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1. BEVEZETES

1.1. AVER-AGY GAT

A kozponti idegrendszer #kodése szamara elengedhetetlen &llando 6 b&trnyezet
fenntartasaban a vér-agy gatnak dojelentisége van. Koszonhietez annak, hogy a periférias
kapillarisokkal ellentétben, amelyek egy relatialsad anyagaramlast tesznek |éhéta sejtek kdzott
€s a sejteken keresztll, az agyi kapillarisok édpp tpilléren alapulé védvonal révén korlatozzak az
anyagforgalmat a vér és a kozponti idegrendszéitkdz

A vér-agy gat egy aktiv hatarfellletet képez argds és a kdzponti idegrendszer kozott és
kettos funkciot lat el: egyrészt relativ impermeabilita®vén megakadéalyozza, hogy potencidlisan
karosité anyagok bejussanak a kézponti idegrenibszés ezzel nagymértékben hozzajarul a kézponti
idegrendszer homeosztazisanak fenntartdsahoz dibafuinkcid). Masrészt transzportrendszerei
segitségével aktiv szerepet jatszik a kozponti refedszer tdpanyagellatasaban és a kelétkez
anyagcsere termekek eltavolitdsaban (szallito fahke

A vér-agy gat morfolégiai alapjat az agyi endotgéde képezik, amelyek azonban szoros
funkciondlis kapcsolatban allnak &®rban az asztrocitakkal és a pericitakkal, ameBlégegitik,
illetve fenntartjdk az endotélsejtek barrier tutajdagait. Az egymassal szorosan 6sszekapcsol6do
endotélsejtek egy folyamatos sejtréteget képezrelerak lumindlis felszinén. Az endotélsejtek
ablumindlis oldala a bazalis membrannal érintkemilelynek ketizédésében a pericitak foglalnak
helyet. A kapillarisokat az asztrocitédk végtalpadik be, agyi tertiletenként valtozd mértékben.

1.2. AZ INTERENDOTELIALIS KAPCSOLATOK

Az endotélsejtek barrier tulajdonsagainak meghaéé&é@ban alapwetszerepet jatszanak az
intercelluléris kapcsolatok, ezen bellll is a szd@scsolatok (tight junction, TJ), illetve az adies
kapcsolatok (adherens junction, AJ). A szoros kalptsk az interendotelidlis junkcio legapikalisabb
részén helyezkednek el, és Kettfunkcioval rendelkeznek: egyrészt paracellulderierként
megakadalyozzak a sejtek kozoétti anyagaramlastrésés megakadalyozzak a membranfehérjék

1.2.1. Szoros kapcsolatok

A szoros kapcsolatok felépitésében transzmembrémérjék és periférids fehérjék
(junkcionalis plakk fehérjék) vesznek részt. A samembran fehérjék harom csaladdba sorolhatoak: a
négy transzmembran domént tartalmaz6 fehérjék (dotl claudinok, tricellulin/marvelD2,
marvelD3), az immunglobulin szupercsaladba tartombekuldk egy transzmembrén régioval (JAM,
CAR, ESAM), illetve a nem immunglobulin csalddbedad egy transzmembran régioval rendetkez
fehérjék (CRB3, Bves). Ezek kozil agyi endotélsbigm a leginkabb jellemzettek az occludin, a
claudinok, illetve a JAM-ek. Természetesen naggnséggel birnak a szoros kapcsolatot alkoté nem
transzmembran fehérjék is. Ide tartoznak PDZ domérendelked fehérjék (ZO-1, ZO-2, Z0O-3),
illetve PDZ doménnel nem rendelketehérjék (cingulin, szignalizacios fehérjék).

1.2.2. Adherens kapcsolatok

Az adherens kapcsolatok fontos szerepet jatszanskoms kapcsolatok kialakitasaban és
fenntartdsaban, valamint a permeabilitds szab&bptmed is. A szoros kapcsolatok kdzelében
helyezkednek el, azoktdl bazolaterdlis iranyban, semtén transzmembran és citoplazmatikus
fehérjektsl éplinek fel. Az adherens kapcsolatok transzmemtaiaérjéi, a cadherinek, kalciumfitgg
sejtadhézios molekuldk; az agyi endotélsejtekbetsetban VE-cadherin van jelen. A cadherinek a
cateninekend, B ésy) keresztll kapcsolédnak a citoszkeletonhoz.

