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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-HT: 5-hidroxi-triptamin, szerotonin

ABC transzporterek: ATP-binding casette transzpekte

AFM: atomic force microscope (atomiéemikroszkop)

AJ: adherens junction (adherens kapcsolat)

AMPA: 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2- oxazol-4-il)ppédnsav

BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin)

bFGF: basic fibroblast growth factor (bazikus fiblaszt novekedési faktor)
CAM-PK II: calmodulin protein kinase Il (kalmodulisependens protein kinaz Il)
CAR: coxsackie és adenovirus receptor

Cdc42: cell division cycle 42

CK: casein kinase (kazein kinaz)

CPT-cAMP: 8-(4-chlorophenylthio)-cyclic adenosinemophosphate
Ct: threshold cycle (kiiszdbciklus)

Da, kDa: dalton, kilodalton

DAMP: damage associated molecular pattern

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMNQ: 2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone (2,3-dimétil-naftokinon)
DPPIV: dipeptidyl peptidase IV

EAAT: excitatory amino-acid transporter

EBA: Evans blue albumin (Evans kék albumin)

EBM-2: endothelial basal medium-2

ECGF: endothelial cell growth factor (endotelididvekedési faktor)
EDTA: etiléndiamintetraacetat

EGM-2: endothelial growth medium-2

ERK: extracellular signal-related kinase

ESAM: endothelial cell-selective adhesion molecule

FAK: fokalis adhézios kinaz

FCS: fetal calf serum (magzati borjusavo)

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenagee(gialdehid-3-foszfat dehidrogenaz)
GDNF: glial derived neurotrophic factor

GFAP: glial fibrillary acidic protein

GLUT-1: glikoz transzporter-1

GPCR: G-protein-coupled receptor

HA: hemagglutinin

hCMEC/D3 (D3): human cerebral microvascular endaheell line, D3 clone (huméan agyi
mikrovaszkularis endotélsejt vonal, D3 klon)

HUVEC: human umbilical vein endothelial cells (huméldokvéna endotélsejtek)
IL: interleukin

IFN: interferon

IP: immunprecipitalas

JAM: junkcionalis adhéziés molekula

JNK: c-Jun N-terminal kinase
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LDH: laktat-dehidrogenaz

LDL: low density lipoprotein

LPS: lipopoliszacharid

M2-PK: M2-piruvéat kinaz

MA (1-MA): metilantracén (1-metilantracén)

MAP kin&z: mitogén aktivalt protein kinaz

MDCK: Madin-Darby canine kidney

MEM: Minimum Essential Medium

MW: molecular weight (molekulatémeg)

NF«B: nukleéris faktokB

NMDA: N-metil-D-aszpartat

OG: Oregon Green (Oregon z6ld)

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis

PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons (policiklusr®mas szénhidrogének)
PAMP: pathogene associated molecular pattern (patagszocialt molekuléris mintazat)
PBS: phosphate buffered saline

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lanciiéakc
PDTC: pirrolidin ditiokarbamat

Ph: phenanthrene (fenantrén)

PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase (foszfatidilzritol-3 kinaz)
PK: protein kinaz

PLA2: phospholipase A2 (foszfolipdz A2)

PP: protein phosphatase (protein foszfataz)

PTP: protein tyrosine phosphatase (protein tiréz#zfataz)
PY: phosphotyrosine (foszfotirozin)

RBEC: rat brain endothelial cell (patkany agyi etétkejt)
ROCK: Rho-associated coiled-coil containing protéimase (Rho-kinaz)
RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

RT: reverse transcription (reverz transzkripcio)

SAF-B: Scaffold attachment factor B

SD: standard deviacio

SDS: sodium dodecyl sulfate

SLC: solute carrier

TEER: transzendotelialis/-epitelialis elektromozisetencia
TGF: transforming growth factd-

TJ: tight junction (szoros kapcsolat)

TLR: Toll like receptor (Toll-szdr receptor)

TNF-o: tumor nekroézis faktoe-

Tx-100: Triton X-100

VEGF: vascular endothelial growth factor (vaszkisl@ndotelidlis nbvekedési faktor)
WB: Western-blot

Z0: zonula occludens
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2. BEVEZETES

2.1. A vér-agy gat

A kozponti idegrendszer itkodése szamara elengedhetetlen alland® é&lsyezet
fenntartasdban a vér-agy gatnak dojglentisége van. KoészOnhietez annak, hogy a
periférids kapillarisokkal ellentétben, amelyek eglativ szabad anyagaramlast tesznek
lehetivé a sejtek kozott és a sejteken keresztil, az kapillarisok egy tébb pilléren
alapulé védvonal révén korlatozzak az anyagforgalmaér €s a kézponti idegrendszer
kozott.

