
538 nm; Fluostar Optima, BMG Labtechnologies, Németorszag).

3.3.8. Intracellularis cAMP mérés

Az agyi endothelsejtek sejten beliili teljes cAMP szintjének meghatarozasahoz enzimhez kotott
ellenanyag modszert hasznaltunk (ELISA; cAMP Biotrak EIA assay kit, GE Healthcare, USA). A
mérés soran az ELISA lemezhez kotott nyul-anti cAMP antitesthezhez cAMP-peroxidaz komplex
illetve az endothelsejtekbdl a feltaras soran felszabaduld6 cAMP k&tddhet. Minél kevesebb a
felszabaduld cAMP, annal tobb cAMP-peroxidaz komplex marad kototten az anti-cAMP antitesten
és annal erésebb lesz a szinreakcid. A kisérlethez agyi endothelsejteket 96-lyuku edényben
tenyésztettiink, majd 5 perces kezeléseket (pozitiv kontroll: 25 uM CPT-cAMP) kovetden feltartuk a
sejteket és az ELISA lemezen a szinreakciot 450 nm-en tobblyukulemezt leolvasé késziiléken
hataroztuk meg (Fluostar Optima, BMG Labtechnologies, Németorszag).

3.3.9. Anti-human AP 1-42 titer meghatarozasa ELISA médszerrel

Szérum mintakat gyujtottiink a magatartas vizsgalat végén a vivéanyaggal vagy human Ap 1-42
peptiddel nazalisan kezelt Wistar patkanyokbol (n = 6 allat-kezelési csoport) hogy meghatarozzuk
termelddott-e antitest a beadott peptid ellen. Ehhez egy ELISA tesztet allitottunk be. Maxisorp
ELISA soklyukt lemezeket (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) 50 mM natrium-
karbonat pufferben (pH 9,6) feloldott 1,25 pg/ml AP 1-42 peptiddel vontunk be egy éjszakan 4t 4 °C-
on. Haromszor atmostuk Tris-sel pufferelt sdoldattal (TBS; 25 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM KCI,;
pH 7,4) ami 0,05 % BSA-t (m/V) tartalmazott. A lemez lyukaiba a nem-koté helyeket blokkolo
puffert pipettaztunk (1 % BSA, 5% kecske szérum TBS-ben; pH 7,4) és két oran at
szobahOmérsékleten inkubaltuk, majd a patkdny szérum higitasait (10-1000) tettilk a lyukakba.
Pozitiv kontrollnak egér anti-human A 1-42 monoklonalis ellenanyagot (4G8, AbCam, Cambridge,
UK) hasznaltunk (higitas: 4000 - 16000). A lemezeket biotinnal konjugalt anti-egér IgG és IgM
ellenanyaggal (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA; 1:10000;
keresztreagal patkany immunglobulinokkal), majd pedig extravidin-peroxidazzal (1:2000) inkubaltuk
30 percen at szobahdmérsékleten. Mosas utan a lemezeken az enzimreakciot fenilén-diaminnal (0.33
mg/ml citrat pufferben; pH: 6,0; 10 perc) hivtuk el6; a reakciot 2 M H,SO, oldattal allitottuk le, és a
lemezeken a lyukak denzitasat soklyukilemez-leolvasdval 50 nm hullamhosszon mértiik.

3.3.10. Western blot

Pericytakkal és astroglia sejtekkel egylitt vagy kiilon tenyésztett agyi endothelsejtekbdl szarmazo
fehérje mintakat SDS-agaréz gélen elektroforézissel elvalasztottunk és nitrocelluldz membranra
(Hybond, GE Healthcare, USA) vittiink at. A nem-specifikus kotést 0.1 % Tween-20 detergenst
tartalmazé TBS pufferben oldott Perfect-Block reagenssel (1 % m/V; MoBiTec GmbH, Gottingen,
Germany) blokkoltuk. Az elsédleges ellenanyagokbol (anti-klaudin-5 ¢és anti-okkludin egér
monoklonalis, anti-ZO-1 nytl poliklonalis antitestek (Zymed Laboratories Inc., USA), anti-Pgp nyul
és anti-MRP1 kecske poliklonalis antitestek (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA), anti- GLUT-1
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nyul poliklonalis antitest (Millipore Corp., USA)) a blokkold oldatban 1:5000 higitast készitettiink,
amiben a membranokat egy oran at szobahdémérsékleten inkubaltuk. Masodlagos ellenanyagként
peroxidazhoz kapcsolt anti-egér, anti-nyul és anti-kecske immunglobulinokat hasznaltunk (GE
Healthcare, USA). Az inkubalasok kozt a membranokat haromszor mostuk TBS pufferrel. Az
immunreaktiv fehérjecsikokat ECL Plus reagenssel (GE Healthcare, USA) tettiik detektalhatova, és
FluorChem SP Imaging System segitségével készitettiink képeket (Alpha Innotech Corp., USA).

3.3.11. Génexpressziés mintazat vizsgalata

Tenyésztett sejtek, vagy frissen izolalt agyi hajszalerek génexpresszidos mintazatat egyedi
TagqMan arrayk segitségével vizsgaltuk (Applied Biosystems, Life Technologies, Magyarorszag Kft.)
Az endothelsejteket 10 cm-es tenyésztobetéteken vagy csészékben novesztettiik. Kezelések utan a
tapfolyadékot eltavolitva gyors jéghideg PBS-es mosas utan steril sejtkaparokkal 0sszegytitjottiik a
sejteket €s 13,000 g-n, 10 percig centrifugaltuk 4 °C-on. A sejtiilledékrdl a PBS-t eltavolitva -70 °C-
on taroltuk a mintdkat a ribonukleinsav (RNS) izolalasig. A sejtek teljes RNS extrakcioja a
guanidium-izotio-cianat-alapon miikkod6 RNAqueous-4PCR Kit (Ambion, Applied Biosystems)
segitségével tortént, majd 30 perces DNaz kezelést kovetéen Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Tech-
nologies) rendszerrel mértilk az RNS koncentraciot. Az RNS épségét agardz gélen tortént gél
elektroforézissel, dezoxiribonukleinsav (DNS)-mentességét pedig valdés ideji polimerdz-lanc-
reakcioval (RT-PCR) mértiik. Az 6ssz-RNS mintan reverz transzkripciot hajtottunk végre random
hexamerekkel High Capacity Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) felhasznalasaval. A
génexpresszios szint analizist kvantitativ PCR-rel (QPCR) végeztiikk, TagMan Low Density Array
384-lyukt mikrofluidikai rendszerben, amely alkalmas az altalunk meghatarozni kivant gének RT-
PCR analizisére. A RT-PCR adatok analizise az ABI SDS 2.0 szoftverével tortént, amely a AACt
értéket felhasznalva hatirozza meg a kivant gén relativ expresszios szintjét a 2" formulaval.
Minden mintat az S18-as riboszomalis génre normalizaltunk, amely bels6 kontrollként szolgalt.

3.4. Morfolégiai vizsgalatok
3.4.1. Sejtmagok fluoreszcens festése

Az agyi endothelsejtek magjanak szerkezetében torténd valtozast, a kozvetlen karosodast jelzd
é16 és elpusztult sejtek ardnyanak meghatarozasat fluoreszcens sejtmagi jeloléssel végeztiik [Deli és
mtsai, 2000a]. A bis-benzimid (Hoechst festék 33342) kékre festi a sejtmagi nukleinsavat é16
sejtekben is, mig az etidium-homodimer-1 (Molecular Probes, Invitrogen, USA) csak az elpusztult
sejtek magjat jeloli vords fluoreszcenciaval. A kezelések utolsd6 30 percében vagy csak bis-
benzimidet, vagy mindkét fluoreszcens festéket 10 uM végsé koncentracidoban adtuk a sejtekhez.
Haromszori gyors PBS mosast kovetéen az agyi endothelsejteket 4 %-os paraformaldehidet
tartalmazo PBS pufferben 20 percig fixaltuk. A fixalt sejteket PBS-sel mostuk, majd fluoreszcens
fedo- és rogzitdoldatot (Biomeda, USA) cseppentettiink a mintakra, iiveg targylemezzel fedtiik, és
fluoreszcens mikroszkoppal (Nikon Eclipse TE2000, Japan) vizsgaltuk. A mikroszkopra szerelt
SPOT RT digitalis kameraval (Spot Diagnostic Instruments, USA) rogzitettiik a felvételeket.

3.4.2. Metszetek fluoreszcens mikroszkopiaja

A fluoreszcensen jelolt 7-amino-4-metil-3-kumarinilacetit (AMCA)-AP 1-42  peptid
kimutatasdhoz him Wistar patkanyok (n=4) jobb orrlyukaba 10 pg peptidet pipettaztunk 40 pl
térfogatban [Sipos és mtsai, 2000]. A kontroll csoport vivéanyagot kapott. Két oraval késGbb
transzkardialis perfuziot (100 ml PBS, pH = 7.4) kdvetden az agyakat kivettiilk, OCT kriomédiumba
(Tissue-Tek Compound, Sakura, Tokyo, Japan) agyaztuk, 30 um-es szagittalis metszeteket vagtunk
kriosztattal, liveg targylemezekre tettiik, megszaritottuk, és lefedtiik (Gel/Mount (Biomeda, USA). A
mintakat fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk (Nikon Eclipse TE 2000 U, Nikon, Japan), és CCD
kameraval (Spot Diagnostic Instruments, USA) rogzitettiik a felvételeket.

3.4.3. Immunfestések
Sejttenyészeteken

Az agyi endothelsejtek TJ fehérjéi koziil az okkludin, zonula occludens-1 (ZO-1) és a klaudin-5
fehérjét (KLDN-5), az adherens sejt kapcsold struktirak fehérjéi koziil a B-katenint (B-kat) mutattuk
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ki immunfestéssel. A primer antitestek, az anti-ZO-1 (nytl), anti-B-katenin (nyul), az anti-klaudin-5
¢és anti-okkludin (egér) a Zymedtdl (USA) szarmazott, a Cy3-kapcsolt anti-nyul, az anti-egér-Alexa
488 szekunder ellenanyagok és a Hoechst 33342 magfesték a Sigmatol. A permeabilitas vizsgalat
utan az agyi endothelsejt tenyészeteket a filtereken réviden és gyorsan Ringer-Hepesben oblitettiik,
¢és etanol-ecetsav 95:5 aranyu elegyével -20 °C-on 20 percig fixaltuk. Ezt kovetden hdromszori PBS-
sel torténd mosas utan a sejteket 3 %-os BSA-PBS blokkolo oldattal szobahdmérsékleten 30 percig,
a primer antitesttel egy ¢jszakan at 4 °C-on, mig a szekunder antitesttel és a magfestékkel egy oraig
szobahomérsékleten inkubaltuk. A két antitesttel valo kezelés kozott és utan haromszor mostuk a
sejteket PBS-sel. A mintékat lefedtiik (Gel/Mount, Biomeda, USA), és fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk (Nikon Eclipse TE 2000 U, Nikon, Japan). A mikroszképra szerelt SPOT RT digitalis
kameraval (Spot Diagnostic Instruments, USA) rogzitettiik a felvételeket.

Metszeteken

A nazalisan beadott jeldletlen AP 1-42 peptid kimutatasat agyi metszeteken immunfestéssel
végeztiik [Sipos és mtsai, 2010]. A magatartasi vizsgalatok utan az avertinnel tdlaltatott allatokat
transzkardidlisan perfundaltuk 250 ml fiziologias soéoldattal, majd 250 ml 4 % paraformaldehidet
tartalmazo PBS pufferrel (pH 7,4). Az agyakat ugyanebben az oldatban utordgzitettiik 6 6ran at, majd
cukoroldatban (30 % m/V PBS-ben) tartottuk legalabb 36 6ran at 4 °C-on, hogy az ezt kdvetd
fagyasztas szovetet roncsold hatasat kivédjiik. Fagyasztd oldattal tortént beagyazas utan 30 um-es
koronalis metszeteket vagtunk kriosztattal. A metszeteket 4 °C-on PBS-ben taroltuk az immun-
festésig. Az endogén peroxidaz aktivitds gatlasa €s a nem-specifikus kotohelyek telitése utan a
metszeteket egér anti-Af 1-42 monoklonalis ellenanyaggal (4G8; AbCam, Cambridge, UK; 1:500)
egy ¢€jszakdn at 4 °C-on 20 % kecske szérum ¢és 0.2 % Triton X-100 jelenlétében, biotinilalt kecske
anti-egér masodlagos ellenanyaggal (Vector Labs, Burlingame, USA; 1:500) egy 6ran at szoba-
hémérsékleten inkubaltuk. A peroxidaz reakcié eldéhivasdhoz Vectastain Elite ABC kitet (Vector
Labs, Burlingame, USA), diaminobenzidint és NiCl,-ot hasznaltunk. A festett metszeteket mosas
utan zselatinnal bevont targylemezekre tettiilk, megszaritottuk, viztelenitettik és lefedtik (DPX
fed6oldat, Fluka BioChemika, Buchs, Svajc). A mintakat fénymikroszkoppal (Olympus Vanox-T
AH-2, Japan) vizsgaltuk, és CCD kamerdval (Spot Diagnostic Instruments, USA) rogzitettilk a
felvételeket.

3.4.4. Elektronmikroszkopia
Tenyésztett sejteken

A tenyésztett sejtek elektronmikroszkopias vizsgalatanak egy részét sajat laboratériumunkban
végeztik [Deli és mtsai, 2007], masik részét Dr. Kittel Agnes végezte (MTA KOKI, Budapest)
egyuttmikodés keretében [Deli és mtsai, 2010]. A membranon ndvesztett sejteket 3 % para-
formaldehidet tartalmazd kakodilat pufferben (pH 7,5) fixaltuk 30 percig 4 °C-on. Tobbszori
kakodilat pufferes mosas utan a betétekb6l a membranokat 6vatosan kimetszettiik, és 1 % OsOy4-ot
tartalmazo 0,1 M kakodilat pufferben posztfixaltuk 30 percig. A mintakat ezutan desztillalt vizben
mostuk, majd felszall6 alkoholsorban viztelenitettiik, 70 %-os etanolban készitett 2 %-os uranil-
acetat oldatban kontrasztoztuk 1 oran at, végiil Taab 812 gyantaba agyaztuk be (Taab; Aldermaston,
Berks, UK). Ultravékony metszeteket vagtunk a membran sikjara merélegesen Leica UCT ultra-
mikrotommal (Leica Microsystems, Milton Keynes, UK), amelyeket Hitachi 7100 transzmisszios
elektronmikroszkoppal vizsgaltunk (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan). Megaview II digitalis kamerat (Soft
Imaging System, Miinster, Németorszag) hasznaltunk a felvételek készitéséhez. A képek kontrasztjat,
amennyiben sziikség volt rd, Adobe Photoshop CS3 programmal (San Jose, CA, USA) igazitottuk
[Nakagawa és mtsai, 2009; Deli és mtsai, 2010].

Szoveteken

A nazalis régid és agy vizsgalatahoz [Wolburg és mtsai, 2008, Horvat és mtsai, 2009] talaltatott
patkanyokat transzkardialisan perfundaltunk 2.5 % glutdraldehidet tartalmazé 0,1 M kakodilat
pufferrel (pH 7,4). A szaglorégiot kipreparaltuk, 4 oran keresztiil utofixaltuk, majd kakodilat
pufferben taroltuk. A transzmisszios és fagyasztve toréses elektronmikroszkopiat Prof. Hartwig
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Wolburg és csoportja végezte Tiibingenben. Roviden a szovetet 1 % OsOs-ot tartalmazo 0,1 M
kakodilat pufferben posztfixaltak, felszallo alkoholsorban viztelenitették, és 70 %-os etanolban
készitett 2 %-os uranil-acetat oldatban kontrasztoztak. A viztelenitést propilén-oxiddal fejezték be. A
mintakat araldit gyantdba (Serva, Heidelberg, Németorszag) agyaztdk be. Az ultravékony
metszeteket FCR Reichert Ultracut ultramikrotommal (Leica, Bensheim, Németorszag) készitették,
pioloform hartyaval bevont réz targytartdlemezekre vitték fol, 6lom-citrattal kontrasztoztak, majd
EMIO0A tipust elektronmikroszkoppal (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag) vizsgaltak.

3.4.6. Atomero-mikroszkdpia

crer

crer

atomier6-mikroszkopiaval (PSIA XE-100 mikroszkop, DPFM mod; Witec GmbH, Németorszag)
standard PFM hegyekkel (NSC 18/NoAl, 2.5 N/m). A lézerrel megmunkalt felsziniti mintakat PBS-
ben frissen készitett AP 1-42 (10 pg/ml) pentozant (100 pg/ml) tartalmazoé illetve nem tartalmazéd
oldatba meritettiik, és egy o6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd haromszor mostuk steril desztillalt
vizben sikrazon, végiil szbahomérsékleten egy éjszakan at szaritottuk. A biomolekulak detektalasa
tapping tizemmodban NT-MDT hegyekkel (NSG11, 5.5 N/m, 150 kHz) masnap tortént. A lézeres
felszinre letapadt biomolekuldk szamanak és méretének meghatarozasat az AFM képeken Spot
Advance programmal (Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, MI, USA) végeztiikk. Két
figgetlen kisérletbél szarmazo 3 kiilonbozé mintan 25-25 random kivalasztott 1 wm® mez6kén
szamoltuk meg a részecskéket [Deli és mtsai, 2010].

3.5. Allatkisérletek
3.5.1. Bakterialis lipopoliszacharidok hatasa egéren [Veszelka és mtsai, 2003]

A kisérlethez az MTA SZBK Allathaza altal tenyésztett him CBAXBL/6 egereket (3 honapos,
30-35 g) hasznaltunk, az allatokat standard koriilmények kozott tartottuk, csapvizet és tapot szabad
hozzaféréssel kaptak. Az allatkisérletek soran mindvégig betartottuk az Europai Uni6 Council
directive for the care and use of laboratory animals testiiletének iranyelveit és a vizsgalatokat az
allategészségligyi hatosag jovahagyta (XV1/72-45/a/2001).

Az egerek harom intraperitonealis injekciot kaptak, amelyek egyenként 100 pg/adag Salmonella
typhimurium lipopoliszacharidot (LPS) tartalmaztak 200 pl izoténids séoldatban (megkéozelitdleg 3
mg/kg dozis). Ezt a kezelést az allatok protokollja szerint a kisérlet elkezdése utan 0, 6, és 24 oraval
kaptak [Xaio és mtsai, 2001]. A kontroll allatok injekcidja csak vivOanyagot tartalmazott. Egyes
LPS- vagy vivOanyag-kezelt egerek 250 pg human szérum amiloid P komponenst (SAP;
Calbiochem; La Jolla, CA, USA) is kaptak intravéndsan (200 ul Ossztérfogatban). A SAP-ot
liofilizalt porbol steril desztillalt viz segitségével frissen oldottuk fol, a fehérjekoncentracio 1,25
mg/ml, az ionkoncentracid fiziologias volt. Ezt a SAP adagot mind az LPS-kezelt, mind a kontroll
allatok jol toleraltak és a szert 1 vagy 6 oran keresztiil hagytuk hatni. Ekkor a SAP vérszintje
megfelelhetett az egerek akut fazis reakcigjaban mért 250 pg/ml koriili értéknek (Neveu és mitsai,
1998). Az LPS és LPS + SAP kezelést kapo egereken jellegzetes klinikai tiineteket és magatartas-
valtozasokat figyeltiink meg a perfuzio eldtti 1 éraban.

A vér-agy gat permeabilitasi vizsgalatban az alabbi 7 allatcsoportot (n=5-12) hoztuk 1étre: (i)
vivoanyag-kezelt kontroll egerek; LPS-kezelt egerek 6 (ii), 18 (iii), vagy 24 oraval (iv) a harmadik
injekcid utdn; kombinalt LPS- és SAP-kezelést kapott egerek, 18 és 1 draval (v), vagy 24 és 6 oraval
(vi) a kétféle kezelés utan; valamint (vii) SAP-kezelt allatok 1 6raval az injekcio utan.

A vazogén agyoedema kialakulasat két ismert vér-agy gat permeabilitasi jelz6anyag, a natrium
fluoreszcein (SF, molekulatomeg: 376, Stokes radius: 0.55 nm) €s az albuminhoz k&t6do Evans kék
festék (EBA, egyiittes molekulatomeg: 67 000, Stokes radius: 3.5 nm; az Evans kék festék
molekulatomege 961) agyszovetbe torténd bejutasaval hatdroztuk meg. Ezek a jelzéanyagok
kiilonféle extravazacids utakrdl adhatnak felvilagositast, mert az albumin transcytosis révén jut at a
vér-agy gaton, mig a SF a paracellularis permeabilitas markerének tekinthetd jollehet az MRP efflux
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pumpak is szabalyozhatjak az agyba valo bejutasat. Az egerek mindkét festékbol 2 %-os oldatot (5
ml/kg) kaptak a farokvénaba 1 oraval a kisérlet vége eldtt, majd az allatokat 50 ml PBS-sel
transzkardialisan perfundaltuk, majd szérum- és agyszovet-mintakat (jobb és bal oldali agykéreg,
kozépagy, kisagy) vettiink, és a mintdkat —20 °C-on taroltunk. A szdvetmintakat 1,5 ml 15 %-os
(m/V) triklorecetsavban homogenizaltuk, 10000 g-n 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszokbol a
abszorpcid mérése 620 nm-en tortént Polarstar Galaxy fluoreszcens soklyukt lemezleolvaséd
segitségével (BMG Labtechnologies, Németorszag). A vér-agy gat permeabilitasat ng jelzOanyag/g
agyszovet koncentracioval jellemeztik. Az egyéb allatfajokon végzett vér-agy gat permeabilitasi
vizsgalatok jelentds része is ezzel a két jelzbanyaggal tortént, a tovabbiakban csak a jelen leirastol
valo eltéréseket jelzem.

3.5.2. TNF-a hatasa njsziilott sertésen [Abraham és mtsai, 1996; Megyeri és mtsai, 2000]

Ebben a vizsgalatsorozatban néstény és him 0jsziilott sertéseket (4-8 ora, 1170-1580 g, n=84)
hasznaltunk. Pentobarbital (30 mg/kg) anesztézidban az egyik koldokartéridba katétert helyeztiink és
ezen keresztilil ellendriztiik a legfontosabb keringési adatokat és az artérias vérgdz és sav-bazis
paramétereket. Feltartuk a kisérleti allatok bal oldali arteria carotis internajat, amit a carotis externan
keresztiil kaniilaltunk, hogy ezen keresztiil lasst intraarteridlis infuziot tudjunk beadni. Az infazid
beadasa utan az intraarterialis kaniilt eltavolitottuk és az arteria carotis internat lekotottik. A
kisérletek az amerikai National Institute of Health allatkisérletes iranyelvei (Guidelines for the care
and use of laboratory animals) szerint zajlottak, a kisérleti beavatkozasokat a szegedi Szent-Gyorgyi
Albert Orvostudomanyi Egyetem Allatvédd Tudoményetikai Bizottsaga jovahagyta (No. ATB 53).

Az egyik vizsgalati elrendezésben [Abraham és mitsai, 1996] rekombinans human TNF-o-t
(thTNF-a) adtunk be 0,5 ml fiziologias sdoldatban az alabbi dozisokban: 0, 1000, 10 000 és 100000
IU (n=12 minden csoportban), majd a vér-agy gat permeabilitasi valtozasait 1, 2, 4, 8, 16 oraval a
citokin infizié utan vizsgaltuk. A masik vizsgalatban [Megyeri és mtsai, 2000] 6 kontroll ujsziilott
sertés fiziologias sooldatot, mig 30 allat 10000 IU rhTNF-o-t tartalmazé infiziot kapott
intraarterialisan. Itt a sertéseket 1 oraval a rhTNF-a adédsa el6tt intravénasan adott 4-(2-
aminoetil)benzénszulfonil-fluoriddal (AEBSF, mas néven Pefabloc; molekulatomege: 239,5; 0; 2,4;
4,8; 9,6 vagy 19,2 mg/kg adag 1,0 ml fiziologias s6oldatban; n=6 minden csoportban) eldkezeltiik és
a permeabilitast 4 6raval a citokin infizi6ja utan mértiik.

Az SF és EBA jelzéanyagok vér-agy gat permeabilitasidt a mar ismertetetthez hasonlé médon
mértiik. Az 0jsziilott sertések mindkét festéket (2%, 5 ml/kg) a kisérlet tervezett vége el6tt 30 perccel
kaptak intravéndsan, majd vérmintakat vettiink és a jelzGanyagokat az érrendszerbdl 200 ml/kg
fizioldgias soboldattal eltdvolitottuk. A rhTNF-a hatdsanak doézis- és ido-fiiggését vizsgald
kisérletiinkben a bal oldali fali lebenybdl vettiink agykéreg mintakat, mig az AEBSF hatasanak
vizsgalata az infuzidval azonos (bal) és ellenkezd (jobb) oldali fali lebeny, hippocampus, striatum,
periventricularis fehérallomany, és kisagy mintakbol tortént. A szérum és agyszovet mintakat 3,0 ml
jéghideg 7,5 %-os (m/V) triklorecetsavban homogenizaltuk, majd 10000 g-n 10 percen keresztiil
centrifugaltuk. A felilluszok abszorbancidjat 620 nm hullimhosszon Unicam SP 1800
spektrofotométerrel mértiik, majd az EB koncentraciot standard higitdsi sorral hataroztuk meg.
Azutan 0,5 ml 5 N NaOH-t adtunk minden feliiliszéhoz, és a SF koncentraciét Hitachi F 2000
fluorimeter (excitacié: 440 nm, emisszio: 525 nm) segitségével mértik. Az agyi erek
ateresztoképességét a jelzdanyagok agyszovetben és szérumban mért koncentracidinak hanyadosaval
fejeztiik ki: (ug jelzbanyag / mg agyszovet) * (ug jelzéanyag / pl szérum)™.

A morfoldgiai vizsgalat soran feldolgozott jsziilott sertések ugyanezt a kezelést kaptak minden
kisérleti csoportban. Az allatokat a fiziologias sooldattal torténd perfuzié utan Karnovsky-féle fixalo
oldattal is perfundaltuk. Az egyes agyteriiletekrél vett mintakat egy éjszakan at 20 %-os (m/V)
szukroz-oldatban inkubaltuk. Kriosztattal torténé metszés utdn a mintakat Mowiol segitségével
montiroztuk €és a targylemezeket argon/kripton ion lézerrel miikddd Leica konfokalis pasztazo
mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Az SF 488 nm hullamhosszon torténd excitacioja zold, mig az
EB excitacioja 564 nm hullamhosszon piros fluoreszcenciat adott.
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3.5.3. DPPE hatasa kontroll és 4 ér occlusion atesett him patkanyon [Németh és mtsai, 1998; Deli
és mtsai, 2000c]

Az N,N-dietil-2-(4-(fenilmetil)fenoxi)etinamin HCI) (DPPE, mas nevén tezmilifén,
molekulatomeg: 320) vér-agy gat permeabilitasra kifejtett in vivo hatasat kontroll és agyi ischaemia-
reperfusio hatdsan atesett him Wistar patkanyokon (3 ho, 300-350 g) vizsgaltuk. A kisérletek az
amerikai National Institute of Health allatkisérletes iranyelvei szerint zajlottak és a kisérleti tervet a
helyi Allatvédé Tudoményetikai Bizottsdga jovahagyta.

Kontroll patkanyokon meghataroztuk az agyi erek permeabilitdsat a DPPE 0, 1, 5, és 20 mg/kg
doézisainak (vivoanyag: 0,5 ml fizioldgias so6oldat) lassu intravénas infuzidja utan 4 6raval, valamint a
a DPPE 5 mg/kg adagjanak beadasa utan 2, 4, és 8 o6raval (n=6 minden csoportban). A kisérlet
masodik részében agyi ischaemian atesett patkanyoknak a reperfusio elején adtunk 5 mg/kg DPPE
dozist lassu intravénas infizioban, majd a vér-agy gat permeabilitasat 2, 4, és 8 oraval késébb
meghataroztuk (n=6 minden csoportban). Kontrollként ischaemian at nem esett, 0,5 ml intravénas
fiziologids so oldatot kapo patkanyok agyi permeabilitasat mértiik 2, 4, és 8 draval az infuzi6 utan.

Az agyi ischaemia és reperfusio kivitelezésére a globalis agyi ischaemia-reperfusio 4 ér occlusios
modelljét [Pulsinelli és Brierley, 1979] hasznaltuk, kisebb modositasokkal [Németh és mtsai, 1998].
Az éllatok intraperitonealis pentobarbital (30 mg/kg) anesztéziat kaptak. Ezutan hatsé kozépvonali
metszésbol feltartuk az elsé nyakcsigolyat (C1) és azonositottuk mindkét oldalon a foramen alare-t
(15.A abra). Az arteria vertebralis-t tartalmazo neurovascularis agat diathermias késziilékhez
csatlakoztatott bipolaris csipesszel hokoagulaltuk mindkét oldalon és a sebet zartuk. Ezutan eliilsé
kozépvonali metszésbdl izolaltuk mindkét oldalon az arteria carotis communis-t és az erek koré egy,
Tomida és mtsai (1987) altal leirt occlusios eszkozt iiltettiink be (15.B abra). A kovetkezo napon a
majd az eszkdz oldasa utani agyi reperfusio kezdete utan 2, 4, vagy 8 oraval hataroztuk meg a vér-
agy gat permeabilitdsat (n=6 minden csoportban).

vertebra (C1) C . a. carotis okklizios eszk6z nyitva

foramen
vertebralis

B

15. abra. A: Az arteria vertebralis feltardsa a foramen vertebralisban hdkauterizacio el6tt sematikus
rajzon. B: Az arteria carotisra felhelyezett okkluzids eszkdz sematikus rajzon. C: Altatott patkanyon az arteria
carotisra felhelyezett okkluzids eszk6z nyitott és zart allapotban [Németh és mtsai, 1998].
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Az artérias vérnyomast, valamint a sav-bazis és vérgaz paramétereket az intravénas injekcio elott
¢és az utan 30 és 60 perccel hataroztuk meg az allatok 4 alcsoportjaban (vivoanyaggal vagy 5 mg/kg
DPPE-vel kezelt kontroll és post-ischaemids patkanyok). Az artérias katétert a patkanyok bal oldali
arteria femoralis erébe iiltettiik be, és az artérias k6zépnyomast Statham P230 nyomasatalakito fej
segitségével mértiik (Statham Instruments Inc., Los Angeles, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok). Az
artérias vérkémiai adatokat (pH, parcialis CO, nyomas, parcidlis O, nyomas) a standard Astrup
modszer szerint ABL-330 eszkozzel (Radiometer, Koppenhaga, Dania) mértiik. A 60 perces artérias
vérmintakbol haematokrit meghatarozas is tortént.

A vazogén agyoedema mértékét az SF és az EBA extravasatidjaval hataroztuk meg az 0jsziilott
sertésben mar leirt modszerhez hasonléan (Abrahdm és mtsai, 1996). A jelzéanyagok beadésa utan
30 perccel szérum mintat vettiink, majd a patkanyokat 200 ml/kg fiziologias sdoldattal perfundaltuk
és agykéreg, hippocampus, striatum ¢és kisagy szOvetmintakat gyQjtottink. A jelzOanyagok

crcr

3.5.4. Vér-agy gat permeabilitais hatisa el6agyi ischaemiin atesett magas vérnyomasos
patkanyon [Abraham és mtsai, 2002]

A kisérletek az amerikai National Institute of Health (Bethesda, MD, Amerikai Egyesiilt
Allamok) allatkisérletes iranyelvei (Guidelines for the care and use of laboratory animals) szerint
zajlottak és a Nagaszaki Egyetem (Japan) helyi etikai bizottsaga jovahagyta a beavatkozasokat.

A vizsgalathoz 16 hetes, magas konyhaso- (0,8 % NaCl) és alacsony fehérje- (20,8 %) tartalmq,
stroke-ra hajlamositd étrenden (Funabashi Farm, Chiba, Japan) tenyésztett, stroke-ra hajlamos
spontan magas vérnyomasu SHRSP/Izm patkanytorzsbol szarmazo6 allatokat, valamint hasonl6 koru
normotenziv Wistar-Kyoto patkdnyokat (WKY/Izm) hasznaltunk. A szisztolés vérnyomast és a
szivfrekvencidt komputerizalt szfigmomanométer (TK-370A) segitségével mértiik az allatok
Halotan (Fluothane; Takeda Chemical Industries, Osaka, Japan) anesztézia utan az arteria carotis
communis vératfolyasat mindkét oldalon aneurizma-csipeszek segitségével 10 percen keresztiil
lezartuk. A vér-agy gat permeabilitasait SHRSP/Izm patkédnyokon 30 perccel; 6 oraval; tovabba 1, 5,
7, és 28 nappal az eldagyi ischaemia utan, mig a normotenziv WKY/Izm allatokon 7 nappal az
ischemia utan hataroztuk meg (n=5 minden csoportban). Mindkét patkanytorzs esetén almiitott
allatokat hasznaltunk kontrollként.

Az SF ¢és EBA jelzbanyagok vér-agy gat permeabilitdsat a patkanyokon mar leirt médon mértiik
[Deli et al., 2000c]. A kisérleti allatokbdl szérum- és agyszovet-mintakat (agykéreg frontalis és
parietalis lebenyei, hippocampus, thalamus, nucleus caudatus/putamen, és kisagy) vettiink. A
Japan; excitacio: 440 nm, emission: 525 nm), mig az EBA abszorpcié (620 nm) mérésére Labsystems
Multiscan Biochromatic méréeszkdzt (Helsinki, Finnorszag) hasznaltunk.

3.5.5. A szaglorendszer permeabilitasa patkanyokban [Wolburg és mtsai, 2008]

A kisérletekhez 3 honapos, 315 + 24 g tdmegi, him Wistar patkanyokat hasznaltunk, amelyeket
az MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont allathazédban standard korilmények kozott tartottak. Az
allatkisérletek soran mindvégig betartottuk az érvényes hazai jogszabaly (243/1998. korm. rendelet)
altal meghatarozott etikai alapelveket, az Europai Unié Council directive for the care and use of
laboratory animals testiiletének iranyelveit. A vizsgalatokat az allategészségiigyi hatosag jovahagyta,
az engedélyek szama XVI1./03835/001/2006.

A patkanyok intraperitonealis Avertin (1,25 %, 0,3 ml/kg) anesztéziat kaptak. A szaglorendszer
ereinek permeabilitasait SF (376 Da) és EBA (67 kDa) jelzbéanyagok segitségével vizsgaltuk
makroszkoposan. A patkdnyok avertin-anesztézidban mindkét festékbdl 5 mg/kg 2%-os oldatot
kaptak a farokvénaba, majd 30 perc mulva az allatokat 50 ml PBS oldattal perfundaltuk 5 percen
keresztiil. Ezutan a patkanyfej nyiliranyi metszeteirdl fényképeket készitettiink.

A szaglorendszer elektronmikroszkopos permeabilitas-vizsgalatai soran a jelzGanyag a
lantannitrat volt, ami a perfuziés folyadék 1% koncentracidoban tartalmazott. A anesztetizalt
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patkanyokat 0,1 M kakodilat puffert (pH 7,4) tartalmazé 2,5% glutaraldehiddel (Paesel-Lorei,
Frankfurt, Németorszag) transzkardialisan perfundaltuk, majd az eltavolitott szaglorendszert tovabbi
4 o6ran at utofixaltuk, ezt kovetden kakodilatban taroltuk. Az agykérget, szaglogumot,
orrnyalkahartyat 1% OsOg4-ot tartalmazé 0,1 M kakodilat pufferben utofixaltuk, azutdn etanol
sorozattal viztelenitettilk. A mintak beagyazasat, metszését és transzmisszids elektronmikroszkopos
vizsgalatat Prof. Hartwig Wolburg és munkacsoportja végezte Tiibingenben.