1.3. JELATVITELI FOLYAMATOK AZ AGY| ENDOTELSEJTEKBHEN

Ahhoz, hogy az agyi endotélsejtek adekvat modonjahak alkalmazkodni a kills
kornyezetlbl jové ingerekhez, szamos receptorral kell rendelkezzenskneretes, hogy az
idegrendszeri kornyezet alap$eh befolyasolja az agyi endotélsejtek tulajdonsagay nem
megle®, hogy az agyi endotélsejtek neurotranszmitterpgiecekkal is rendelkeznek, mint amilyenek
az adrenerg receptorok, a szerotonin vagy a dopasoéptorok

1.3.1. A glutamat

A glutaméat a kozponti idegrendszer egyik legfonisserkertt neurotranszmittere, de fontos
szerepet jatszhat szdmos kdzponti idegrendszethebegedés patogenézisében, mint amilyen az agyi
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hipoxia. A glutamat hatasat a glutamat receptoradialjak, amelyek lehetnek ioncsatornaként
mikodé ionotrop receptorok, vagy G-fehérjéhez kapcsolttaimetrop receptorok. Az ionotrép
receptorok tovabb osztalyozhatéak NMDA (NMDAR1, NMR2A-D), AMPA (GluR1-4), illetve
kainat (GluR5-7, KA1-2) receptorokra. A glutamatdsaszabalyozasaban fontos szerepet jatszanak a
glutamat transzporterek is.

1.3.2. A szerotonin

A szerotonin amellett, hogy egy fontos neurotrangem igen fontos szerepet jatszik a
mikroerek niikodésének szabalyozasdban. Szerotonin receptordlettmaz agyi endotélium
szerotonin transzport képességekkel is rendelkérikzerotonin transzporter génjének azonositasa
lehetvé tette e transzporter kozvetlen vizsgalatat.

1.3.3. A junkcionalis komplexum szabalyozasabantveést jeltovabbito folyamatok

Tekintettel arra, hogy az endotélium egyik legfaatob funkcidja egy paracellularis barrier
képzése, nem megléphogy az interendotelialis junkciok szoros szabZdég alatt allnak. Ezt mi sem
bizonyitja jobban, mint az, hogy a junkcidk teréhet szamos jelatviteli molekula lokalizalédik. A
junkciondlis fehérjék expresszioja, lokalizaciogppszttranszlaciés mddosulasai preciz kontroft ala
allnak. A kisérleti eredmények tilnyomd tébbségenban epitélsejtekib ered, és sokkal kevesebbet
tudunk az endotelialis junkciok szabalyozasardl.

A junkcidkat szabalyozo jeltovabbité molekulak kbailegfontosabbak: ciklikus nukleotidok,
cd*, G-fehérjék, illetve szamos kinaz és foszfatazefyik legfontosabb szabalyozasi mechanizmus
a foszforilacié/defoszforilacio. A junkcionalis féfi¢k szamos szerin/treonin, illetve tirozin
oldallanccal rendelkeznek, melyeknek foszforilacéfiapota meghatarozo jelésédi a paracellularis
permeabilitds szempontjabdl. Szamos adat utal dwwgy a MAP kindzok, a kiulénb6zPKC
izoformdk, a Rho-kinazok, a PKA és PKG, a miozimi I&anc kindz és a PI3K/Akt utvonal, illetve
a PP1l, PP2A és PTP1B foszfatazok jatszanak szerapstzoros és adherens kapcsolatok
szabalyozaséban.

1.4. AVER-AGY GAT PATOLOGIAS KORULMENYEK KOZOTT

A vér-agy gatnak a klinikai gyakorlatban két okkél nagy gyakorlati jeletsége van.
Egyrészt a vér-agy gatikodésének megértése létfontossdgu szamos idegeendszgbetegedés
patomechanizmusanak tisztdzdsahoz, illetve kezedsitégidjdnak kialakitasahoz. Kulonboz
korfolyamatok, mint amilyen az agyi iszkémia, a pdati idegrendszer gyulladdsos megbetegedései,
neurodegenerativ megbetegedések a vér-agy gatsénelz, és ezaltal a kdzponti idegrendszer
homeosztazisanak felbomlasahoz vezethetnek, ankesfigos kihatasa lehet a korkép lefolyaséra. E
megbetegedések jeléstrészében a vér-agy gat nem csak passziv célporskérepel, hanem aktiv
résztvewje a korfolyamatnak,& kulcsszerepet is jatszhat. llyen megbetegedésekgg keringés
zavarai, gyulladasos folyamatok vagy koézponti idegiszeri daganatok.