A vér-agy gat fogalmanak kialakulasahoz Paul Ehrfelfedezése vezetett, aki az
1880-as évek elején megfigyelte, hogy az érrentdszedott anilin festékek a kozponti
idegrendszer kivételével egyenletesen oszlanak ekzdvetekben (Ehrlich, 1885). A
jelenségeté akkor agy értelmezte, hogy a festék affinitaseelbis az agyhoz, a toébbi
szovethez képest. Azonban Goldman az 1910-es élajknemedfigyelte, hogy a
cerebrospinalis folyadékba juttatott festék megfbstaz agyat, viszont nem jutott be a
vérkeringésbe, ami arra utalt, hogy a kodzponti idedszer és a szervezet tobbi része
kozott ezen festékek atjutasa korlatozott. A vér-ggt lokalizacioja hosszu évtizedekig
vita targyat képezte, mig a hatvanas évek végénajeroxiddz alkalmazéasaval végzett
elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével katték, hogy endisbkben a vér-agy gat
morfologiai alapjat az agyi kapillarisok endotétgejképezik (Reese és Karnovsky, 1967,
Brightman és Reese, 1969). Nagyrelépés volt a vér-agy gat szerkezetének és
mikodésének megértésében az asztrocitak szerepdisrhef@se (DeBault és Cancilla,
1980, Janzer és Raff, 1987), majd a kilencvenegb&re az el§ transzmembran tight
junction (TJ) fehérjék felfedezésével megnyilt az al vér-agy gat iikdodésének

molekularis szirt tanulmanyozasahoz.

2.1.1. A vér-agy gat szerepe

A vér-agy gat, amelynek morfoldgiai alapjat az agngk endotélsejtjei alkotjak, egy
aktiv hatarfellletet képez a keringés és kdzpdetyiendszer kozott. A vér-agy gat kett
funkciot lat el: egyrészt relativ impermeabilitAsg&vén megakadalyozza, hogy
potencialisan karositd6 anyagok bejussanak a koezpatdgrendszerbe, és ezzel

nagymértékben hozzajarul a kodzponti idegrendszeneosztdzisanak fenntartdsahoz
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(barrier funkcid). Masrészt transzportrendszergjitségével aktiv szerepet jatszik a
kozponti idegrendszer tapanyagellatasaban és atké&gle anyagcsere termékek
eltavolitdsaban (szallito funkcid).

Az agyi mikroerek felszine jelef® méret, mintegy 150-200 cffgramm
agyszovetet is elérhet, ami azt jelenti, hogy dtpgas felttben a keringés és a kdzponti
idegrendszer kozétti aktiv hatarfelilet mintegy 18-nf (Abbott és mtsai, 2010). A
kapillaris halézat a kdzponti idegrendszerben igeti, az atlagos tavolsag a kapillarisok
kozott kb. 40 um (Duvernoy és mtsai., 1983), arhetévé teszi az agyszovet tapanyaggal
valo gyors ellatasat. A kapillarisokat folytonodaglebb endotélsejtek szoros kapcsolatok
révén kapcsoldédnak egymashoz, amelyek, gatolvarzahad ionaramlést, elektromos
ellenallas kialakulaséahoz vezetnek, melynek értéd@0 Qecn? nagysagu is lehet (Crone
és Christensen, 1981, Butt és mtsai., 1990), exttaan a parenchima kapillarisaiban még

nem sikerilt kdzvetlentl megmérni.