3.5.6. Nazalis gyogyszerformulak vizsgalata patkanyokon [Horvat és mtsai, 2009a]

A kisérletekhez 3 honapos, 316 + 48 g tomegli, him Wistar patkanyokat hasznaltunk, az
elemszam minden csoportban n=4 volt. A patkanyokat intraperitonealisan Avertin oldattal (1,25 %,
10 ml/kg) altattuk, €s a hanyatt fekvé allatok jobb orriiregébe 40 pl mintat injektaltunk. A
mikropipettadt 5 mm mélyen helyeztilk az orriiregbe, hogy a lehetd leghosszabb tartozkodasi 1d6t
biztositsuk a hordozénak. Intravénas kezelés esetén 500 pl oldatot fecskendeztiink az altatott allatok
farokvénajaba. A kisérlet soran 6t kiilonbozoképpen kezelt csoportot vizsgaltunk, 6t idopontban (30,
60, 120, 240 és 480 perc).

Az abszorpcidéfokozo Cremophor RH40-et fiziologias sdoldatban oldottuk fel. A mukoadheziv
natrium-hialuronsavat kis mennyiségekben adtuk az oldathoz, majd a mintdkat 24 6ra mulva Gjra
homogenizaltuk, azért hogy a polimer teljesen feloldodjon. A vivéanyagok Osszetétele az egyes
csoportokban az alabbi volt (minden érték m/V): (i) fiziologias sooldat (PhS) 100 %, (ii) abszorpcid
fokoz6 oldat (AE) 10 % Cremophor RH40 és 90 % fiziologias sooldat, (iii) hialuronsav oldat (HA)
1,5 % néatrium-hialuronat és 98,5 t% fiziologias so6oldat, (iv) mukoadheziv oldat (MA) 1,5 %
natrium-hialuronat, 10 % Cremophor RH40 és 88,5 % fizioldgias sooldat.

A fluoreszcein izotiocianattal jelolt 4 kDa dextran (FD-4) tesztmolekulat az elkészitett
vivéanyagokban oldottuk fel, a jelzGanyag koncentracidja intranazalis beadas esetén 1 mg/ml, mig
intravénas beadasnal 8 mg/ml volt. A kezelések utan, mély altatasban, heparinizalt csdvekbe az
Osszes patkanytol vért vettiink, majd az allatokat transzkardialisan perfundaltuk. Ezt kdvetden az
agyukat eltavolitottuk és 10 agyrégiot kiilonitettiink el. Ezek a jobb és bal oldali szaglogumd, a jobb
¢és bal oldali frontalis és parietalis agykéreg, valamint a hippocampus, a kdzépagy, a hid és a kisagy
voltak. Az agymintak tomegét megmértiik. A vérmintakat centrifugaltuk (10 perc, 3000 g) ¢és a
tovabbi vizsgalatokig a plazma és agymintakat lefagyasztottuk.

Az agymintdkat 7,5 % (m/V) triklorecetsav oldattal Potter—Elvehjem szovetdaraloban
homogenizaltuk, majd a mintdkat centrifugaltuk. A feliiliszok FD-4 tartalmat PTI (Photon
Technology International Inc., South Brunswick, NJ, USA) spektrofluorométerrel hataroztuk meg
(excitacio: 492,5 nm; emisszio: 514,5 nm). A mérés érzékenysége a mintdkban 1 ng/ml FD-4 volt. A
mérés linearitasa r* > 0,9986, a relativ standard deviacid pedig RSD <9,2 % volt.

3.5.7. AP 1-42 peptid intranazalis agyi bejuttatasa patkanyon [Sipos és mtsai, 2010]

A vizsgalatok soran 7-amino-4-metil-3-kumarinilacetattal (AMCA) jelolt AP 1-42 peptidet
hasznaltunk (Zarandi és mtsai, 2007). A farmakokinetikai kisérletek soran, az egyszeri nazalis
kezelés (10 pg/40 ul AMCA-AP 1-42; n = 4/csoport) utan 30, 60, 120, 240, és 480 perccel
idépontokban a mély anesztéziaban 1évo allatokat transzkardidlisan perfundaltuk 50 ml fiziologias
sooldattal, majd az agyukat eltavolitottuk és az alabbi agyteriiletekbdl vettiink mintat: jobb és bal
oldali szaglogumo, jobb és bal oldali frontalis és parietalis agykéreg, hippocampus, kdozépagy, kisagy,
¢és hid. A mintékat Potter—Elvehjem szovetdaraloban 2 ml PBS-ben homogenizaltuk, majd 2 percig
ultrahangos feltarast végeztiink jéghideg vizfiirdében. Ezutdn 6 ml folyadék kromatografiara hasznalt
metanolt (LiChrosolv, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany) adtunk a mintakhoz keverés kdzben.
Az 50000 g-vel 10 percen at 4° C-on végzett centrifugalas utan a feliiliszok AMCA-AB 1-42
tartalmat PTI spektrofluorometerrel (Photon Technology International Inc., South Brunswick, NJ,
USA) hataroztuk meg (excitacid: 345 nm; emisszid: 445 nm). A mintakban a mérés érzékenysége 1
ng/ml AMCA-AP 1-42 volt. A mérés linearitasa r* > 0,985, a relativ standard deviacio pedig RSD <
9,08 % volt a vizsgalat soran alkalmazott koncentracié tartomanyéaban.
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3.5.8. In vivo gyogyszer-permeabilitasi vizsgalatok egéren [Nakagawa és mtsai, 2009]

A vegyiletek agyszdvetben torténd eloszlasat intravitalisan a szovet-eloszlasi modell
segitségével meértiik egéren (Garberg és mitsai, 2005). A vizsgalt vegyiiletek egy adagjat az
anesztetizalt egér farokvénajan keresztiil adtuk be (n=3), majd 5 perc mulva vérmintat vettiink a vena
cavabol és az allat teljes agyat eltavolitottuk. Az agyi és plazma mintdkban a vegyliletek

crcr

crcr

3.6. Permeabilitasi egyiitthatok szamolasa

Az endothelsejtréteg permeabilitasi egyiitthatdja (Pe), egy felszintdl és koncentracioktol
fiiggetlen mutato [Deli és mtsai, 2005], amelyet Fick torvénye alapjan a vese clearance, azaz
(térfogatok, luminalis koncentraciok) birtokaban, eldszor a clearance értékeket szamoltuk ki (1.
képlet), ami azt a fels6 térfogatot adja meg ul mértékegységben, amelybdl a jelzanyag az adott
id6egység alatt teljesen kiiiriil (Ca, abluminalis koncentracio; V,, abluminalis térfogat; Cp, luminalis
koncentracio).

CoxV,
C,

Ezutan a kumulalt tisztulasi adatokat az id6 fliggvényében abrazoltuk, és megallapitottuk az
egyenesek meredekségét, amely egyenlé az adott felszinre vonatkozo clearance sebességével
(mértékegysége pl/min). Ezt az értéket felszinre szamitott permeabilitas (permeability surface area
product) néven is emlitik, ezért a 2. képletben PS-nek jeloljiik. Az endothelsejtekre jutd clearance

sebességet (PS.) ugy kapjuk meg, ha a teljes PS értékbdl (PS,, teljes PS (filtermembran + endothel-
sejt-réteg) kivonjuk a filtermembranra vonatkozo PS értéket (PSy, filtermembranra vonatkozé PS).

Clearance (ul) = Eq.1.

1 1 1

- = - Eq.2.
PS, PS PS,

Az endothelsejtekre juté permeabilitasi egyiitthatot (P.; mértékegysége 10° cm/min, 10° cm/s)
ugy kapjuk, hogy az endothelrétegre szamolt PS értéket elosztjuk a filtermembran felszinével
(1 cm®). Minél kisebb a P, érték a paracellularis jelzdnyagokra, annal szorosabbak sejtkozotti
kapcsolatok, annal jobb az endothelsejt-rétegek barrier funkcioja [Deli és mtsai, 2005].

A farmakonok agyi felvételére mért allatkisérletes adatokbol [Nakagawa és mtsai, 2009] in vivo
permeabilitasi egyiitthatot (P,,,, mértékegysége cm/s) szamoltunk, a beadas utani 5 perces vérplazma
és agyszovet koncentracio hanyadosokbol (3. képlet; t, id6; A, agyi kapillarisok felszine) [Ohno és
mtsai, 1978, Garberg és mtsai, 2005].

Cagy
Papp ~ ﬁ Eq3 .

plazma

Szamitasaink soran az egerek agyi kapillarisainak felszinét 240 cm’-nek, mig a vizsgalt
gyogyszer metabolizmusat, a vérbe torténd visszaaramldsat és a szoveti felhalmozodasat
elhanyagolhatonak tekintettiik ebben az idépontban (Garberg és mtsai, 2005).

3.7. Statisztikai kiértékelés

Az adatokat atlag = S.D. vagy S.E.M. értékként adtunk meg. A kiilonb6z6 adatsorokon variancia
analizist kovetden Dunnett, Bonferroni, vagy Newman-Keuls post hoc teszteket végeztiink Graphpad
Prism 5.0 program (GraphPad Software Inc., USA) segitségével. A P < 0.05 értékeket tekintettiik
statisztikailag szignifikdnsnak. A parhuzamos mintdk szdma 3-12 volt kisérletenként. Minden
kisérletet kiilon izolalt primer tenyészetbdl legalabb haromszor megismételtiink.
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4. A VER-AGY GAT MODELLEZESE SEJTTENYESZETEKKEL

A vér-agy gat tanulmanyozasara az endothelsejtek tenyésztéses modelljeit az 1980-as évektol
alkalmazzak, ¢és azok jelentdsen hozzajarultak az agyi endothelsejtek receptorainak,
szallitofehérjéinek, enzimeinek ¢€s jeltovabbitdé tutjainak, valamint a vér-agy gat sejtjei kozotti
kolcsonhatas megismeréséhez [Deli és Jod, 1996; Deli és mtsai, 2005; Deli 2007; Veszelka és mtsai,
2011]. A Szegedi Biologiai Kutatokozpont Molekularis Neurobiologiai Laboratoriumaban 1971-ben
nemzetkozi szintli kutatisokat. Az elmult 20 évben a munkacsoportban folytatott kutatasaimbol
Osszegyllt tapasztalat felhasznalasaval sikeriilt az agyi endothelsejt-tenyésztés modszerén javitani, és
az eddigieknél komplexebb, az in vivo vér-agy gat tulajdonsagokhoz jobban kozelit6, agyi endothel-,
glia-, és pericyta sejtek primer tenyészeteib6l tobb sejttipusbol allo in vitro modelleket késziteni és
jellemezni.

I. Primer agyi endothelsejt-tenyészetek eldallitisa és jellemzése, a tenyésztési koriilmények
optimalizalasa

Joo Ferenc nem csak az agyi mikroerek izoldlasdban és alkalmazédsaban jatszott Uttord szerepet
[Joo és Karnushina, 1973], hanem finnorszagi tanulmanyutja soran Pertti Panulaval sikeriilt alkalikus
foszfataz festéssel, fény- és elektronmikroszkopiaval agyi endothelsejteket azonositaniuk tenyésztési
korilmények kozott patkany agy prepardtumokban [Panula és mtsai, 1978]. A nyolcvanas években
szamos, egymastol nagyon kiilonboz6 technikat fejlesztettek ki agyi endothelsejtek tenyésztésére. A
modszerek alapvetd 1épései azonosak, mindegyik az agyszovet disszocialdsaval kezdodik, a mikroér
frakcio elvalasztasaval folytatddik, majd a sejtek tenyésztésével zarul. A disszocialas torténhet
mechanikusan [Dehouck és mtai 1990], egyszeres vagy kétszeres enzimes emésztéssel [Bowman és
mtsai, 1981 és 1983], vagy a két technika 6tvozésével [Tontsch és Bauer, 1989]. A mikroerek
elvalasztasahoz finomszovésti halot, aprd iiveggolyokkal toltott oszlopot, albumin vagy perkoll
gradienseket, vagy centrifugélasi 1épéseket lehet alkalmazni. A szegedi laboratériumban altalam
bevezetett technika [Deli és mtsai, 1993] az enzimes emésztést kovetd kétszeres gradiens
centrifugalas moszert kdveti [Bowman és mtsai, 1981; Hughes és Lantos, 1986; Dux és mtsai, 1991].

Amig az agyi mikroerek izoldlasa tobbféle mdodon is sikeresen megoldhatd, a beldlik kindvo
endothelsejtek tenyésztése szamos problémat vetett fel. A legnagyobb gondot a tenyészeteket
szennyezO egyéb sejttipusok, mint a fibroblasztok, simaizomsejtek, leptomeningealis sejtek, de
foképpen a pericytak okoztak [Abbott és mtsai, 1992; Szabo és mtsai, 1997]. Az agyi hajszalerekben
az endothelsejtek osztoznak a bazalis membranon a pericytakkal (7. abra), igy sem mechanikusan,
sem enzimes emésztéssel nem tavolithatoak el teljesen.

Patkany és sertés agy mikroér endothelsejtek tenyésztési koriilményeinek beallitasa

Megallapitottuk, hogy a két-hdrom hetes patkdnyok agybol izolalt endothelsejt-
tenyészetekben a pericytak jelentds szdmban megtalalhatoak, és az endothel-egysejtrétegek
novekedését befolyasoljak. A pericytakat faziskontraszt mikroszkoppal is meg lehet kiilonbdztetni az
agyi endothelsejtektdl morfoldgidjuk alapjan (16. abra). Jellemz6 a nagyobb, sokszogletli sejttest, a
tobb, elagazo nyulvany, a sejt korvonala szabalytalan. A pericytdk az endothelsejtekkel ellentétben
nem alkotnak egybefiiggd réteget, nincsenek szoros sejtkozotti kapcsolataik, azaz a sejtek nem
kapcsolodnak egymassal hosszabb szakaszokon, hanem folytonossagi hianyok lathatéak kozottiik.
Amig az endothelsejtekre jellemz6 a kontakt gatlas, vagyis ha az endothel-egysejtréteg benétte a
tenyészto-felszint, a sejtek osztodasa erdsen lecsokken, a pericytdk osztodasa nem 4all le, és a sejtek
egymast atfedé modon tobb rétegben is nének.

Az agyi endothelsejtek egyik legjobb azonositasi modja a von Willebrand faktorra (vWF; a
véralvadas VIII. faktordhoz kapcsolodo antigén) torténd immunfestés, mivel a szervezetben az ér-
endotheliumon ¢és a csontvel6i megakaryocytakon kiviil mas sejtek nem expresszaljak. Agyi mikro-
erekbdl szarmazo elsédleges tenyészetek a vWF pozitiv sejtek mellett nagy szamu, nem festddo sejtet,
zommel pericytékat tartalmaznak (16. abra). Ezek a sejtek hosszabb tenyésztés soran az endothel-
sejtek rétegére randnek, passzalasok utan pedig akar tul is néhetik az endothelsejteket.
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16. abra. A: agyi endothelsejt-tenyészet részlete faziskontraszt mikroszkoppal vizsgalva; E endothelsejtek; P,
pericytdk. B: agyi endothelsejtek pozitiv fest6dést mutatnak von Willebrand faktorra fénymikroszkopos
felvételen. C: Egyhetes tenyészetben az immunfest6dést mutatdé agyi endothelsejt sziget mellett sok, csak
hematoxilin-eozinnal festddo sejtet, nagy valosziniiséggel pericytékat lehet 1atni [Szab6 és mtsai, 1997]. Mérce:
A és B: 25 pm, C: 150 um.

Az endothelsejtek és a tenyészetekben talalhatd egyéb sejtek novekedését és differencidlodasat
meghatarozzak a kiilonboz6 mitogének. A fibroblaszt novekedési faktorok, kiillonosképpen az FGF-2
sziikséges az endothelsejtek in vitro novekedéséhez és fenotipusanak megtartasahoz [Murakami és
tenyésztéshez hasznalt allati szérumok igen sokféle ndvekedési faktort tartalmaznak. A standard FBS
FGF-2-t és PDGF-t is tartalmaz, mig a vérlemezkében szegény borju vérplazmabol nyert savo (PDS)
PDGEF tartalma csekély [Heldin és mtsai, 1999].

Osszehasonlitottuk a kétféle szérumban ndvesztett agyi mikroerekbdl szdrmazd tenyészeteket, és
kimutattuk, hogy az endothelsejtek tisztasagat ndvelni lehet PDS alkalmazéasaval (17. dbra). A sejtek
egyenletesebb morfoldgiai képet, hosszikas, orsoszerii alakot mutattak, szorosan, hézagmentesen
simultak egyméshoz, és a sejtsiirliség is nagyobb volt (PDS: 962 + 65 sejt/mm”, FBS: 807 + 53
sejt/mm?, n=12) [Szab6 és mtsai, 1997].

Az endothelsejt-tenyészeteket szennyez0 egyéb sejtek eltavolitdsara szamos technikat leirtak az
szakirodalomban. Az izolalt agyi mikroér fragmentumok kollagénnel bevont tenyésztofeliiletre
torténd kirakasa utdn egy ordval a nem letapadd sejteket mosassal lehet mechanikusan eltavolitani
[Rupnick és mtsai, 1988], azonban igy a gyengén letapadt endothelsejtek egy részét is elvesztettiik.
Mikroszkdp alatt steril pipettaheggyel a nem endothelsejtek egy részét le tudtuk kaparni a felszinrél,
de nagy szadmu, és nagy felszinli tenyészetben, ha sok a pericyta, vagy tenyésztobetéten ez a modszer
nem alkalmazhat6. D-valin adagolésa a tapfolyadékhoz a tenyésztés els6 harom napjaban tamogat-
hatja a D-valint metabolizalni képes endothelsejtek novekedését [Abbott és mtsai, 1992]. Egy masik
modszer szerint Griffonia simplicifolia lektint adtak izolalt egér agyi mikroér sejtekhez, és a
pozitivan jel6lddo agyi endothelsejteket fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatassal (FACS) dusitottak a
tenyésztéshez [Sahagun és mtsai, 1989].
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17. abra. Hatnapos agyi endothelsejt-tenyészetek részletei faziskontraszt mikroszkoppal vizsgalva. A:

endothelsejtek 20 % borjusavot tartalmazod tapfolyadékban novesztve. B: endothelsejtek 20 % vérplazmabol
készitett borjusavot tartalmazo tapfolyadékban névesztve. [Szabd és mtsai, 1997]. Mérce: 25 pm.

A T-lymphocytak, a mesangialis sejtek, az agyi mikroér pericytak €s az astrocytak felszinén
megtalalhato a differenciaciot jelz6 thymus antigén Thy 1.1, mig az endothelsejtekrdl hianyzik
[Risau és mtsai, 1990]. Ezen alapulva a pericitak eltavolitasara agyi mikroér tenyészetekbdl komple-
ment medialt sejtlizist dolgoztak ki Thy 1.1 antigénre specifikus ellenanyag és nyul komplement
alkalmazasaval [Risau és mtsai, 1990], amit mi is adaptaltunk (18. abra) [Szabd és mtsai, 1997]. A
modszerrel latvanyosan el lehetett tdvolitani a tenyészetet szennyezd egyéb sejteket (18. és 19. abra),
és a kisérletekhez sokkal tisztabb, 95 % fol6tti aranyban endothelsejteket tartalmazo kultarakat
kaptunk, ami a hosszabb tenyésztési idépontoknal még szembetlin6bb kiilonbséget adott. Tizenkét-
naposnal id6sebb kultarakban angiogenezist figyeltink meg szakirodalmi adatokkal egybevagdan
[Robinson és mtsai, 1990], amit pericytak jelenléte fokozott.

- ' 3 .l 4", :. 3 ?&“}"-

ben faziskontraszt mikroszkoppal vizsgalva. A: sejtlizis el6tt. B: sejtlizis utan. Szaggatott vonallal jeldltiik az
endothelsejt szigetek korvonalat. [Szabo és mtsai, 1997]. Mérce: 150 pum.

A kiilonb6z6 technikdk Osszevetésével az alabbi 1épéseket talaltuk kulcsfontossdgunak az agyi
endothelsejt-tenyészetek optimalizalasdban: (i) Az allatok kora 2-3 hét koriil megfeleld, iddsebb
allatokbol készitett tenyészetekben megné a pericytak szama. (ii) Az agyhartyak, a plexus chorioi-
deusok és nagyobb erek gondos eltavolitasa az agyszovetbol noveli az endothel-tenyészetek
tisztasagat. (iii) Az enzimes emésztések id6tartamanak 1,5 + 1 ora az idedlis; a rovidebb emésztési
idoknél tobb a szennyezd sejt, a hosszabb emésztésnél egyedi endothelsejteket nyeriink, amelyek
nem tapadnak le és nem nének megfelelden. (iv) A komplement-medialta sejtlizisre a legalkalmasabb
idépont a sejtek izolaldsa utdn 2-3 nappal van, ha hamarabb keriil r4 sor, a komplement az
endothelsejteket is karositja, mig kés6bbi idopontban a pericytak nem tévolithatdak el teljesen. (v) A
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tapfolyadékban szérumként FBS helyett PDGF-mentes PDS, ¢s kiegészitéként FGF-2 novekedési
faktor hasznalata segiti az endothelsejtek gyors novekedését [Szabo és mtsai, 1997].

kozvetleniil sejtlizis utan. C: a tenyészet 4 nappal a komplement-medialt sejtlizis utdn. D: Ugyanabbdl az
izolalasbol szarmazé tenyészet kezelés nélkiil azonos idépontban. Mérce: 40 um. [Szab6 és mtsai, 1997].

Az igy nyert endothelsejt-tenyészetek a vWF immunpozitivitds mellett kototték a D-galaktoz-
specifikus Griffonia simplicifolia I-B4 izolektint, és pozitiv hisztokémiai jelolést adtak a vér-agy gatra
jellemzd alkalikus foszfatdzra. Transzmisszios elektronmikroszkopidval a sejtekben sok
mitochondriumot, kiterjedt endoplazmatikus haloézatot, a sejtek kozott réskapcsolatokat (gap
junction) figyeltiink meg. Porézus membranu tenyésztobetétekre (Falcon, BD Biosciences USA; 25
mm atméré) passzalva az endothelsejtek 120 Q x cm® rezisztencia értéket adtak [Deli és mtsai,
1997a].

A patkany agyi endothelsejt tenyésztésére kidolgozott modszerrel sertés agyi endothelsejt-
tenyészeteket is el6allitottunk [Deli és mtsai, 1997b]. Ezek a sejtek is pozitiv vWF immunfestodést,
és GS-IB, izolektin kotést mutattak. A sertés agyi endothel-egysejtrétegek rezisztencidja atlagosan
136 Q x cm® volt. Ezekben a tenyészetekben is megfigyelheté volt a pericytdk jelenléte, és 10
naposnal hosszabb tenyésztési id6 esetén az érképzédés [Deli és mtsai, 1997b].

Patkany primer agyi endothelsejtek és immortalizalt sejtvonalak dsszehasonlitasa: vazoaktiv
molekulik termelése

A primer tenyészetek koltsége, id6- €s munkaigénye nagy, ezért az 1990-es években tobb
patkany agyi endothel-sejtvonalat is eldallitottak. A két legjobban jellemzett és vér-agy gat
kutatasban legtobbet hasznalt sejtvonal az adenovirus E1A génnel immortalizalt RBE4 [Roux és
mtsai, 1994], és az SV40T antigénnel transzfektalt GP8 sejtvonal [Greenwood ¢és mtsai, 1996]. Ezek
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a sejtek megtartottak az endothelre jellemzd fenotipust, és a vér-agy gat sajatossagok koziil is
szamosat [Roux ¢és Couraud, 2005].

Tenyészetben a GP8 sejtek a primer kultirakhoz hasonlé nyult, orsoészerii sejtalakot, és drvényes
novekedési mintazatot mutattak. Az RBE4 sejtek alakja utcak6hoz hasonld, sokszdgii, ami inkabb
makroerekre, vagy epithelsejtekre jellemzé (20. abra). Az RBE4 sejtvonal egysejtrétegeirdl nincs
publikalt rezisztencia adat, de a magas szukroz permeabilitasi adatok (11-204 x 10 cm/s) is titkrozik,
hogy a rétegek passziv atereszt6képessége nagy [Deli és mtsai, 2005]. GP8 sejteken C6 glioma
sejtekkel ko-kultGiraban alacsony, 22-26 Q x cm? elektromos ellenallast mértiink, és magas 182 x 10
cm/s P, értéket kaptunk fluoreszceinre [Deli és mtsai, 2005]. Az adatok alapjan ezek a sejtvonalak
permeabilitasi tesztekre nem alkalmasak, mivel a paracellularis barrier nem eléggé zart .
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20. abra. Faziskontraszt mikroszkopos felvételek primer, GP8 és RBE4 agyi endothelsejt-tenyészetekrol.
Mérce: 40 uM. [Kis és mtsai, 1999].

Az agyi erek endothelsejtjei, a periférias erekéihez hasonloan, szamos értonust befolydsold
molekulat, mint a gaz halmazallapotu NO, a lipid prosztaciklin és a prosztaglandinok, és peptideket,
mint az adrenomedullin, az angiotenzinek, az endotelinek termelnek [Kis és mitsai, 2006].
Megvizsgaltuk, hogy a primer és az immortalizalt agyi endothelsejtek kozott van-e kiilonbség a
vazoaktiv anyagok termelésében. Modellként belsé endothel rétegétél megfosztott kutya bal arteria
coronaria agait hasznaltuk, amelyeket 25 pM prosztaglandin F,,-val kezeltiink, hogy maximalis és
tartds izometrids kontrakciot hozzunk létre. Az endothelsejtek teljes eltavolitasat 1 uM acetilkolin,
egy endothel-fliggd értagitd adasaval teszteltiik: csak azokat az érgytriiket hasznaltuk, amelyek
acetilkolin adasara 0sszehtizodassal valaszoltak. Primer agyi endothelsejtek sejtszam-fiiggd modon
csokkentették az értonust, 6,2 x 10° sejt/ml esetében maximalis 36 %-os relaxaciot mértiink. GP8
sejtek hasonlo véltozast (30 %-os maximalis relaxacio a legnagyobb sejtszdmnal) hoztak létre, mig
RBE4 sejtek esetében nem mértiink szignifikans valtozast (21. abra). Atlagban 15-18 %-os
kontrakciot hoztak 1étre a sejtek sejtszamtol fiiggetleniil.

Annak érdekében, hogy az NO szerepét feltarjuk a folyamatban, az NO szintézisének gatlo-
szerével, No-nitro-L-argininnel torténd eldkezelést (100 pM, 30 perc) alkalmaztunk, ami primer
sejtek esetében megsziintette az értagulast, sot kontrakcioba vitte at az érgytriit. Ezzel a
megfigyeléssel egybevagoan primer agyi endothelsejtekben mind a harom NOS enzimet kimutattuk
mRNS szinten (Tagman gén-array), amelyek kozott a NOS-3 dominalt [Deli és mtsai, 1j, nem kozolt
eredmény]. A két sejtvonal esetében nem tapasztaltunk ilyen valtozast, ami arra utalhat, hogy a
konstitutiv endothelidlis nitrogén-monoxid szintaz, a NOS-3 altal termelt bazalis NO szint igen
alacsony az immortalizalt sejtekben. Ezt a feltételezést tamogatja az a megfigyelés, hogy RBE4
sejtekben csak az indukalhatdo NOS-2 jelenlétét tudtak kimutatni, de a tobbi NO szintdzt nem
[Durieu-Trautmann és mstai, 1993]. A GP8 esetében az NO szintézis gatlasanak hatastalansagat az is
magyarazhatja, hogy a sejtek altal 1étrehozott értagitasban inkabb az eikozanoidok vehettek részt.
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21. abra.. Tenyésztett primer (n=1-3), GP8 (n=7), és RBE4 (n=6) agyi endothelsejtek hatdsa endotheliumtol
megfosztott kutya arteria coronaria értdnusara prosztaglandin F,,-val kivaltott tartdés kontrakciot kovetden. W
kontroll sejtek; ® 30 percig 100 uM No-nitro-L-argininnel elOkezelt sejtek; A 30 percig 10 uM
indometacinnal el6kezelt sejtek. Szignifikans kiillonbség a kontroll és az indometacinnal elékezelt sejtek kozott:
*#P<0,01, ***P<0,001; az No-nitro-L-argininnel €s az indometacinnal eldkezelt sejtek kozott: "P<0,05,
"P<0,01, ""'P<0,001. [Kis és mtsai, 1999].

A primer sejtek ciklooxigenazt gatld indometacinnal (10 uM, 30 perc) torténd eldkezelése
szintén gatolni tudtuk a vazorelaxaciot. Ugyanezt a hatast mértiik GP8 sejteken, mig az RBE4
sejteknél itt sem volt valtozas. Ez az eredmény primer és GP8 sejtekben magasabb ciklooxigendz
aktivitasra utalt, amit a sejtek eikozanoid termelésének meghatarozasaval igazolni tudtunk.
Megvizsgaltuk az arachidonsav kaszkad ciklooxigendz utvonaldnak termékeit, a vazodilatator
prosztaglandin E, ¢és prosztaciklin  (stabil metabolitjanak a  6-keto-prostaglandin F1,
meghatarozasaval), a vazokonstriktor prosztaglandin D,, prosztaglandin F,,, thromboxan A, (stabil
metabolitjanak a thromboxan B, meghatarozasaval), valamint a 12-L-hidroxi-5,8,10-heptadeka-2-
triénsav termelddését a sejttenyészetek feliiltiszojabol. Mind a primer, mind az immortalizalt agyi
endothelsejtek jelentés mértékii, de egymastol szignifikansan eltéré 0sszmennyiségii eikozanoidot
termeltek, a kdvetkez6 sorrendben: RBE4 < primer sejtek < GP8 sejtvonal.

A primer és GPS sejtek legnagyobb mennyiségben vazodilatator prosztaglandin E,-t termeltek (a
teljes eikozanoid termelés 28 és 43 %-a), ami egybevag mind a szakirodalmi adatokkal [De Vries és
mtsai, 1995], mind a bioldgiai kisérletiink eredményével. Ezzel szemben RBE4 sejtekben a
prosztaglandin E, termelés alacsonyabb volt (P < 0.05) az 6sszmennyiségnek csak 9 %-at tette ki, €s
a felszabadulo két f6 metabolit a vazokonstriktor prosztaglandin F,, és a thromboxan A, (25 és 24%)
volt. Amig a primer és GPS8 sejtekbdl haromszor tobb prosztaglandin E; mint prosztaciklin szabadult
fel, az RBE4 sejtekben a prosztaglandin E, és prosztaciklin aranyat csak kétszeresnek talaltuk. A
primer és GP8 sejtekben mért magasabb prosztaglandin E, : prosztaciklin arany a mikroerek endo-
theliumahoz hasonlit, mig az RBE4 sejtek magasabb prosztaciklin aranya a nagyobb erek eikozanoid
profiljahoz hasonld [Renzi és Flynn, 1992]. A thromboxan A, ¢s a 12-L-hidroxi-5,8,10-heptadeka-2-
triénsav felszabadulds szazalékos mennyisége mindharom sejttenyészetben kozel azonos volt. Az
RBE4 sejtek alacsonyabb eikozanoid termelése és az értagitd prosztaglandinok alacsony aranya, amit
a sejtek immortalizalasa és az ezzel 0sszefliggd dedifferencialodasa magyarazhat, teljes 6sszhangban
van a coronaria méréseinkkel. Adataink aldtimasztjak, hogy a primer agyi endothelsejt tenyészetek
sajatossagai kozelebb allnak az in vivo endothelium tulajdonsagaihoz, mint az immortalizalt
sejtvonalakéi.

Agyi endothelsejt-tenyészetek tisztasaganak fokozasa P-glikoprotein szubsztratokkal torténé
kezeléssel, egy uj modszer kidolgozasa, és hatasa a vér-agy gat sajatossagokra

Az agyi endothelsejt-tenyészetek tisztitasara egy 1j modszert dolgoztunk ki, amelyre az Gtletet az
adta, hogy a vér-agy gat elsddleges efflux transzportere, a P-glikoprotein az agyi endothelsejtek
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luminalis membranjaban in situ igen aktiv [Beaulieu és mtsai, 1997], és a tenyésztett agyi endothel-
sejteket is megvédi az egyébként mérgez0 szubsztratjaitél, mint a vinkrisztintdl [Chen és mtsai,
1998]. Els6ként teszteltiink szisztematikusan 6t kiilonb6z6 P-glikoprotein szubsztratot, négy citoszta-
tikumot, vinkrisztint, vinblasztint, kolchicint, doxorubicint és egy antibiotikumot, puromicint. Ezek-
nek a transzporter ligandoknak toxikus dozisaival kezeltiik meg a tenyészeteket rogton izolalas utan.

, L

22. abra. Faziskontraszt felvételek 6 napos agyi endothelsejt-tenyészetekrél, amelyeket 3 napig P-glikoprotein
szubsztratokkal kezeltiink. a: kezeletlen tenyészet. b: 5,51 pM kolchicin. c: 600 nM vinkrisztin. d: 600 nM
vinblasztin. e: 5,51 uM doxorubicin. f: 5,51 uM (3 pg/ml) puromicin. E: endothelsejtek; P: pericytak. Mérce:
50 um. [Perriére és mtsai, 2005].

A kezeletlen tenyészetekben a pericytdk gyorsan osztodtak, és a tenyésztéfeliilet nagy részét be-
n6ttek (22. abra) korabbi megfigyeléseinkkel Gsszhangban. A tenyészetekben minddssze 47,6 %
endothelsejtet szamoltunk (23. abra). A kolchicinnel, vinkrisztinnel, vagy vinblasztinnal kezelt tenyé-
szetekben (22. abra b-d) az endothelsejteken toxicitasra utalé morfologiai jeleket lehetett megfigyelni,
mint apoptotikus, 6rids, vagy tobbmagvu sejteket, ugyanakkor a pericytdk nem pusztultak el teljesen.



dc_157 11

4. A vér-agy gat modellezése 44

crcr

s

ugyan kisebb volt, de a kontaminald sejtek szama még tobb volt (23. abra). A doxorubicin kezelés
hatasara eltlintek a szennyez6 sejtek, az endothelsejtek tisztasaga nott (93 %), de a ndvekedésiik
lelassult (22. abrae). A letesztelt hatéanyagok koziil a puromicin bizonyult a leghatasosabbnak
(22. dbra f), a pericytakat eltavolitotta, mig az endothelsejtek ndvekedését és fenotipusat nem
befolyasolta. Haromnapos puromicin kezelés 3 pg/ml koncentracidoban (23. abra), vagy 2 napos
kezelés 4 pg/ml koncentracioban tiszta tenyészetet eredményezett (99 %), a sejtek osztodasanak és
¢életképességének jelentds csokkentése nélkiil. Alacsonyabb doézisban a puromicin nem bizonyult
hatékonynak (23. abra).
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23. abra. Agyi endothelsejtek aranya a tenyészetben szamolt 6sszes sejthez képest 6 napos tenyészetekben 3
napig tartd kezelések utdn. A sejtszdmolas 3 kiilonboz0 tenyésztéedényben 4 random nem éatfedé mez6n tortént.
Atlag = SD. [Perriére és mtsai, 2005].

A szamolast ellendriztiik vVWF és Pgp immunfestéssel is kontroll és puromicinnel kezelt agyi
endothelsejt-tenyészeteken [Perriere és mtsai, 2005]. A puromicinnel kezelt tenyészetekben az
endothelsejtek pozitiv jelolédést mutattak mindkét markerre: az endothelsejtek aranya 98,8 % volt a
kezeletlen tenyészetekben szamolt 56.8 %-kal szemben. Megvizsgaltuk a puromicin kezelés sejt-
karositd hatasat citotoxicitasi teszttel is. Kdzvetleniil a puromicin kezelés utan atmenetileg nétt ugyan
a tenyészetekbdl felszabadult membran karosodasra utald laktat-dehidrogenaz mennyisége (LDH;
42,7+4,8% (n=12) vs. 31,7+ 1,9 % (n=11) a kezeletlen sejtekben), azonban két nappal a kezelés
vége utan az LDH szintje lecsdkkent, és ez a kontroll tenyészetekt6l nem kiilonbozott (8,1 4,3 % vs.
10,9 £2,7 % (n=9)).