Masrészt a vér agy-agy gat relativ impermeabilitdsk esetben megakadéalyozza, hogy
kulonb6d farmakonok terdpias koncentraciot érjenek el gp&iid idegrendszerben. Ezért a kdzponti
agy gaton valo atjutds. Az atjuttatisra iranyulddsz@rek - mint amilyen a vér-agy gat tranziens
megnyitasa, farmakonok kémiai médositasa a periitéatfokozasa érdekében, specifikus receptorok
felhasznédlasa - széles tarhaza ellenére sem tekiratkérdés megoldottnak.

A koézponti idegrendszer patolégias folyamataihomsu leggyakoribb funkciézavar a
permeabilitds megndvekedése. A sejtek kozotti pabitigdst az endotélsejtek kozotti kapcsolatok
hatarozzak meg, de igen fontos szerepe van a philitésa szabalyozasaban a transzcitézisnak, a
patolégias kortlmények kozott kialakuld transzeptialis csatornaknak, az endotélsejtek felszinének
negativ toltésének.

A paracellularis barrier funkcié elldtasa szempamij kiemelt jelerisége van az
interendotelidlis junkcioknak, a szoros kapcsolatdk illetve az adherens kapcsolatoknak: az
atereszaiképességet @lsorban az interendotelialis kapcsolatokat alkot@figk niikddése hatarozza
meg. E fehérjék expresszidja, membran lokakizaci@@gymassal valé interakci6ja szamos
megbetegedésben valtozhat, ezért ezek vizsgalptatetkisérletes munkank egyiktrgyat.
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2. CELKI UZESEK

A vér-agy gat fontos szerepet jatszik a kozpontegiéndszer homeosztizisdnak
szabalyozasaban, valamint kulénbddegrendszeri megbetegedések patogenéziséberépmj@ban
egyarant. Az agyi endotélsejtek kulcsszerepetrtékebe a vér-agy gab ffunkcidinak ellatasdban,
ezért munkank nagy részeében ezen sejtek vizsddaii#t ebtérbe. A tobb mint egy évtizedet atdlel
munkank soran kisérleteinket néhany nagyobb, egsehagzonban szorosan dsszefiiggmakor koré
csoportositva prébaltunk valaszt kapni a vér-agy makodésének sajatossagaira fizioldgias és
patolégias koérilmények kozott.

2.1. A vér-agy gat permeabilitAsanak szabalyozdmsaljankciondlis fehérjék kiemelt szerepet
jatszanak, azonban szereplk nem korlatozddik Kagrdstrukturdlis feladatok ellatasara. A
junkciondlis fehérjék vizsgalata soran dsisrban arra kerestink vélaszt, hogy az endotelialis
novekedési faktor miként befolyasolja az agyi eétdajtek junkcionalis fehérjéinek expresszidjat,
illetve milyen morfolégiai és funkcionalis valtozdat indukal ezekben a sejtekben. Tovabba
kivancsiak voltunk arra is, hogy az occludin expr&§a csak az endotélsejtekre korlatozédik-e, vagy
a vér-agy gat kialakitdsdban szintén fontos szergpezo asztrocitak is képesek lehetnek ezen
junkciondlis fehérje kifejezésére.

2.2. Ceéljaink kozott szerepelt az agyi endotélgbpe zajlé szignalizacios mechanizmusok
egyes sajatossagainak feltardsa is. Itt egyrésglutamét receptorok és transzporterek, illetve
szerotonin transzporter expresszidjat kivantuk nzsgalni. Egy igen izgalmas kérdésnek bizonyult
annak vizsgélata, hogy a ZO-2 junkcionalis fehérjgtrukturalis szerep mellett képes-e jeltovabbito
Gtvonalak aktiv részese is lenni. Vélaszt kerestimé& is, hogy milyen G-fehérjék expresszaldédnak
agyi endotélsejtekben, illetve a kis G fehérjék (ikba Rho valamint a kalcium milyen szerepet
jatszanak az endotélsejtekikbdésének szabalyozasaban.

2.3. Fontos célkiizés volt az agyi endotélsejtekikbdésének feltarasa patolégias korilmeények
kozoétt. A hipoxia/reoxigenacio illetve az oxidatitressz hatdsainak vizsgalata soran a paracedlulari
permeabilitds ndvekedés mechanizmusainak és a q@ked hatdsoknak a feltardsa volt a cél.
Tovabbi vizsgélataink soran arra kerestink valdsagly a hipovolémias sokk, a dohanyfiist egyes
Osszetedi, a TLR2/6 receptor agonistak, illetve a hiperozimthogyan befolyasoljak a junkcionalis
komplexum niikddését, és az indukalt valtozasokat milyen jelwit® Utvonalak kozvetitik. Mivel a
kdzponti idegrendszer nem rendelkezik nyirokkerssgé a vér-agy gatnak fontos szerepe van
rosszindulati daganatok agyi metasztazisainakkitadban is. Az egyik legnagyobb szazalékban
agyi metasztazist kép&zlaganat a melanéma, igy céljaink kozo6tt szeregpelelandma sejtek vér-agy
géaton tortéd transzmigracidjanak molekularis s#intizsgalata is.