Barrier funkcio

A vér-agy gat egy négyszeres vedvonalat hoz l|étrkerngés és a kozponti
idegrendszer hatarfeltletén (Wilhelm és mtsai. 1201

i) Egyrészt paracellularis barrierkéntikddik, azaz megakadalyozza a sejtek kdzotti
szabad anyagaramlast. Ennek morfologiai alapja@gyk endotélsejteket dsszekdzoros
kapcsolatok képezik.

i) A vér agy-gat transzcellularis barrierként igkidik, ami azt jelenti, hogy a sejten
keresztlli transzport is alacsony s#iinéz az agyi endotélsejtekben megfigyelt alacsony
pinocitotikus aktivitas kdvetkezménye.

iii) Az agyi endotélsejtek komplex enzimrendszemrdkiendelkeznek (kolinészteraz,
alkalikus foszfataz, y-glutamil transzpeptiddz, monoamino oxidaz), amklyaz
endotélsejtekbe jutd szubsztratjaikat enzimatikos @lbontjak.

iv) Az agyi endotélsejtek ezen tulnt@m rendelkeznek efflux transzporterekkel (pl.
ABC-B1, ABC-C1-5, ABC-G2), amelyek képesek kipumpala sejtbe jutott
xenobiotikumok széles tarhazat. Ennek kovetkeztedmerABC (ATP-binding cassette)
csaladba tartoz¢ efflux transzporterek fontos gmdrgatszanak a kdzponti idegrendszeri
megbetegedések terapigjaban, ugyanis j&demt befolyasoljdk a gyogyszerek
disztribdciéjat, gyakran megakadalyozva azt, hoggak terapias koncentraciot érjenek el

a kozponti idegrendszerben. Eddigi ismereteink iszeaz agyi endotélsejtekben a
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legnagyobb jeleséggel a P-glikoprotein (ABC-B1) rendelkezik, amekamos lipofil

anyagot képes transzportalni (Loscher és Pots@ikh).

Szallitd funkcio

Mivel a vér-agy gat a vizben oldékony anyagok szaméak korlatozottan atjarhato,
az agy nikdodése szamara elengedhetetlen vizoldékony anybgpktatasa specifikus
transzportrendszerek segitségével torténik. Ezekagl( része az ugynevezett SLC (solute
carrier) transzporter csaladba tartozik. Az agyilatélsejtek szamos ilyen transzportert
expresszalnak, mint a glikoézt transzportald SLC2(BRUT-1 - glikdz transzporter-1),
az aminosav transzportban részt ¥&LC3 és SLC7 csalad tagjai (pl. LAT-1 - L-tipusu
aminosav transzporter-1), a glutamat transzponésart ve¥ SLC1 csaléad tagjai, vagy az
SLC15 (proton/oligopetid transzporter), az SLCl6offwkarboxilat transzporter), az
SLC21 (organikus anion transzporter), az SLC22 gitgus anion/kation transzporter)
csalad tagjai. A vér-agy gaton kuléniBoionpumpak révén aktiv iontranszport zajlik
(Na'/K*-ATP-az, Na'/K*/Cl-transzporter,Na'/H"-antiporter, H-ATP-4z), de specifikus
transzport szerepe van a transzferrin receptoragly @z LDL (low density lipoprotein)

receptornak is (Abbott és mtsai., 2010).

2.1.2. A vér-agy gat szerkezete

A vér-agy gat morfolégiai alapjat az agyi endotgéde képezik, amelyek azonban
szoros funkciondlis kapcsolatban allnakéstsban az asztrocitdkkal és a pericitakkal,
amelyek a barrier tulajdonsagok kialakulasat esitetasat segitik & Az egymassal
szorosan 0Osszekapcsolédd endotélsejtek egy folgamsejtréteget képeznek az erek
luminalis felszinén. Az endotélsejtek abluminalidata a bazalis membrannal érintkezik,
melynek ketbzédésében a pericitak foglalnak helyet. A kapill&kesto az asztrocitak

végtalpai fedik be, agyi teriletenként valtozo reiéoen (1. abra).

Endotélsejtek

Az agyi kapillarisokat bélél endotélsejtek lapos sejtek, amelyekre jelléna
folytonos szoros kapcsolatok jelenléte (Brightmas Reese, 1969), a nagyszamu
mitokondrium (Oldendorf és mtsai., 1977), a cavkeolacsony szama a luminalis
membranban (Nag, 2003), ami legalabb egy nagysddetn kisebb, mint az
idegrendszeren kivil elhelyezkedkapillarisokban. A szoros kapcsolatok, amelyek a
szomszédos sejtek egymasra fekwmembranjai kozott alakulnak ki, egy folyamatos