Az agyi endothelsejtek kiilonleges tulajdonsagaikat [Deli és Jod 1996] tenyészetben elvesztik,
ezért sokféle moszert fejlesztettek ki a vér-agy gat tulajdonsagok tenyészetben torténd ujboli
indukciojara [Deli és mtsai, 2005]. Mivel az endothelsejteket az agyban asztroglia végtalpak
burkoljak, kiilondsen sokat vizsgaltak az endothelsejtek és asztroglia sejtek kdzotti kapcsolatot a két
sejttipus egyiitt tenyésztésével [Deli és Kalman, 2008]. Kimutattuk, hogy a puromicinnel kezelt agyi
endothelsejt rétegek elektromos ellenallasa magasabb (24. abra), és az altalunk korabban mar leirt
cAMP kezelésre [Deli és mtsai, 1995], valamint gliasejtek egyiittes tenyésztésének hatasara nagyobb
ellenallas novekedést mutattak (25. dbra). Négynapos tenyészeteket Osszehasonlitva az elsé két
napon puromicinnel kezelt endothel-egysejtrétegek elektromos ellenallasa szignifikdnsan magasabb
volt mint a kezeletlen tenyészeteké (122,5 £ 1,1 Q x cm? vs. 82,25 + 3,9 Q x cm?, p<0,05), amit 24
oras cAMP kezelés tovabb novelt (196,3 + 21,6 Q x cm?), de csak a puromicinnel kezelt csoportban.
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24. abra. Agyi endothelsejt-rétegek elektromos ellendllasa a tenyésztés 4. napjan 2 napos puromicin kezelés
utan (Puro+), vagy anélkiil (Puro-). A csoportok fele 24 6ras cAMP kezelést (250 uM CPT-cAMP ¢és 17,5 uM
RO 201724) kapott (cAMP+). Atlag + SD, harom fiiggetlen kisérlet, kisérletenként 3-16 parhuzamos minta. a:
szignifikans kiilonbség a kontroll és a puromlclnnel kezelt sejtek kozott P<0,05. b: szignifikans kiilonbség a
puromicin és cAMP kezelt sejtek és a tobbi csoport k6zott, P<0,05. [Perriére és mtsai, 2005].

Az endothelsejt-rétegek barrier funkcidjat elektromos ellenallas mérésével, és fluoreszceinre, a
paracellularis permeabilitas egyik jelzoanyagara mért ateresztOképességgel hataroztuk meg (25. abra).
A rezisztencia és fluoreszcein permeabilitasi adatok abszolut értéke a kiillonb6z6 primer tenyészetek
kozott jelentOsen eltért: az astroglia sejtekkel egyiitt tenyésztett és cAMP kezelést kapott endothelsejt
rétegek ellenallasa 169 és 508 Q x cm? kozott valtozott, mig a fluoreszceinre szamolt permeabilitasi
egyiitthato értékei 1,87 és 0,75 x 10°® cm/s kozé estek. Ezek az alacsony P, értékek jol titkrozik a
modell szorossagat, és mas vér-agy gat modellek barrier tulajdonsagaival 6sszehasonlitva nagyon jok
[Deli és mtsai, 2005].

Patkany primer agyi endothelsejtek egyiitt tenyésztése gliasejtekkel, vagy a sejten beliili cAMP
szint emelése szignifikansan fokozta (P<0.05) a sejtrétegek ellenallasat (25.A abra), és ezzel par-
huzamosan csokkentette a paracellularis ateresztoképességét (25.B abra) a szakirodalmi adatokkal
O0sszhangban. A ko-kultardk kezelése cAMP-vel tovabb novelte a TEER értékeket (kontrollhoz
képest 2,5-5 x emelkedés) és csokkentette a permeabilitast (kontrollhoz képest kevesebb mint felére).
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25. abra. Puromicinnel kezelt agyi endothelsejt-rétegek elektromos ellenéllasa (A) és permeabilitasa fluoresz-
ceinre (B) onalldan, illetve astroglia sejtekkel egyiitt tenyésztve. A csoportok fele 24 6ras cAMP kezelést
(250 uM CPT-cAMP és 17,5 uM RO 201724) kapott. Az adatokat a kontroll kezeletlen csoport szazalékaban
adtuk meg, atlag = SD, harom fiiggetlen kisérlet, kisérletenként 3 parhuzamos minta. Szignifikans kiillonbséget
(P<0,05) talaltunk a kontroll és az astrogliaval egyiitt tenyésztett, a kontroll és a cAMP kezelést kapott,
valamint a cAMP kezelést kapott vagy nem kapott astrogliaval egyiitt tenyésztett csoportok kozott. [Perriére és
mtsai, 2005].
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Az agyi endothelsejtek tenyésztés soran elveszthetik vér-agy gat sajatossagaikat [Rubin és mtsai,
1991], ezt nevezziik dedifferencidlédasnak. Ezzel Osszefiiggésben a Pgp mdrla gén szintjének
csokkenését irtak le tenyésztés soran patkdny agyi endothelsejtekben [Régina és mtsai, 1998].
Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy passzalas utan a patkany agyi endothelsejtekben a P-
glikoproteint k6dolé mdrlb gén szintje 4 napos puromicin kezelés (0,5 vagy 1 ug/ml) hatasara
megnodtt, mig az mdrla szintje nem valtozott (Northern blot). Ezzel parhuzamosan haromszor
passzalt agyi endothelsejtekben puromicin kezelés (0,5 pg/ml, 2 nap, 4 nap, 5 hét) idéfliggé modon
szignifikdnsan megndvelte a sejtek vinkrisztin felvételét ciklosporin-A jelenlétében, ami a Pgp
pumpa fokozott aktivitasara utalt [Perriere és mtsai, 2005].

Mivel a primer tenyészetek barrier funkcidja ko-kultura és cAMP kezelés mellett is nagy varia-
bilitast mutatott, tovabbi kezeléseket teszteltiink. Az endogén és szintetikus gliikokortikoidok vér-agy
gat tulajdonsagokat fokoz6 hatasat leirtak sertés és human agyi endothelsejteken, illetve
sejtvonalakon, de egymastol igen eltéré koncentraciokat alkalmazva (550 nM — 10 uM) [Hoheisel és
mtsai, 1998; Romero és mtsai, 2003; Cucullo és mtsai, 2004; Calabria és mtsai, 2006]. Elséként
mutattuk ki, hogy a hidrokortizon hormon, a gliasejtek hatasa, és a cAMP kezelés egymastol
fliggetleniil képes az agyi endothelsejt rétegek szorossadgat fokozni, és a legjobb hatast a harom
kezelés egyiittes alkalmazasaval lehet elérni (26. abra) [Perriere és mtsai, 2007].
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26. abra. Puromicinnel tisztitott agyi endothelsejt-rétegek elektromos ellenallasa (A) és permeabilitasa
szukrozra (B). Csoportok: kontroll, egysejtréteg kezelés nélkiil; glia: astroglia sejtekkel egyiitt tenyésztve;
cAMP: 250 uM CPT-cAMP ¢és 17, 5 pM RO 201724 24 o6ran at; -HC: hidrokortizon nélkiil;. +HC: 1,4 uM
hidrokortizon kezelés 10 napig. Atlag + SD, *P<0,05 [Perriére és mtsal 2007].

Ezek a kezelések onmagukban is fokoztak a sejtrétegek ellenallasat, és csokkentették a para-
cellularis permeabilitast. Az optimalis tenyésztési korlilménynek a puromicinnel tisztitott agyi
endothelsejtek gliasejtekkel torténd egyiitt tenyésztését talaltuk hidrokortizon adasa mellett, az utolso
24 6raban a cAMP emelését az altalunk korabban leirt sejten beliili cAMP-szintet ndveld kezeléssel
(250 uM CPT-cAMP és 17,5 uM RO 201724). Az igy tenyésztett sejtrétegek ellenallasa atlagban
elérte a 270 + 119 Q x cm’-t (n=28, p<0.0001), a szukrozzal mért P, 1,43 + 0,80 10°® cm/s (n=26;
p<0.0001) volt (26. abra), dsszhangban korabbi eredményeinkkel [Perriére és mtsai, 2005]. Fontos
megjegyezni, hogy a hidrokortizon kiegészités a tapfolyadékban sokkal egyenletesebb sejtrétegeket,
és foként jobban reprodukalhatd rezisztencia és permeabilitasi adatokat eredményezett, amit a
korabbi vizsgalatunkhoz képest alacsonyabb S.D. értékek is mutatnak.

Az endothelsejt-rétegek gat mikodésének mérésével parhuzamosan morfologiai vizsgalatokat
végeztink. Az agyi endothelsejtek kozotti kapcsolatokban erds jeldlodést lattunk a klaudin-5,
klaudin-3 és okkludin integralis membranfehérjék, és ZO-1 citoplazmatikus TJ fehérje immunfestése
utan mind az optimalis kériilmények kozott novesztett, magas rezisztenciat (337 Q x cm?) mutatd
tenyészetekben, mind a frissen izolalt mikroerekben (27.-28. abra). Nem kezelt kontroll tenyészetek-
ben, ahol a rezisztencia is alacsony volt (58 Q x cm?), a klaudin-3 festés nem adott a sejthatéron
jellegzetes mintazatot (27. abra). Mind a mikroerek, mind a tenyésztett endothelsejtek plazma-
membranja pozitivan fest6dott a P-glikoprotein, a mellrak rezisztencia fehérje (Bcerp), és az Oatp-2
szerves anion transzportfehérjékre (28. abra). Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy az agyi
endothelsejtek megfeleld tenyésztési koriilmények kozott az agyi mikroerekben lathatohoz hasonlo
érett fenotipust mutatnak. [Perriere és mtsai, 2007].
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Izolalt agyi mikroér Agyi endothelsejt

B

GliatcAMPHHC

agyi endothelsejtek kezelés nélkiil; GliatcAMP+HC és agyi endothelsejt: astroglia sejtekkel egyiitt tenyésztve,
250 uM CPT-cAMP és 17,5 uM RO 201724 24 6ran at, 1,4 puM hidrokortizon (HC) kezelés 10 napig.
Mérce: 10 pm. [Perriére és mtsai, 2007].

Klaudin-5 —~

Izolalt agy1 mikroér  Endothelsejt  Izolalt agyi mikroér  Endothelsejt

28. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek frissen izolalt agyi mikroerekr6l, és patkany agyi endothel-
sejtekrol amelyeket gliasejtekkel egylitt tenyésztettiink, és hidrokortizon és cAMP kezelést kaptak. Immun-
festések TJ fehérjékre (klaudin-5, okkludin és ZO-1), és efflux pumpakra. Pgp: P-glikoprotein; BCRP: mellrak
rezisztencia fehérje (Abcg2); OATP2: szerves aniont szallitd polipeptid (Slc21a6). Mérce: 10 um. [Perriére és
mtsai, 2007].
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Az agyi endothelsejtekben kimutattuk a tenyésztési koriilmények hatasara I1étrejovo valtozasokat
a sejtkapcsold fehérjék (klaudin-5, -12, okkludin, ZO-1 és Z0O-2), az efflux pumpak (Mdrla és b,
Mrp-1, -3, -4, -5, Berp, Oatp-2), valamint a gliikoz-transzporter-1 (Glut-1) mRNS mennyiségében
kvantitativ polimeraz-lancreakcioval (qPCR). Az optimalis tenyésztési koriilmények kozott az agyi
endothelsejtekben szignifikansan megnott a klaudin-5 és a ZO-1, az Mrp-3, és -4, a Berp, Oatp-2 és a
Glut-1 szintje. Az Mdrla szintje emelkedett (1,9%, P=0,09) mig az Mdrlb szintje szignifikdnsan
csokkent (0,8%, P<0,027), az Mdrla Pgp izoforma agyi mikroerekben valo in vivo szelektiv ex-
presszidjaval 0sszhangban [Schinkel és mtsai, 1994]. Az efflux pumpak aktiv miikodését tenyésztett
agyi endothelsejteken a Pgp szubsztrat rodamin-123, és a Pgp, Berp és Mrp transzporterek altal
szallitott daunorubicin sejtbe torténd felvételével, és kétiranyu atjutasaval specifikus gatloszerek
alkalmazasaval sikeresen igazoltuk [Perriére és mtsai, 2007].

A modellen tiz molekula, két paracellularis permeabilitasi marker (szukrdz, inulin), egy endogén
ligand (D-gliik6z) és hét farmakon (diazepam, imipramin, kolchicin, morfin-6-gliikuronid, prazozin,
vinblasztin, vinkrisztin) atjutasat teszteltiikk és hasonlitottuk 0ssze korabban lek6zolt agyi perfuzid
technikaval egereken mért in vivo permeabilitasi adatokkal [Dagenais és mtsai, 2000]. A vizoldékony
paracellularis markerekre a szakirodalmi, in vivo, és korabbi in vitro adatainkkal &sszhangban
alacsony atjutast mértiink, akarcsak az efflux pumpa ligand lipofil kolchicinre, vinblasztinra, és
vinkrisztinre. A D-gliikdz nagyobb permeabilitasi értéket adott a hidrofil molekuldknal, a szallito-
fehérjéje agyi endothelsejteken igazolt kifejez6désének megfeleléen. A legmagasabb P, értékeket a
zsiroldékony diazepam és imipramin esetében kaptuk, amelyek nem szubsztratjai az efflux transz-
portereknek. A tenyészeteken mért P, adatok szoros Osszefiiggést (R=0,94) mutattak az allat-
kisérletekben mért K;, transzport egyiitthatoval [Perriere és mtsai, 2007].

Az altalunk leirt 0j modszer — a primer agyi endothelsejtek tisztasaganak névelése puromicines
kezeléssel — széleskorli alkalmazast nyert a leirasa ota, és hatdsossagat tobb fliggetlen laboratorium-
ban, és mas fajokbdl izolalt agyi endothelsejteken is sikeriilt igazolni [Weidenfeller és mtsai, 2005;
Hartmann és mtsai, 2007].

I1. Agyi mikroér pericytak hatiasa tenyésztett agyi endothelsejtek vér-agy gat sajatossagaira, és
felhasznalasuk egy 1j, harom sejttipusbdl allé tenyésztéses vér-agy gat modellhez

Mivel az agyi endothelsejtekben a vér-agy gat sajatossagok kialakulasa szervspecifikus, a neuro-
vaszkularis egység sejtjei kozotti parbeszéd, a gliasejtek és pericytak szerepe ebben a folyamatban
nagyon fontos. Leirtak a pericytak alapvetd jelentdségét az agyi hajszalerek szerkezetének stabiliza-
lasaban [Hellstrom és mtsai, 2001; Lai és Kuo, 2005], és feltételezték, hogy a vér-agy gat miikodés
kialakulasaban, fenntartasaban és szabalyozasaban is részt vesznek [Lai és Kuo, 2005; Zlokovic
2008]. A pericytak és endothelsejtek szdmanak aranya az érrendszerben a retinaban (1:1-1:3) és az
agyban a legnagyobb (1:2-1:5), szemben az izomzat vagy a mirigyek mikroereivel, ahol minden
szazadik endothelsejtre jut csak pericyta [Shepro és Morel, 1993]. Ezzel parhuzamos az ér-
endothelium fedettsége is pericytakkal, ami szintén a legmagasabb a retindban és az agyban. A teljes
érrendszert vizsgalva mind a pericytak szama, mind az altaluk boritott endothelium felszin nagysaga
aranyos az endothelsejtek kozotti kapcsolatok szorossagaval, €s az erek gatmiikodésével. A pericytak
képesek szabalyozni az endothelsejtek osztodasat és érését, valamint a véraramlést és az erek
ateresztOképességét kontrakcioval, illetve vazoaktiv medidtorok termelésével [Shepro és Morel,
1993; Armulik és mtsai, 2005]. A feln6tt idegrendszeri mikroér pericytak idegi Ossejt aktivitast
mutatnak [Dore-Duffy, 2008].

Amig az astrogliasejtek vér-agy gat sajatossagokat indukald hatdsat a tenyésztéses modellek
eldallitasa soran kihasznaltak [lasd Osszefoglalo kozleményeinket a témaban: Deli és mtsai, 2005;
Deli, 2007; Veszelka és mtsai, 2011; T6th és mtsai 2011], és mi is alkalmaztuk [Perriére és mtsai,
2005 és 2007], a pericytakra sokkal kevesebb figyelem jutott. Ugyan nyilvanvald volt, hogy a
mesenchymalis eredetli pericytak az agyi mikroerek fontos alkotoi (1. és 7. abra), azonban kisérlete-
ink kezdetén kevés és ellentmondd adat volt arra, hogy milyen hatast fejtenek ki tenyésztett agyi
endothelsejtekre. Egér pericytoma sejtek nem befolyasoltak, retina pericytasejtek fokoztdk az
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endothelsejtek permeabilitasat [Raub €s mtsai, 1992]. Ezzel szemben agyi mikroér pericytak novelték
az endothelsejtrétegek zartsagat [Hayashi és mtsai, 2004; Dohgu és mtsai, 2005].

Patkany harom sejttipusbdl all6 tenyésztéses ver-agy gat modell

Agyi1 endothelsejtek Pericytak

VW
Astrocytak

NG2

 GFAP a-SM aktin ' GFAP

29. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek a modellhez felhasznalt primer tenyészetekrél immunfestés
utan. vWF: von Willebrand faktor. GFAP: glialis savas fibrillaris fehérje. NG2: kondroitin-szulfat proteoglikan.
a-SM atin: a-simaizom aktin. [Nakagawa és mtsai, 2009].

Japan kutatasi partnereinkkel, akikkel 16 éve folytatunk sikeres kétoldalt egyiittmiikodést, agyi
endothelsejtek, astrogliasejtek, és pericytak primer tenyészeteit (29. abra) felhasznalva kettds és
harmas in vitro tenyészetes modelleket hoztunk 1étre és vizsgaltunk meg szisztematikus modon
(30. abra) [Nakagawa és mtsai, 2007].

Az agyi endothelsejt tenyészeteket az altalunk korabban leirt és alkalmazott [Perriere és mtsai,
2005 és 2007; Veszelka és mtsai, 2007] puromicines modszerrel allitottuk elé. A sejtek szorosan
zarddo, egybefiiggd, nem atfedé egysejt-rétegben noéttek, jellegzetes megnyult, orsé alaka
morfologiat, és vWF immunpozitivitast mutattak (29. abra) akarcsak a korabbi munkainkban.
Tenyészeteinkben az astroglia sejtekben kimutattuk a GFAP jelenlétét, a sejtek alakja jellegzetesen
sokszogli, hosszu, astrocyta végtalpakhoz hasonlé nyulvanyokkal, ami érett fenotipusra utal. A
pericytak alakja teljesen eltér a masik két neurovaszkularis sejttipustol, szélesen elteriilnek, nagy és
szabalytalan nytlvanyokat bocsatanak ki, és siirii tenyészetben egymason tobb rétegben is nének.
Pozitivan jelolodnek az NG2 kondroitin-szulfat proteoglikanra, nesztinre, és o-simaizom aktinra
ugyanakkor nem festddnek az endothelsejtek vWF, vagy a gliasejtek GFAP markereire (29. abra)
szakirodalmi eredményenek megfeleléen [Dore-Duffy és mtsai, 2006].

Tenyésztobetéteket hasznalva (12. dbra), Osszesen hét modellt allitottunk 6ssze a harom sejt-
tipusbol (30. abra). Az 6nalldan tenyésztett agyi endothel-egysejtrétegeken (E00) kiviil, ami kontroll-
ként szolgalt, négy kettés (EOA, EAO, EOP, EPO) és két harmas modellt (EAP, EPA) vizsgaltunk,
amelyek a glia és pericyta sejtek elhelyezkedésében kiilonboztek.



dc_157 11

4. A vér-agy gat modellezése 50

Mono-kultiira
Endothelsejt

Kettis ko-kultira
Endothelsejt + astroglia

Endothelsejt + pericyta

Héirmas ko-kultira
Endothelsejt + astroglia + pericyta

30. abra. Agyi endothel, glia és pericyta sejtek egyiittes tenyésztésével pordzus membrant tenyésztobetéteken
létrehozott vér-agy gat modellek séméja. E: agyi endothelsejtek. A: astrogliasejtek. P: pericytak. 0: nincs sejt

Igazolni tudtuk, hogy a szakirodalmi adatoknak és sajat korabbi eredményeinknek megfelelden
az astroglia sejtek fokozzak az agyi endothelsejtek kapcsolatainak szorossagat, akar a tenyésztobetét
membranjanak masik oldalan (EAO, érintkez6 elrendezés), akar a tenyésztéedény aljan (EOA, nem
érintkez6 elrendezés) helyezkedtek el a sejtek egyiitt tenyésztése soran (30. és 31. abra). A két modell
kozil hatasosabb volt az EAQ, érintkez6 elrendezés.
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31. abra. Glia és pericyta sejtek egyiittes tenyésztésének hatdsa agyi endothelsejtek elektromos ellendllasara
(TEER). E: agyi endothelsejtek. A: astrogliasejtek. P: pericytak. 0: nincs sejt. A bal felsd kiegészitd grafikon a
sejtmentes tenyésztdbetét (000), az astroglia (0AQ) és pericyta sejtek (OP0O) alacsony TEER értékeit mutatja.
Atlag + SEM, n=4. Szignifikans kiilonbségek a csoportok kozott: a: P<0,01 az E00-hoz képest. b: P<0,01 az
EPA-hoz képest. ¢c: P<0,01 az EAP-hoz képest. d: P<0,01 az EP0-hoz képest. e: P<0,01 az EOP-hoz képest. f:
P<0,05 az EP0-hoz képest. [Nakagawa és mtsai, 2007].

Megallapitottuk, hogy a pericytak (EPO és EOP) is képesek fokozni az agyi endothelsejtek kozotti
kapcsolatok szorossagat, novelni a barrier funkciot, csokkenteni a sejtrétegek ateresztoképességét. Az
endothelsejtek rezisztenciajat az 5. napon négyszeresre emelték, és ez a hatas nagyobb volt, mint a
vér-agy gat modellekhez standard modon alkalmazott gliasejteké (P<0,01 és P<0,05). Sem a
pericytak, sem a gliasejtek 6nmagukban nem alkotnak szorosan zarddé barriert (31. dbra).
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A harmas modellek ellenallasa a kettds modellekénél még nagyobbnak bizonyult. Az EPA
elrendezésen mértiik a hét letesztelt modell koziil a legmagasabb 388 + 18,8 Q x cm” TEER értéket
az 5. napon, ami szignifikansan kiilonb6zott a tobbi modelltél (31. abra). Magasabb ellenallast
kaptunk a pericytat is tartalmazé modelleken, mint a pericyta nélkiilieken, valamint az érintkez6
elrendezésnél (EPO, EPA) a nem érintkezével (EOP, EAP) 6sszehasonlitva.
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32. abra. Glia és pericyta sejtek egylittes tenyésztésének hatdsa agyi endothelsejtek fluoreszceinre mért
paracellularis permeabilitasara (Pe). E: agyi endothelsejtek. A: astrogliasejtek. P: pericytdk. 0: nincs sejt.
Atlag + SEM, n=4. Szignifikans kiilonbségek a csoportok kozott: a: P<0,01 az E00-hoz képest. b: P<0,01 az
EOA-hoz képest. ¢c: P<0,05 az EOP-hoz képest. [Nakagawa és mtsai, 2007].

A fluoreszcein sejtek kozotti atjutasara a legmagasabb értéket az 6nmagaban tenyésztett agyi
endothelsejtek adtak, ami azt jelzi, hogy ezek a sejtrétegek a legatengedébbek (32. abra). Mind a
pericyta, mind az astroglia sejtek jelenléte, akar kettds, akar harmas kokultiraban szignifikdnsan
csokkentette a jelzbanyag permeabilitasat. A kettés modelleken az érintkez6 elrendezés (EPO, EAOQ)
alacsonyabb P, értékeket eredményezett mint a nem érintkez6 (EOP, EOA). A pericytak vér-agy gat
sajatossagokat indukal6 hatasardl kapott eredményeink 6sszhangban allnak szakirodalmi adatokkal,
amelyek immortalizalt agyi endothel-sejtvonalakon csokkent permeabilitast és fokozott okkludin
génkifejezddést irtak le pericytak altal termelt transzformald novekedési faktor-f, illetve angio-
poietin-1 hatasara [Hori és mtsai, 2004; Dohgu ¢és mtsai, 2005]. Ugyan harmas modellt endothelse;j-
tek vagy sejtvonalak, glia- és idegsejtek egylitt tenyésztésével mar korabban létrehoztak [Schiera és
mtsai, 2005], de az altalunk vizsgalt EPA modell az elsé anatdémiai viszonyokat utdnozo (33. abra)
szingén, azaz genetikailag azonos agyi endothel, pericyta és glia sejtek primer tenyészeteibol allo
vér-agy gat modell.

/ Agyi endothelsejt

e Pericyta

s L\ >Sed ——— Astroglia

33. abra. Agyi endothel, glia és pericyta sejtek egyiittes tenyésztésével pordzus membrant tenyésztobetéteken
létrehozott vér-agy gat modell és agyi mikroér szerkezetének bemutatéasa.

Eredményeink azt is igazoljak, hogy a sejtek kozotti kolesonhatas milyen alapvetd fontossagu az
agyi endothelsejtek vér-agy gat tulajdonsagainak kivaltdsdban és fenntartasdban. A glia és pericyta
sejtek nélkiil novesztett endothelsejtrétegek szorossaga volt a legalacsonyabb, ami azt jelzi, hogy
sejtes kolesonhatas nélkiil tenyészetben elvesznek a vér-agy gat sajatossagok [Nakagawa és mtsai,
2007].
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A legjobbnak bizonyult EPA modellt a tovabbiakban részletesen jellemeztiik [Nakagawa és
mtsai, 2009]. Az agyi endothelsejteket dsszekapcsolo TJ struktarak a sejtek egyik legjellegzetesebb,
polaritast és permeabilitast is meghatarozo alkotoi, amelyek a sejtek kozotti, paracellularis ut szabad
atjarhatosagat szabalyozzak. Az endothelsejt-rétegek barrier mitkddése a sejtkodzotti kapcsolatok
szorossagat tiikrozi, ezért megvizsgaltuk a harmas modellen a vér-agy gatra jellemzo sejtkozotti
kapcsoloéfehérjéket. Az agyi endothelsejtek a pericyta és glia sejtek egytittes hatasara tobb klaudin-5,
okkludin és ZO-1 fehérjét termeltek amit Western blottal hataroztunk meg (34. abra). Immunfestéssel
igazoltuk, hogy mind az Onmagéiban, mind a pericyta és glia sejtekkel egyiitt tenyésztett
endothelsejtekben a klaudin-5 és ZO-1 fehérje a sejtek hatdran, a sejtek kapcsolodasanal volt
megfigyelhet6. Az EOO modellen szabalytalan, zipzarhoz hasonld, helyenként pedig citoplazmatikus,
pontszerli TJ fehérje festodést lehetett latni (34. abra, nyilak). Az EPA tenyészetben a sejtkapcsolo
fehérjék simabban, pontosabban, Ovszerlien rajzoltak ki a sejthatarokat (34. dbra, nyilhegyek), és
csokkent a szabalytalan, zipzar-szeriien festdd6 szakaszok hossza.

Az 1j harmas vér-agy gat modellen két éves idotartam alatt 40 fliggetlen izolalasbol tébb mint
600 tenyésztébetéten 350 és 600 Qxem? kozotti ellenallas értékeket mértiink standard, kereskedelmi
forgalomban kaphaté mérémiszerrel. A modellre a TEER adatoknak megfeleléen alacsony,
1,8 x 10 és 4 x 10 cm/s kozotti P, értékeket kaptunk, ami az agyi endothel-sejtvonalakénal sokkal
kisebb, és a szakirodalom legjobb vér-agy gat modelljeivel megegyez6 passziv paracellularis
permeabilitas [Deli és mtsai, 2005; Deli 2007; Veszelka és mtsai, 2011; Toth és mtsai, 2011]. A
funkcionalis mérésekkel és a TJ immunfestésekkel 0Osszhangban transzmisszids elektron-
mikroszkopiaval is igazoltuk a harmas modell endothelsejtjeiben a szoros sejtkdzotti kapcsolatokat
[Nakagawa és mtsai, 2009] (7. abra).
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34. abra. A: A klaudin-5 és okkludin sejtkapcsolo integralis membranfehérjék, és a Zonula occludens-1 (ZO-1)
citoplazmatikus fehérje expresszidjanak meghatarozasa Western blottal patkany agyi endothelsejtekben,
amelyeket oGnmagukban (E00), illetve pericyta és glia sejtekkel egylitt tenyésztettiink (EPA). A fehérjék relativ
mennyiségét denzitometriaval hatdroztuk meg. B: Fluoreszcens mikroszkopos felvételek patkany agyi endo-
thelsejtekrél egyediil (E00), és ko-kultaraban (EPA) klaudin-5 és ZO-1 immunfestés utan. Nyilak: szabalytalan,
cipzarszert sejtkoriili immunfestédés. Nyilhegyek: folytonos, dvszerti sejtkoriili immunfestodés. Mérce: 20 um.
[Nakagawa és mtsai, 2009].

Az EPA modell agyi endothelsejtjeiben Western blottal kimutattuk a vér-agy gatra specifikus,
hexo6zokat szallité Glut-1 fehérjét (35. abra). Szakirodalmi adatokkal egyezden egy 55 kDa nagysagu,

erosebben, és egy 45 kDa nagysagl, gyengébben expresszalédd, agyban korabban kimutatott
izoformat kaptunk [Yu és Ding, 1998]. Immunfestéssel erds és egyenletes sejten beliili eloszlast
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jelolodést lattunk glitkoz-transzporter-1 fehérjére. Az efflux pumpak koziil a P-glikoproteint 170 kDa
nagysagu, az MRP-1 fehérjét pedig 190 kDa nagysagu egyedi immunreaktiv savokként detektaltuk
(35. abra). Mindkét transzportert immunhisztokémiai jeldléssel is kimutattuk agyi endothelsejtekben.
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35. abra. Vér-agy gatra jellemz6 szallitofehérjék kimutatasa agyi endothelsejteken (EPA modell) Western
blottal és immunhisztokémival, valamint a P-glikoprotein pumpa aktivitdsanak mérése kétiranyi rodamin-123
transzporttal. GLUT1: gliikdz-transzporter-1; MRP1: multidrog rezisztencia fehérje-1; ABCB1: P-glikoprotein;
R123: rodamin-123; A: apikalis (luminalis) kompartment; B: bazalis (abluminalis) kompartment; P.: endothel-
sejtekre szamolt permeabilitasi egyiitthatd. Mérce: 10 pM. [Nakagawa és mtsai, 2009].

A Pgp miikodését rodamin-123 szubsztrat kétiranyu transzportjaval igazoltuk: a fluoreszcens
festék abluminalis-luminalis iranyba (in vivo megfelelje az agybdl a vérbe valé pumpalas) torténd
szallitasa 2,5-szer nagyobb volt, mint az ellenkez6 iranyban, ami erés efflux aktivitast jelez. Az EPA
modell permeabilitasat 19 vegyiilettel vizsgatuk, és az adatainkat in vivo értékekkel korrelaltatva
validaltuk (6. fejezet).

Majom harom sejttipusbdl allo tenyésztéses vér-agy gat modell

A patkany endothelsejt modell alkalmazasat korlatozza, hogy fajok kozti eltérések lehetnek
egyes fehérjék, transzporterek kifejezddésében és mitkddésében, igy a kapott eredmények esetleges
alkalmazasa az emberi vér-agy gat permeabilitasanak becslésére, vagy a human betegségek
kezelésében tovabbi megerdsitést igényel. Ehhez a modellek tovabbfejlesztése sziikséges. Kisérletes
Iépéseket tettiink ebben az iranyban, és sikeriilt majom (Macaca irus) és human agyi
endothelsejteken is igazolni a pericytak vér-agy gat sajatossagokat indukald hatasat. Ezeket az Uj
eredményeket konferencidkon mutattuk be mind eléadds, mind poszter formajaban, a munkak
kozlése folyamatban van.

A patkany agyi endothelsejtekre kidolgozott moédszerrel majom agybol mikroér frakciot
izolaltunk, amibdl puromicines tisztitassal primer tenyészeteket nyertiink. A sejtek korabbi patkany,
egér és sertés agyi endothelsejt-tenyészeteinkhez hasonldé morfologiat mutattak (36. abra). Az
endothelsejtek markerére (vVWF), hasonloképpen a klaudin-5, okkludin és ZO-1 sejkozotti
kapcsolofehérjékre nagyon szép erds, és jellegzetes, a sejtek hatarat és kapcsolodasi pontjait
korberajzolé immunfestddést kaptunk.
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36. abra. Faziskontraszt és fluoreszcens mikroszkopos felvételek majom (Macaca irus) primer agyi endothel-
sejt-tenyészetekr6l. Immunfestések endothelsejt markerre és TJ fehérjékre. vWF: von Willebrand faktor.
Meérce: 50 uM. [Nakagawa és mtsai, kdzlésre elokészitve].

A majom agyi endothelsejteket patkdny agyi pericytakkal és astroglia sejtekkel egyiitt tenyésztve
igazoltuk a kordbban mas fajokban megfigyelt glia és pericyta hatast az endothelsejtek barrier
mikddésére (37. abra). A pericyta sejtek a glidhoz hasonldan hatékonyan fokoztak az endothelsejtek
ellenallasat, ami a harmas modellen volt a legmagasabb (350 Q x cm?®). Ezzel parhuzamosan
szignifikdnsan csokkentették a fluoreszcein permeabilitast, ami szintén az EPA modellnél volt a
legalacsonyabb.
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37. abra. A: Patkany glia- és agyi mikroér pericyta sejtek egyiittes tenyésztésének hatasa majom agyi endothel-
sejtek elektromos ellenallasara (TEER), valamint B: fluoreszceinre mért paracellularis permeabilitasara (Pe). E:
agyi endothelsejtek. A: astrogliasejtek. P: pericytak. O: nincs sejt. Atlag + SEM, n=3. Szignifikans kiilonbségek
a csoportok kozott: **P<0,01 az E00-hoz képest. [Nakagawa és mtsai, kozlésre elokészitve].
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38. abra. A: A klaudin-5 sejtkapcsold integralis membranfehérje expressziojanak meghatarozasa majom agyi
endothelsejtekben Western blottal. E00: 6nmagukban tenyésztett endothelsejtek. EOA: astroglia sejtekkel
egyiitt tenyésztett endothelréteg. EPO: pericytakkal azonos membran két oldalan egyiitt tenyésztett
endothelsejtek. EPA: glia és pericyta sejtekkel harmas modellben egyiitt ndvesztett endothelsejtek.
KLDNS5: klaudin-5. A fehérjék relativ mennyiségét denzitometridval hataroztuk meg, és a klaudin-5
mennyiségét B-aktinra vonatkoztatva a kontroll (E00) szazalékaban adtuk meg. Atlag = SEM, n=3. Szignifikans
kiilonbségek a csoportok kozott: *P<0,05 és **P<0,01 az E00-hoz képest. [Nakagawa és mtsai, kozlésre
elokészitve].

A funkcionalis mérésekkel egyezéen magasabb klaudin-5 kifejezodést talaltunk agyi endothel-
sejtekben, ha egyiitt tenyésztettiik glia, vagy pericyta sejtekkel, illetve harmas modellben (38. abra).
Ez az eredmény megerdsiti a szakirodalmi adatokat, hogy a klaudin-5 a vér-agy gat barrier
mikodésének kialakitasaban alapveto jelentdségli kapcsoldfehérje [Nitta és mtsai, 2003].