3. MODSZEREK

Kisérleteink nagy részét in vitro modelleken végkzamelyek kozil kiemelkédgyakorisaggal
alkalmaztuk a kulonbdz patolégids folyamatok vizsgélatara adaptalt imovitér-agy gat modellt.
Ennek a modellnek az alapjat az agyi endotélsegrikeésztése képezi. Szamos molekularis biologiai
maodszert (polimeraz lancreakcio, valds idpplimeraz lancreakcio, géncsendesités, Northet)-6k
fehérje vizsgadlomodszert is alkalmaztunk (Westdob-bmmunprecipitalas, ellenanyag-matrix, far-
Western, zimografia, proteomikai analizis, kétdimienalis elektroforézis Western-blottal
kombinalva, foszforilaci6 vizsgélata, fehérje tweének meghatarozdsa). A mikroszkopos
vizsgalatok atdlelnek fény- és elektronmikroszkgplbstve atomi eé mikroszkopos vizsgélatokat. A
hemorragias sokk vizsgalatdhoz, amit vér-agy gaimeabilitas mérésekkel, illetve kapillaris
izolalassal kombindltunk, egy in vivo modellt ha&ltmnk.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Junkcionalis fehérjék expresszidjdnak sajatossagai

4.1. Munkank soran kimutattuk, hogy az endotélkajtellett a vér-agy gat felépitésében fontos
szerepet jatsz0 asztrocitak is képesek occludiptesszalni, aminek jelenléte valodilgg 0sszefugg
e sejtek differencialtsagi fokaval. Bar az occludisztrocitakban is elsorban a membranban
helyezkedik el, a szolubilitds vizsgalatok azt rntatq hogy a membranhoz val6 kotottségik nem
azonos az endotelialis occludinéval. Bis mas munkak is igazoltak, illetve kiegészitették
medfigyeléseinket. Kulontsen érdekesek azok a &sét amelyek soran kimutattak, hogy egyes
kozponti idegrendszeri megbetegedésekben, minyamaz Alzheimer kor, jelebsen megndvekszik
azon asztrocitdk szama, amelyek junkcionalis fékétjexpresszalnak. Ezen tulmen, gyulladasos
mediatorok is képesek indukalni az occludin exmiégst. Mindezen eredmények ellenére az occludin
asztrocitdkban betoltott szerepe meég tisztazasra va

4.2. Kimutattuk, hogy az endotelidlis ndvekedéditda jelentss fenotipus valtozast képes
indukéalni agyi endotélsejtekben. ECGF hianyabaejils orsoszér alakot vesznek fel, amely mogott
az aktin flamentumok atrend&tése all. Ezen tulméen csokken ezen sejtek fibronektin termelése,
hasonloképpen csokken a junkcionalis fehérjék esqziéja €és megnodvekedik a sejtek
metalloproteindz aktivitasa. A morfologiai valtoakisak funkcionalis kévetkezményei is vannak:
ECGF hidnydban a sejtek alacsonyabb proliferaciksvi@ssal, viszont magasabb migracios
potenciallal rendelkeznek. Ezen valtozasoknak ofgentios fiziologias és patologias folyamatokban
lehet fontos szerepe, mint a vaszkulogenézis vaggt progresszio.

A szignaltranszdukci6 sajatossagainak vizsgalataygzendotélsejtekben

4.3. Az endotelidlis szignalizacié vizsgalata sokamutattuk, hogy az agyi endotélsejtek
metabotrép, illetve ionotrop glutaméat receptorokiabzottik funkcionalis NMDA receptorokat
expresszalnak. Az NMDA receptorok aktivdlasa a CRKI- Il foszforilaciéjdhoz vezet. E
folyamatnak olyan megnoévekedett extracellularigaghét koncentracioval jard folyamatokban lehet
szerepe, mint amilyen az agyi iszkémia. Bar vanolglan kisérletek, amelyekben nem sikerilt a
glutamat szerepét kimutatni, egyre tobb adat utalglatamat szabalyozd szerepére agyi
endotélsejtekben. igy példaul a glutamat NMDA récegm keresztill képes oxidativ stresszt kivaltani,
hozzjarulva a barrier diszfunkciéhoz és a leukoailhéziéhoz. Ezen tulméen az NR1 receptorok
szabalyozzak a t-PA Aaltal indukalt agyi endotedi&zignalizaciot, és szerepet jatszanak a monocita
transzmigrécidban is.