8
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Ovszefi struktlrat képeznek a sejtek apikalis részén. Aspeti képen membran fluzids
pontok sorozataként (,kissing points”) jelennek méggyasztva toréssel azonban jol
vizualizalhatd a szoros kapcsolatok szalas szerde¢E]) strands, fonatok). Az agyi
endotélsejtek tulajdonsagai kozott tehat az altdan endotélsejtekre jelleiz
tulajdonsagok (von-Willebrand faktor jelenléte, rasgalkalikus foszfataz ésglutamil
transzpeptidaz aktivitas, acetilalt LDL felvétel)elet megtaldlhatoak az epitélsejtekre
jellemz tulajdonsagok is: folyamatos szoros kapcsolatd&csany pinocitozis, magas
elektromos ellenallas, amelyek elengedhetetlertskrigqer funkcié ellatasahoz.

Més endotélsejtekhez hasonldéan az agyi endoté{ssfen képeznek egy homogén
populaciét (Palade, 1988). Kilonbozhetnek egymasbdbkémiai és fizioldgiai
sajatossagokban az ér merétéiiggéen vagy lokalizaciotol fugien. Ezek a kilénbségek,
amelyek a tébbek kdz6tt az muszkarin tipusu aadiiikeceptor (Badaut €s mtsai., 1997),
a von Willebrand faktor (Yamamoto és mtsai., 1998)y trombomodulin (Wang és
mtsai., 1997) expresszidjaban nyilvanulnak meg, tjikrozik az agyi endotélsejtek
alkalmazkodoképességét a funkcionalis igényekhez. eidotélsejtek fenotipusainak
modulalasaban szamos tényegatszik szerepet: ezek kozil is kiemelkednek @bz
ndvekedési faktorok, mint amilyen a bazikus fibestait novekedési faktor vagy TGBEFA
modulacié nemcsak a sejtek morfolégiajara terjedhkinem biokémiai, és funkcionalis
sajatossagokra is (Terranova és mtsai., 1985, rikaifies mtsai, 1996, Kumar és mtsai.,
1998). Agyi mikroerekdl izolalt endotélsejtek kiulonbézmorfoldgiai jellegzetessegekkel
rendelkeznek (Rupnick és mtsai., 1988). Azonbaik ezkilonbségek nemcsak a primér
tenyészetek morfologiai heterogenitasabdl addédhakem indukalhatéak fenotipikusan
azonos klénokbdl is. Tontsch és Bauer kimutattakn{3ch és Bauer, 1989), hogy egyazon

klonbol szarmazé agyi endotélsejtek epitelidlisnezenchimalis alakot is felvehetnek.

Asztrocita
Bazalis
membran

Pericita

1. bra. A vér-agy gat szerkezete
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Pericitak

A periciték szoros fizikai kapcsolatban vannak adaéliummal. Patkany agyban a
kapillarisok pericita lefedettsége 22-32% kozott ltoAak (Sims, 1991), izolalt
kapillarisokban atlagosan 1 pericita jut 3-5 entbafiére (Pardridge, 1999). Annak ellenére,
hogy a pericitdkat és endotélsejteket a bazalis mémelvalasztja, sikerilt e két sejttipus
kozo6tt gap junctionokat is kimutatni (Cuevas ésaintsl984). Ez oly médon johet létre,
hogy a pericitak nydlvanyokat képeznek, amelyek azabs membranon athatolva
kozvetlen kapcsolatba keriilnek az endotélsejtekikepericitak, kontraktilitasuk révén,
szerepet jatszhatnak a mikrovaszkularis véraramfbalyozasaban. Ezen tllrien
szabalyozé funkciét tolthetnek be az endotelidlisliferacibban, angiogenézisben és
gyulladasos folyamatokban. A pericitak jel&s#gére utal, hogy hianyukban endotelidlis
hiperplazia és abnormalis vaszkulogenézis |ép Zedgyban (Hellstrom és mtsai., 2001),

illetve megrd a vér-agy gat permeabilitasa (Armulik és mts&il®.