A

=~

i
Lh
|

.

doik

o
=1
|

E3 3

—
Lh
|

Majom Patkan
rer [ S

BCRP ‘“’" oilhea, o,

—
=
|

=
Lh
|
LA
|
L

R 123 (nmol/mg fehérje)
|
R 123 Pe (x 10 cm/s)
=
|

0= 0=
Kontroll CszA (10uM)

]
o=
M
u
i}

A
l_l_J J_T_J
B

E

39. abra. A: Vér-agy gatra jellemz6 efflux transzporterek kimutatasa majom és patkany agyi endothelsejteken
(EPA  modell) Western blottal. B: A P-glikoprotein pumpa aktivitdsanak tesztelése rodamin-123
felhalmozddasanak mérésével majom agyi endothelsejtekben kontroll allapotban és a pumpa gatldszerének
jelenlétében. **P<0.01 vs. kontroll (n=4). C: A P-glikoprotein pumpa aktivitasanak mérése kétiranyi rodamin-
123 transzporttal majom agyi endothelsejteken. **P<0.01 AB vs. BA iranyu atjutas (n=3). Pgp: P-glikoprotein
(Abcbl); BCRP: mellrdk rezisztencia fehérje (Abcg2). R123: rodamin-123; CsA: ciklosporin-A. A: apikalis
(luminalis) kompartment; B: bazalis (abluminalis) kompartment; Pe: endothelsejtekre szamolt permeabilitasi
egyiitthat6. [Nakagawa és mtsai, kozlésre elokészitve].
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A glia és pericyta sejtekkel egyiitt tenyésztett (EPA modell) majom agyi endothelsejtekben
kimutattuk a vér-agy gat két legfontosabb ABC transzporterének, a P-glikoproteinnek és a Berp-nek
a jelenlétét a patkany agyi endothelsejtekkel dsszevethetd, jelentdés mennyiségben (39. abra). A Pgp
aktivitasat két modon is teszteltiik. Egyrészt a pumpa specifikus gatloszere, a ciklosporin-A
jelenlétében mintegy haromszorosara nétt az endothelsejtekben felhalmozodott rodamin-123
mennyisége (39. abra). Masrészt négyszeres kiilonbséget talaltunk a kétiranyt transzport vizsgalatban
az agybol a vér felé mutatd, abluminalis-luminalis (B-A) és az ellenkezd irany( (A-B) iranyu
festékszallitas kozott (39. dbra), ami magasabb, mint a korabban patkany EPA modellen mért
adatunk (35. abra) [Nakagawa és mtsai, 2009]. A megfigyelések alapjan a majom vér-agy gat modell
tulajdonsagai a korabbi patkany modell sajatossagaival jol 0sszevethet6k. A modellen farmakonok
atjutasat is teszteltiik, amit a korabbi modelliink adataival vetettiink 6ssze (6. fejezet).

Human harom sejttipusbol 4116 tenyésztéses vér-agy gat modell

Az orvosbiologiai kutatasok szamdra természetesen a legmegfelelébb egy human modell lenne a
vér-agy gat tanulmanyozasara. A mi céljaink kozott is szerepel egy ilyen modell kidolgozasa. Japan
egylittmiik0do partnereink €s a francia Biopredic cég bevonasaval human alacsony passzaldsi szamu
(P1-3) agyi mikroér endothelsejt és pericyta, valamint astroglia sejteket vizsgaltunk, és azokbol EPA
modellt allitottunk eld. Az agyi endothelsejteken a mikroér endotheliumra jellemz6 ors6é alaka
morfologiat figyeltiink meg. A sejtek pozitivan jeldlédtek az endothelsejt marker vWF-ra (40. abra).
A sejtkozotti kapcesolatok a klaudin-5 és ZO-1 fehérjéire ugyan pozitiv festddést kaptunk, de a
sejthatarok a monokultirdkban kevésbé erdsen és egyenletesen latszodtak, mint a primer patkany,
vagy majom agyi endothelsejt kultirakban. Az astroglia sejtekben a GFAP marker erdsen
expresszalodott, és a korabbihoz hasonld festddést mutatott. A human agyi mikroér pericytak alakja
¢és az F-aktin halozat a sejttipus jellegzetességeinek megfeleldek (40. abra).

Human astrocytak Human agyi pericytak
- . ) g i/‘ | \

Human agyi endothelsejtek

40. abra. Faziskontraszt és fluoreszcens mikroszkopos felvételek alacsony passzaldsi szamu human agyi
endothelsejt, pericyta és astroglia tenyészetekrél. Immunfestések endothelsejt, glia és pericyta markerre, TJ
fehérjékre. vWF: von Willebrand faktor. ZO-1: Zonula occludens fehérje-1. KLDN-5: klaudin-5. GFAP: glialis
fibrillaris savas fehérje. F-aktin: citoszkeletalis aktin filamentumok. Mércék: ZO-1, KLDN-5, F-aktin képeken
20 uM, az Gsszes tobbi képen 50 uM. [Nakagawa és mtsai, kozlésre elokészitve].

Igazoltuk human sejtekkel is, hogy a pericytak fokozzak az agyi endothelsejtek szorossagat, és a
glia sejtekkel egyiitt tenyésztve a harmas EPA kultirdban mértiik a barrier funkciot tiikrozo leg-
magasabb rezisztenciat (120 Q x cm®) ami mintegy kétszerese a kontroll, onmagaban névesztett
sejtek ellenallasanak (41A abra). A human sejtekbdl Osszerakott EPA modellen a ciklosporin-A
gatloszer jelenlétében szignifikansan magasabb R123 akkumulaciot (41B abra), €s a rodamin efflux
transzportjat (41C abra) mértiik ki, ami a Pgp patkany modellen mért aktivitasaval 6sszevethetd.
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41. abra. A: Human glia- és agyi mikroér pericyta sejtek egyiittes tenyésztésének hatasa human agyi endothel-
sejtek elektromos ellenallasara (TEER). E0O: 6nmagukban tenyésztett endothelsejtek. EOA: astroglia sejtekkel
egyiitt tenyésztett endothelréteg. EPO: pericytakkal azonos membran két oldalan egyiitt tenyésztett endothel-
sejtek. EPA: glia és pericyta sejtekkel harmas modellben egylitt novesztett endothelsejtek. B: A P-glikoprotein
pumpa aktivitasanak tesztelése rodamin-123 felhalmozodéasanak mérésével human agyi endothelsejtekben
(EPA modell) kontroll allapotban és a pumpa gatloszerének jelenlétében. *P<0.05 vs. kontroll (n=4). C: A P-
glikoprotein pumpa aktivitasanak mérése kétirany rodamin-123 transzporttal human agyi endothelsejteken.
*#P<0.01 A-B vs. B-A irdnyu atjutas (n=3). Pgp: P-glikoprotein (Abcbl); BCRP: mellrak rezisztencia fehérje
(Abcg2). R123: rodamin-123; CsA: ciklosporin-A. A-B: apikalis-bazalis irany; B-A: bazalis-apikalis irany; Pe:
endothelsejtekre szamolt permeabilitasi egyiitthatd. [Nakagawa és mtsai, kdzlésre elokészitve].

Az 11j harmas patkany, majom és human vér-agy gat (EPA) modellek eldallitasanal harom olyan
technikat 6tvoztiink, amelyek hozzajarultak az agyi endothelsejtek tenyésztésének fejlodéséhez.

(i) A puromicines agyi endothelsejt tisztitdsi modszeriink nem csak homogénebb tenyészetek
eloallitasat teszi lehetdvé, de valoszin(i, hogy a vér-agy gat tulajdonsagokat leginkabb mutatd agyi
hajszalerek endothelsejtjeinek a nagyobb erek endothelsejtjeivel szemben valo szelektalasat, ezzel a
szorosabb ¢és jobb vér-agy gat modell 1étrehozasat is segiti [Ge €s mtsai, 2005].

(i1) A gliikokortikoid receptor agonistak, mint a kortikoszteron és hidrokortizon hormonok, vagy
a farmakon dexametazon fokozzak az agyi endothelsejtek szorossagat, ezért alkalmazasuk vér-agy
modellekben elterjedt [0sszefoglald kozleményeink: Deli és mtsai, 2005; Deli 2007]. Mi is sikerrel
hasznaltuk a hidrokortizont korabbi munkainkban [Perriére és mtsai, 2005 és 2007]. Ezeknél a
modelleknél élettani mennyiségben (500 nM) adtuk a tenyészetekhez a modell tenyésztébetéten
torténd Osszeallitasat kovetd naptol kezdodden (13. abra). A gliikokortikoidok kozvetlen hatast
fejtenek ki az endothelsejtekre, a nagy, utcakéhoz hasonl6 sejtalakot kisebb, elnytlt, orsészerti alakra
valtoztatjak, és megnovelik a tenyészetek sejtjeinek siiriségét az apoptdzis gatlasaval [Calabria és
mtsai, 2006]. Emellett indirekt modon, az agyi astrocytakon €s pericytakon keresztiil az angiopoietin-
1 termelésének serkentésével és az érendothelidlis novekedési faktor (VEGF) képzddésének
gatlasaval a vér-agy gat barrier tulajdonsagait erbsitik [Kim és mtsai, 2008]. A VEGF
termelédésének csokkentése kiilondsen fontos, mert a VEGF emelkedett szintje stroke-ban a vér-agy
gat permeabilitdsdnak fokozodasdhoz, agyoedema képzddéshez és a neurovaszkularis egység sejtjein
az akvaporin-4 emelkedett kifejezddéséhez vezet [Rite és mtsai, 2008].

(iii) Az in vivo anatomiai helyzetnek megfeleléen pericytakat is tartalmazé harmas modelleket
alkalmaztunk elsoként a szakteriileten, aminek ipari célu felhasznalasat nemzetkozi szabadalommal
védtiik [Niwa és mtsai, 2007]. A pericytak fokoztak a gliasejtek vér-agy gat tulajdonsagokat indukald
hatasat hidrokortizon jelenlétében. Ez a hatas specifikus, mivel megfigyelésiink szerint a szintén
mesenchymalis eredetli fibroblastsejtek nem befolyasoljak az agyi endothelsejtek miikodését. Az
endothelsejtek szorossaganak, ¢és a TJ fehérjék expresszidjanak fokozddasat a pericytak az angio-
poietin-1 molekula kozvetitésével valthatjak ki. Ezt alatdmasztja, hogy gliikokortikoidok hatasara
megemelkedik pericytdkban az angiopoietin-1 szintje [Kim és mtsai, 2008], és hogy a pericytak
termelte angiopoietin-1 novelte az okkludin gén expressziojat agyi endothel-sejtvonalon [Hori és
mtsai, 2004]. Megfigyeléseink jelent6ségét novelik a kozelmultban igen rangos szakmai
folyoiratokban megjelent kdzlemények, amelyek az agyi mikroér pericytak vér-agy gat mikodést
szabalyozd, permeabilitast csokkentd in vivo szerepét tartak fel [Armulik és mtsai, 2010 és 2011;
Daneman ¢és mtsai, 2010].
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5. A VER-AGY GAT KAROSODASANAK ES VEDELMENEK
VIZSGALATA MODELLEK SEGITSEGEVEL

A tenyésztéses modellek lehetdséget nyujtanak betegségek pathomechanizmusaban szerepet
jatszo koroki tényezOk elkiiloniilt vizsgalatara, a molekuldris hattér felderitésére, az egyes
sejttipusokon kozvetlen karosito- és védohatasok, vagy sejtes kdlcsonhatasok mérésére. Korabbi
kutatasaink igazoltak, hogy az agyi endothelsejtek miikodését szamos pathogenetikus faktor, mint a
vazoaktiv mediator hisztamin és a gyulladasos citokin tumor nekrézis faktor-a képes karositani [Deli,
Ph.D. értekezés, 1996]. Tovabbi kisérleteinkben mikrobidlis pathogéneket, és azok alkotoit, a Gram-
negativ baktériumok sejtfalanak lipopoliszacharidjait (LPS), virusok burokfehérjéit és a toxoplasmat
tanulmanyoztuk vér-agy gat modelleken. Megvizsgaltuk az agyi ischemia néhany kivalasztott koroki
tényezG6jének, valamint az Alzheimer-kor és a prion betegség kialakulasaban szerepet jatszd amiloid
peptidek és a tau fehérje vér-agy gatra kifejtett hatasat. A karosodasok kivédésére a ndvényi eredetd,
negativ toltésti poliszacharid pentozan poliszulfatot (PPS), a tobbszorosen telitetlen -3 zsirsav
dokozahexaénsavat (DHA), a vérfehérje szérum amiloid P komponenst (SAP), egyes glutamat-
receptor antagonistakat és szerinproteaz-gatlokat, valamint a sejtek prekondicionalasat teszteltiik.

5.1 Mikrobialis pathogének

II1. A bakterialis lipopoliszacharidok hatasa a vér-agy gat permeabilitiasara in vivo és in vitro
In vivo Kisérlet

A Gram-negativ baktériumok altal okozott fert6zéseket gyulladasos és immunreakciok kisérik,
mint a laz, a szoveti karosodas ¢s az idegrendszeri miikodési zavarok. Ezekért a patholdgias valto-
zasokért elsOsorban a bakterialis endotoxin LPS a felelds, amely az immun- és endothelsejteket
aktivalva gyulladasos citokinek felszabadulasat, és sepsis soran magas mortalitassal jaré sokszervi
elégtelenséget valt ki [Karima és mtsai, 1999]. Allatkisérletekben igazoltak, hogy az LPS gyulladasos
citokineken, a NOS-2 és COX-2 enzimeken és metalloproteinazokon keresztiil fokozza a vér-agy gat
permeabilitasat [Temesvari és mtsai, 1993; Mayhan 2001; Xaio és mtsai, 2001].

A szérum amiloid P-komponens (SAP) a pentraxinok csaladjaba tartozo, majban termelddod és
leboml6 vérfehérje amely két pentamer gylribol all [de Haas, 1999]. A SAP akut fazis fehérje,
vérszintje dupldjara nd sepsis soran betegekben, egerekben pedig endotoxin kezelés utan 24 draval
vérben mért mennyisége megtizszerezodik [Taktak €s Stenning, 1992]. A SAP élettani szerepei kozé
tartozik, hogy a gyulladas helyén megkoti és eltavolitja az elpusztult sejtek tormelékét — akar a
szervezet sajat sejtjeibol, akar pathogénekbdl képzodott — igy nagy affinitassal koti a bakterialis
LPS kiilonb6z6 formait, és az LPS-t expresszaldé Gram-negativ baktériumokat [de Haas, 1999]. A
SAP hatasa az LPS in vivo toxicitasaban ellentmondasos: a SAP gatolja az LPS altal kivaltott
klasszikus komplement aktivalasi utat, és semlegesiti az LPS toxicitasat in vitro [de Haas, 1999];
ugyanakkor a baktériumok megkotése gatolja az opszonizaciot, ezaltal fokozza a pathogén
virulencidjat és a mortalitast egerekben [Noursadeghi és mtsai, 2000]. SAP-deficiens egerekben
egyarant leirtak enyén fokozott érzékenységet, de rezisztenciat is LPS lethalis dozisaira [Noursadeghi
¢és mtsai, 2000; Soma ¢s mtsai, 2001]. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a human SAP hatasat a
vér-agy gat permeabilitasara és a betegségtiinetekre LPS-sel kezelt egereken.

Mivel a ragcesalok érzékenysége az LPS-re nem tal magas, ismételt nagy doézist S. enterica
serovar. typhimurium LPS kezelést alkalmaztunk (intraperitonealisan 3 x 3 mg/kg) szakirodalmi
adatok alapjan [Xaio és mtsai, 2001]. A kezelés harmadik dozisa utan az egerekben a gyulladasos
citokinek altal kivaltott tipikus ,,betegség viselkedés” (sickness behaviour) alakult ki, az allatok nem
mozogtak, alig ettek vagy ittak, a szdériik felborzolddott, a szemiik valadékozott, és diarrhoea,
valamint a testsily csokkenése volt megfigyelhetd. A SAP (1 x 8 mg/kg iv.) ezeket a tiineteket
megsziintette, illetve szignifikansan javitotta. Az LPS kezelés nagy mértékben fokozta a
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permeabilitasi marker fluoreszcein és az albumin extravazaciot jelzé Evans kék agyba valo bejutasat,
amit mar makroszkdéposan is lehetett latni, akarcsak a kisagy és kozépagy teriiletén a bevérzéseket,
petechiakat [Veszelka és mtsai, 2003].

A Fluoreszcein permeabilitas B Ewans kék-albumin permeabilitas
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42. abra. Bakterialis lipopoliszacharid (LPS) és human szérum amiloid P komponens (SAP) hatdsa a vér-agy
gat permeabilitasara egerek agykérgében. Kontroll csoport: fiziologias sodoldat ip.; LPS (6h): kezelés (S.
enterica serovar. typhimurium LPS ip. 3 x 3 mg/kg [Xaio és mtsai, 2001]) utolsé ddzisa utan 6 oOraval,
LPS (18h): kezelés utan 18 o6raval; LPS (24h): kezelés utan 24 oraval; LPS és SAP ( kezelt csoportok 18 és 1,
illetve 24 és 6 oOraval az utolso injekciok utan; SAP (1h): SAP kezelt csoport 1 6raval az injekcio utan.SF:
fluoreszcein. EBA: Evans kék-albumin komplex. Atlag £ SEM, n=5-12. Szignifikans kiilonbségek (P<0,05) a
csoportok kozott: a: kontrollhoz képest. b: az LPS kezelt csoporthoz képest ugyanabban az idépontban.
[Veszelka és mtsai, 2003].

Az LPS kezelés négyszeresére fokozta az agykéregben a fluoreszcein bejutasat mar 6 oraval az
utolsé injekcid utan ami 24 oraval késobb is ugyanilyen szinten maradt. A kisagy és kdzépagy
teriiletén Otszords és hétszeres volt a jelz6anyag atjutas. Ez a fokozott permeabilitas SAP intravénas
beadasa utan 1 és 6 oraval vizsgalva szignifikdnsan csokkent (42. abra). Az albumin atjutas is
megemelkedett 18 és 24 o6raval az utols6 LPS injekcié utan mind az agykéregben (42. abra), mind a
kis- és kdzépagyban, amit szintén mérséklodott SAP hatasara.

Elsoként mutattuk ki, hogy a SAP kezelés szignifikansan csékkentette a fluoreszcein és az
albumin dtjutisdt a vér-agy gdton, valamint az endotoxaemia tiineteit LPS kezelt egerekben. A
védohatashoz hozzdjarulhatott a keringé LPS megkotése, illetve a SAP komplement kaszkddra,
vagy az agyi endothelsejtekre kifejtett hatdsa.

In vitro kisérletek

Célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk az LPS kdzvetlen hatasat, és annak lehetséges mecha-
nizmusat agyi endothelsejteken kiillonb6z6 vér-agy gat funkciokra, valamint a korabbi munkainkban
[Deli és mtsai, 2000] agyi endothelsejtekre protektivnek bizonyuld pentozant teszteljiik.

A pentozan (PPS) a heparinhoz hasonl6 szerezetii ndvényi, félszintetikus polianion, ami makro-
molekulak elegyébdl all [Pubchem adatbazis]. A D-xiloz egységek P(1-4) kotéssel kapcsolodva
ismétlédnek benne, és minden tizedik D-xilozhoz egy 4-O-metil-D-gliikkuronsav kapcsolddik kettes
1,9, igy a heparinndl magasabb a vegyiilet negativ toltéssiirisége. A vegyiilet atlagos molekula-
tomege 4700 Da koriil mozog [Maffrand és mtsai, 1991]. A PPS szerkezete hasonlit a sejtek endogén
gliik6zaminoglikanjaihoz; és ez a molekula a szulfatcsoportok nagy szama, a nagy toltésstrliség és
palca alakl szerkezete (43. abra) miatt hatdsosabb kompetitora az endogén gliikkozaminoglikanoknak,
mint a tobbi polianion, példaul a heparin, a heparanszulfat, vagy a dermatanszulfat. Ebbdl adédoan a
PPS szamtalan élettani és gyogyszertani hatasat irtak le [Maffrand és mtsai, 1991; Ghosh 1999]. A
PPS-t a klinikumban véralvadasgatloként (SP54, bene-Arzneimittel GmbH) és interstitialis vérzéses
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cystitis kezelésére hasznaljak. Emellett kisérletes és klinikai eredmények alapjan terapids hatasat
mutattak ki az alabbi betegségekben: osteoarthritis, retrovirus fertézések, szivinfarktus, és agyvérzés
[Maffrand és mtsai, 1991; Ghosh 1999; Szirmai és mtsai, 1993]. A PPS hatékonynak bizonyult prion
betegségek allatmodelljeiben is.
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44. abra. Elektromos ellenallas (A), és permeabilitas fluoreszceinre (B) és albuminra (C) patkany agyi endo-
thelsejtekben 16 o6ras S. typhimurium lipopoliszacharid (LPS) kezelés utan. TEER: elektromos ellenallas; Pe:
endothelsejtekre szamolt permeabilitasi egylitthatd. Atlag + SEM, n=4-8. Szignifikans kiilonbségek (P<0,05)
az LPS kezelt csoportok a: 0,1 pg/ml, b: 1 ug/ml és a kontroll k6zott. [Veszelka és mtsai, 2007].
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Az agyi endothelsejteket gliasejtekkel tenyésztettiik egyiitt, hidrokortizonnal és cAMP-vel
kezeltik [Perriere és mtsai, 2005]. Az endothel-egysejtrétegek barrier funkcidjat az LPS kezelés
dozis- és id6fliggd mddon rontotta (44. abra). A rezisztencia mar az els@ oraban csokkent, és ez a
tendencia a 6. oraig folytatddott, azonban a 16. 6rdban a minimumhoz képest részleges javulast
mértiink. A kontroll sejtrétegek ellenallasa nem tért el az ellenallas kiindulasi értékeitdl (302,6 £ 10,9
Q x ecm?, n=16). Ezzel parhuzamosan a fluoreszcein atjutas az 1 ug/ml nagyobbik LPS koncentracio-
nal mintegy kétszeresére, az albumin atjutas pedig 6tszordsére, illetve hatszorosara noétt a két LPS

koncentracioé hatasara (44. abra).
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45, abra. Elektromos ellenallas (A), és permeabilitas fluoreszceinre (B) és albuminra (C) patkany agyi endo-
thelsejtekben 6 oras E. coli O111:B4 lipopoliszacharid (1 pg/ml; LPS) és pentozan (100 pg/ml; PPS) kezelés
utan. TEER: elektromos ellenallés; Pe: endothelsejtekre szamolt permeabilitasi egyiitthatd Atlag + SEM, n=6.
Szignifikans kiilonbségek (P<0,05) az LPS kezelt valamint a: kontroll, b: LPS+PPS csoportok ko6zott.

[Veszelka és mtsai, 2007].

A pentozan (100 pg/ml) O6nmagaban nem befolyasolta az agyi endothelsejteknek sem az
ellenallasat, sem a permeabilitasat (45. abra), ugyanakkor LPS-sel egylitt adva csokkentette az LPS
altal okozott rezisztencia esést és kivédte a fokozott paracellularis fluoreszcein permeabilitast és
transzcellularisan az albumin atjutasat.

A paracellularis permeabilitds fokozodasa a sejtek kozotti kapesolatok gyengiilésével jart, amit
immunfestéssel igazoltunk (46. abra). A ZO-1, klaudin-5 és B-katenin fest6dés intenzitasa €s
mintazata is megvaltozott hatoras LPS kezelés utan, amikor a legalacsonyabb rezisztenciat mértiik. A
kontroll sejtekben lathatdé egyenletes, sejthatarra lokalizalodo, ovszeri jelolodés felszakadozott,
helyenként eltiint, és a sejtek kozott lyukak jelentek meg. A pentozan egylittes adasa megvédte az
endothelsejteket, és a kontrollhoz hasonld festodést lehetett megfigyelni. Az LPS hataséat frissen
izolalt patany agyi hajszalereken is igazoltuk (46.abra). A ZO-1 festddés az endothelsejtekben
folyamatos és erds jelet adott. LPS kezelés utan a jelolddés intenzitasa gyengiilt, és fragmentalodast

lehetett megfigyelni.
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Agyi endothelsejt Izolalt agyi mikroér

Kontroll

46. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek patkany agyi endothelsejtekrdl és frissen izolalt agyi
hajszalerekrdl kontroll allapotban és 6 6ras lipopoliszacharid (1 pg/ml; LPS) és pentozan (100 pg/ml; PPS)
kezelés utan. Immunfestések junkcionalis fehérjékre. ZO-1: Zonula occludens fehérje-1; KLDN-5: klaudin-5;
B-KAT: B-katenin. A piros szinii csillag az endothelsejteken a festddés gyengiilését és felszakadozasat, a piros
nyilak a sejtek kozotti lyukakat jelzik. A fehér és fekete nyilak a pericytadkat, a fehér és fekete csillagok a csak
agyi endothelsejteket tartalmazd érszakaszokat jelzik. Mérce sejteknél: 50 um, hajszalereknél: 10 um.
[Veszelka és mtsai, 2007].

A barrier miikodés mellett az efflux pumpa aktivitast is megvizsgaltuk. Az LPS kezelés a leg-
nagyobb 10 pg/ml koncentracional szignifikans modon, 50%-kal fokozta a rodamin-123 szubsztrat
sejten beliili felhalmozodasat, ami a P-glikoprotein pumpa aktivitdsanak gatlasat jelenti (47. abra). A
kalciumcsatorna-blokkoldé verapamil, a Pgp ismert gatloszere, amit referenciaként hasznaltunk,
négyszeresére fokozta a rodamin dusulasat, a tenyésztéses vér-agy gat modelliink mas kisérletekben
mért jO funkcidival dsszhangban [Perriére és mtsai, 2007].
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47. abra. A P-glikoprotein pumpa aktivitasanak tesztelése rodamin-123 felhalmozddasanak mérésével agyi en-
dothelsejtekben kontroll allapotban, 16 o6ras lipopoliszacharid (LPS) és pentozan (30 ng/ml; PPS) kezelés utan.
Pozitiv kontroll: verapamil (2 uM), a pumpa gatloszere. Atlag + SEM, n=5-6. R123: rodamin-123. N.S.: nincs
szignifikans kiilonbség. [Veszelka és mtsai, 2007].
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Az LPS hatdsanak tovabbi feltarasdhoz megmértiik agyi endothelsejtekben a szabadgyokok
termelodését (48. adbra). Dozis-fiiggd hatast talaltunk: amig a legkisebb, 1 ng/ml LPS koncentracional
nem volt szignifikans valtozas, nagyobb doézisoknal fokozatos emelkedést lattunk a nitrogén-mo-
noxid mennyiségben, amit a pentozan egyiittes adasa csokentett. A legnagyobb, 1 pg/ml endotoxin
koncentracid duplajara ndvelte a szabad oxigéngyokok termelddését, amit a pentozan szignifikans
modon csokkentett. Mindkét mérésben a pentozan két magasabb koncentracidja bizonyult
hatékonynak.
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48. abra. A: Nitrogén-monoxid (NO) és B: reaktiv szabad oxigéngyokok (ROS) termelddése agyi endothel-
sejtekben kontroll allapotban, 16 6ras lipopoliszacharid (LPS) és pentozan (PPS) kezelés utan. DAF: 4-amino-
5-metil-amino-2 ,7 -difluoro-fluoreszcein-diacetdt. DCFDA: klorometil-dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat.
Atlag + SEM, n=4-6. Szignifikans kiilonbségek (P<0,05) az LPS kezelt valamint a: kontroll, LPS-sel nem
kezelt (elsé oszlopcsoport), b: LPS+PPS csoportok kozott. [Veszelka és mtsai, 2007].

Vér-agy gat modelliinkén kimutattuk, hogy az agyi endothel-egysejtrétegek integritdsdt az LPS
kezelés kozvetleniil karositja; a sejtrétegek elektromos ellendlldsdt csokkenti, dteresztoképességét
noveli. Ezzel parhuzamosan az endothelsejtek kapcsolo fehérjéinek immunfestése is megvaltozott.
Elsoként irtuk le, hogy (i) a barrier funkcio romdsa mellett az elsddleges efflux pumpa P-
glikoprotein aktivitisa is csokkent. (ii) Az agyi endothelsejtek LPS hatdsdra fokozott mértékben
termeltek nitrogén-monoxidot és szabadgyokoket, ami hozzdjarulhat az endotoxin patho-
mechanizmusahoz. (iii) A pentozan kivédte az LPS karosito hatdsait mind a sejtek morfologidjdra,
mind miikédésére nézve.

IV. A tumor nekrozis faktor-o hatdasa a vér-agy gat permeabilitasara

A tumor nekrézis faktor-o (TNF-a) szdmos kiilonb6zo, a kozponti idegrendszert érintd, és
szisztémas fert6z0 betegség, mint a HIV-1 encephalopathia, az agyi malaria, az ujszilottkori
bakterialis meningitisek, és a sepsis pathogenetikus faktora [Beutler és Grau, 1993; Feuerstein €s
mtsai, 1994]. Megyeri és mtsai els6ként igazoltak nyitott koponyaablak technikat alkalmazva, hogy
az intracisternélisan adott TNF-a 0jsziilott sertésekben vér-agy gat megnyilast hoz 1étre fluoresz-
ceinre [Megyeri és mtsai, 1992]. Ezzel egyezOen a kozvetleniil agyba injektalt citokin fokozta
kiilonb6z6 makromolekulak agyba jutasat [Kim és mtsai, 1992; Wright és Merchant, 1994]. Amig
klinikai vizsgalatok Osszefliggést tarta fel sclerosis multiplexben szenveddé betegek szérum TNF-a
szintje és a vér-agy gat karosodas kozott [Sharief és Thompson, 1992], a szisztémasan adott TNF-a
hatasairol allatkisérletekben ellentmondasos adatok jelentek meg.

Ujsziilétt sertéseken megvizsgaltuk az a. carotis internaba adott TNF-a hatasat a vér-agy gat
permeabilitasara olyan dozisokban, ami megfelel a sepsis soran ujsziilottekben mért
szérumszinteknek. Az egyszerre beadott két jelzOanyag, a kis molekula fluoreszcein, és az Evans
kék, ami a szérum albuminnal komplexet alkot, mennyiségét spektrofotometriaval hataroztuk meg
kiilonbozo agyteriileteken a beadas utan 5 id6pontban (49. abra). Ezzel parhuzamosan agykéreg
mintdk metszetein az extravazaciot konfokalis mikroszkdpidval tettiik lathatéva, amire az adott
lehetéséget, hogy az Evans kék festék 1ézerrel torténd gerjesztés utan vords fluoreszeens fényt ad.
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1000, 10000, és 100000 IU TNF-a bal a. carotisha torténd beadasa elott, illetve utan 1, 2, 4, 8 és 16 oraval. SF:
fluoreszcein, EBA: Evans kék-albumin. Atlag + SEM, a: szignifikans kiilonbség (P<0,05) azonos idépontban a
kontroll csoporthoz képest. Konfokalis mikroszkopos képparok kontroll (A és B) és TNF-a kezelt (10000 1U, 4
ora; C és D) allatok bal parietalis cortexébdl késziilt metszetekrdl amelyeket fluoreszceinre, és a gerjesztésre
voros fluoreszeens jelet addo EBA-ra pasztaztunk. Mérce: 25 um. [Abrahdm és mtsai, 1996].

Az a. carotis internaba adott TNF-o hatasara koncentracio- és idé-fiiggd vér-agy gat megnyilast
mértliink a baloldali parietalis cortex mintakban mind a két markerre (49. dbra). A paracellularis
permeabilitast mutatd fluoreszcein szintje szignifikansan magasabb volt az agyban minden ido-
pontban, mig a transzendothelialisan atjut6 EBA mennyisége a citokin beadasa utani masodik o6ratol
novekedett a 8. drdban mintegy tizszeresére a legnagyobb koncentracioknal [Abraham és mtsai,
1996]. A metszeteken a kontroll csoportban egyik markerre sem lattunk intraparenchymalis festodést,
csak az agyhartyakban kaptunk a fluoreszceinre erds, az EBA-ra gyengébb jelet (49. dbra, A és B
képpar). A TNF-a diffiz fluoreszcein bearamlast, és perivascularis EBA extravazaciot eredményezett
(49. abra, C és D kép-par). [Abraham és mtsai, 1996].

A fehérvérsejtek, endothelsejtek és az agy sejtjeinek szabad oxigéngyok termelése részt vesz a
TNF-a altal 1étrehozott agyi karosodasokban [Feuerstein és mtsai, 1994]. Feltételezhetd, hogy az akut
vér-agy gat megnyilashoz, ami TNF-a cisternaba vagy carotisba injektalasa utan jon 1étre [Megyeri
és mtsai, 1992; Abraham és mtsai, 1996], a fehérvérsejtek is hozzajarulnak, mivel a citokin kozvetlen
hatdsa agyi endothelsejteken sokkal elnyujtottabb kinetikat mutat [Deli és mtsai 1995; Deli, Ph.D.
értekezés, 1996]. A TNF-a fenntartja human monocytak magas szuperoxid termelését amit a viz-
oldékony, nem toxikus, irreverzibilis szerin proteaz gatld 4-(2-aminoetil)benzénszulfonil-fluorid
(AEBSF; Pefabloc) hatékonyan gatolt [Megyeri és mtsai, 1995]. Ezek alapjan szerettilk volna a
korabban hasznalt 0jsziilott sertés modellen megvizsgalni, hogy a szerin proteaz gatlas befolyasolja-e
a TNF-a kivaltotta vér-agy gat permeabilitas fokozodast.

Az el6zo kisérletiinkh6z hasonldan a bal carotisba injektalt 10000 IU TNF-a-val valtottuk ki a
vér-agy gat megnyilast. Az allatokat egy oraval a TNF-o beadésa el6tt elokezeltiik az AEBSF kiilon-
b6z6 dozisaival (0; 2,4; 4,8; 9,6 és 19,2 mg/kg). A permebilitast a TNF-a kezelés utan 4 o6raval
fluoreszcein és Evans kék jelz6anyagokkal mértiik 6t agyteriileten (parietalis cortex, hippocampus,
striatum, periventriculdris fehér allomany, kisagy). Az AEBSF eldkezelés dozis-fiiggé modon, a
4,8 —19,2 mg/kg koncentracioknal szignifikdnsan gatolta a TNF-a altal okozott vér-agy gat
permeabilitas fokozodast fluoreszceinre mind az 6t agyteriileten. [Megyeri és mtsai, 1999]. A
legnagyobb koncentracio teljesen kivédte a vér-agy gat megnyilast. Ezzel szemben az albumin
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atjutast csak a legnagyobb koncentraci6 tudta csokkenteni két agyteriileten, a parietalis cortexben és a
hippocampusban (50. abra).

Fluoreszcein permeabilitas Evans kék-albumin permeabilitas
Parietalis cortex
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50. abra. AEBSF szerin proteaz gatlo el6kezelés hatasa a tumor nekrdzis faktor-o (TNF-a; 10000 IU, bal
a. carotisba torténd beadas, 4 6ra) kivaltotta vér-agy gat permeabilitis fokozodasra Gjsziilott sertésekben. SF:
fluoreszcein, EBA: Evans kék-albumin, IPSI: a TNF beadéassal azonos, ipsilateralis oldal, CONTRA: azonos
agyteriilet, contralateralis oldal. Atlag + SEM, n=6 csoportonként. Szignifikans kiilonbség (P<0,05) a: kontroll
csoporthoz képest, illetve TNF-kezelt csoportokhoz képest, amelyek a kovetkezd dozist AEBSF elokezelést
kaptak b: 0 mg/kg; c: 2,4 mg/kg; d: 4,8 mg/kg; e: 9,6 mg/kg. *: azonos agyteriilet ipsi- és contralateralis oldala
kozti szignifikans kiilonbség [Megyeri és mtsai, 1999].