Felismertik, hogy a glutamét receptorok melletagyi endotélsejtek glutamat transzportereket
is képesek expresszalni, ami arra utal, hogy elséfintos szerepet tolthetnek be az extracellularis
glutamat koncentracié szabalyozdsdban. Kimutattokaliba, hogy az agyi endotélium aktiv
szerotonin transzporterrel is rendelkezik.

4.4. A kUlénb6d receptorok aktivadlasa szamos intracellularis yelbbitd folyamatot indit el, és
ezek igen fontos elemei a G-fehérjék. Ez vezetatket arra, hogy megvizsgéljuk, hogy az agyi
endotélsejtek milyen G-fehérjéket expresszalnak.G&, Gila, Gi2a, Gi3n, Gg/ll és G@
expresszidjanak igazolasa mellett kisérleteinkl&gitiottak arra is, hogy a klasszikus G fehérjék
mellett, az endotelidlis szabalyozasban fontosepstrjatszhat a Rho. Kimutattuk, hogy az alacsony
Cd" koncentrécié altal indukalt junkcionalis karosodasdialasaban fontos szerepet jatszik a Rho-
kinaz.

4.5. Munkank egyik legizgalmasabb része a ZO-2rfehdzsgéalata volt. A ZO-2 a szoros
kapcsolatok egyik klasszikus alkotoeleme, anéglyrgy gondoltak, hogy efsorban strukturalis
feladatokat 1at el. Munkank sordn kimutattuk, hogyZO-2 képes a magba vandorolni, és ott
kapcsolédni a SAF-B névnuklearis fehérjével. A ZO-2 magban vald felszapdsat dsegithetik
olyan stressz faktorok, mint a magasnérséklet vagy nehézfémek (kadmium). A nukleariszZO
szerepének vizsgalatara olyan sejtvonalat hoztétre,| amelyben megnovekszik a magokbard lev
Z0-2 mennyisége. A ZO-2 magban todéexpresszaltatasa kovetkeztében megndvekedett az M2
tipust piruvat kinaz mennyisége, amely a piruvétdknak egy olyan izoformaja, amelyik nagy
mennyiségben fordul &l daganatos sejtekben. Kisérleteink soran azt tegagg hogy a
megndvekedett M2-PK a ZO-2-t magban expresszalékdein magasabb proliferacids rataval tarsult,
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azonban a Z0O-2-nek az M2-PK szabalyozasaban bitkitidvetlen szerepe még tisztdzasra var. A
megndvekedett proliferaciéval parhuzamosan de#alidtak a szoros kapcsolatok, amit a
junkciondlis fehérjék lokalizaciojanak valtozasa as csokkent TEER jelzett. Eredményeink
egyértelnien kimutattak, hogy a ZO-2 strukturalis feladattiktésa mellett fontos szerepet jatszik a
jeltovabbitasban és a génexpresszio szabalyozaglart tamasztjdk ala mas kutatasok is, amelyek
soran kimutattak, hogy a ZO-2 é&wrban a PDZ doménjein keresztil mas nuklearisrjtsdti@l is
képes kapcsoldodni. llyen a YAP2 (Yes kinase-assediprotein 2), a ZASP és a TAZ. A szamos
azonositott nuklearis fehérje ellenére, amelyekhg®-2 kapcsolodni képes, a nukleéris ZO-2 pontos
élettani szerepe nem k&hn ismert még.

Az agyi endotélsejtek patologias korilmeények kazgittracellularis stressz faktorok hatasa

Mivel a vér-agy gat a kozponti idegrendszer védiamek egyik legels eleme, szadmos
stresszfaktor hatasanak van kitéve, ami a vér-agynjkodésének zavardhoz vezethet, és ez sulyos
kovetkezményekkel jarhat a kozponti idegrendszéimsza. Kisérleteink sordn arra a kérdésre
kerestlnk valaszt, hogy kulonkibgtressztényék, mint amilyen az oxidativ stressz, a hipovolémias
sokk vagy az ozmotikus stressz miként hatnak azeagjotélsejtekre. Ezen tulmésm megvizsgaltuk
daganatos sejtek és az agyi endotélsejtek koziltsinhatds mechanizmusanak néhany elemét is.
Mivel a vér-agy géat részletes biokémiai vizsgalatgivo csak korlatozottan lehetségespstgban in
vitro kisérleteket végeztiink, amelyekhez primér agyglotélsejt tenyészeteket, illetve agyi endojélse
vonalakat hasznaltunk. Ezek a sejtek tenyészetbeneidrzik in vivo jellegzetességeiket, mint a
vonWillebrand faktor expresszidja, junkcionalis dgBk expresszidja vagy efflux transzporterek
expresszioja.