Asztrocitdk

Az asztrocitdk igen fontos szerepet jatszanak aaggr gat tulajdonsagok
kialakitasaban (Tao-Cheng és mtsai., 1987, JaszBa#, 1987, Abbott és mtsai., 2006).
Az asztrocitak végtalpai finom lemezes szerkezatlik§gyakorlatilag beboritjdk az
endotélsejteket (Kacem és mtsai., 1998). Azonbaa baritds nem mindenutt folytonos,
lehetivé téve az idegvégdések kozvetlen kapcsolatat a bazalis membranr@igiC és
mtsai., 1997, Paspalas és Papadopoulos, 1996).s&roeitdk és endotélsejtek kdzott
kétiranyu kapcsolat alakulhat ki, ami jellegét take lehet kozvetlen fizikai kapcsolat gap
junctionokon keresztll, illetve kémiai kapcsolaz &b6bbi medialasaban fontos szerepet
jatszik tobbek kozoétt a TGE-(transforming growth factgh) (Tran és mtsai., 1999), a
GDNF (glial derived neurotrophic factor) (lgarasts mtsai., 1999), a bFGF (bazikus
fibroblaszt novekedési faktor) (Sobue és mtsaP9)9az IL (interleukin)-6 (Sun és mtsai.,
1997) és a hidrokortizon (Hoheisel és mtsai., 1998okban az egerekben, amelyek
GFAP (glial fibrillary acidic protein) hianyosak,séigy nem rendelkeznek teljes
funkcionalitdsu asztrocitakkal, a vér-agy gat fudje seérult (Liedtke és mtsai., 1996),
illetve ezek az asztrocitak nem képesek vér-agytugaidonsagokat indukalni (Pekny és
mtsai., 1998).
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Bazalis membran

A bazalis membran egy specializalt extracellulamgtrix, amely beboritja az
endotélsejteket, és amelynek kettében foglalnak helyet a pericitak. Felépitésébleny
laminin, fibronektin, tenaszcin, kollagén @srban IV-es tipusld) és proteoglikanok
vesznek részt (Nag, 2003). Az extracellularis matriintegy horgonyként szolgal az
endotélsejtek szamara, amely a laminin és egyébxhgbteinek, illetve az endotelidlis
integrin receptorok kozotti kapcsolat révéen valosutg (Hynes, 1992). A sejt-matrix
kélcsbnhatas szamos intracellularis jeltovabbiteomdlat befolyasol (Tilling és mitsai,
2002), és a métrix fehérjéksskegitik az endotelialis TJ fehérjék kifejelesét is (Savettieri
és mtsai., 2000). A bazdlis membran ezen tuteenfontos szerepet jatszik a
sejttapadasban, migracidoban, és barrierként stagdh makromolekulak passzazsa

szamara.

2.2. Az interendotelialis kapcsolatok

Az endotélsejtek barrier tulajdonsagainak meghat@é@ban alapwét szerepet
jatszanak az intercellularis kapcsolatok, ezenlbglé szoros kapcsolatok (tight junction,
TJ), illetve az adherens kapcsolatok (adherengipmcAJ) (2. abra). A szoros kapcsolatok
az interendotelidlis junkci6é legapikalisabb résiétyezkednek el, és ké#t funkcioval
rendelkeznek: egyrészt paracellularis barrierkéragakadalyozzdk a sejtek kozotti
anyagaramlast, masrészt megakadalyozzak a membhédjgle szabad vandorlasat az

apikalis és bazolateralis rész kozott, biztosiwaradotélsejtek polarizaltsagat.

2.2.1. Szoros kapcsolatok (tight junction, TJ)
A szoros kapcsolatok felépitésében transzmembiaérjék és periférias fehérjék

(junkcionalis plakk fehérjék) vesznek részt (Bagemtsai., 2011).

Transzmembran fehérjek

A szoros kapcsolatok transzmembran fehérjéi harsatadba sorolhatoak: a négy
transzmembran domént tartalmazo fehérjék (occludiaydinok, tricellulin/marvelD2,
marvelD3), az immunglobulin szupercsaladba tartozdlekuldk egy transzmembran
régioval (JAM - junkcionalis adhézios molekula, CARoxsackie és adenovirus receptor,
ESAM - endothelial cell-selective adhesion molejulidetve a nem immunglobulin

csaladba tartozd egy transzmembran régioval reedelkehériék (CRB3 - crumbs
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homolog 3, Bves - blood vessel epicardial substariezek kdzil agyi endotélsejtekben a
leginkabb jellemzettek az occludin, a claudinoketide a junkcios adhézidos molekulak
(JAM-ek) (Bauer és mtsai., 2011).