Adataink alapjan feltételezheto, hogy (i) az ujsziilottkori sulyos infekciokban vér-agy gdt
megnyilads és kovetkezményes vazogén agyoedema alakulhat ki, aminek egyik medidtora a TNF-a,
(ii) a szerin protedzok, mint példaul a matrix metalloproteindzok, szerepet jatszanak a vér-agy gat
pathologias megnyildasaban és gatlasuk terdpids hatdsu lehet.
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V. HIV-1 Tat burokfehérje hatasa agyi endothelsejtek kapcsoléfehérjéire

A vér-agy gat megnyilasat tartjak a HIV-1 virus idegrendszerbe valé bejutasa f6 tjanak. Ennek
soran az agyi endothelsejtekkel vald kdlcsonhatasaban a virus burokfehérjéi is részt vesznek. Mivel
az agyi endothelsejtek kozotti szoros kapcesolatok f6 alkotoi az integralis TJ membranfehérjék, és az
azokhoz citoplazmatikusan kapcsolodo fehérjék, feltételeztiik, hogy ezeknek a fehérjéknek a meg-
valtozott kifejezodése és sejten beliili eloszlasa hozzajarulhat a folyamathoz. A Tat fehérje egy olyan
szolubilis viralis faktor, amely a fert6zott sejtekbdl kiszabadulva a HIV-1 fert6zés szamos tiinetét
okozza. Részt vesz a virus replikacidjaban, erdsen pozitiv toltésii szakaszai segitségével athatol a
sejtek membranjan. Magas Tat szintet mértek AIDS betegek agyszovet mintaiban [Hudson és mtsai,
2000]. Az ideg- és gliasejtekre citotoxikus Tat fehérjét [Haughey és Mattson, 2002] teszik feleldssé a
HIV fert6zés soran 1étrejovo neuropathologiai valtozasokért [Li és mtsai, 2009]. Kisérleteinkben arra
kerestiik a valaszt, hogy a Tat fehérje milyen hatést fejt ki az agyi endothelsejtek barrier funkcidjat
szabalyoz szoros kapcsolatok fehérjéire.
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51. abra. HIV-1 Tat, 5, kezelés hatasa patkany agyi endothelsejt tenyészeteken. Fluoreszcens mikroszkopos
felvételek kontroll allapotban, 24 d6ras Tat;.;, (100 és 200 nM) és antitestte] immunadszorbealt peptid (AATat,
specificitds kontroll) kezelés, okkludin, ZO-1, ZO-2 és klaudin-1 immunfestések utan. Mérce: 25 pm. [Andras
és mtsai, 2003].

Huszonnégy 6rés Tat; 7, kezelés hatasara szelektiv modon valtozott agyi endothelsejtekben a TJ
fehérjék immunfestddése (51. abra). Az okkludin és ZO-1 fehérjék sejthataron lathatd festddése nem
valtozott Tat hatdsara, amit a Western blot kisérletekben a fehérjék valtozatlan mennyisége is ala-
tamasztott [Andras és mtsai, 2003]. Ezzel szemben a klaudin-1 és a ZO-2 fehérjéknek a kezelés utan
a sejthataron csokkent a mennyisége, ez a klaudin-1 esetében teljesen eltiint. A ZO-2 esetében is le-
csokkent az expresszalodo fehérje mennyisége, és a fehérje megoszlasa is megvaltozott, csokkent
festodést lattunk membranban, és fokozott jelolodést a citoplazmaban, amit a Western blot ered-
mények megerdsitettek [Andras és mtsai, 2003]. A ZO-2 fehérje fest6dési mintazatanak meg-
valtozasa 0sszefliggében all bioldgiai szerepével, hiszen a sejtszerkezet stabilizalasa mellett a sejt-
magba bejutva atirodasi faktorként szabalyozni tudja a génkifejez6dést [Islas és mtsai, 2002].
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52. abra. HIV-1 Tat, ;, kezelés hatdsa patkany agyi endothelsejt tenyészeteken. A: Fluoreszcens mikroszkopos
felvételek kontroll allapotban, 3 és 24 o6ras Tat;.;, (100 és 200 nM) és antitesttel immunadszorbealt peptid
(AATat, specificitas kontroll) kezelés, majd klaudin-5 (Kldn-5) immunfestés utan. Mérce: 25 pm. B: Klaudin-5
fehérje mennyiség meghatarozasa Western blottal. PMA: 50 ng/ml forbolészter kezelés. C: a fehérjesavok den-
zitometrias analizise a kontrollhoz viszonyitva [Andras és mtsai, 2003].

A legszembetlinébb valtozas a klaudin-5 festédésben mutatkozott (52. abra). A klaudin-1 TJ
fehérjéhez hasonldan eltlint az endothelsejtek kozotti kapcsolatokbol. A révidebb, 3 6ras Tat kezelés
csak a fehérje sejten beliili eloszlasanak megvaltozasat, a mag koriili elhelyezkedését serkentette, a
hosszabb kezelés hatasara a fehérje mennyisége egytizedére csokkent (52. abra, Western blot). Ez a
hatas Tat-specifikus, id6- és koncentraciofiiggd volt. A protein kinaz C agonista forbolészter kezelés
utanozta ezt a hatast. A Tat hatdsat allatkisérletben is bizonyitottuk. Hippocampusba adott Tat,.7, az
agyi endothelsejtek klaudin-5 festédésének felszakadozasat, és integrin aM immunpozitiv sejtek,
albumin injektalas tortént a hippocampusba) a klaudin-5 fest6dés nem valtozott, és integrin oM
immunpozitiv sejt sem volt megfigyelhet6 [Andras és mtsai, 2003].

A Tat hatas mechanizmusanak feltarasahoz kiilonb6zo szignalutak gatloszereivel kezeltiik el az
agyi endothelsejteket a 24 oras peptidkezelés el6tt [Andras és mtsai, 2005]. A mitogén-aktivalt
protein kinaz kinaz 1/2 (MEK1/2) antagonista U0126 (20 mM) kivédte a Tat hatasat, a sejtek hataran
megmaradt a klaudin-5 immunfestddés (53. abra), és a fehérje szintje sem csokkent a sejtekben
[Andréas és mtsai, 2005].

Részleges védelmett nyujott a Tat altal kivaltott klaudin-5 expresszid csokkenés és sejten beliili
atrendezddés ellen a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI-3K) inhibitora, az LY294002 (100 nM), az ér-
endothel novekedési faktor receptor 2 (VEGFR-2) antagonista SU1498 (1 mM), a c-Raf protein
kinazt gatlo ZM336372 (0.5 mM), a nuklearis faktor-kB (NF-kB) transzlokaciojat gatlo SN50 peptid
(2 mM), és a sejten beliili szabad kalcium mennyiségét csokkentd kelator, a BAPTA/AM (5 mM).
(53. abra) [Andras és mtsai, 2005].
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Kontrol .. - Tat+U012 Tat+LY294002

Tat+SU1498 Tat+ZM336372 TattSNS&,.S i~ | TattBAPTA/AM

32. abra. HIV-1 Tat,;, kezelés hatasa patkany agyi endothelsejt tenyészeteken. Fluoreszcens mikroszkopos
felvételek kontroll allapotban, jelatviteli utak gatldszereivel torténd elkezelés (15 perc), 24 oras Tat.»
(100 nM) kezelés, végiil klaudin-5 immunfestés utan. U0126: mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz 1/2
(MEK1/2) antagonista (20 mM); LY294002: foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI-3K) inhibitora (100 nM);
SU1498 érendothel névekedési faktor receptor 2 (VEGFR-2) antagonista (1 mM) ZM336372 c- Raf protein

BAPTA/AM: 1ntracellular1s kalc1um kelator (5 mM). Mérce: 25 um. [Andras és mtsai, 2005].

Ezek az adatok arra utalnak, hogy legalabb harom olyan jelatviteli ut aktivalodik a Tat hatasara
agyi endothelsejtekben, amely a sejtkozotti kapcsold fehérje klaudin-5 kifejezédését befolyasolja
(54. abra). A VEGFR-2 stimulécidja aktivalja a Ras/c-Raf/ERK1/2 utat. Emellett a PI-3K/Akt/NF-kB
utvonal, és a kalcium-fiiggd jelatvitel is részt vesz a klaudin-5 szabalyozasaban.

VEGFR-2 = Ras =>c-Raf > MEK1/2 = ERK1/2 >
A Csokkent
HIV-1 Tat klaudin-5
fehérje —=PI-3K ———> Akt ———> NF«KB ———— fehérje
\‘ mennyiség
PLC —> P, ———> [Ca¥], ——>

54. abra. Jelatviteli utak, amelyek részt vesznek a HIV-1 Tat hatasara létrejové klaudin-5 expresszio
valtozasaban agyi mikroér endothelsejtekben [Andras és mtsai, 2005].

Sikeriilt elsoként igazolnunk, hogy a HIV-1 virus Tat fehérjéje specifikusan hat agyi endothel-
sejtekben a klaudin-1, klaudin-5 és ZO-2 fehérjék kifejezodésére és megoszlasdara. Feltirtuk, hogy
a VEGFR-2 aktivdlas, és legalabb harom jelatviteli ut vesz részt a klaudin-5, az agyi endothelsejtek
legfontosabb kapcsolofehérjéjének csékkenésében. Ezek a viltozdsok hozzdjarulhatnak a vér-agy
gat permeabilitisanak megnovekedéséhez, és a HIV virus bejutisahoz a kozponti idegrendszerbe.

V1. Toxoplasma gondii atjutasanak vizsgalata in vitro vér-agy gat modellen

A protozoa parazita Toxoplasma gondii lappang6 idegrendszeri fertdzést okoz immunkompetens
gazdaszervezetben, de immundeficiens allapotokban, igy kiilondsképpen AIDS-ben reaktivalodik,
ami kezelés nélkiil fatalis kimenetelli encephalitist eredményez [Dellacasa-Lindberg és mtsai, 2007].
A T. gondii vér-agy gaton valo atjutasanak mechanizmusa nem ismert, az utobbi évek vizsgalatai
feltételezik, hogy ebben a gazdaszervezet fehérvérsejtjei vesznek részt [Unno et al., 2008].

Primer patkany agyi endothelsejteken megvizsgaltuk a T. gondii két kiilonb6z6 torzsével torténd
fert6zés hatasara az adhézios molekuldk ¢és citokinek expresszidjanak valtozasat. Ko-kultura
modellen teszteltiik, hogy milyen a naiv, illetve fertdzott, periférias vérbol szeparalt mononuklearis
sejt alcsoportok migracios kapacitasa, mely sejttipusok vehetnek részt a T. gondii vér-agy gaton vald
atjutasaban [Lachenmaier és mtsai, 2011].
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55. abra. A sejtkozotti adhézios molekula-1 (ICAM-1) expresszidjanak valtozasa T. gondii fertézés utan pri-
mer agyi mikroér endothelsejtekben. Az endothelsejtek 48h IFNy (100 IU/ml) el6kezelés utan (+) vagy nélkiil
T. gondii RH torzs zold fluoreszcens fehérjével (GFP+) lathatova tett tachyzoitdival inkubaltuk. Az infectio
utan 2 és 36 oraval a fert6zott (zold fluoreszcenciat add) és nem fertdzott sejteken az ICAM-1 expresszidjanak
mérése aramlasi citometriaval tortént. Az atlagos fluoreszcencia intenzitas szintje tobbszorosre nétt a
kontrollhoz képest. Harom fiiggetlen kisérlet adatainak dsszevonasa. *P<0,05 [Lachenmaier és mtsai, 2011].

A sejtkozotti adhézios molekula-1 (ICAM-1) a fehérvérsejtek felszini ligandjaihoz kotédve
eldsegiti az aktivalt leukocytak bejutasat a kozponti idegrendszerbe [Dietrich, 2002]. A T. gondii RH
torzs tachyzoitaval tortént egyiittes inkubdlas (parazita:sejt=1:1; 2 és 36 O6ra) utdn az agyi
endothelsejtek 1 %-a fert6z6dik meg a parazitaval. A tachyzoitaknak kitett, de nem fert6zodott
sejtekhez képest a fert6zott sejtekben szignifikansan megemelkedett az ICAM-1 expresszidja, amit
IFNy elokezelés tovabb fokozott (55. abra). Ez 6sszhangban all az epithelsejteken leirt szakirodalmi
adatokkal [Barragan és mtsai, 2005]. Az IFNy elokezelés a nem fert6z6dott sejteken is mintegy
kétszeresére emelte az adhézios molekula kifejezodését, de ez nem kiilonbozott az IFNy 6nalld
hatasatol.
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56. abra. Patkany periférias vér mononuklearis sejtek (PBMC) migracidja in vitro vér-agy gat modellen
keresztiil. Az agyi endothelsejtek f61¢, a felsé kompartmentbe helyezett PBMC sejtekbdl 3 ora alatt a sejteken
keresztiil az als6 kompartmentbe vandorolt sejtek mennyiségének meghatarozasa aramlasi citometriaval tortént.
A: PBMC sejtek migracidja agyi endothelsejteken keresztiil 2 6raval a T. gondii RH térzs tachyzoitaival (MOI
1) torténd inkubdlds utan. A CD45'/Cllbc” (lymphocytdk) és CD45°/Cllbc’ (antigén-prezentild) sejtek
aranyanak meghatarozasa aramlasi citometriaval tortént, és az 6sszes PBMC szazalékéban lett megadva. B: az
,A” grafikonon szerepld két sejtcsoportbol a fert6zott sejtek aranya migracio eldtt és utan. Hét fiiggetlen
kisérlet adatainak 6sszevonasa. *P<0,05 [Lachenmaier és mtsai, 2011].
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A sejtmigracios kisérletekhez agyi endothel- és gliasejtek egyiittes tenyésztésével 1étrehozott in
vitro vér-agy gat modellt hasznaltunk, amely a barrier miikodés fokozéasa érdekében hidrokortizon és
cAMP kezelést kapott (TEER: 200-250 Q x cm?). Patkany periférids vér mononuklearis sejtek
(PBMC) koziil a lymphocyta CD45/Cllbc sejtek 0,75+ 1,14 %-a, az antigén-prezentdld
CD45"/C11bc” sejtek 0,36 + 0,17 %-a fertéz6dott meg a T. gondii RH térzs tachyzoitdival (fertdzés
multiplicitisa, MOI 1) torténd 2 6ras inkubalas utdn (56A 4bra). A fertézott CD45/C11be sejtek
aranya az Osszes mononuklearis sejthez viszonyitva nem valtozott a migraciod eldtt és utan. Ezzel
szemben a fertézott CD45°/C11bc” sejtek aranya 13-szorosdra nétt migracié utin, és nyolcszor tobb
fertdzott CD457/C11bc” sejt jutott at az agyi endothelsejt rétegen mint CD457/C11bc” sejt (4,63% vs.
0,6%). Ha a T. gondii fertdzés aranyat nézziik a két sejtpopulacioban (56B abra) az agyi endothel-
sejteken atjutod fertdzott antigén-prezentalod sejtek aranyanak emelkedése (16 %) még szembetlingbb.
Egér PBMC sejteket, valamint T. gondii II tipusa ME49 torzsének tachyzoitait alkalmazva ezt az
eredményt megerdsitettiik.

Az adatok alapjan igazoltuk, hogy a CDI11b expresszalo antigén-prezentdlo monocytik és
dendpritikus sejtek vehetnek részt a T. gondii parazita vér-agy gdton keresztiili intracellularis,
Trojai falo tipusu datjutasaban és neuroinvaziojaban [Lachenmaier és mtsai, 2011].

5.2. Agyi ischaemia koroki tényezéinek vizsgalata

VII. Szabad oxigéngyokok hatasa tenyésztett agyi endothel-egysejtrétegek ellenallasara

A szabad oxigéngyokok (ROS) oki tényez6i az agyi sériilések 1étrejottének szamos kozponti
idegrendszeri betegségben ¢és ebben a folyamatban az agyi érhalozat is részt vesz (Chrissobolis és
mtsai, 2011). A Cu-Zn szuperoxid-dizmutaz enzimet (SOD-1) tulexpresszald transzgén egértorzset
ezeknek a karosoddsoknak a tanulmanyozasara hoztdk létre [Epstein és mtsai, 1987]. A transzgén
allatokban csokkent agyi karosodast és agyoedémat mutattak ki kiilonb6z6 pathologias behatasokra
[Chan és mtsai, 1995]. Feltételezve, hogy a SOD-1 enzim magasabb szintje védéhatast fejthet ki
oxidativ stresszben, vad tipusi és SOD-1 transzgént expresszalo egerekbdl tenyésztett agyi
endothelsejteken teszteltiik a szuperoxid hatasat a sejtrétegek elektromos ellenallasara.
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57. abra. A: Human koldokvéna endothelsejtek (HUVEC), vad tipust egerekbol (BEC Wt) és a huméan Cu-Zn
szuperoxid-dizmutdz enzimet tulexpresszald transzgén egerekbdl (BEC Tg) izolalt agyi endothel-egysejt-
rétegek elektromos ellenallasanak (TEER) Osszehasonlitasa. B: Parakvat hatdsa vad tipusu egerekbdl és a
humén Cu-Zn szuperoxid-dizmutdz enzimet tilexpresszalo transzgén egerekbdl izolalt agyi endothel-egysejt-
rétegek elektromos ellenallasara a kezelés utan 1 éraval. Atlag + SD, n=5. *P<0,05 [Imaizumi és mtsai, 1996].

Mind a vad tipusu, mind a transzgén egerekbdl szarmazoé tenyésztett agyi endothel-egy-
sejtrétegek azonos sejtsiiriiséget, vVWF immunfestddést, hasonlé morfoldgiat mutattak [Imaizumi és
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mtsai, 1996]. A SOD aktivitas a transzgén allatok endothelsejtjeiben szignifikdnsan magasabb, a
kontroll sejtek szintjének 1,7-szerese volt. Az agyi endothelsejtek elektromos ellenallas mérésével
meghatarozott barrier funkcioja mintegy kétszerese volt a periférias endothelsejtekének. A sejten
beliil szuperoxid termelést serkentd parakvat [Bus és Gibson, 1984] kezelés hatisara az agyi
endothelsejt-rétegek ellenallasa dozis-fiiggd modon egy ora alatt lecsokkent, azonban nem volt
kiilonbség a két csoport kozott (57. abra). Az eredeti hipotézissel szemben, az ugyancsak ROS,
foképpen szuperoxid termelddést kivaltd K vitamin menadion kezelés hatasara nem a vad tipust,
hanem a transzgén allatokbdl szarmazo agyi endothelsejt-rétegek ellenallasa csokkent szignifikansan,
id6-fiiggd modon (58. abra). Deferoxamin-mezilat, egy gyogyszerként is hasznalatos Fe® kelator
Onmagdban nem valtoztatta az agyi endothelsejtek ellenallasat, de a sejteket elékezelve
szignifikdnsan enyhitette a menadion rezisztenciat csokkentd hatasat SOD-1 transzgén allatok agyi
endothelsejtjein. A meglepd jelenség egyik lehetséges magyardazata a szuperoxid anionbdl a
transzgén sejtekben talalhatdo nagyobb mennyiségi SOD-1 enzim altal termelt magasabb, 6nmagaban
is toxikus hidrogén-peroxid mennyiség, amit a rendelkezésre all6 katalaz enzim nem tud
artalmatlanitani. A Haber-Weiss reakcion at Fe** jelenlétében hidrogén-peroxidbol tovabbi reaktiv és
toxikus gyokok, mint a hidroxilgyok keletkeznek, amelyek karositjak a sejteket.
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58. dbra. A: Menadion kezelés (60 pg/ml) hatasa vad tipusu egerekbdl (BEC Wt) és a human Cu-Zn szuper-
oxid-dizmutaz enzimet tilexpresszald transzgén egerekbdl (BEC Tg) izolalt agyi endothel-egysejtrétegek
elektromos ellenéallasara (TEER). B: Deferoxamin-mezilat elékezelés (17,5 pg/ml, 24 6ra) hatasa a menadion
(60 pg/ml) altal kivaltott elektromos ellenallds valtozasra vad tipusu egerekbdl és a huméan Cu-Zn szuperoxid-
dizmutaz enzimet tilexpresszalo transzgén egerekbdl izolalt agyi endothel-egysejtrétegeken. Atlag = SD, n=7.
*P<(,05, **P<0,001 [Imaizumi és mtsai, 1996].

A deferoxamin-mezilat a vas megkotésével csokkentheti a Haber-Weiss reakciot, €s a hidroxil-
gyok termelddést. Ez a védbhatas alatamasztja azt a feltételezést is, hogy a tulzott mennyiségii SOD-
1 megemelkedett hidrogén-peroxid ¢és hidroxilgyok mennyiséget eredményez. A megemelkedett ROS
szint egyarant karosithatja a sejtek kozotti szoros kapcsolatokat, és a sejtek letapadasat a bazalis
membranhoz, ezaltal ionok és molekulak fokozott sejtkdzotti atjutasat eredményezi.

Elsékent irtuk le, hogy agyi endothelsejteken a szabad oxigéngyiokiok karositjak a vér-agy gat
barrier funkciot. Adataink alapjan a vér-agy gdtat a hidroxil és peroxinitrit gyokok a
szuperoxidndl nagyobb hatdast fejthetnek ki. Ezt a megfigyelést sajat késobbi eredményeink is
megerdsitették; a ROS termelddés emelkedését és ezzel parhuzamosan az agyi endothelsejtek
fokozott permeabilitasat mértiik mas patholdgias behatasokra is [Veszelka és mtsai, 2007].

VIII. Glutaminsav hatdsa agyi endothelsejtek okkludin fehérje szintjére és barrier funkciojara

Agyi ischaemia és stroke soran dramaian megnd a serkentd idegi atvivé anyag glutaminsav
szintje a sejtkozotti térben, ami az ischaemids agyi karosodas egyik koroki tényezdje [Rothman és
Olney, 1986]. A magas extracellularis glutaminsav szint vér-agy gat megnyilast [Mayhan és Didion,
1996], és kovetkezményes vazogén agyoedémat okoz, ami az ischaemias stroke-ot kdvetden 24-72
oras idoszakban tovabb fokozodhat [Preston €s Webster, 2004]. Ischaemia és hypoxia hatasara a
sejtek kozotti szoros kapcesolatait is érint6 vér-agy gat valtozasokat figyeltek meg mind in vivo, mind
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in vitro modelleken, és a tenyésztett agyi endothelsejtek alkalmas modelljei a pathomechanizmus
feltarasanak [Nagy ¢és mitsai, 2005]. Jollehet a glutamat hatdsa a vér-agy gatra és a tenyésztett
endothelsejtekre ellentmondasos, a megjelent szakcikkek tilnyomo tobbsége, kozte sajat korabbi
munkank is tdmogatta a glutaminsav-receptorok jelenlétét és a glutamat hatasat ezeken a sejteken
[Krizbai és mtsai, 1998]. A glutamat hatasat kozvetitd receptorok koziil az ioncsatornat formald N-
metil-D-aszparaginsav (NMDA; alegységei: NR1, NR2A-D, NR3A-B), és 2-amino-3-(5-metil-3-
oxo-1,2-oxazol-4-il)propansav (AMPA; alegységei: GluR1-4) és kainat (alegységei: GluR5-7, KA1-
2) receptorok kiilonosen fontosak agyi ischaemiaban, €s a vazogén agyoedema medialdsaban
[Dempsey és mtsai, 2000]. Az agyi endothelsejtek kdzotti szoros kapcsolatok, és az azokat alkotod
integralis membranfehérjék, mint az okkludin a vér-agy gat integritdsanak kulcselemei. Célunk az
volt, hogy elsoként vizsgaljuk a glutamat hatasat agyi endothelsejtek okkludin fehérje kifejezddésére
¢€s sejten beliili megoszlasara, valamint ezzel 6sszefiiggésben az endothelsejt-rétegek paracellularis
ateresztoképességére, és felderitsiik, hogy a valtozasokat befolyasoljak-e a glutaminsav-receptorok
gatloszerei.

A glutaminsav receptorok génexpresszidjat leird korabbi megfigyeléseinkkel [Krizbai és mtsai,
1998] 6sszhangban igazoltuk, hogy a tenyésztett agyi endothelsejtek fehérje szinten is expresszaljak
az ionotrop AMPA receptor Glu-R1, valamint az NMDA receptor NR-1 és NR-2B alegységeit
(59. dbra). Immunfestés utan egyenletes finom szemcsés megoszlas volt lathatdé a sejtek
citoplazméjaban és a sejtmag kortl.
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59. abra. lonotrop glutaminsav-receptorok patkany agyi endothelsejteken. A: AMPA receptor Glu-R1, NMDA
receptor NR-1 és NR-2B alegységek kimutatasa Western blottal agyszdvet mintan €s két fliggetlen kisérletbol
szarmazo tenyésztett agyi endothelsejteken. B: Fluoreszcens mikroszkopos felvételek agyi endothelsejtekrol
NR-2B és Glu-R1 glutaminsav-receptor alegységekre tortént immunfestés utdn. Mérce: 20 pm. [Andrés és
mtsai, 2007].

Harminc perces glutamat kezelés hatasara kozvetleniil nem valtozott meg az okkludin
mennyisége, a festddés pedig erésebbé, de diffuzabba valt a sejthatarok mellett a klasszikus 6vszerii
elhelyezkedéssel szemben [Andras és mtsai, 2007]. A megkezelt sejteket 24 dra mulva vizsgalva a
fehérje mennyiségének erételjes csokkenését, a festddési mintazat felszakadozasat, és gyengiilését
lehetett megfigyelni (60. abra). Az NMDA receptor szelektiv gatlasa MK801 kezeléssel (10 uM),
valamint az AMPA/kaindt receptor gatlasa 6,7-di-nitro-kvinoxalin-2,3-dionnal (DNQX; 5 uM)
védohatast fejtett ki az endothelsejtekre a glutaminsav hatasaval szemben. Szignifikansan gatoltak a
fehérje mennyiségének csokkenését és az immunfestddési mintazat megvaltozasat. Az MK801 gatlo
hatast fejtett ki az okkludin glutaminsav altal hdromszorosara fokozott tirozin foszforilacidjara is.

A barrier funkcié tanulmanyozasara gliasejtekkel egyiitt tenyésztett, hidrokortizonnal és cAMP-
vel kezelt patkany primer agyi endothelsejt rétegeket hasznaltunk. Glutamat kezelés hatasara szig-
nifikdnsan csokkent a kontrollhoz képest a sejtrétegek ellenallasa mind a 30 perces, mind a 24 o6ras
idépontban (61. abra). Ezt a hatast csak az NMDA receptor blokkolo6 MK801 gatolta, az
AMPA /kainat antagonista DNQX nem[Andras és mtsai, 2007].

Eredményeink alapjin a glutaminsav a szoros kapcsolatokban taldlhato okkludin fehérje
gyors redisztribuciojat, majd expressziojanak markdns csokkenését hozza létre az ioncsatorna
formalo glutamadt receptorokon keresztiil. Az NMDA receptor az okkludin hiperfoszforilaciojat és
az endothelsejtek barrier funkcidjanak csokkenését medidlja.
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Kontroll Glutamat Glutamat+gatloszer

MEKS01

60. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek agyi endothelsejtek okkludin immunfestddésérdl (zold)
glutamat kezelés (1 mM, 30 perc) utan 24 6raval. MK801: szelektiv NMDA receptor gatloszer (10 uM, 15 perc
elokezelés, 30 perc egyiittes kezelés glutamattal); DNQX: 6,7-dinitrokvinoxalin-2,3-dion, AMPA/kainat
receptor gatloszer (5 uM, 15 perc eldkezelés, 30 perc egyiittes kezelés glutamattal). Mérce: 25 um.
Nyilak: gyengébb vagy hidnyz6 immunfestés, a festési mintazat felszakadozottsaga. [Andras és mtsai, 2007].
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61. abra. Glutamat kezelés hatasa gliasejtekkel egyiitt tenyésztett patkany primer agyi endothelsejt rétegek
ellenallasara (A) és permeabilitasara (B). 0: kozvetleniil a 30 perces glutamat kezelés utan torténd mérés.
24h: 30 perces kezelés utan 24 draval torténd mérés. MK801: szelektiv NMDA receptor gatloszer (10 uM, 15
perc eldkezelés, 30 perc egyiittes kezelés glutamattal); DNQX: 6,7-dinitrokvinoxalin-2,3-dion, AMPA/kainat
receptor gatloszer (5 uM, 15 perc elékezelés, 30 perc egyiittes kezelés glutamattal). Atlag = SD, n=5. *P<0,05
kontrollhoz képest, “P<0,05 glutamathoz képest [Andras és mtsai, 2007].

Eredményeinket megerdsitették  késobbi  tanulmanyok Kuhlmann munkacsoportjabdl,
amelyekben tobbek kozott hypoxia hatasara vér-agy gat modellen a glutamat felszabadulasat, az
endothelsejt rétegek ellenallasanak csokkenését, és az MK801 védobhatasat irtak le [Kuhlmann és
mtsai, 2009], ezzel is alatamasztva megfigyeléseink jelentdségét agyi ischaemidban.
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IX. Szoveti plazminogén aktivator hatasa agyi endothelsejtek P-glikoprotein efflux pumpa-
janak miikédésére

aktivitassal rendelkezo glikoprotein, a vérrogdket a plazminogén plazminna torténd hasitasaval oldja.
Az intravénas tPA hatékony az akut stroke kezelésében egy sziik, maximum 4,5 6réds terapias
ablakban alkalmazva [Hatcher és Starr, 2011], ugyanakkor magas az intracranialis haemorrhagiak
elofordulasa ennél a kezelési modnal [Rosell és mtsai, 2008; Bereczki és mtsai.,, 2009]. Az
extravascularis tPA idegrendszeri toxicitdsa vagy protektiv hatasa vitatott, de a nem proteolitikus
hatasmad is részt vesz benne [Kim és mtsai, 1999]. Az agyi mikroerekben a plazminogén aktivatorok
¢s endogén inhibitoraik termelddése és felszabadulasa szabalyozott folyamat, de az extracellularis
Zoppo 2010]. Az efflux pumpak mikodése fontos védelmi mechanizmus az agyi endothelsejtekben.
Tenyésztett agyi endothelsejteken megvizsgaltuk, hogy az exogén tPA befolyasolja-e a P-
glikoprotein efflux pumpa miikodését.

GPS sejtekben specifikus blokkolokkal gatolhato funkcionalis P-glikoprotein aktivitast mértiink a
sejten beliili rodamin-123 felhalmozodassal. Ez az aktivitas 40 %-kal volt alacsonyabb, mint a primer
tenyészetekben mért pumpa mitkddés. Rekombinans tPA 0.01-30 pg/ml koncentracié savban dozis-
figgd modon emelte a rodamin felhalmozodast agyi endothelsejtekben, azaz gatolta a pumpa
mitkodését, akarcsak a pozitiv kontrollként alkalmazott ciklosporin és verapamil, a pumpa gatloszerei
(62. abra). Ezt a hatast a plazminogén aktivator inhibitor-1 hexapeptid, a tPA proteolitikus
aktivitasdnak gatléja nem befolyasolta. Sem az arginin, a tPA készitmények egyik alkotdja, sem az
epidermalis novekedési faktor nem gatolta a pumpa mitkddését. A sejten beliili cAMP szint emelése
¢s a protein kinaz C aktivalasa forbolészter kezeléssel (PMA) fokozta a P-glikoprotein miikddését, €s
a tPA gatld hatasat szignifikans modon kivédte, mig a protein kindz A gatldoszer H89, vagy a szerin
proteaz gatlo AEBSF nem valtoztatta meg a tPA hatasat.
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62. abra. Szoveti plazminogén aktivator (tPA; 0,01-30 ug/ml) hatdsanak mérése patkany GP8 agyi
endothelsejtek 1uM dexametazonnal indukalt P-glikoprotein pumpa aktivitdsara rodamin-123 sejten beliili
felhalmozodasanak (2 o6ra) mérésével. Pozitiv kontroll: ciklosporin-A (2 és 10 uM) és verapamil (2 uM), a
pumpa gatloszerei. A szereket oOnalldan, vagy 10 pg/ml tPA-val egyiitt alkalmaztuk. EGF: epidermalis
novekedési faktor, 1 pg/ml; L-Arg: L-arginin, 2 mM; PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor-1 hexapeptid,
10 uM; AEBSF: 4-(2-aminoetil)benzénszulfonil-fluorid, 200 uM; cAMP: 8-(4-klorofeniltio)-ciklikus adenozin-
monofoszfat, 250 uM + RO 20-1724; 17.5 uM; H-89: bromocinnamil-aminoetil-5-izokvinolin-szulfonamid,
5 uM; PMA: 12-O-tetradekanoil-forbol-13-acetat, 160 nM; BIM: bis-indolil-maleimid; 0.1 uM. Atlagi SD,
n=5-6. *P<0,05 kontrollhoz képest, “P<0,05 10 pg/ml tPA-hoz képest. [Deli és mtsai, 2001].
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A kozelmultban in vitro vér-agy gat modellen a tPA hatdsat 6nmagéaban, valamint hypoxiat és
reoxigenacidt kovetden is vizsgaltak, és sulyosbitotta az endothelsejt-rétegek barrier funkcidjanak
romlasat [Hiu és mtsai, 2008].

Elsoként figyeltitk meg a tPA P-glikoprotein miikodést befolydsolo hatdsdt a vér-agy gdtat
alkoto agyi endothelsejteken. Ezek az eredmények felvetik a tPA nem enzimatikus hatdsdt a vér-
agy gdt miikodésére, ami az ischaemids stroke haemorrhagids konverziojanak kialakuldasdhoz
hozzajdarulhat.

X. Agyi ischaemia és reperfusio vér-agy gatra kifejtett hatasa, és annak befolyasolasa 4 ér
lekdtéses modellen patkanyokban

A hisztamin az agyoedema egyik mediatora, és hisztamin H, receptor gatlokkal az agyi
ischaemiat koveté agyoedema allatkisérletes modellen sikeresen kivédhetd [Tosaki és mtsai, 1994;
Deli és Abraham, 2004]. A tamoxifén-szarmazék N,N-dietil-2-(4-(fenilmetil)fenoxi)etanamin (DPPE,
tezmilifén), klinikai vizsgalatokban igéretes kemopotenciroz6 szer [Brandes, 2008] gatolni tudja a
hisztamin intracellularis hatasait [Brandes ¢s mtsai, 1990], ¢és fokalis agyi ischaemiaban csokkentette
a neurondlis karosodast egerekben [Cramer és Toorop, 1998].

Az volt a feltevésiink, hogy a DPPE a hisztamin receptor blokkolékhoz hasonloan csékkenteni
tudja az agyi ischaemia-reperfusio vér-agy gatra kifejtett hatasat patkanyokban 4 ér lekotéses
modellen [Németh és mtsai, 1998].

Fluoreszeein permeabilitas Evans kék-albutnin permeabilitas
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63. abra. Kiilonb6z6 dozisu intravénas N,N-dietil-2-(4-(fenilmetil)fenoxi)etanamin (DPPE; 0, 1, 5, 20 mg/kg)
kezelés hatdsa a vér-agy git permeabilitisara patkanyok parietalis cortex mintdiban 4 o6raval beadas utan. SF:
fluoreszcein, EBA: Evans kék-albumin. Atlag £+ SEM, n=5-6 csoportonként. Szignifikans kiilonbség (P<0,05)
a: kontroll csoporthoz képest (0 mg/kg); b: 1 mg/kg DPPE-vel kezelt csoporthoz képest. [Deli és mtsai, 2000].