4.6. Munkénk sordn megvizsgéaltuk a hipoxia/reoxéged, illetve az oxidativ stressz agyi
endotélsejtekre gyakorolt hatdsanak kulobéagpektusait. Kisérleteink soran fény derilt ancgy
az oxidativ stressz altal okozott permeabilitdsekédés molekularis hatterében az interendotelidlis
kapcsolatokat alkotdé fehérjék valtozasai allnalokésen az occludin mennyisége, és karosodnak a
junkciondlis fehérjék kozotti kapcsolatok is, marilyen a cadherin-catenin kapcsolat. A valtozdsok
még kifejezettebbek, ha az oxidativ stressz alacghik6z szinttel tarsul. Kimutattuk, hogy a hipaxi
altal agyi endotélsejtekben aktivalt jeltovabbiemdszerek kozoétt szerepel az ERK1/2 MAP kinaz
atvonal.

4.7. In vivo kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy hipoxia/reoxigenaciohoz hasonléan a
hipovolémias sokk is a vér-agy gat permeabilitAkafeékozodasdhoz vezet, étorban annak
dekompenzalt stadiumaban. A permeabilitd$seldban a kis molekulasulyd anyagokkal szemben
novekedett, ami arra utal, hogy @&srban a paracellularis permeabilita8 meg. A folyamat
hatterében itt is az occludin interendotelidliskigiokbdél valé eltinése all.Eredményeink felhivjak a
figyelmet arra, hogy a vérzéses sokk terapidjans@na@lemes figyelmet forditani a vér-agy gat
mitkodésére, mivel a megndvekedett permeabilitas lk@mrfglborithatia a kozponti idegrendszer
hoemosztazisat, és sulyosbithatja a betegség dstatly

4.8. A Toll-szeti receptorok expresszidjanak vizsgalata soran Kittukta hogy az agyi
endotélsejtek etsorban TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et és TLR6-ot exprédsak. Az oxidativ stressz és
a gyulladdsos folyamatok kozotti szoros kapcsolatwdiat ra megfigyelésink, miszerint az oxidativ
stressz noveli a TLR2, TLR3, TLR4 és TLR6 expre§ari Ezen talmeten kimutattuk, hogy a
TLR2/6 agonista zymosan képes sajat receptorairpkessziojat fokozni. A TLR2/6 receptorok
aktivalasa noveli az endotél rétegek permeabilités& jelenséget magyarazhatja a zymosan sejt-sej
kapcsolatokra kifejtett hatasa: a kezelés eredni@mpeen a szoros kapcsolatok két transzmembran
alkot6elemének, az occludinnak és a claudin-5-neleanyisége is cstkken a sejtekben, és a fehérjék
szamos helyen dihnek a sejtkapcsold szerkezetek terldtékz occludin esetében bekovetkezett
valtozasokat kivedi az U0126 nevERK1/2 kindz gatlészer, mig a claudin-5{inisét NF<B
gatlészerrel (PDTC) és U0126-tal sem sikertlt madakyozni. Oxidativ stresszel kombinalva a
zymosan még kifejezettebb véltozdsokat okoz: ad&ekezelés hatasara fokozodott az occludin
mennyiségének csokkenése és a fehérje teljes rnértééltint a szoros kapcsolatok terulétér
Eredményeink alapjan feltételezbehogy a Toll-szdt receptorok az agyi endotélsejtekben is szerepet
jatszhatnak az oxidativ stressz altal kivaltottkeepsitd hatasok kdzvetitésében.