Az intravénasan 1-5 mg/kg koncentracioban beadott DPPE az allatok klinikai paramétereit nem
befolyasolta, azonban 20 mg/kg doézisban toxikusnak bizonyult. A DPPE 4 6raval a beadas utan a
vér-agy gat permeabilitasat a paracellularis marker fluoreszceinre a parietalis cortex teriiletén nem
befolyasolta, mig az albumin transzendothelialis atjutasat dozis-fiiggé modon 5-12-szeresére emelte
(63. abra). Az 5 mg/kg koncentracidoban beadott DPPE az agykérgen kiviil a masik harom vizsgalt
agyteriileten (hippocampus, striatum ¢s cerebellum) csak a beadas utani 2. o6raban fokozta a

crer

idépontban (2, 4 és 8§ ora) szignifikansan megemelte (64. abra).
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Fluoreszcein permeabilitas Evans kék-albumin permeabilitas
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64. abra. Az intravénas N,N-dietil-2-(4-(fenilmetil)fenoxi)etanamin (DPPE; 5 mg/kg) kezelés hatasa a vér-agy
gat permeabilitasara him Wistar patkanyok kiilonb6zo agyteriiletein 0, 2, 4, és 8 oraval a beadas utan. A és B:
parietalis cortex; C és D: hippocampus; E és F: striatum; G és H: kisagy; SF: fluoreszcein, EBA: Evans kék-
albumin. Atlag = SEM, n=6 csoportonként. Szignifikans kiilonbség ugyanazon agyteriileten kiilonb6z6
idépontokhoz viszonyitva (P<0,05) a: 0 o6ra; b: 2 6ra; c: 4 6ra. [Deli és mtsai, 2000].

crcr

2., 4., 8. orajaban mind a négy agyrégioban szignifikins modon emelkedett, tobbszordsére
novekedett albumin extravazaciot mértiink (65. abra). A fluoreszcein atjutas nem valtozott, csak a 2.
oraban a striatumban és a 4. éraban a cortexben volt magasabb.

A reperfusio kezdetén beadott intravénas DPPE a hippocampus, a striatum és a kisagy teriiletén a
2. és 8. oraban fokozta a fluoreszcein atjutasat, egyediil a cortexben csokkentette azt a 4. draban, a
tobbi id6pontban nem befolyasolta. Az ischaemia-reperfusioban rendkiviil megemelkedett albumin
extravazaciot nem befolyasolta a DPPE, kivéve a striatum és a kisagy teriiletén, ahol a 2. 6raban
csokkentette, és a striatumot, ahol a 8. draban fokozta a permeabilitast.
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Fluoreszcein permeabilitis Evans kék-albumin permeabilitis
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65. abra. Agyi ischaemia-reperfusio és 5 mg/kg intravénas N,N-dietil-2-(4-(fenilmetil)fenoxi)etanamin (DPPE)
kezelés hatdsa onalldan és egyiitt a vér-agy gat permeabilitasara patkanyok kiilonbozo agyteriiletein 2, 4, és 8
oraval a reperfusio kezdete utan. A és B: parietalis cortex; C és D: hippocampus; E és F: striatum; G és H
kisagy; SF: fluoreszcein, EBA: Evans kék-albumin. Atlag + SEM, n=6 csoportonként. Szignifikans kiilonbség
ugyanazon agyteriileten kiilonb6z6 idépontokhoz viszonyitva (P<0,05) a: 0 6ra; b: 2 6ra; c: 4 6ra. [Deli és
mtsai, 2000].

Megadllapitottuk, hogy - hipotézisiinkkel ellentétben — a sejten beliili hisztamin kéotéhely
antagonista DPPE nem védte ki az ischaemia-reperfusio vér-agy gdt permeabilitdst fokozo hatdsdt,
sot, ondlloan is dozis- és idofiiggé modon, a hisztaminhoz hasonléan fokozta a jelzbanyagok
dtjutdasdt az agyi ereken patkanyokban. A DPPE hisztamin-szer(i vér-agy gat permeabilitast fokozo
hatasanak szamos mechanizmusa lIehet, a sejten beliili hisztamin kotéhelyek, antidsztrogén
kotbhelyek, szigma receptorok, vagy az arachidonsav kaszkad befolyasolasan keresztiil [Deli és
mtsai, 2000; Deli és Abraham, 2004].

A mechanizmus feltarasara a DPPE agyi endothelsejtek barrier funkcidjara kifejtett hatasat
tenyészetes vér-agy gat modellen is megvizsgaltuk [Deli és mtsai, 2003]. A gliasejtekkel egyiitt
tenyésztett primer agyi endothelsejtrétegek ellenallasat a DPPE dozis-fiiggd mddon csdkkentette, a
fluoreszcein atjutdsat nem valtoztatta, mig az albumin atjutdst a legnagyobb, 200 uM kon-
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centracioban fokozta, &sszhangban az allatkisérletes eredményeinkkel. Korabbi vizsgalatainkban
hasonlé hatast figyeltiink meg agyi endothelsejteken hisztaminra [Deli és mtsai, 1995]. A DPPE
hatasat jelenleg is tanulmanyozzuk agyi endothelsejt tenyészeteken, és eldzetes morfologiai, funk-
cionalis, és génexpresszids eredményeink alapjan befolyasolja a szoros kapcsolatok fehérjéinek
kifejez6dését, az agyi endothelsejtek transzportereinek miikodését, a nitrogén-monoxid termelddést.

XI. Atmeneti eléagyi ischaemia hatisa a vér-agy git permeabilitisara stroke-ra hajlamos
spontan magasvérnyomasu patkanyokon

A magasvérnyomas-betegség hajlamositd tényezé mind a stroke, mind a vascularis dementia
kialakulasaban, és hatékony vérnyomascsokkentd kezelés megelézi a kognitiv mitkodés romlasat
[Kilander ¢s mtsai, 1998; Ronnemaa és mtsai, 2011]. A stroke-ra hajlamos spontan magas vér-
nyomasu (SHRSP) patkanytorzs, amelyben hypertenziv encephalopathia és haemorrhagias stroke
alakul ki, alkalmas modell a kronikus magasvérnyomas betegség pathomechanizmusanak vizsgalatara
[Okamoto és mtsai, 1974].

crer

tiinetmentes 13 hetes allatokban megfigyeltek [Lippoldt és mtsai, 2000]. Célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk (i) 16 hetes normal Wistar-Kyoto és magasvérnyomastt SHRSP patkanyokon a vér-
agy gat permeabilitasat kiilonboz6 agyteriileteken a korabbi vizsgalatainkban alkalmazott két
jelzbéanyagra, a fluoreszceinre €s az Evans kék festékhez kotédd albuminra, (ii) milyen idobeli és
regiondlis valtozas jon létre tranziens eldagyi ischaemidt kovetden a vér-agy gat permeabilitasban
SHRSP patkanyokon.

A fluoreszcein atjutasa fokozott volt a vér-agy gaton magas vérnyomasi SHRSP patkanyokban a
normotenziv Wistar-Kyoto patkanyokhoz képest mind a hat vizsgalt agyteriileten (frontalis és
parietalis cortex, hippocampus, thalamus, nucleus caudatus és putamen, cerebellum) (66. abra). Az
albumin permeabilitas a hatbol harom agyteriileten, frontalis és parietalis cortex, nucleus caudatus és

crer

A 10 perces kétoldali arteria carotis communis leszoritdsaval eldidézett eldagyi ischaemiat
kovetden hat iddpontban (30 perc, 6 és 24 ora, 5, 7, 28 nap) mértiik a vér-agy gat valtozast. A
fluoreszcein agyba vald bejutdsa nem valtozott SHRSP éallatokban, kivéve a 7. napon a nucleus
caudatus és putamen teriiletén (66. abra). A normotenziv Wistar patkanyokhoz képest a reperfusio 7.
napjan a frontalis és parietdlis cortex, valamint a thalamus teriiletén fokozddott a fluoreszcein
permeabilitas SHRSP patkanyokban. Az albumin atjutas szignifikansan emelkedett mar a tranziens
ischaemia hatdsara is a 6 6ras idopontban hatbol 6t agyteriileten, és mind a hat régidban tobbszorosére
(1,8-3,5%) nott a 24 o6ras idopontban (67. abra). A reperfusio 28. napjan a hippocampusban, valamint
a nucleus caudatus €s putamen teriiletén talaltunk emelkedett albumin extravazaciot. A Wistar
csoporthoz hasonlitva a reperfusio 7. napjan négy agyteriileten is magasabb volt az albumin agyi
bejutasa [Abraham és mtsai, 2002].

Ugyan morfoldgiai és funkcionalis adatok utaltak az albumin megndvekedett atjutasara a vér-agy
gaton SHRSP allatokban, a mi megfigyelésiink az elsd igazolasa annak, hogy ez a valtozas mar 16
hetes allatokban bekovetkezik. Figyelemre méltd, hogy mind a fluoreszcein, mind az albumin
esetében fokozott permeabilitast talaltunk SHRSP allatokban a normotenziv csoporthoz képest, sot a
fluoreszceinnél a reperfusio utan is, és ez Osszhangban 4all a betegekben leirt cerebrovaszkularis
permeabilitds fokozodéassal a parieto-occipitalis régidban akut hipertenziv encephalopathiaban
[Schwartz és mtsai, 1998; Sheth és mtsai, 1996].

Eredményeink alapjin a korai és fokozott vér-agy gdt permeabilitas, a szérumfehérjék
extravazdcidja hozzdjarulhat az idegsejtpusztulashoz; és a hipertenziv encephalopathia
kialakulasahoz SHRSP dllatokban.
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66. abra. Vér-agy gat permeabilitas fluoreszceinre kiilonbozo agyrégiokban 16 hetes stroke-ra hajlamos
spontan magas vérnyomast (SHRSP) és normotenziv Wistar/Kyoto (WKY) patkanyokban beavatkozas nélkiil
(fehér oszlopok), valamint 10 perces kétoldali arteria carotis communis leszoritasaval eldidézett eldagyi
ischaemiat kovetden (fekete oszlopok), hat idépontban (30 perc, 6 és 24 ora, 5, 7, 28 nap). R: reperfuzio.
Szignifikans kiilonbség (P<0,05) *: kontroll és postischaemids SHRSP csoportok kozott; #: SHRSP és WKY
csoportok kozott [Abraham és mtsai, 2002].
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67. abra. Vér-agy gat permeabilitas Evans kék-albuminra kiilonb6z6 agyrégiokban 16 hetes stroke-ra hajlamos
spontan magas vérnyomast (SHRSP) és normotenziv Wistar/Kyoto (WKY) patkanyokban beavatkozas nélkiil
(fehér oszlopok), valamint 10 perces kétoldali arteria carotis communis leszoritasaval el6idézett elbagyi
ischaemiat kdvetden (fekete oszlopok), hat idopontban (30 perc, 6 és 24 ora, 5, 7, 28 nap). R: reperfuzio.
Szignifikans kiilonbség (P<0,05) *: kontroll és postischaemias SHRSP csoportok kozott; # SHRSP és WKY
csoportok kozott [Abraham és mtsai, 2002].
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XII. A pitavasztatin hatasa primer agyi endothelsejtek vér-agy gat miikodésére

A sztatinok a 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim (HMG-CoA) reduktaz gatlasan keresztiil
hatékonyan csokkentik a szérum LDL koleszterin szintjét. Ugyanakkor a nem hiperkoleszterinémias
betegekben is mérséklik az ischaemids stroke, a kardio- és cerebrovaszkularis torténések elo-
fordulasanak gyakorisagat [Crouse ¢és mtsai, 1998]. Klinikai vizsgalatok alapjan a sztatinok
alkalmazasat javasoltak a stroke megel6zésére kardio- és cerebrovaszkularis betegségekben [Nassief
¢s Marsh, 2008]. A sztatinoknak ez a terapias hatékonysaga az érendothelsejtekre kifejtett stabilizalo
hatason alapul, ami a koleszterin szintjének csokkentésén talmutatd, sokrétii hatast feltételez
[Sandoval és Witt, 2008]. A pitavasztatin, egy hosszii hatast, alig metabolizalodo, erds
koleszterincsokkentdé gyogyszer, ami kedvezd farmakokinetikai tulajdonsagokkal és viszonylag
kevés gyogyszerinterakcioval rendelkezik [Corsini és Ceska, 2011]. A sztatinok kivaltotta
neuroprotekciot Osszefiiggésbe hoztak a vér-agy gat miikodésének befolyasolasaval, azonban kevés
szakirodalmi adat all rendelkezésre a sztatinok agyi mikroér endothelium szoros kapcsolataira, és a
vér-agy gat barrier funkcidjara kifejtett hatasarol. Célunk az volt, hogy leteszteljiik a pitavasztatin
hogyan befolyasolja az agyi endothelsejtek gat miikddését.

Kisérleteinkben primer patkany agyi endothelsejt tenyészeteket hasznaltunk, amelyek tisztasagat
puromicinnel, a szoros kapcsolatok miikddését pedig hidrokortizon kezeléssel fokoztuk korabban
leirt és beallitott modszeriink alapjan [Nakagawa és mtsai, 2009].
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68. abra. A: Pitavasztatin (PTV; 107", 107°, 107, 10, 107, és 10° M, 48 ¢ra) kezelés hatasa patkany agyi
endothelsejtek elektromos ellenallasira (TEER) A kontroll TEER érték (100 %) , n=4. B: 10® M pitavasztatin
kezelés hatsanak idofiiggése (0-48 6ra, n=4). C: 10® M pitavasztatin kezelés (48 ora, n—4) hatisa a sejtek
fluoreszcein permeabilitasara. SF: ﬂuoreszceln P.p: permeabilitasi egyiitthato (10° cm/s). Atlag + SD,
Szignifikans kiilonbségek: *P<0,05 és **P<0,01 a kontroll csoporthoz képest. [Morofuji és mtsai, 2010].

A pitavasztatin agyi endothelsejtek elektromos ellenallasat koncentracio és id6é-fiiggd modon
fokozta (68. abra). A leghatékonyabb koncentracidonak a 10 nM bizonyult, ezt a koncentraciot, és 48
ora kezelési id6t hasznaltunk a tovabbi kisérletekben. A sztatin kezelés a fluoreszcein permeabilitast
a rezisztencia emelésével parhuzamosan szignifikdnsan csokkentette (68. abra), azonban az albumin
atjutas a sejtrétegeken nem valtozott, ami a sztatin specifikusan a paracellularis anyagatjutasra
kifejtett hatasara utal.

Mivel a paracellularis permeabilitast az agyi endothelsejtek kdzotti szoros kapcsolatok, és az
azokat alkotd transzmembran fehérjék, a vér-agy gaton fOképpen a klaudin-5 hatarozza meg,
feltételeztiik, hogy a pitavasztatin befolyasolja ennek a fehérjének a kifejezodését.
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69. abra. A: Pitavasztatin (PTV; 10®, 48 6ra) kezelés hatisa patkény agyi endothelsejtek klaudin-5 fehérje
expresszidjara Western blot modszerrel. **P<0,01 a kontroll csoporthoz képest. B: Fluoreszcens mikroszkopos
felvételek patkany agyi endothelsejtekrdl klaudin-5 immunfestés utan. Mérce 20 um. [Morofuji és mtsai, 2010].

Az optimalisnak talalt pitavasztatin kezelés (10 nM, 48 ora) szignifikansan megnovelte a
klaudin-5 fehérje kifejez6dését agyi endothelsejtekben (69. abra), azonban a kvantitativ polimeraz
lancreakcioval meghatarozott klaudin-5 mRNS szinteket nem befolyasolta [Morofuji és mtsai, 2010].
A klaudin-5 immunfestés intenzitasa és sejten beliili megoszlasa is megvaltozott (69. abra), erésebb,
a sejthatarokat jobban kirajzolé mintazat volt megfigyelhetd pitavasztatinnal kezelt tenyészetekben.
A pitavasztatin rezisztencira kifejtett hatasat az izoprenoid geranil-geranil-pirofoszfat gatolta, mig a
farnezil-pirofoszfat nem befolyasolta [Morofuji és mtsai, 2010].

Eredményeink alapjan a pitavasztatin a klinikilag relevians szérumkoncentracioval egyezo
dozisban a vér-agy gat tenyésztéses modelljén fokozza a paracelluldris gdt szorossdgdt. Ez a hatds
részben a mevalondt utvonal gatlasan keresztiil torténik, az endothelsejtek kozotti kapcsolatokban
talalhato klaudin-5 fehérje expressziojanak fokozdsdaval.

XIII. A gliasejtek szerepe a vér-agy gat prekondicionalas altal 1étrehozott védelmében

Az idegsejtek védelmét fokozo ischaemids prekondicionalds (IPC) azon a megfigyelésen
alapszik, hogy egy rovid, sériilést nem okozd stimulus megvédi az agyat egy azt kovetd stlyos
karosodastol [Dirnagl és mtsai, 2009]. A kisérletes prekondicionalas klinikai megfelel6je, a tranziens
ischaemias attak eléforduléasa javitja a késobbi stroke prognodzisat [Wegener €s mtsai, 2004; Zsuga és
mtsai, 2008]. Az allatkisérletes és in vitro IPC modellek foként az idegsejteket vizsgaltak, mint az
agyi prekondiciondlas sejtes célpontjat, és eddig kevés figyelmet forditottak a cerebrovaszkularis
sejtekre, jollehet kulcsfontossagu az ischaemias agyi karosodas létrejottében [del Zoppo 2010]. Allat-
kisérletekben az IPC csokkenti a vér-agy gat megnyilast és az azt kovetd agyoedémat [Masada ¢és
mtsai, 2001], valamint tenyésztett endothelsejteken a prekondicionalas a sejtkdzotti kapcsolatok
fehérjéit stabilizalja [Andjelkovic €és mtsai, 2003]. A gliasejtek dontden befolyasoljak az agyi
endothelsejtek vér-agy gat mukodésének kialakulasat és fenntartasat, ezaltal a neurovaszkularis
egység miltkddését mind fiziologids, mind patholdgias koriilmények kdzott [Abbott és mtsai, 2006],
azonban ennek a sejttipusnak az [PC-hez torténd hozzajarulasarol nem allt rendelkezésre eddig adat.

Célunk az volt, hogy primer egér agyi endothel- és gliasejtek egyiitt tenyésztésével 1étrehozott in
vitro vér-agy gat modellen feltarjuk a prekondiconalas hatasat, és az egyes sejttipusok szerepét a
védohatas kialakulasaban. Az egér ko-kultura modell j6 barrier funkciot mutatott, magas rezisztenciat
(228 £6 Qxcm?®), alacsony endothelsejtekre szamolt permeabilitisi egyiitthatot fluoreszceinre
(8,83 +£0,33x10° cm/s), és albuminra (0,33 +0,08x10° cm/s) Osszhangban sajat korabbi
eredményeinkkel és szakirodalmi adatokkal [Veszelka és mtsai, 2011].
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70. abra. In vitro ischaemias prekondicionalas (IPC) vér-agy gat modellen. A: A kisérleti elrendezés vazlata.
B: Agyi endothelsejtek elektromos ellenallasa (TEER), valamint C: fluoreszceinre és albuminra mért
permeabilitasa. D: Fluoreszcens mikroszkopos felvételek egér agyi endothelsejtekrél a Zonula occludens-1
(felsd képsor) és klaudin-5 (alsé képsor) kapcsolofehérjék immunfestése utan. OGD: oxigén és gliikdz
megvonas; 1h OGD: prekondicionélés karosodast nem okozoé 1 6ras oxigén és glikéz megvonassal;
5h OGD: 5 éras oxigén és gliikdz megvonas, karosodast okozo, ischaemiat utanzo stimulus; Pe: endothelsejtek
permeabilitasanak meghatarozasa LDH: toxicitas mérése laktat- dehidrogendz enzim felszabadulasaval TJ:
Zonula occludens-1 és klaudin-5 kapcsolofehérjék 1mmunfestese CTR: kontroll endothelsejtek. Atlag = SEM
n=12. Szignifikans kiilonbségek: ***P<0,001 az 5h OGD; P<0 05 és "P<0,01 az 1h OGD+5h OGD
csoportokhoz képest. Mérce 50 um. [Gesuete és mtsai, 2011].

Egy oras oxigén és glilkdz megvonas (OGD) 6nmagaban nem befolyasolta a gliasejtekkel egytitt
tenyésztett és kezelt egér primer agyi endothelsejtek rétegeinek paracellularis permeabilitasat, amit az
elektromos ellenallés, és a fluoreszcein atjutdsanak adatai tiikkroznek (70. abra). Ezzel 6sszhangban
nem valtozott a ZO-1 és klaudin-5 sejtkapcsolofehérjék immunfestése. A transzendothelialis albumin
atjutas volt az egyetlen paraméter, ami szignifikansan megemelkedett a kontroll tenyészetekhez
képest. Az 5 oraig tarto OGD drasztikus karosito, paracellularis permeabilitast fokozo hatast fejtett
ki: 24 oraval az ischaemiat utanzo stimulus utan a kontroll sejtekhez képest az endothelsejtek
ellenallasa a felére csokkent, a fluoreszcein permeabilitas megharomszorozodott, a ZO-1 és klaudin-5
fehérjék festddése meggyengiilt, és a sejtek hataran felszakadozott mintazat volt megfigyelhetd. A
transzendothelialis albumin atjutds mintegy tizszeres emelkedést mutatott, dsszhangban korabbi
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globalis és fokalis agyi ischaemiaban kapott allatkisérletes eredményeinkkel [Deli és mtsai, 2000;
Abraham és mtsai, 2002], ami megerdsiti az in vitro modell alkalmazhatosagat pathologias
folyamatok vizsgalataban. Az in vitro vér-agy gat modell prekondicionalasa 1 6ras oxigén és glikéz
megvonassal 24 oraval a karosité hatas el6tt, hatékonyan megvédte az endothelsejteket az 0sszes
vizsgalt vér-agy gat paraméterre (70. abra).

A kovetkezd kisérletsorozatban a glia- és az agyi endothelsejtek kiilon kaptak prekondiconalast,
majd az IPC-t nem kapott sejtekkel dsszerakva egyiitt érte a modellt az 5 6ras OGD kezelés. A glia
sejtek prekondiciondlasa véddhatast fejtett ki az endothelsejt-barrier integritdsara, szemben a csak
endothelsejteket érinté IPC kezelésssel, ami nem volt hatékony [Gesuete és mtsai, 2011]. Az
astrogliasejtek anyagcseréjének gatlasa fluorocitrattal a sejtekre nem toxikus dozisban (0,48 mM, 3
ora) a védohatds kialakuldsat meggatolta, ami az astrogliasejtek dontd szerepére utal a
prekondicionalasban [Gesuete és mtsai, 2011]. Az IPC szignifikinsan megemelte a GFAP, az
interleukin-6 és a VEGF szintjét astroglia sejtekben OGD kezelés utan. Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a gliasejtek hozzajarulasa a prekondicionalashoz tobb titvonalon keresztiil torténik. Az in vitro
vér-agy gat modellen kapott eredményeket megerdsitették az IPC allatkisérletes modelljén kapott
adatok. Az in vivo ischaemias prekondicionalas (a jobb oldali a. cerebri media hét perces okkltzioja)
4 nappal a permanens érelzaras eldtt szignifikansan csokkentette az agyi infarktus nagysagat és
kivédte a vér-agy gat megnyildsat albuminra egerekben. Ugyanezen a modellen az IPC szelektiven
fokozta a GFAP mRNS szintjét, teljes 0sszhangban a tenyészetes modellen kapott eredményekkel
[Gesuete és mtsai, 2011].

Ezek az dllatkisérletes és tenyésztéses modelleken nyert adatok megerdsitik, hogy a vér-agy gt
kozvetleniil célpontja lehet az ischaemids prekondiciondldasnak, és elséként tartak fel, hogy az
astrocytik az IPC dltal kivaltott védohatasaban donto szerepet jatszanak.

5.3. Neurodegenerativ betegségekben szerepet jatszo koros fehérjék vizsgalata

A fehérjekonformacios betegségek kozé tartozd sulyos, gyodgyithatatlan neurodegenerativ
kérfolyamatokban, mint amilyen az Alzheimer-koér vagy a prion betegségek, az agyi endothelsejtek is
karosodnak, sét a betegségek pathomechanizmusat is befolyasoljak [Zlokovic 2008]. Ezekben a
betegségekben az endothelsejtek célpontjai a korfolyamat soran termelt, s az agyi erek koriil fol-
halmozodott pathologias amiloid tipusu fehérjéknek és azok peptid fragmenseinek, ennek kovet-
keztében a vér-agy gat mikddése zavart szenved, ami hosszabb tdvon nemcsak magukat az agyi
endothelsejteket, hanem az altaluk védett kbzponti idegrendszert is karositja [Deli 2005].

XIV. A prion peptid hatisa agyi endothelsejtekre

A prion betegségek progressziv, fatalis, igen ritka neurodegenerativ korformak, amelyek
oroklott, fert6zo vagy sporadikus eredetiick lehetnek. A prion betegségek csoportjaba soroljuk tobbek
kozott a juhok és ragesalok surlokorjat, a szarvasmarhak szivacsos agyveldgyulladasat, és a human
Creutzfeldt-Jakob-kort, illetve a fatalis familidris insomniat [Prusiner, 1998]. A betegségek

crcr

idegsejtpusztulast [Prusiner, 1998; Aguzzi és mtsai, 2008].

A prion betegségek neuropathologiai képében dominal az idegsejtek pusztuldsa, amihez tau
hiperfoszforilacio, vakuolizacio, astrogliosis, és microglia aktivacié tarsul [Reiniger és mtsai, 2010].
A vér-agy gat karosodasarol a prion betegség lefolyasa soran alig van szakirodalmi adat, ezeket egy
sszefoglalo kozleményiinkben targyaltuk [Deli, 2005]. Human PrP¢ mutacio, és sarlokor (juh, egér,
horcsdg) esetében is megfigyeltek cerebrovaszkularis amiloid lerakodast, valamint a prion betegség
allatmodelljeiben fokozott vér-agy gat permeabilitast irtak le tormaperoxidazra és endogén
albuminra.
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A prion betegségek vizsgalatara a PrP hidrofob, fibrillogén 106-126-os peptid szakaszat
(PrP106-126) széles korben alkalmazzak. A PrP106-126 is oldhatatlan, proteinaz rezisztens, B-redd
gliasejtek vizsgalatara is alkalmaztak, de vér-agy gat vizsgalatokat el6zOleg nem végeztek vele.
Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, van-e kozvetlen hatasa a PrP106-126 peptidnek agyi
endothelsejtek életképességére, és ez a hatas fligg-e a PrP gén kifejezodésétol.

Mivel korabbi adatok utaltak arra, hogy az er@sen negativ toltésii, heparinhoz hasonlé szerkezeti,
is alkalmazott pentozan [Rainov és mtsai, 2007] nem megy at mérheté mennyiségben agyi endothel-
sejteken [Leveugle és mtsai, 1998], feltételeztiik, hogy a molekula a vér-agy gaton fejtheti ki
védbhatasat [Deli és mtsai, 1999]. Ezt a hipotézisiinket is leteszteltik a vér-agy gat tenyészetes
modelljén.
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73. abra. A prionfehérje 106-126-o0s peptid szakaszanak (PrPF vagy PrP106-126) hatasa vad tipust egerekbdl
(WT) és a prionfehérjét nem expresszald Ngsk Prnp0/0 egerekbdl (KO) izolalt agyi endothelsejtekre. A: sejtes
prionfehérje PrP¢ kimutatdsa Western blottal WT és KO egerek agyhomogenatumabol, és agyi endothelsejt-
jeibdl. B: PrP106-126 (200 uM, 2 nap) hatasa WT ¢és KO egér agyi endothelsejtek MTT festékredukci6 teszttel
meghatarozott életképességére. Scr: dsszekevert aminosav sorrendll peptid. Atlag+ SD, n=5. *P<0,05 a
kontrollhoz képest. C: Fluoreszcens mikroszkopos felvétel vad tipusu egér kontroll és PrP106-126 peptiddel
kezelt agyi endothelsejtekrél bis-benzimiddel végzett magfestés utan. Mérce: 50 um. [Deli és mtsai, 2000a].

Vad tipusu agyi endothelsejtekben, akarcsak agyszovetben kimutattuk a sejtes prionfehérje
jelenlétét, ami a Ngsk Prnp0/0 (KO) egerekbdl hianyzott (73. abra). A PrP106-126 jelentdsen
csokkentette a prionfehérjét expresszald vad tipust egér agyi endothelsejtek életképességét, mig az
ugyanolyan aminosavakbol allo, de kevert sorrendii peptid (Scr) nem hatott (73. abra). A hatas a
a PrP106-126 hatasara. A peptid 50 uM koncentracidja folott szignifikans, dozis-fliggd sejtpusztulast
mértiink agyi endothelsejteken tobb modszerrel is (74. abra). A PrP106-126 a legnagyobb
koncentraciéban (200 uM, 2 nap) a sejtek életképességét mintegy 40 %-kal csokkentette a sejtek
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metabolikus aktivitasat kimutato MTT tesztben. Ugyanennél a dozisnal 23 %-os LDH felszabadulast
mértiink, ami a kontroll sejtekhez képest tizszeres emelkedést mutatott, és a plazmamembran
karosodasat, és nekrozist jelzett [Deli és mtsai, 2000a]. Morfoldgiai modszerekkel is igazoltuk a
PrP106-126 toxikus hatdsat agyi endothelsejteken a sejtmembran integritdsat mérd tripankék
kizarasos moddszerrel, valamint az apoptdzis jelenlétének a sejtmagok fluoreszcens festékkel vald
vizsgalataval (73. és 74. abra) [Deli és mtsai, 2000a].
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74. abra. A: PrP106-126 (25-200 uM, 48 dra) és pentozan egyiittes hatasa WT egér agyi endothelsejtek MTT
festékredukcid teszttel meghatarozott életképességére. Scr: dsszekevert aminosav sorrendii peptid (100-
200 uM); PPS: pentozan (50- 100 pg/ml). Atlag = SD, harom fiiggetlen kisérlet, n=5-6. 821gn1ﬁkans kiilonbség:
*P<0,05 a kontrollhoz képest; “P<0,05 a PrP csoporthoz képest. B: Sejtmagok apoptozisanak aranya PrP106-
126 vagy kevert (Scr) peptiddel (200 uM, 48 ora) vagy egyidejiileg pentozannal (100 pg/ml) is kezelt agyi
endothelsejt tenyeszetekben bis-benzimiddel végzett magfestés utan. Szignifikans kiilonbség *P<0,05 a
kontrollhoz képest; “P<0,05 a PrP csoporthoz képest. [Deli és mtsai, 2000].

A PrP106-126 toxicitast pentozannal do6zis-fliggd modon csokkenteni lehetett, 50 és 100 pg/ml
koncentraciéban minden toxicitasi tesztben szignifikans védohatast mértiink az endothelsejteken. A
Véd(’ihatés mechanizmusa kornplex lehet A PPS egyrészt kézvetlenﬁl befolyésolhatja a PrP106 126
figyeltiink. Masrészt a PPS pleiotrop sejtes hatast mutat: kiillonb6zé modellrendszerekben leirtak,
hogy gatolja a protein kinaz C és A, valamint a tirozin protein kinazok miikodését, akarcsak a szerin
proteazokat, matrix metalloproteinazokat, lizoszomalis enzimeket, koagulacios faktorokat, komple-
ment faktorokat, ¢€s citokineket, ugyanakkor fokozza a szoveti plazminogén aktivator, a szuperoxid
dizmutdz, és a lipaz periférias erek endotheliumabdl torténd felszabadulasat [Ghosh, 1999]. Leirtuk,
hogy a pentozan agyi endothelsejteken befolyasolja a receptor-medialta transzport folyamatokat is
[Deli és mtsai, 2000b]. A PPS hatasmodjanak feltarasahoz tovabbi vizsgalakat terveztiink.

Elsoként mutattuk ki primer egér agyi endothelsejteken, a sejtes prionfehérje expresszidjdt és a
PrP106-126 peptid dozis-fiiggd, kozvetlen toxikus hatdsdat, amit pentozdnnal gdtolni lehetett.
Adataink alapjan az agyi endothelium a prion betegségekben kozvetleniil is kdarosodhat.

Az egér agyi endothelsejteken nyert eredményeket megerdsitettiik primer patkany agyi endothel-
sejteken, sejtvonalon, és ko-kultira modellen is [Deli és mtsai, 0j, nem k6zolt eredmény]. A PrP106-
126 peptid dozis-fiiggd toxikus hatasat ezeken a sejteken is megfigyeltiik, amit pentozan kezelés
szigniﬁkéns m(’)don kivédett A prion peptid kezelés okozta Vakuolizéci(')t és sejtpusztulést és a

srer

faziskontraszt mikroszkdoppal vizsgalva (75. abra).
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75. abra. Faziskontraszt mikroszkopos felvételek GP8 patkany agyi endothelsejt tenyészetekrdl 2 napos peptid
és pentozan kezelés utan. PrP: PrP106-126 (50-200 pM); PPS: pentozan (100 pg/ml); Scr: Osszekevert
aminosav sorrendd peptid (200 uM). Mérce: 25 pm.

Eontroll EtP + FE3

bis-benzimid

76. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek GP8 patkany agyi endothelsejt tenyészetekrdl 2 napos PrP106-
126 peptid (200 uM) és pentozan (PPS, 100 pg/ml)kezelés utan. Az Osszes sejt magja kékre festédik bis-
benzimid festékkel. Az etidium-homodimer-1 csak az elpusztult sejtek magjat festi pirosra. Mérce: 25 pm.

Etidium-homodimer-1

Kettds fluoreszcens sejtmag jeldléssel is igazoltuk a prion peptid agyi endothelsejteket karosito,
¢s a pentozan védohatasat (76.abra). Az agyi endothelsejtek barrier mikddését glia sejtekkel
létrehozott ko-kultira modellen vizsgaltuk. A PrP106-126 peptid csokkentette az endothelsejtek
ellenallasat, és fokozta a paracellularis és transzcellularis markerek atjutasat (77. abra).
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77. abra. Elektromos ellenallas (A), és permeabilitas fluoreszceinre (B) és albuminra (C) patkany agyi endo-
thelsejtekben 2 napos PrP106-126 (PrP, 200 pM) és kontroll peptid (Scr, 200 uM) kezelés utdn. TEER: elek-
tromos ellenallas; Pe: endothelsejtekre szamolt permeabilitasi egyiitthatd. Atlag + SD, n=6, *P<0,05:
szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest.
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78. abra. Patkany agyi endothelsejtek permeabilitasa fluoreszceinre (A) és albuminra (B) 2 napos PrP106-126
petid (PrP, 200 pM) és pentozan (PPS, 100 ng/ml) kezelés utan. Pe: endothelsejtekre szdmolt permeabilitasi
egyiitthatd. Atlag = SD, n=4. Szignifikans kiilonbségek (P<0,05) a: a kontrollhoz, b: a Prp-hez képest.

A pentozan jelentésen csokkentette a prion peptid kezelés altal okozott permeabilitas fokozodast
agyi endothelsejteken (78. abra). A PrP106-126 a vér-agy gat két fontos efflux pumpajanak, a P-
glikoproteinnek és multidrog rezisztencia asszocialt fehérjének (MRP-1) aktivitasat is gatolta in vitro
kisérletekben. Pentozan kezelés ebben az esetben is kivédte a peptid karositd hatdsat. Ezek az 1j
kisérletes adatok arra utalnak, hogy a vér-agy gat funkcidinak romlésa szerepet jatszhat prion
betegségek korlefolyasa soran.

A megfigyeléseinket, hogy (i) agyi endothelsejtekben megtalalhato a sejtes prionfehérje, és (ii) a
prion peptid kozvetlen karositd hatast fejt ki agyi endothelsejtekre [Deli és mtsai, 2000a], a
koézelmultban mas kutatécsoportok is megerdsitették tenyészetes vér-agy gat modelleken [Viegas és
mtsai, 2006; Cooper és mtsai, 2011].

Vizsgdlatainkkal igazoltuk, hogy a PrP106-126 peptid a vér-agy gdat miikodéseket is kdrositja
agyi endothelsejteken és a pentozdn a permeabilitds fokozdddst és az efflux transzportereket gatlo
hatast is kivédte.

XV. Az amiloid-p peptidek és a csonkolt tau fehérje hatasa agyi endothelsejtekre

Ujabb szakirodalmi adatok alapjan a neurovaszkularis mechanizmusok hozzajarulnak Alzheimer-
kérban a neurodegeneracid és a dementia 1étrejottéhez [Zlokovic 2008]. Az Alzheimer-kor
kialakulasaban mind az amiloid-p peptidek (AB), mind a csonkolt tau fehérje pathogenetikus szerepét
feltételezik. A vér-agy gat endothelsejtjei hozzajarulnak az Ap termelddéséhez €s metabolizmusahoz,
ezen felill pedig az AP vér-agy gaton keresztiili transzportja kulcsfontossagii az agyi AP szint
szabalyozasaban. A vér-agy gat AP clearance mechanizmusanak eldsegitése, €s az agyi endothelium
védelme fontos 1j terapids célpontok lehetnek Alzheimer-korban. Célunk az wvolt, hogy (i)
megvizsgaljuk az AP peptidek és a pathologias tau fehérje kozvetlen kérositdé hatasat agyi
endothelsejtek életképességére, barrier funkcidjara és egyéb miikodésére, és (ii) védo hatasa
molekulakat talaljunk az in vitro modelliink segitségével.

Védohatasu molekulak tesztelése AP peptidek okozta karosodasra in vitro vér-agy gat modellen

Pentozan

Korabbi kisérletes adatok az AP kozvetlen toxikus hatasat irtak le agyi endothelsejt-tenyé-
szeteken [Deli, 2005], azonban alig talaltak eddig protektiv molekulat, ami a vér-agy gat mitkodését
hatékonyan védeni tudna. A pentozan gatolni tudta az endogén glilkdozaminoglikanok kotodését az
AB-hoz, ezért feltételezték, hogy potencidlisan terapias hatasa lehet Alzheimer-korban [Leveugle és
mtsai, 1998], azonban vér-agy gat modellen nem tesztelték. Célunk az volt, hogy a pentozan, és
legujabb kisérleteinkben az antioxidans hatdsu, tobbszorosen telitetlen ®-3 lipid, a dokozahexaénsav
(DHA) protektiv hatasat tanulmanyozzuk A peptiddel kezelt agyi endothelsejteken.

Kimutattuk, hogy az AB1-42 peptid kozvetlen mddon toxikus patkany agyi endothelsejtek primer
tenyészeteire, amit a sejtek morfologiai valtozasai is igazoltak: jellegzetes citoplazmatikus
vakuolizécio jott 1étre, és elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal a citoplazmatikus organellumok és a
sejtek szoros kapcsolatainak karosodasat figyeltiik meg (79. abra).
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Faziskontraszt (A-B) és transzmisszids elektronmikroszkopos (C-H) felvételek tenyésztObetéten novesztett és
kezelt agyi endothelsejtekrdl kontroll koriilmények kozott (A,C,E,G) és AB1-42 peptid kezelés utan (B,D,F,H).
Meérce: faziskontraszt mikroszkop (A-B): 30 um; elektronmikroszkop (C-H): 400 nm. A nyilak a sejtkozotti
kapcsolatokat, a csillagok a citoplazmatikus vakudlumokat jelzik. N: sejtmag, M: mitokondriumok. [Deli és
mtsai, 2010].

Az AB1-42 peptiddel kezelt sejtekben sotétebb cytoplazmat, kevesebb Golgi-késziiléket és
kaveolat, és tobb vakuolumot lehetett latni. Amig a kontroll sejtekben az egymast atfedd sejt-
nyulvanyok kozott szabalyos és hosszil szoros kapcsolatokat talaltunk, a peptid kezelés utan
szabalytalan, egymastol eltavolodott, és rovidebb kapcsolatok alakultak ki a sejtek nyulvanyai kozott
(79. abra). A PPS védte az endothelsejteket a karositd hatassal szemben, de Gnmagaban nem okozott
valtozast a sejtek morfologiajaban [Deli és mtsai, 2010].

MTT teszttel mérve az AB1-42 peptid 10 uM koncentracio f616tt szignifikans modon csokken-
tette az agyi endothelsejtek életképességét (80. abra). Hasonlo hatast fejtett ki az AB1-40 peptid is
50 uM dézisban. Laktat dehidrogenaz felszabadulassal mért nekrotikus sejtpusztulast csak a két
legnagyobb, 100 és 200 uM koncentracional talaltunk. A hatas specifikus volt, mivel a random
aminosav sorrendil peptid nem bizonyult toxikusnak a sejtekre (80. abra).
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80. abra. Két napos amiloid  1-40 (AB1-40) és amiloid p 1-42 (AP1-42) peptidekkel végzett kezelés hatasa
agyi endothelsejtek életképességére. A: MTT festékredukcid teszt; B: laktat-dehidrogenaz felszabadulas.
Scr: 6sszekevert aminosav sorrendii peptid. Atlag £ SEM, n=8, *P<0,05: szignifikans kiilonbség a kontrollhoz
képest. [Deli és mtsai, 2010].

A SAP er6sen kotédik az amiloid peptidekhez, és alkotdeleme az agyi plakkoknak, valamint az

crcr

egylitt adva az AP 06nallo hatasanal jobban csokkentette az endothelsejt rétegek ellenallasat (81.
abra), ugyanakkor a csak SAP kezelt sejtrétegek ellendllasa nem kiilonbozott a kontroll sejtekétol.

400 1 Kontroll
HEE SAP
- Ap
BN AB+SAP
P<0.01
3004 ]
P<0.001
§ P<0.001 —
S 200+ P<0.001 P<0.01
o
&
= P<0.001
100
0
Oh 24 h 48 h
B C
P<0.01 0,15
2.0
P<0.001 P<0.05 |
p— S =
C P<0.05 £ 0.107 p<0.01
\E NS Pete%s \E P<0.05
E — — o
,.,o 1.0 \ 50X z
v e (=1
% = 0054 —— NS
2% 0.5 a?
0.0 0.00
Kontroll SAP AB AB + SAP Kontroll SAP AB AB + SAP

81. abra. Patkany agyi endothelsejtek elektromos ellendlldsa (A), permeabilitdsa fluoreszceinre (B), és
albuminra (C) 2 napos AB1-42 peptid (25 uM) és szérum amiloid P komponens (SAP, 40 pg/ml) kezelés utan.
TEER: elektromos ellenallas; Pe: endothelsejtekre szamolt permeabilitasi egyiitthato. Atlag = SEM, n=6, NS:
nincs szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest. [Deli és mtsai, 2010].
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A SAP fokozta az AB1-42 peptid permeabilitast ndveld hatasat fluoreszceinre és albuminra is
(81. abra), azonban Onmagaban a SAP kezelés nem valtoztatta meg a sejtrétegek permeabilitasat
szignifikans médon.
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82. dbra. Pentozan hatdsa AB1-42 peptiddel (25 uM, 48 ora) kezelt agyi endothelsejtek életképességére. A:
MTT festékredukcio teszt; B: laktat-dehidrogenaz felszabadulas. Atlag + SEM, n=8, *P<0,05: szignifikans
kiilonbség a kontrollhoz képest. [Deli és mtsai, 2010].

srer

dozisban adott pentozan szignifikansan csokkentette mind az MTT, mind az LDH tesztben (82. abra).
Ennél kisebb koncentracid tartomanyban (0.1-10 pg/ml) a PPS nem bizonyult hatékonynak. A PPS
onmagaban nem befolyasolta az endothelsejtek életképességét.
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83. abra. Pentozan (PPS, 100 pg/ml) és APB1-42 peptid (25 pM, 48 ora) hatdsa patkdny agyi endothelsejtek
elektromos ellenallasara (A), valamint fluoreszceinre (B), és albuminra (C) mért permeabilitasdra. TEER: elek-
tromos ellenallas; Pe: endothelsejtekre szamolt permeabilitasi egyiitthatd. Atlag £ SEM, n=8, NS: nincs
szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest. [Deli és mtsai, 2010].
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Az AP1-42 peptid kezelés jelentdsen csokkentette az agyi endothelsejt-rétegek elektromos
ellenallasat, és duplajara fokozta a fluoreszcein €s az albumin atjutasat (83. abra). A PPS (100 pg/ml)
mind a 24 6réas, mind a 48 6réds kezelési idopontban kivédte ezeket a hatasokat. PPS kezelésnek
onmagaban nem volt hatasa a barrier integritasara.

Klaudin-5

Kontroll

Ap

AP +PPS

84. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek patkany agyi endothelsejtekrél AB1-42 peptid (25 puM, 48 ora)
¢és pentozan (PPS, 100 pg/ml) kezelés és sejtkdzotti kapesolofehérje immunfestés utan. A nyilak az immun-
fest6dés gyengiilését, felszakadozasat, és a sejtek kozotti lyukakat jelzik. Mérce: 25 um. [Deli és mtsai, 2010].

A permeabilitasi adatokkal 6sszhangban AB1-42 peptid kezelés az agyi endothelsejteket Ossze-
kotd szoros kapesolatok fehérjéinek immunfestédési mintazatat is megvaltoztatta (84. abra). Kontroll
koriilmények kozott a sejtréteg egybefiiggd, a sejtek alakja a korabbi abrakhoz hasonléan orso6 alaku.
Az endothelsejtek hataran egyenletes, tipikus Ovszeri festodés lathatdé mind a ZO-1, mind az
okkludin, mind pedig a klaudin-5 kapcsolofehérje esetében. AB1-42 peptid kezelés (25 uM, 48 h)
hatasara a festés dramai moédon megvaltozott. Az endothelsejtréteg felszakadozott, a sejtek kozott
lyukak jelentek meg (84. abra, nyilak). Ezzel egyidben a junkcionalis fehérjék immunfluoreszcens
festddésének intenzitasa a sejthatarokon lecsokkent. Pentozan kezelés ezeket a hatasokat latvanyosan
kivédte, akarcsak a funkcionalis tesztek esetében.

Mivel a pentozan modositja a gliikozaminoglikanok koétddését az AP-hoz, atomerd-mikrosz-
kopiaval vizsgaltuk a pentozan és az AB1-42 peptid kozvetlen kolcsonhatasat (85. abra). A PPS
modositotta az AB1-42 peptid aggregatumainak méretét, és a részecskék nagysag szerinti eloszlasat
lézerrel strukturalt polikarbonat felszinen. A pentozan szignifikdnsan csokkentette a felszinre
kitapadt partikulumok szamat f6képpen a leginkabb toxikusnak tartott, legkisebb oligomer méret-
tartomanyban. Ezt a hatast plazmon rezonancia kisérleteink is megerdsitették [Csete és mtsai, 2007].
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85. abra. A: atomerd-mikroszkopos felvételek biomolekula aggregdtumokrdl 1ézerrel linearisan strukturalt
polikarbonat felszinen (A). Pentozan (PPS, 100 pg/ml), AB1-42 peptid (10 pg/ml), és a két biomolekula aggre-
gatumainak egyiittes kitapadasanak detektalasa tapping modban. B:az AP1-42 peptid 1ézerrel linedrisan
strukturalt polikarbonat felszinre kitapadt és atomerd-mikroszkopiaval —detektdlt aggregatumainak
méreteloszlasa pentozan hianyaban és jelenlétében. Atlag = SEM, ***P<(.001 (Deli és mtsai, 2010).

Patkdny agyi endothelsejteken megerdsitettiitk az API1-42 peptid kozvetlen kdrosito hatdsat.
Elscoként irtuk le, hogy az Ap aggregdtumokat stabilizalo SAP fokozza, a pentozdn pedig kivédi az
AP peptid barrier integritast csokkentd hatdsdat. Atomerd mikroszkopids vizsgalatokkal igazoltuk a
pentozdan kozvetlen hatdsat az Af aggregdatumok méretére, szamdra és kitapadasdra

Adataink alatamasztiagk azt a hipotézist, hogy neurodegenerativ betegségekben az
endothelsejtek kizvetlen célpontjai a korfolyamatban szerepet jdtszo faktoroknak, mint az amiloid
tipusu peptidek. Sikeriilt elsoként kimutatnunk, hogy a pentozan a peptidek agyi endothelsejtekre
kifejtett karosito hatdsdt kivédte. A periféridsan beadott pentozan nem jut dt a vér-agy gdton, igy a
prion betegségekben megfigyelt hatisa az agyi endothelsejteken keresztiil valosulhat meg. A
pentozan a klinikumban is haszndlt gydgyszer (SP54) heveny érelzarddas, szubakut vagy ismétlodo
visszérgyulladas kezelésére. Megfigyeléseink felvethetik a hatéanyag uj indikdcioban térténd
alkalmazdsat.

Folyamatban levd kutatasainkban az AB1-42 peptid €s a pentozan hatasmodjat szeretnénk jobban
megismerni, ennek céljabol a peptiddel és a poliszachariddal kezelt agyi endothelsejt-tenyészetek
génexpresszios mintazatat egyedi TagMan arrayk segitségével vizsgaljuk a vér-agy gat miikodésében
fontos kapcsolo- és szallitofehérjékre, valamint jelatvivé utak egyes kulcsenzimeire. Eldzetes
eredményeink alapjan az APB1-42 peptid az efflux pumpak koziil felére csokkentette a P-glikoprotein
mRNS szintjét, mig a BCRP és az MRP-2 transzporterekre nem volt hatassal (86. abra). Az AB1-42
duplajara emelte a protein kinaz C y-alegységének, és a szabadgyok termelésben részt vevo xantin-
dehidrogenaz enzim génkifejez6dését. A pentozan gatolni tudta a PKC-y expresszidjanak valtozasat
(86. abra).
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86. abra. AB1-42 peptid (25 uM, 48 6ra) és pentozan (PPS, 100 pg/ml) kezelés hatasa ko-kultiraban novesztett
patkany primer agyi endothelsejtek génkifejezodésére. Pgp: P-glikoprotein; Berp: mellrak rezisztencia fehérje;
Mrp-2: multidrog rezisztencia fehérje-2; Glut-1: glilkdz-transzporter-1; Lat-1: nagy neutralis aminosavakat
szallito fehérje 1-es tipusa; Cat-1: kationos aminosav transzporter-1; Prckg: protein kindz C y-alegysége; Xdh:
xantin-dehidrogenaz.

Ezek az adatok egybecsengenek a Jod Ferenc és munkatarsai altal leirt allatkisérletes és izolalt
mikroereken tett megfigyelésekkel a PKC szerepérdl a vazogén agyoedema kialakulasaban [Olah és
mtsai, 1988; Joo ¢és mtsai, 1989], és felvetik, hogy a PKC-y, valamint a szabadgyokok fokozott
termelddése részt vehet az AB1-42 peptid altal kivaltott vér-agy gat hatasok medialasaban.

Dokozahexaénsav

A DHA bevitelt epidemioldgiai vizsgalatokban Osszefliggésbe hoztdk az Alzheimer-kor
kialakulasanak csokkenésével, azonban a pontos hatasmod nem ismert. Idegsejteken és allat-
kisérletekben hatékonynak bizonyult az amiloid toxicitas kivédésében. Agyi endothelsejteken
azonban nem vizsgaltdk. Uj adataink arra utalnak, hogy a DHA kivédi agyi endothelsejteken az
AP1-42 peptid kezelés altal 1étrehozott karosodast, amit morfologiai vizsgalatokkal és impedancian
alapuld, valds idejii mikroelektronikus sejtérzékeléssel mértiink (87. abra).
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87. abra. Dokozahexaénsav (DHA, 30 ug/ml) és AB1-42 peptid (15 uM, 48 6ra) hatasa patkany agyi endothel-
sejtek faziskontraszt mikroszkoppal vizsgalt morfologidjara (A), a sejtek valds idejli sejtanalizissel mért
¢életképességére (B), és az endothelsejtek szabadgyok termelésére (C). H,O,: hidrogén-peroxid; DCFDA:
klorometil-dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat; ROS: szabad oxigéngyokok. Atlag + SEM, n=8, Szignifikans
kiilonbség: *P<0,05 a kontrollhoz képest; #P<0,05 az AP csoporthoz képest.
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Az AB1-42 hatasat az 0jabb kisérletsorozatunkban a harom sejttipus egyiittes tenyésztésével
eléallitott vér-agy gat modellen vizsgaltuk. Az izopeptid prekurzorbdl frissen termel6dott, kontrollalt
aggregacios foku AP1-42 peptid [Bozso és mtsai, 2010] tobbszordsére fokozta az agyi endothelsejtek
permeabilitasat fluoreszceinre és albuminra (88. abra), amit a DHA szignifikans modon csokkentett.
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88. abra: Dokozahexaénsav (DHA, 30 pg/ml) és AB1-42 peptid (20 uM, 48 6ra) hatésa patkany agyi endothel-
sejtek fluoreszceinre (A), és albuminra (B) mért permeabilitasara. Pe: endothelsejtekre szamolt permeabilitési
egylitthat6. Atlag + SEM, n=4, Szignifikans kiilonbség: *P<0,05 a kontrollhoz képest; #P<0,05 az AP
csoporthoz képest.

Elséként mutattuk ki a dokozahexaénsav védohatdasat AP1-42 peptid kezelés altal létrehozott
sejtes toxicitasra és a barrier miitkédés kdarosoddsdra glia és pericyta sejtekkel egyiitt tenyésztett
agyi endothelsejteken. Kisérletes adataink alapjan a dokozahexaénsav Alzheimer-kor dllat-
kisérletes modelljein megfigyelt idegrendszeri protektiv hatisahoz a vér-agy gdtra kifejtett védo-
hatdsa is hozzdjarulhat.

Csonkolt tau fehérje

Egyiittmtikodésben végzett kisérleink mozgatoérugdja az volt, hogy amig a vaszkularis miikodési
zavarok Alzheimer-korban jatszott szerepér6l, és ebben a folyamatban az amiloid peptidek hatasarol
egyre tobb szakirodalmi adat all rendelkezésre [Zlokovic 2008], a koros tau fehérje, a neuro-
pathologiai valtozasok masik kulcsmolekuldja [Zilka és mtsai, 2009] és a vér-agy gat miikodésének
valtozasa kozotti kapesolatot eddig nem vizsgaltak.
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89. abra. Csonkolt tau fehérje (5 uM) kezelés hatasa patkany agyi endothel- és gliasejtek egyiittes tenyész-
tésével elballitott ¢s vizsgalt vér-agy gat modell ellenallasara (A) és mannitolra mért permeabilitasara (B). TO: a
kezelés kezdete; T24: a kezelés 24. oraja; TEER: elektromos ellenallas; Pe: endothelsejtekre szamolt
permeabilitasi egyiitthatd. Atlag + SEM, n=4, ns: nincs szignifikans kiilonbség; ***P<0,001. [Kovac és mtsai,
2009].
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A tenyésztObetétek alkalmazasa lehetdvé tette a patkdny primer agyi endothel- és astroglia (85-
90 %) és mikroglia sejteket (10-15 %) tartalmazd vegyes gliasejt tenyészet egyiittes novesztésével
létrehozott vér-agy gat modellen a csonkolt human tau fehérje kezelés vizsgalatat mind a felsd
kompartmentben, azaz a lumindlis (,,vér fel6li”) oldalon, mind a gliasejtekkel kozos also
kompartmentben, ami az abluminalis (,,agy fel6li”’) oldalnak felel meg. Kimutattuk, hogy a hibasan
tekeredett tau fehérje agyi endothelsejtekre nem, azonban gliasejtekre toxikus [Kovac és mtsai,
2009]. Az endothelsejtekhez a luminalis oldalon adva a tau fehérje nem valtoztatja meg sem a
sejtrétegek ellenallasat, sem a fluoreszceinre mért permeabilitasat (89. abra). Ezzel szemben az ,,agy-
feloli” oldalon, a gliasejtek jelenlétében adott koros tau fehérje drasztikusan csokkentette az
endothelsejt-rétegek rezisztenciajat, és fokozta a paracellularis permeabilitasat.
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90. abra. Csonkolt tau fehérje (5 uM, 24 ora) kezelés hatasa citokin és kemokin felszabadulasra patkany
mikroglia tenyészeteken. CINC-3: citokin-indukalt neutrophil kemoattraktans fehérje; MCP-1: monocyta
kemoattraktans fehérje; TNF-a: tumor nekrozis faktor-o. A fehérjék meghatarozasa RayBio patkany citokin
array kit segitségével tortént. [Kovac és mtsai, 2009].

A hatasmod felderitésére mikrogliasejtek tenyészetén is megvizsgaltuk a tau fehérje hatasat, ami
a gyulladasos citokin tumor nekrozis faktor-o, valamint két kemokin, a citokin-indukalt neutrophil
kemoattraktans-3 (CINC-3), és a monocyta kemoattraktans fehérje-1 (MCP-1) fokozott felszaba-
dulasat eredményezte. Az adatok alapjan feltételezziik, hogy az agyi endothelsejt tenyészetek
mitkodésének a koros tau fehérje altal kivaltott valtozasahoz a TNF-a hozzajarulhat. Ez az eredmény
szamunkra azért is fontos, mert a szakirodalomban elséként irtuk le a TNF-o hatasat agyi endothel-
sejt tenyészeteken [Deli €és mtsai, 1995; Deli Ph.D. értekezés, 1996], és allatkisérletes modelleken is
megerdsitettilk ennek a gyulladasos citokinnek a vér-agy gat permeabilitast fokozo tulajdonsagat
[Abraham és mtsai, 1996; Megyeri és mtsai, 1999].

Elsoként mutattuk ki, hogy a humdn csonkolt tau fehérje kozvetleniil nem toxikus agyi
endothelsejtekre, azonban a glia- és agyi endothelsejtek ko-kultira modelljén, az in vivo
pathologiai helyzetnek megfelelé ablumindlis kezelés hatdsdra szignifikansan fokozza az
endothelsejt-rétegek paracelluldaris permeabilitasdat. Feltartuk, hogy a hatdshoz a microglia
sejtekbdl felszabadulo gyulladdsos citokin TNF-a is hozzdjarul. Adataink alapjin az amiloid
peptidek és a hibdasan tekeredett tau fehérjék eltéré modon fejtik ki hatdasukat a vér-agy gdtra, és
feltételezheto, hogy a taupathiiakban a koros tau fehérje is részt vesy az agyi mikroerek
kdarosodasdban.
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6. UJ MODSZEREK AGYBA VALO GYOGYSZERBEJUTTATAS
ELOSEGITESERE

Az agyi endothelsejteket 0sszekotd szoros kapcsolatok és a szallitofehérjék vér-felé iranyuld
mitkodése a két legfontosabb tényezd, ami megakadalyozza hatéanyagok agyba vald bejutasat és az
idegrendszeri betegségek, kiilondsképpen az agytumorok hatékony kezelését [Pardridge, 2002; Deli,
2011]. A probléma megoldasara szdmos 1j kisérletes eljaras kifejlesztésén dolgoznak vildgszerte. Az
egyik ilyen 10j és igéretes terapias eszkoz a szoros kapcsolatok iddleges és reverzibilis megnyitasa
lehet mind hamsejt barriereken, mind a vér-agy gaton [Deli, 2009]. Emellett alternativ beviteli kapuk,
mint az orrnyalkahartya szagloham régioja is segithetnek hatdanyagok bejuttatdsaban a kdzponti
idegrendszerbe [Horvat és mtsai, 2009b; Deli, 2011]. Mindezeknek a mddszereknek a kidolgozasa
soran alapvet6 az agyi bejuttatas hatékonysaganak tesztelése megbizhato, reprodukalhaté és validalt
modellrendszereken.

XVI. Gyégyszervizsgalatok in vitro vér-agy gat modelleken

Az 0j kozponti idegrendszeri célpontii hatéanyagok fejlesztése soran az agyi penetraciod
megbizhato becslése mar a korai fazisban donté fontossagu [Vastag és Keseril, 2009]. Az in vitro
vér-agy gat modellek alkalmazasanak az eszkoz és iddigényes allatmodellekkel szemben elonye a
nagyobb ateresztoképesség, és a transzportmechanizmusok feltarasanak egyszeriibb lehetésége. Ez a
modell koztes komplexitasi fokot 1épvisel az in silico és az in vivo rendszerek kozott, és tigy nevezett
hozzaadott értéki tesztrendszer a gyogyszerek fejlesztése soran.

A harom sejtes in vitro vér-agy gat modell validalasa ismert kozponti idegrendszeri bejutasu
gyogyszerekkel

4. tablazat. A harmas modellen végzett transzportvizsgalatok soran felhasznalt gyogyszerek és fobb
tulajdonsagaik listaja. A kozponti idegrendszerbe bejutd (KIR+) szerek jellemzden lipofilek és lipid-medialt
diffuzioval jutnak keresztiil a sejtmembranon, mig a kozponti hatas nélkiili (KIR-) alacsony permeabilitasu
hatéanyagokat az agyi endothelsejtek efflux pumpai valasztjak ki. BCRP, mellrdk rezisztencia fehérje
(ABCG2); MRP-1, multidrog rezisztencia fehérje-1 (ABCCI1); MRP-2, multidrog rezisztencia fehérje-2
(ABCC2); OATP2, szerves anion transzporter polipeptid-2 (SLCO1B1); OCT, szerves kation transzporter
(SLC22); Pgp, P-glikoprotein (ABCB1); P, endothelialis permeabilitasi egyiitthato.

Hatéanyag neve molsily | KIR hatds | Transzport jellemz6i P. (10°° cm/s)
antipyrin 188 + passziv lipofil 222,51
atenolol 226 - passziv hidrofil 2,49
cimetidin 252 - efflux: Pgp, BCRP, OCT1-3, OCTN-1 2,99
digoxin 781 - efflux: Pgp, Oatp2 0,44
epinasztin 286 - efflux: Pgp 1,87
fenitoin 252 + passziv lipofil 326,73
hidrokortizon 362 - efflux: Pgp 5,67
hidroxizin 448 + passziv lipofil 1174,04
koffein 212 + passziv lipofil 496,67
karbamazepin 236 + passziv lipofil 198,53
kinidin 783 - efflux: Pgp, OCT-1 7,54
prazozin 420 - efflux: Pgp, BCRP 22,91
propranolol 296 + passziv lipofil 1987,16
szulpirid 341 - efflux: Pgp; influx: OCTN-1,-2, PEPT1 4,39
trazodon 408 + passziv lipofil 333,61
verapamil 491 - efflux: Pgp, OCT1-3, OCTN-1 23,51
vinblasztin 909 - efflux: Pgp, MRP-1, -2 3,20
vinkrisztin 923 - efflux: Pgp, MRP-1, -2 6,32
zolpidem 382 + passziv lipofil 147,36
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Egy permeabilitasi szlirésre felhasznalhato, jo in vitro modell esetén az endothelsejteket szoros
sejtkozotti kapesolatok kotik Ossze, amit magas rezisztencia és alacsony paracellularis permeabilitas
értékek tliikroznek; és donté a farmakonok transzportjaban részt vevo efflux és influx transzporterek
jelenléte és miikodése is [Veszelka és mtsai, 2011; Toth és mtsai, 2011]. Uj harmas in vitro
modelliink ezeknek a kovetelményeknek teljesen megfelel [Nakagawa és mtsai, 2009], és tovabbi
elénye, hogy mindharom felhasznalt sejttipus patkanysejt, igy a modellen szerzett eredmények az in
vivo kisérletes adatokkal (lasd 3. tablazat) nagyon jol dsszevethetdk. A validalas soran 19 jol ismert,
széles korben hasznalt gydgyszermolekula atjutasat vizsgaltuk. Ezek kozott kiillonbozo sajatossagu,
kézponti idegrendszeri hatassal rendelkez0 és nem rendelkezd vegyiiletek, passzivan és aktiv
transzporttal bejutd anyagok, kdzponti idegrendszeri hatassal rendelkez6 illetve oda elenyészd
mértékben bejutd molekulak, efflux transzporterek ligandjai egyarant szerepeltek (4. tablazat).

A lipid-medidlta szabad diffuzéval atjuto, és kdzponti hatassal rendelkezé molekuldkra, mint a
koffein, a karbamazepin vagy a fenitoin a modellen tesztelve magas permeabilitasi egyiitthatot
kaptunk (91. dbra). A vizoldékony, passziv paracellularis diffuzioval atjutd vegyiilet, az atenolol és
az efflux pumpék szubsztratjai, mint példaul a cimetidin, a digoxin, a verapamil, vinblasztin és
vinkrisztin kis mértékben jutottak at a modellen, akarcsak in vivo a vér-agy gaton, amit az
idegrendszeri hatasuk hianya (CNS') is jelez (91. abra).
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91. abra. A harmas in vitro tenyészetes vér-agy gat modellen tesztelt 19 kozponti idegrendszeri hatassal
rendelkezé (CNS") és nem rendelkezd vegyiilet (CNS") endothelsejtekre szamolt permeabilitasi egyiitthatéja
(P.). [Nakagawa és mtsai, 2009]

A tenyészetes modellen nyert eredményeket ugyanezeknek a vegylleteknek intravénas bolus
injekciot kdvetd szoveti megoszlasanak egereken végzett mérésével hasonlitottuk 6ssze [Nakagawa
és mtsai, 2009]. Az altalunk kifejlesztett harom sejttipusbdl allé tenyészetes patkany vér-agy gat
modellen nyert és az allatkisérletben meghatarozott permeabilitasi egyiitthatokat Gsszevetve jo
korrelaciot (R*=0,89) kaptunk (92. dbra) [Nakagawa és mtsai, 2009]. Ezek az adatok Gsszhangban
allnak a glia- és endothelsejtek egyiittes tenyésztésével eldallitott modellen szerzett permeabilitasi
tapasztalatainkkal [Perriére és mtsai, 2007], és a modell a szakirodalomban leirt mas rendszerekkel
osszehasonlitva is jo paraméterekkel rendelkezik [Garberg és mtsai, 2005; Deli 2007; To6th és mtsai,
2011;Veszelka és mtsai, 2011].

Az uj, dltalunk kifejlesztett harom sejttipusbol dallo tenyészetes patkany vér-agy gdat modellt 19
vegyiilettel validdltuk, és in vivo eredményekkel dsszehasonlitva jo korreldaciot kaptunk. Adataink
alapjan ez a vér-agy gdt modell megfelelé rendszer hatéanyagok, uj farmakonok tesztelésére, és
agyba valo bejutasuk becslésére.
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92. abra. Korrelacio a harmas tenyészetes vér-agy gat modellen (in vitro Pe) és allatkisérletben (in vivo Papp)
19 hatbéanyagra kapott permeabilitasi egytitthatok kozott. [Nakagawa és mtsai, 2009]

A harom sejtes vér-agy gat modellre japan egylittmiikodo partnereinkkel 2005-ben szabadalmat
nyujtottunk be [Niwa és mtsai, 2007]. A modell gyakorlati alkalmazhatosagat bizonyitja, hogy tobb
hazai ¢és kiilfoldi gyoégyszergyar szamara végeztiink rajta teszteléseket. Egy jelenleg futd
palyazatunkban a vér-agy gat modellt részletesen Osszehasonlitjuk a gyogyszerkutatasban
hasznalatos kiilonboz6 epithelsejt modellekkel. A vizsgalatokkal célunk egy 1j, egyediilallo tesztelési
panelrendszer létrehozasa, amely lehet6vé teszi a tesztrendszerek 1j, szelektivebb alkalmazasat
ezaltal a gyogyszerjeldlt vegyiiletek agyba valo bejutasanak eddiginél pontosabb predikcidjat.

Az endothelsejtek kozotti szoros kapcsolatok atmeneti, reverzibilis megnyitasanak vizsgalata in
vitro vér-agy gat modellen

Az agyi endothelsejtek kozotti szoros kapcsolatok gyors és atmeneti megnyitidsa segithet
gyogyszermolekuldk, példaul az agyi tumorok kezelésére alkalmazott citosztatikus szerek kozponti
idegrendszerbe torténd bejutasaban [Deli, 2009]. Sikeres allatkisérletek utan klinikai vizsgalatokban
¢s mtsai, 2008; 2011]. Ismeretes, hogy a mannitol a sejtkozotti adherens kapcsolatokban a B-katenin
Src kinaz-medialt foszforilaciojan keresztiil nyitja meg a paracellularis barriert [Farkas és mtsai,
2005].

A rovid-lanct alkilglicerolok (AG) atmeneti vér-agy gat nyitd hatdsa szintén ismert,
allatkisérletekben kimutattak, hogy az AG intraarterialis injekcidja utan az egyidejlileg beadott
citosztatikus szerek vagy antibiotikumok feldusultak az ipsilateralis féltekében [Erdlenbruch és mtsai,
2000]. A tesztelt AG szarmazékok koziil az 1-O-pentilglicerol (PG) és a 2-O-hexildiglicerol (HG)
bizonyult a therapias tartomanyt és hatékonysagot illetden a legigéretesebb [Erdlenbruch és mitsai,
2003]. Ugyanakkor igazoltak, hogy a radioaktiv moddon jelolt PG nem jut be a kozponti
idegrendszerbe vagy mas szervekbe [Erdlenbruch és mtsai, 2005]. Az alkilglicerolok hatasmodjanak
feltardsara megvizsgaltuk a PG és HG kezelések endothelsejtek szoros kapcsolataira kifejtett hatasat
kettds in vitro vér-agy gat modelliink6n (93. abra).
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93. abra. Alkilglicerol-kezelés okozta permeabilitas-valtozasok a glia- és agyi endothelsejtek egyiittes
tenyésztésével elballitott in vitro vér-agy gat modellen [Hilper és mtsai, Uj eredmény]. A rezisztencia (TEER)
valtozasok 10 mM és 30 mM 1-O-Pentylglycerol (PG) (A), 10 és 30 mM 2-O-Hexyldiglycerol (HG) (B),
valamint mannitol (1.4 M) oldattal tortént 5 perces kezelés és az azt kdvetd 30 perc alatt (atlag = SEM, n=3,
statisztikailag szignifikans (P< 0.05) kiilonbségek a (*) kiindulasi kontroll értékhez; (**) a 10 mM dozis 0
perces értékéhez; és (***)a 10 mM dozis 0 perces értékéhez képest. Az endothel-egysejtrétegek permeabilitasi
egylitthatdjanak (P.) valtozasa 5 percig tartd6 30 mM PG kezelés (C: fluoreszcein, E: albumin permabilitas) és
30 mM PG kezelés (D: fluoreszcein, F: albumin permabilitas), majd az alkilglicerolok eltavolitasa utan 15 és
30 perccel (atlag + SEM, n=3, ANOVA ¢és Bonferroni post hoc, szignifikans kiilonbség (P< 0.05) a kontroll
értékhez (*) és az akut hatadshoz képest (**).

Az alkilglicerolok a vizsgalt koncentraciokban nem voltak toxikusak agyi endothelsejtekre
tobbféle teszttel mérve. Az alkilglicerol-medialt vér-agy gat megnyitas hatékony €s reverzibilis volt,
¢s els6sorban a paracelluléris utat érintette, amit a rezisztencia csokkenés, és a fluoreszcein fokozott
atjutasa jelzett (93. abra). Adataink alapjan a PG jobban fokozta paracellularis ut megnyilasat, és
kevésbé valtoztatta az albumin atjutasat, mint az OG. A szoros kapcsolatok fehérjéinek immunfestése
is tiikrozte a funkcionalis megfigyeléseket. Ezzel parhuzamosan az endothel-egysejtrétegeken végzett
fagyasztva toréses elektronmikroszkopos vizsgalatok nem mutattak ki a TJ fonatok komplexitasanak
tartos megvaltozasat (Prof. Hartwig Wolburg, Tiibingen).

Az in vitro modellen az alkilglicerolok tanulmdnyozdasdval nyert megfigyeléseink a vér-agy gdt
akut, ideiglenes, paracelluldris megnyildsdra utalnak az endothelsejtek tartos kdrosoddsa nélkiil. A
jelen eredményeink megerdsitik a patkdinyokon és egereken végzett in vivo vizsgdlatokat az
alkilglicerolok elonyds vér-agy gdt nyito hatasarol.

XVII. Bioaktiv anyagok agyba torténo bejuttatisa a nazalis titon keresztiil

A hatéanyagok agyszovetbe juttatasdhoz alternativ utak, mint példaul a nazalis ttvonal is
kiaknazhatéak. A szaglorégio egyediilalld anatomiai és élettani tulajdonsagai lehetdvé teszik
farmakonok kozponti idegrendszerbe jutasat a vér-agy gat megkeriilésével. Allatkisérletes adatok és



dc_157 11

6. Gyogyszerbejuttatas az agyba — a vér-agy gat szerepe 101

human vizsgalatok is igazoltak, hogy a nazalis tton a zsiroldékony, kis molekulak mellett peptidek és
fehérjék is bevihetok az idegrendszerbe [I1lum 2003; Horvat 2009b].