4.9. Osszefliggést mutattunk ki az oxidativ stréssa dohanyfiist egyes alkotoelemeinek hatasa
kozott is. Onmagaban gy a nikotin, mint a polie8ds aromas szénhidrogének csak nagy
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koncentracidban és hosszan tartd kezelés eseténiti@k az interendotelidlis junkcidkat, &m ez a
karosité hatas fokozottabb, ha dohanyfigstlkotoelemei mellett a sejtek oxidativ stressziseki
vannak téve. Tovabbi, proteomikai vizsgalatainkheoazt talaltuk, hogy a cigarettaflist komponensei
elsssorban metabolikus enzimek, sokk indukalta fehéijékve szignalizacios fehérjék expressziojat
valtoztatjak. Kisérletsorozatunk eredményei arra utalnak, hoggigarettafiist komponensei nem
okoznak kozvetlen, akut véltozdsokat az agyi ensgiték niikdbdéseében, azonban hosszan tartd
hatas, kilondsen oxidativ stresszel tarsulva jéenkdrosodasokat okozhat a vér-agy gat
mukodésében. Munkank hozz4jarul a dohanyzéssal kapoaso kockazatok felbecslléséhez
neurologiai megbetegedések, kilonodsen agyi iszkésatén.

4.10. A vér-agy gat tkodésére iranyuld vizsgélataink soran tobb eseibéaderilt, hogy az
occludin mennyisége cstkken agyi endotélsejtekbatoldmids kortimények kozétt. Lebontasi
mechanizmusainak vizsgalata sordn kimutattuk, faaggccludin kéidni képes az itch néwbiquitin
ligazhoz, amelynek kodvetkeztében az occludin ubimglibdhat — ami a proteaszéma szamara egy
lebontési szignalt jelent. Az occludin turnovereigen gyorsnak bizonyult egy transzmembran
fehérjéhez képest: a teljes occludin mennyiségekatglott mintegy 3 6ra alatt. Késb mas
kutatasok is megésitették az occludin proteaszomalis lebontasaniektfségét példaul irritabilis
colon szindrémaban.

4.11. A junkcionalis kdrosodasok mellett a hipoxxédativ stressz genotoxikus karosodasokat
is okozhat, még miétt a sejtek viabilitasa csdkkenne: szignifikansaggrs a mikronukleuszok, a
kromoszomalis aberraciok és az apoptotikus septékna, és csokken az endotélsejtek proliferacios
rataja. Ha az oxidativ stresszhez glikoz hianytnsult, az apoptotikus sejtszam ndvekedése még
kifejezettebb valik. Kimutattuk, hogy oxidativ stez hatdsara me@m p53 fehérje expresszidja, ami
még tovabb fokozddik, ha az oxidativ stresszt gtik@ntes korilmények kozott alkalmazzuk.

4.12. Az asztrocitak is érzékenyek hipoxia/reoxéyedra, de endotélsejtekkel dsszehasonlitva
azt tapasztaltuk, hogy kontroll kérilmények kozéut asztrocitakban kisebb a mikronukleuszos,
apoptozisos és mitotikus sejtek szadma. Bar a hip@adxigenacié fokozta az apoptotikus és
mikronukleuszos sejtek szamat, ez az érték alaettnyz endotélsejtekben hasonlé kordlmények
kozoétt észleltnél. E jelenség magyarazata az astZtkban igen effektiven hkods glutation redox
rendszer, illetve magas mangan szuperoxid diszmutaz és a katalaz aktiletdet. Az asztrocitak
szoros kolcsonhatasban vannak a velik szomszédpekksd és ennek szerepe lehet a
neurovaszkularis egység oxidativ stresszel szendlenialloképességének kialakitasaban. igy példaul
kimutattdk, hogy az asztrocitak javitjak az agyd@élsejtek oxidativ stresszel szembeni védékez
képességét, és fontos szerepet jatszanak a neuosdnok védekezéshez sziikséges prekurzor
molekuléakkal valo ellatasaban, mint amilyenek aagion prekurzorok. Eredményeink alatamasztjak
az asztroglia jeledis szerepét az agy védekemechanizmusainak kialakitdsaban.

4.13. Mivel klinikumban alkalmazott modszer a v@gagat reverzibilis megnyitdsara,
megvizsgaltuk a hiperozmotikus stressz hatasaEliedmeényeink alapjan a mannitollal kivaltott
hiperozmotikus stressz igen 6eelijes tirozin foszforilaciot indukal agyi endotéjiekben. A
foszforilacié &ltalunk azonositott célfehérjéBecatenin, illetve az Axl receptor tirozin kinaz. (&
folyamat egyik mediatora kisérleteink eredményeapgn az Src-kindz. Mivel #-catenin a
junkciondlis komplexum egyik fontos alkotéelemec $nedialta foszforilacidja szerepet jatszhat a
mannitol indukdlta reverzibilis vér-agy gat megagtlan. Hiperozmotikus mannitol hataséra tirozin
foszforildlodik és ezaltal aktivalédik az AxI-t iKimutattuk, hogy az Axl az Akt-on keresztil feji
hatasat, és szerepe van az agyi endotélsejtek Gajmpiak szabalyozasaban. Aktivalédas mellett
azonban az Axl le is bomlik, amelynek révén két550kDa C-terminalis peptid keletkezik.
Kimutattuk, hogy a lebomlas két |égb@n megy végbe, az él#pésben metalloproteindzok hasitjak
az Axl, amit egy proteaszoma fitgEpés kovet. Kimutattuk, hogy az Axl foszforilgei@s lebontasa
egymastol fuggetlen folyamatok. Mivel az Axl magtekben igen jelerds cellularis folyamatokat
szabalyoz, e tirozin kindz vizsgalata agyi endejtd&ben is igéretes.