A gyodgyszerek intranazalis bejuttatasanak szamos elénye van. Ez a moddszer nem invaziv,
konnyen elvégezhetd a beteg, vagy az orvos altal, gyors felszivodas érhetd el, valamint elkeriilhetd a
maj €s a vese first-pass metabolizmusa és nem sziikséges a gyogyszert sterilen elkésziteni. Azonban a
nazalis bevitelnél is rendkiviil fontos a gydgyszerhordozok megfeleld formulalasa. Nazalisan beadott
hatéanyagok a mukociliaris tisztulas miatt altalaban gyorsan tavoznak az orriiregb6l az emésztd
traktusba. Az alacsony membranpermeabilitas és az epithelsejtek kozotti szoros kapcsolatok,
amelyek megakadalyozzak a molekulak transz-, ill. paracellularis transzportjat, tovabbi lényeges
korlatozé tényezét jelentenek a nagy molekulatdmegii vagy polaros hatéanyagok szamara. A
mukézus nyalkaréteg metabolikus kapacitisa is hozzajarul a peptidek és fehérjék alacsony
orrnyalkahartyan keresztiili transzportjahoz. Emiatt a nazalis vivéanyagok készitése soran kiilondsen
lényeges mukoadheziv komponensek felhasznalasa az orrnyalkahartyan valo tartdzkodas fokozasara,
valamint abszorpciofokozd segédanyagok alkalmazasa az orrnyalkahartyan keresztiili hatéanyag
transzport novelése céljabol.

Noha szamos ujfajta, szisztémas hatoanyag bejuttatdsara kifejlesztett nazalis termék mar
forgalomban van, kdzponti idegrendszeri betegségek kezelésére szant, a nazalis utat kihasznalo
gyogyszer még nincs a piacon. Ezért a gyors és hatékony agyi farmakon koncentracidt biztositd
nazalis hordozoérendszerek fejlesztése egy 1j és mindezidaig kiaknazatlan kutatasi teriilet.

A nazalis ut morfoldgiai alapjai

Kutatasaink soran immunhisztokémias vizsgalatokkal tanulmanyoztuk a nazalis beviteli utvonal
f6 barrierjeit (94. abra): a szagloham epitélsejt rétegeit, a lamina propria vérereinek endothelsejtjeit,
valamint a szagloneuronokat burkold és védo gliaszerli OEC (olfactory ensheathing cells) és a
perineuralis sejtek kozotti szoros kapcesolatokat.

l«— Rostacsont —»%
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94. abra. A szagloham felépitése. A sejtkozotti szoros kapcsolatokat kettés immunfestés teszi lathatova
(klaudin-5: piros, ZO-1 fehérje: zold). A két fehérje immunfestésének egybeesését sarga szin jelzi. [Horvat és
mtsai, 2009b].

A ZO-1, Z0O-2, okkludin, klaudin-1, -3, -5 és -19 kapcsolofehérjék festésével megallapitottuk,
hogy a szaglorégio epithelsejtjei az Osszes vizsgalt fehérjét erdsen expresszaljak, és a
gyogyszerbejuttatds szempontjabol a nazalis Utvonalon ez a barrier a legdsszetettebb és a
legszorosabb [Wolburg és mtsai, 2008]. Az OEC sejtek sejtkozotti kapcesolatainak fehérjedsszetétele
az endothelsejtekéhez volt hasonlo, és klaudin-5, okkludin €s ZO-1 fehérjéket tartalmazott (94. abra).
A lamina propria vérereinek endothelsejtjeiben talaltuk a leggyengébb festddés klaudin-5 és okkludin
fehérjékre.
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95. abra. Az orrnyalkahartya és az agyszovet ereinek permeabilitasa 30 perccel az Evans kék és fluoreszcein
festékek intravénas beadasa utan. Mind a szagloham (RO), mind a 1égzéham (RR) zdldeskék szinii, ami az erek
nagy ateresztOképességére utal. Ezzel szemben a szaglogumo (BO) és az agykéreg (CTX) nem festédik
[Wolburg és mtsai, 2008].

A szagloham ereinek ateresztOképességét a vér-agy gat permeabilitds meghatarozasanal hasznalt
Evans kék és fluoreszcein festékekkel végeztiik (95. abra). Mind a 1€gz6-, mind a szagloham teriilete
erds zoldeskék festddést mutatott a markerek intravénas beaddsa utan, vagyis a lamina propria erei
ezekben a régiokban ateresztéek mind fluoreszceinre, mind albuminra.

A B ﬂ £
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96. abra. Lantan jelolés detektalasa elektronmikroszkopiaval transzkardialis perfuzié utan. A agykérgi
mikroerek kis (A) és (B) nagy nagyitast felvételeken. A B abran a nyil azt mutatja, hogy a lantan megall az en-
dothelsejtek kozti résnél és nem jut be a subendothelialis térbe. C, D: a szaglogumo; a szagloideg axononok
(Ax) egy szoros sejtkdzotti kapcsolattal rendelkezd ér kozelében futnak, a lantan penetracidja megall a résnél.
E: A szagloham lamina propridjaban az interendothelialis rés nyitott, lantan szemcsék lathatdoak a sub-
endothelialis térben (nyil). EC: endothelsejt, SMC: simaizomsejt. F: A szaglorostokban a lamina basalis koriil
szamos lantan szemcse lathat6. A nagy nyil egy szoros sejtkdzotti kapcesolatot, a kis nyilak az interstitialis és
periaxonalis térben a lantan szemcséket mutatjak [Wolburg és mtsai, 2008].
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A jol ismert moédon az agyszovet erei nem engedik at a festékeket. Ezek az eredmények
Osszhangban allnak a szagloham ¢és az agyi hajszalerek sejtk6zotti kapcsolofehérjéinek vizsgalata
soran kapott adatokkal.

Elsoként igazoltuk, hogy a szaglorégido erei ateresztik az elektronmikroszkopidban
jeloloanyagként hasznalt kis molekulatomegti lantant (96. abra). Az OEC sejtek kozotti kapcsolatok
nem képeznek szoros barriert, igy a sejtkozotti térbdl a periaxondlis térbe szivargott a jelzOanyag
(96F abra). Ez a megfigyelés igazolja a szagloidegen keresztiili transzportiit morfologiai alapjait.
Egyben azt is alatamasztja, hogy amennyiben egy hatéanyag megfeleld nazalis hordozo segitségével
atjut a szagloham epithelsejt rétegén, a nazalis Gton elérheti a kozponti idegrendszert [Wolburg és
mtsai, 2008].

Vizsgdlatainkban feltérképeztiik az orrnydlkahdrtya szerkezetét és a sejtkozotti kapcsolatokat
immunfestéssel és elektronmikroszkopidval patkdanyokban. A szagloham hdrom f6 barrierjét az
epithelsejtek, a lamina propria ereinek endothelsejtjei, és a szagloidegeket burkolo OEC sejtek
alkotjak. Igazoltuk az orrnydlkahdrtya ereinek fokozott dteresztoképességét az agyi erekkel
szemben. Elséként sikeriilt leirnunk, hogy a szagloideget burkolo sejtek dteresztik a jelzbanyag
lantant, és az bejut a szagloideg rostok kizé. Ez az ut képezheti az orrbol az agyba torténd
anyagbejutds anatomiai alapjt.

Dextran tesztmolekula bejuttatasa az agyba a nazalis utvonalon: a hialuronsav, mint
mukoadheziv komponens vizsgalata

Az SZTE Gyébgyszertechnoldgiai Intézetével egyiittmiikodésben olyan ) mukoadheziv formu-
lalasokat allitottunk eld, jellemeztiink és teszteltiink, amelyekkel a nazalis uton fokozni lehet a viz-
oldékony, peptid nagysagi (M=4 kDa) fluoreszcensen jelzett dextran tesztanyag (FD-4), egy a vér-
agy gaton mérheté mennyiségben at nem jut6 vegyiilet bevitelét az idegrendszerbe [Horvat és mtsai,
2009a].
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97. abra. Nazalisan beadott fluoreszcensen jelzett 4 kDa dextran (FD-4) bejutasanak ido-fliggése kiilonb6z6
agyrégiokban patkanyokban. Az FD-4 jelzémolekula vivéanyagai: PhS iv [: intravénasan beadott fiziologias
sboldat, PhS in M nazalisan beadott fiziologias sooldat, AE in A: Cremophor RH 40 tartalmi nazalis
vivéanyag, HA in V: hialuronat tartalmii nazalis vivéanyag, MA in O: hialuronat és Cremophor RH 40
tartalmua nazalis vivéanyag. (a) jobb oldali szaglogumo, (b) jobb oldali frontalis cortex, (c) hippocampus, (d)
kozépagy. Atlag = SEM, n=4. [Horvat és mtsai, 2009a].
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Kisérleteink legfontosabb eredménye, hogy a feliiletaktiv Cremophor, mint abszorpciéfokozo és
a hialuronsav, mint viszkézus bioadheziv polimer kombinacidja szignifikdnsan novelni tudta a
dextran modellanyag orriiregb6l agyba vald jutasat. Ez leginkabb a szaglogumoéban és a frontalis
agykérgi régidoban érvényesiilt 4 oraval a beadas utan (97. és 98. abra), 0sszhangban mas meg-
figyelésekkel nazalisan beadott biomolekuldk agyi megoszlasarol (6. abra) [Thorne és mtsai, 2004].

Noha a nazalis gydgyszerbejuttatas szempontjabdl a viszkozitds és a mukoadhéziod
kulcsfontossagu jellemzd, és a hialuronsav kivaldé mukoadheziv tulajdonsagokkal, természetes
biokompatibilitdssal rendelkezik, valamint nem valt ki immunvalaszt, eddig csupan egyetlen,
farmakokinetikat nem tartalmazo tanulmany vizsgalta a natrium-hialuronsavat nazalis abszorpcio
soran. Kisérleteinkben a hialuronat 6nmagaban (HA hordoz6) nem novelte az FD-4 agyba jutésat,
ezzel szemben Cremophor RH40-nel alkalmazva (MA) jelent6s bejutast detektaltunk (97. és 98.
abra). A HA és az MA hordozdék hatékonysaga kozotti kiilonbség azt jelezheti, hogy az optimalis
viszkozitas, a feltételezett mukoadhezivitas, a hosszabb tartozkodasi id6 és a feliiletaktiv anyag altali
abszorpciofokozas egyarant hozzajarul a tesztmolekula fokozott agyi bejutasahoz.
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98. abra. Nazalisan beadott fluoreszcensen jelzett 4kDa dextran bejutasa kiilonb6z6 agyrégiokba 240 perccel a
kezelés utan patkanyokban. Agyteriiletek: OBR: jobb oldali szaglogumé, OBL: bal oldali szaglogumo, FCR:
jobb oldali homloklebeny, FCL: bal oldali homloklebeny, PCR: jobb oldali fali lebeny, PCL: bal oldali fali
lebeny, HIP: hippocampus, MID: kozépagy, CER: kisagy, PON: hid; az FD-4 jelzémolekula vivéanyagai: PhS
iv: intravéndsan beadott fiziologias sooldat, PhS in: nazalisan beadott fiziologias sooldat, AE in: Cremophor
RH 40 tartalmu nazalis vivoanyag, HA in: hialuronat tartalmu nazalis vivoanyag, MA in: hialuronat és
Cremophor RH 40 tartalmu nazalis vivOanyag. Statisztikailag szignifikans kolonbségeket (P<0.05)
detektaltunk az MA csoport esetén a tobbi csoporthoz képest [Horvat és mtsai, 2009a]

Az MA hordozo6 hatasa nincs Osszefiiggésben a vérplazma FD-4 szintjével [Horvat és mtsai.,
2009a]. Az intravénasan beadott FD-4 nagy koncentraciot eredményezett a plazmaban, mig a vér-agy
gat szelektiv és szigortian szabalyozott transzportfolyamatai miatt csak alacsony koncentraciot
eredményezett az agyban. Ezzel szemben a nazalis vivOanyagok elhanyagolhaté plazma-
koncentracidhoz vezettek, ugyanakkor az MA csoportnal az agyi FD-4 koncentracid jelentOsen
meghaladta az intravénas csoport agyi FD-4 mennyiségét. Ezek az eredmények vilagosan jelzik
nazalis beadas esetén a kdzvetlen utat a kozponti idegrendszerbe a vér-agy gat megkeriilésével.

A nazalis formulalasok fejlesztésénél fontos szempont azok toxicitasa. Elektronmikroszkopiaval
kimutattuk, hogy a kisérleteink sordn hasznalt, hialuronsavat és Cremophor RH 40-et tartalmazé
hordoz6 nem indukalt szdvetkarosodast, epitelidlis vagy szubepitelialis toxicitast, valamint
csillokarosodast vagy elhalast.

A feliiletaktiv abszorpcidfokozot és a mukoadheziv hialuronsavat tartalmazoé vivéanyag
szignifikansan novelte a dextran tesztmolekula agyba keriilését a nazdlis utvonalon keresztiil
patkdanyokban. Kimutattuk, hogy a kisérletben haszndlt hordozorendszerek nem kdrositiak a
szaglorendszer szovetét, biztonsdgosan alkalmazhatoak. A nazdlis ut igéretes lehet idegrendszeri
tamaddspontu, a vér-agy gdton dat nem juté molekulak terdapidas alkalmazdsdra.
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Bioaktiv amiloid-f 1-42 peptid intranazalis bejuttatasa az agyba

El6z6 kisérleteink alapjan a hialuronsav-tartalmti vivéanyag alkalmasnak tint farmakonok,
biologiailag aktiv peptidek bejuttatasara a kozponti idegrendszerbe a nazalis Uton a vér-agy gat
megkeriilésével [Horvat és mtsai, 2009a]. Ennek a kisérletnek soran kifejlesztett mukoadheziv
formuléalasokat felhaszndlva a bioaktiv human AP1-42 peptid nazélis Gton valdé agyba juttatasat
vizsgaltuk patkanyokban [Sipos és mtsai, 2010].

Az intranazalisan beadott AMCA-AB1-42 kiilonb6z6 agyi régiokba vald bejutdsanak idébeli
kinetikajat a 99.K abra mutatja, a legnagyobb koncentracidt a beadas utan 120 perccel mértiik. A
szaglogumok mellett a jelolt peptid visszamérhet6 volt mas agyteriiletekrdl kiilonbdz6 mennyiségben.
A bejutott peptid regionalis eloszlasa hasonldé volt az inzulinszerli novekedési faktor-1 nazalis
beadésa utdn patkanyokban leirt, és a korabbi kisérletiinkben dextranra megfigyelt eloszlashoz (6.
abra) [Thorne és mtsai, 2004; Horvat és mtsai., 2009a]
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99. abra. Patkanyok szaglogumojanak és homloklebenyének nem fixalt, fagyasztott metszeteirdl késziilt
reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos képek vivéanyaggal (kontroll; A, C) vagy amino-metil-kumarinnal
jelolt AB1-42 (AMCA-AB1-42) beadasa utan 2 draval (B, D). Fluoreszcenciat csak az AMCA-AB1-42 kezelés
utan lattunk (B, D). AB1-42 immunhisztokémiai festése 4GS ellenanyaggal a vivoanyaggal (kontroll; E, G)
vagy AP1-42 oldattal (F, H) 28 napon at kezelt patkanyok szaglogumdjanak és homloklebenyének
reprezentativ metszetein. Az amiloid-kezelt csoportban az immunopozitiv depozitok nagyobb nagyitasban is
lathatok (I), mig a (J) abra egy ér koriili diffaz fest6dési képet mutat. Mérce: 500 um (A—H), 50 pm (I-]). A (K)

sy

sy

+SD, n=4). OBR, jobb szaglogumd; OBL, bal szaglogumd; FCR, jobb homloklebeny; FCL, bal homloklebeny;
PCR, job fali lebeny; PCL, bal fali lebeny; HIP, hippocampus; MID, kézépagy; CER, kisagy; PON, hid. [Sipos
és mtsai, 2010].
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Magatartas-vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a nazalis AP kezelés a Morris vizilabirintus
teszttel mért hosszutavu térbeli memoriat rontja, jollehet a szorongasi tesztben és a rovid tavu
memoriaban 28 napos kezelés nem hozott valtozast [Sipos és mtsai, 2010].

Sikeresen juttattunk be bioaktiv peptidet a kozponti idegrendszerbe nazdlis uton. A nazdlisan
beadott AMCA fluoreszcens festékkel jelolt ABI-42 kimutathato, és mennyisége mérhetd volt
fluoreszcens mikroszkopia és spektroszkopia technikdkkal a szaglogumo és frontdlis lebeny
teriiletén patkdanyokban. Az Af bejutdsdt ezeken a teriileteken immunhisztokémidval is igazoltuk.
A peptid agyi bejutdsdt, és hatékonysdgdt magatartds-vizsgalatok is alatamasztottik. Kisérleteink
alapjan hialurondt tartalmu vivéanyagok alkalmasak lehetnek hatoanyagok, biologiailag aktiv
peptidek bejuttatisdra a kozponti idegrendszerbe a nazdlis uton a vér-agy gdat megkeriilésével.
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7. A KUTATAS EREDMENYEINEK OSSZEFOGLALASA

Az alabbiakban Osszefoglalom a kitlizott kutatasi célok megvaldsitasa soran a témakorokben
bemutatott j eredményeket:

7.1. A vér-agy gat modellezése sejttenyészetekkel

Attol a torekvéstol vezérelve, hogy az €16 szervezet folyamatait egyre mélyebben és jobban
megértsiik, az 1970-es évektdl kezdve, mikor izolalt agyi mikroerekbdl kinévé endothelsejtekrol az
elsd megfigyelések megsziilettek, a tenyészetes modellek egyre Osszetettebbé valnak. Ezelott 21
évvel, amikor a primer agyi mikroér endothelsejtek ndvesztését €s vizsgalatat elkezdtem, endothel-
egysejtrétegeken tortént a legtdbb kisérlet. Az évek soran szamos fajbol, elsdsorban kisérleti patkany,
vad tipust, transzgén és knock-out egér és ujsziilott sertés agybol izolaltunk sikeresen mikroér
frakciot, és készitettiink primer endothelsejt tenyészeteket. Ennek soran a legnagyobb problémat és
feladatot a tenyészetek tisztasdganak biztositasa okozta. A szennyezO, fOképpen pericyta sejtek
szamanak csokkentésére szamos moddszert kiprobaltunk és 0sszehasonlitottunk, hogy a tenyésztési
koriilményeket az endothelsejtekre optimalizaljuk. A Thyl.l antigént expresszalo pericytak
specifikus, ellenanyaggal és komplementtel torténd sejtlizise kombindlva a tapfolyadék
Osszetételének valtoztatasaval, az endothelsejtek proliferaciojat serkentd novekedési faktorok
hasznalataval, mig a pericytak osztodasat tdmogatd faktorokban szegény szérumok alkalmazéasaval
lényegesen javitottuk a tenyészetek mindségeét.

Az igazi ugrast azonban az agyi endothelsejt tenyészetek mindségének javulasaban a P-
glikoprotein szubsztrat puromicin antibiotikummal térténd kezelés bevezetése jelentette. Az altalunk
kidolgozott és elséként leirt modszer nem csak tisztabb tenyészeteket eredményezett, de a magas P-
glikoprotein expresszioju hajszal- és mikroér endothelsejtek szelekcidjanak kedvezett, ezaltal jobb
vér-agy gat tulajdonsagokat eredményezett. A moddszer elterjedését €és elfogadottsagat jelzi, hogy
kiilonb6z6 vér-agy gat modelleken szdmos laboratdériumban sikerrel alkalmaztak.

Mar a kezdetektdl megfigyeltiik, hogy a hosszu ideig tartd tenyésztés, de kiillondsen szubkulturak
készitése passzalassal az agyi endothelsejtek vér-agy gat tulajdonsagainak jelentds romlasahoz vezet.
Ennek legfobb oka, hogy a vér-agy gatra jellemz6 sajatsdgok szerv-specifikusak, megszakad az
onmagukban tenyésztett endothelsejtek kommunikacidja az Oket koriilvevd tobbi sejttipussal,
hianyoznak az endothelsejtek szamara nélkiilozhetetlen trofikus és stabilizald faktorok. Eloszor az
astroglia sejtek vér-agy gat tulajdonsagokat indukalé hatasat ismerték fel, igy ezt a sejttipust
alkalmaztak els6ként endothelsejtekkel egyiitt tenyésztve masodik generacios in vitro vér-agy gat
modellként. Az a megfigyelésiink, hogy a gliasejtek hatasa, a hidrokortizon hormon és a cAMP
kezelés egymastol fiiggetleniil képes az agyi endothelsejt-rétegek szorossagat fokozni, és a legjobb
hatast a harom tényezé egyiittes alkalmazasaval lehet elérni jelentdsen novelte a vér-agy gat
modellek barrier tulajdonsagait, az agyi mikroerekben talalhato érett fenotipust eredményezett a
tenyésztett sejtekben, és szintén széleskorti alkalmazast nyert.

A modellrendszer komplexitasa tovabb nétt az in situ anatémiai helyzetet jobban utanoz6 harom
sejttipusbol allo vér-agy gat modellek 1étrehozasaval. Agyi mikroér endothelsejtek, pericytak és glia-
sejtek primer tenyészeteibdl szisztematikusan létrehozott kettds és harmas modellek vizsgéalataval
elséként sikeriilt igazolnunk, hogy a pericytak astroglia sejtekhez hasonldéan képesek az agyi
endothelsejtek vér-agy gat sajatossagait fokozni. Az altalunk eléallitott, 01j, az anatdmiai viszonyokat
az eddigi modellek koziil leghiibben kdzelitd vér-agy gat modell tulajdonsagai a nemzetkozi szinten
jelenleg elérhet6 és eloallithatd legjobb rendszerekével vetekszik. Fontos bizonyitéka a modell
josaganak, hogy nem csak patkany, de majom és human sejteken is igazolni tudtuk a pericytak
endothelsejtekre kifejtett hatasat. Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy a sejtes kolcsonhatasnak
milyen alapvetd jelent6sége van a vér-agy gat sajatossagok kialakulasaban. A legfrissebb
szakirodalmi adatok is megerdsitik a pericytdk szerepét a vér-agy gat miikodésének in vivo
létrejottében és fenntartdsaban. Szakmai konszenzus alakult ki, hogy a kiterjesztett neurovaszkularis
egység sejtjei kozotti kolcsonhatas tanulmanyozasa a kulcsa az idegrendszer ¢€lettani és pathologias
folyamatainak a jobb megértésének, ami az idegrendszeri betegségek jobb gyogyitasahoz vezethet.
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7.2. A vér-agy gat karosodasanak és védelmének vizsgalata modellek segitségével

A tenyészetes modelleket az orvosbioldgiai kutatasban alkalmaztuk. Idegrendszeri, de szisztémas
betegségekben is elétérbe keriilt a vér-agy gat, az agyi endothelsejtek védelme, mint 0j lehetséges
terapias célpont. Kisérleteink soran az idegrendszeri korallapotokban szerepet jatszo tényezok
karosité hatasat, és az endothelsejtekre védo hatdst kifejtdé farmakonokat vizsgalatuk az agyi
mikroerek sejtjein.

A mikrobialis pathogének vizsgalata soran mind allatkisérletekben, mind agyi endothelsejt
tenyészeteken megerdsitettiik a bakteridlis lipopoliszacharidok vér-agy gat permeabilitast fokozo
hatasat. Els6ként mutattuk ki a szérum amiloid P komponens védéhatasat endotoxaemidban a vér-agy
gat megnyilasara, €s klinikai tiineteinek enyhitésére, a heparinoid pentozan protektiv hatasat pedig in
vitro vér-agy gat modelliinkén az LPS okozta valtozasokra. A hatdsmdod megértése szempontjabol
fontos lehet, hogy els6ként tartuk fel, hogy LPS hatidsara az endothelsejtek fokozott mértékben
termelnek nitrogén-monoxidot és szabadgyokoket. Ezzel 0sszefliggésben azt is megfigyeltiik, hogy
az intravaszkularisan adott tumor nekrozis faktor-o, a sepsisben és meningitisekben felszabadulo
gyulladasos citokin vér-agy gat megnyilast hoz létre, és ez a hatas szerin proteaz gatloval hatékonyan
kivédhetd volt ujszilott sertéseken. Az adatok alapjdan a szerin proteazok, igy matrix
metalloproteinazok gatlasa ujszilottkori sulyos fertdzésekben megakadalyozhatja a vazogén
agyoedema kialakulésat.

crcr

modelliink segitségével. Vizsgalataink alapjan a HIV-1 virus Tat burokfehérjéje az agyi
endothelsejtek kapcsolofehérjéinek expressziojat nagymértékben és specifikusan csokkenti, ezzel
egyben a neuroAIDS soran fellépd dementia kialakulasahoz is hozzajarul. Els6ként azonositottuk az
ebben a valtozasban részt vevo jeltovabbitd utakat, amelyek megismerése eldfeltétele a HIV soran
fellép6 vér-agy gat valtozasok kivédésének. A masik pathogén, a protozoon Toxoplasma gondii a
vér-agy gaton keresztiili intracellularis atjutasarol is fontos 01j adatokat nyertiink az in vitro vér-agy
gat modell alkalmazasaval. A fert6zott immunsejtek agyi endothelsejt-rétegeken keresztiili

crcr

dendritikus sejtek szolgalhatnak Trdjai faloként a Toxoplasma bejutdsahoz az idegrendszerbe.

A modell alkalmasnak bizonyult arra is, hogy feltarjuk a sejtes kdlcsonhatasokat és a lehetséges
hatasmechanizmusokat az agyi ischemia koroki tényez&i altal okozott vér-agy gat valtozasokban. Igy
példaul els6ként mutattuk ki szuperoxid-dizmutdz transzgenikus allatokbdl tenyésztett endothel-
sejteken, hogy a szabad oxigéngyokok az endothelsejtek barrier miikodését kozvetleniil karositjak, és
ebben a hidroxil és peroxinitrit gyokok szerepe a szuperoxidnal nagyobb lehet. A stroke
pathomechanizmusdban masik fontos tényezorél a glutaminsavrol is megallapitottuk, hogy
kozvetleniil fokozza agyi endothelsejtek ateresztOképességét, mégpedig a sejtek kozotti
kapcsolofehérjék szintjénekés eloszlasanak csokkenésén keresztiil. Adataink alapjan az NMDA
receptor blokkolok gatoltak a permeabilitds fokozodast, ami felveti azt lehetdséget, hogy az NMDA
receptorok gatlasdnak stroke-ban tobb célpontja is lehet: nem csak a neuronokra fejthet ki protektiv
hatast, hanem az agyi endothelsejtekre is. Emellett elsként figyeltik meg az exogén tPA nem
proteolitikus hatasat agyi endothelsejteken, mégpedig a P-glikoprotein efflux pumpa mikodését
csokkentette.

Mind globalis, mind fokalis agyi ischaemia el6idézése fokozta a vér-agy gat permeabilitasat
allatkisérleteinkben, amelyekben a transzendothelidlis albumin atjutds dominalt. Az intracellularis
hisztamin kot6hely antagonista tamoxifén-szarmazék DPPE, klinikai vizsgalatokban tezmilifén
néven hasznalt kemopotencirozé farmakon hipotézisiinkkel szemben nem csokkentette az agyi
ischaemia-reperfusio vér-agy gatra kifejtett hatasat patkanyokban a 4 ér lekdtéses modellen, sot,
onalloan is fokozta a vér-agy gat ateresztoképességét a hisztamin hatdsdhoz hasonléan. A DPPE
hatdsat tenyésztett endothelsejteken is igazoltuk. Eredeményeink alapjan a tezmilifén inkabb
potencialis vér-agy gat nyitd vegyiilet lehet. A fokalis tranziens ischaemia modellen els6ként tartuk
fel a korai és fokozott szérumfehérje extravazaciot stroke-ra hajlamos spontan magasvérnyomasu
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patkanyokon. Az eredmények felvetik a megndvekedett vér-agy gat permeabilitds szerepét a
hipertenziv encephalopathia kialakulasaban.

Az in vitro vér-agy gat modellen a sztatinok egy 1j lehetséges hatasmodjat vizsgaltuk.
Megfigyeltiik, hogy a pitavasztatin agyi endothelsejteken a vér-agy gat barrier miikodését fokozza,
ami felveti a sztatinok vér-agy gat protekciora torténd esetleges alkalmazasat. Egy masik fontos
protektiv mechanizmus az endothelsejtek prekondicionalasa lehet. A tenyészetes modell segitségével
megerdsitettilk, hogy a vér-agy gatis célpontja az ischaemias prekondicionalasnak, amiben nem az
endothel, hanem a gliasejtek szerepe donto.

A modelliink segitségével a neurodegenerativ betegségek tobb pathogenetikus faktorat is
megvizsgaltuk agyi endothelsejteken. Megallapitottuk, hogy a prion és az amiloid-p peptidek
kozvetlentil, a koros tau fehérje kdzvetett modon fejt ki karositd hatast a vér-agy gat miikddésére.
Elséként igazoltuk a pentozan, valamint az antioxidans dokozahexaénsav protektiv hatasat a prion és
az amiloid- B peptidek okozta karosodasokkal szemben.

7.3. Uj médszerek agyba valé gyégyszerbejuttatas elosegitésére

Az altalunk kifejlesztett, és szabadalmaztatott harom sejttipusbol all6 vér-agy gat modellt
sikeresen validaltuk farmakonok tesztelésével és in vivo mérésekkel. Az in vitro vér-agy gat modell
alkalmasnak bizonyult olyan 0j szerek vizsgalatara is, amelyek reverzibilisen megnyitjak az agyi
endothelsejtek szoros kapcsolatait ¢és igy elOsegithetik terapids szerek bejutasat a kozponti
idegrendszerbe. Folyamatban 1év0 munkainkban célzott nanohordozok atjutdsat vizsgéaljuk a
modellen, és tervezziik a szoros sejtkdzotti kapcsolatokkal specifikus kdlcsonhatasba 1épd peptidek
tanulmanyozasat is.

A vér-agy gat vizsgalata mellett, a vér-agy gatat megkeriild, alternativ beviteli modokat is
tanulmanyoztunk, és sikeresen juttattunk be a nazalis utvonalon bioaktiv molekulat az agyba
allatkisérletekben.

Mindezek az eredmények hozzajarulnak a vér-agy gat mikodésének jobb megértéséhez, és
reményeink szerint a jovoben az idegrendszeri betegségek hatékonyabb kezeléséhez is elvezethetnek.
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fliggetlen idéz6)
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Neurobiol 2002 Aug;22(4):455-462. (IF,0,: 2,029; 32 fiiggetlen idéz6)

Andras 1, Deli MA, Veszelka S, Hayashi K, Hennig B, Toborek M. The NMDA and AMPA/KA
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1443. (IF,007: 5,147, 34 fliggetlen idéz0)
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Gesuete R, Orsini F, Zanier ER, Albani D, Deli MA, Bazzoni G, De Simoni MG. Glial cells drive
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(*TFp010: 5,756; 0 fiiggetlen 1déz0)

Konyvfejezet

Deli MA, Abraham CS. Histamine and the blood-brain barrier. In: Falus A, Grosman N, Darvas Z
(szerk.) Histamine: Biology and Medical Aspects. Basel: Karger, 2004. pp. 264-271. (IFyp4: -; O
figgetlen idéz0)

Konferenciakiadvany, el6adas megjelent szovege

Deli MA, Abraham CS, Niwa M, Falus A. N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl)phenoxy]ethanamine
increases the permeability of primary mouse cerebral endothelial cell monolayers. Inflamm Res
2003 Apr;52(Suppl 1):S39-S40. (IFy003: -; 17 fiiggetlen idéz0)

Deli MA, Kis B. Vasoactive peptides and the blood-brain barrier. In: Kastin A, Pan W (szerk.) The
Blood-Brain Barrier: Understanding the Regulatory Gatekeeper Between Brain and Body: The
Biomedical & Life Sciences Collection. London: Henry Stewart Talks Ltd., 2008. pp. 1-52.
(IF200s: -; O fiiggetlen idéz6)

NEURODEGENERATIV BETEGSEGEKBEN SZEREPET JATSZO KOROS FEHERJEK VIZSGALATA

Eredeti kozlemények

Deli MA, Sakaguchi S, Nakaoke R, Abraham CS, Takahata H, Kopacek J, Shigematsu K, Katamine
S, Niwa M. PrP fragment 106-126 is toxic to cerebral endothelial cells expressing PrPC.
Neuroreport 2000 Nov 27;11(17):3931-3936. (IFy00: 2,696; 28 fiiggetlen idéz6; Deli és mtsai,
2000a)

Deli MA, Abraham CS, Takahata H, Katamine S, Niwa M. Pentosan polysulfate regulates scavenger
receptor-mediated, but not fluid-phase, endocytosis in immortalized cerebral endothelial cells.
Cell Mol Neurobiol 2000 Dec;20(6):731-745. (IFy000: 2,093; 4 fiiggetlen idéz6; Deli és mtsai,
2000b)

Kovac A, Zilkova M, Deli MA, Zilka N, Novak M. Human truncated tau is using different
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897-906. (IFy00: 3,832; 3 fiiggetlen idéz0)

Deli MA, Veszelka S, Csiszar B, Toth A, Kittel A, Csete M, Sipos A, Szalai A, Filop L, Penke B,
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induced toxicity. J Alzheimers Disease 2010;22(3):777-794. (IF5010: 4,261; 0 fiiggetlen idéz0)
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Konyvfejezet

Deli MA. The role of blood-brain barrier in neurodegenerative diseases. In: Di Liegro I, Savettieri G
(szerk.) Molecular Bases of Neurodegeneration. Kerala: Research Signpost, 2005. pp. 137-161.
(IFp0s: -3 5 fliggetlen idéz0)

Hozzaszo6las
Deli MA, Niwa M, Katamine S, Abraham CS. Pentosan in transmissible spongiform encephalopathies.
Lancet 1999 Apr 10;353(9160):1272. (IF999: -; 2 fiiggetlen idéz0)

Kéziratok kozlés alatt

Veszelka S, Walter F, Toth A, Datki Z, Mdzes E, Fiilop L, Bozsé Z, Penke B, Deli MA.
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Deli MA, Veszelka S, Kopadek J, Abraham CS, Nakaoke R, Katamine S, Niwa M. Pentosan
polysulfate protects brain endothelial cells from PrP 106-126 peptide-induced toxicity and blood-
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UJ MODSZEREK AGYBA VALO GYOGYSZERBEJUTTATAS ELOSEGITESERE

Eredeti kozlemények
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(IF010: 2,423; 2 fliggetlen 1déz0)
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Konyvfejezet

Deli MA. Drug transport and the blood-brain barrier. Chapter 8. In: Tihanyi K, Vastag M (szerk.)
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Az értekezés alapjat képezé kozlemények osszesitett impakt faktora 83,927 (ebbdl az eredeti
kozleményeké 77,907). Ezekre a kozleményekre az MTMT adatbazisanak 2010. julius 13-i
lezarasaig osszesen 762 fiiggetlen hivatkozas tortént (ebbdl az eredeti kozleményekre 550).
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8.2. AZ ERTEKEZES TEMAJAHOZ KAPCSOLODO EGYEB KOZLEMENYEK

Eredeti kozlemények
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Hozzaszo6las
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Nov;42(10):1064-1065. (IF0: -; 0 fiiggetlen idéz0)
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1,406; 0 fiiggetlen idéz6)
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Gyorgy B, Modos K, Pallinger E, Paloczi K, Pasztoi M, Misjak P, Deli MA, Sipos A, Szalai A,
Voszka I, Polgar A, Toth K, Csete M, Nagy G, Gay S, Falus A, Kittel A, Buzas EI. Detection
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fiiggetlen idéz0)
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