4.14. A vér-agy gat - tekintettel arra, hogy a ldi#p idegrendszer nem rendelkezik
nyirokkeringéssel - meghatarozé szerepet jatszésziodulati daganatok agyi metasztazisainak
kialakulasaban. Mivel a daganatos sejtek transZuigjara vonatkozéan kevés adat all rendelkezésre,
megvizsgaltuk, hogy az egyik legnagyobb szazaléldmpm metasztazist képzumor, a melanoma
sejtjei miként vandorolnak at a vér-agy gaton. Kiatwk, hogy az adhéziét koven a melandéma
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sejtek képesek atvandorolni az agyi endotélseggeden, és ezen folyamat sordn az interendotelialis
kapcsolatok sériilnek. Ezek az eredmények arra akalhogy a vandorlas paracellularisan, az
endotélsejtek kozott (is) torténhet. A transzmigrdsoran a melandma sejtek jel@&tmennyiséd
protedzt szabaditottak fel, amelyek kozil nekinkszepraz nev szerin-proteazt sikerlt
azonositanunk.

5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

Munkank elgésorban alapkutatasi jellégvolt, amelynek § célja a vér-agy gat tilkddésének
molekularis szirt megértése volt. Kisérleteink tervezésénél azoribatos szempont volt, hogy a
kisérleti korilmények valamilyen in vivo folyamatiikrozzenek, mint amilyen az agyi hipoxia vagy
gyulladasos megbetegedések. Igy, ha nem is vaenattiményeinknek azonnali klinikai hasznositasa,
a feltart mechanizmusok alapjaul szolgélhatnalker@pias stratégidk kidolgozasahoz.

A junkcionalis fehérjék szabalyozasa egy sikeresldegtet célpont lehet. Az occludin fokozott
proteaszomalis lebontdsa példaul jalentszerepet jatszik az irritbilis colon szindroma
kialakulasaban, igy célszgrek tinik a folyamat gatlasdnak megkisélése ebben a Bpban.
Eredményeink ugyanakkor ramutatnak, hogy vérzésd&kban, vagy a kozponti idegrendszer
gyulladasos megbetegedéseinek terdpidja soran demés figyelmet szentelni a vér-agy gat
integritasanak védelmére. Kilondsen érdekes lehétxamint terapias célpont, hiszen olyan fontos
celluléris folyamatokban vesz részt, mint a sejtégg. Ezen a terlleten gyogyszerfejlészéggel
egyuttrmikddve teszteljik az Axl inhibitorok lehetséges ik@zasat.

Reményeink szerint a melanéma agyi metasztaziakikkilasanak gatlasaban lehet hasznositani
az altalunk feltart proteolitikus mechanizmusokationos tekintettel a szeprazra. Specifikus szepraz
inhibitorok — amelyek fejlesztése irodalmi ismeneiteszerint folyamatban van — szikségesek az
elképzelések alatamasztasahoz.

A vér-agy gatat érit kiilonbdz patoldgids folyamatok vizsgalatara adaptalt imovitér-agy
gat modell a gyogyszeripar érdétt€sére is szamot tarthat. A modell alkalmas kulaélt@makonok
€s a veér-agy interakcidinak vizsgalatara, mint @éldgyogyszerjeldltek permeabilitast befolyasold
hatasa, illetve a vér-agy gaton vald &atjutasdnakepés ateresidtépesséfy tesztelése, efflux
transzporterekkel valo kdlcsonhatasa, és az agysmzisképzés illetve daganatos sejtek endaselial
adhézidjanak vizsgalata. Ezeken a teruleteken adiiittniikodést is folytatunk biotechnolégiai
cégekkel.
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kdszonetemet és halamat minden kolléganak, akitekdmunkam soran egydtt dolgoztam.
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Siklos Laszlonak.
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