Occludin

A 65 kDa molekulasulyd occludin volt az élsanszmembran tight junction fehérje,
amelyet sikerillt azonositani (Furuse és mtsai.,319%zerkezetére jellerbiza négy
transzmembran régio, a két extracellularis huroffy edvidebb, citoplazmatikus N-
termindlis régio, valamint egy hosszabb, szintéoptazmatikus C-terminalis domeén. A
két extracellularis hurok gazdag tirozinban és igfien, és kulcsszerepet jatszik az
occludin membran lokalizacigjdban és a szoros ldptsk zarasadban (Wong és
Gumbiner, 1997, Lacaz-Vieira és mtsai., 1999). Azludin szamos fehérjéhez képes
kapcsolodni, amelyek kozoétt kiemelt szerepet jatakaa tight junction felépitésében
résztvev fehérjék (ZO - zonula occludens fehérjék, claudiAM), és a jeltovabbito
molekuldk (PKC, c-Yes, c-Src, kazein kinaz-2) (Galez-Mariscal és mtsai., 2008). Az
occludin tébb izoforméja is ismeretes (Muresan ésam 2000, Ghassemifar és mtsai.,
2002, Mankertz és mtsai., 2002), azonban ezek fajgkmég nincs tisztazva. Az occludin
hianya nem akadalyozza meg a szoros kapcsolatoddiéét (Saitou és mtsai., 1998),
ennek ellenére az occludin hidnyos egerek sulypédiesi rendellenességekkel jonnek
vilagra, amelyekre jellendz a gyomor nyalkahartydjanak hiperplaziaja és knisik
gyulladasa, kalcium és foszfor lerakddasok a kisagyés a bazalis ganglionokban,

valamint csontfefldési zavarok (Saitou és mtsai., 2000).
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Az occludin expresszidjanak éskinddésének szabalyozasa

Az occludin kilonbd& szovetekben expresszalddik, éslsrban epitélsejtekben és
endotélsejtekben. Ezt a specifikus expressziot m g®moter régiojahoz kapcsolddd
transzkripcios faktorok szabalyozzak. igy példanhkattak, hogy agyi endotélsejtekben
Sp3, mig tud endotélsejtekben YY1 transzkripciés faktor ddik az occludin
promoéteréhez, igy indukalva az occludin expreséziéagyi endotélsejtekben és
represszalva azt mas endotélsejtekben (Sade és, 208®). Azonban a szabalyozas ennél
sokkal komplexebb mivoltara utal, hogy az occludirpressziéjat a TNk- (tumor
nekrézis faktors), IFN-y (interferon-y ) (Mankerz és mtsai., 2000), a retinsav (Kubota és
mtsai., 2001) és a ,snail” transzkripciés represqikenouchi és mtsai., 2003) is tudja
szabalyozni, ami magyarazatot adhat arra, hogyerdin adott kérilmények k6zott nem
kizarolag endotél- és epitélsejtekben expresszalodi

Az occludin ntikddésének szabdlyozdsaban a foszforilacionak vatodoszerepe.
Western-blot analizissel vizsgélva az occludin sisav form4jaban jelentkezhet 62-82
kDa kozott. Ezek a savok az occludin kilonbéaszforilacios allapotainak felelnek meg.
MDCK sejtekben kimutattak, hogy a magasabb molefiljai savok szerinen, kisebb
mértékben treoninon, de nem tirozinon foszforit@tludin izoformak, amelyek alkalikus
foszfataz kezeléssel (Sakakibara és mtsai., 1989I8tve a sejt-sejt kontaktusok
felszakadasa esetén (Wong, 1997)irelek. Ezzel ellentétben az occludin tirozin
oldallancokon tortéh foszforilacidja a junkciok séruléséhez vezethealéKés mitsai.,
2003), noha ez a folyamat sejttipus-féigghet (Jepson, 2003). Agyi endotélsejtekben az
occludin tirozin foszforilaciojat figyelték meg iszmia soran (Kago és mtsai., 2006),
illetve glutamat jelenlétében (Andras és mtsaiQ7)Pmely folyamatok soran séril a ver-
agy gat.

Az occludin foszforilaciés allapotat szamos kindzf@észfatdz egyensulya hatarozza
meg, mint példaul: Src (Basuroy és mtsai., 2008)k68 PKC izoformak (Suzuki és
mtsai., 2009), Rho-kinaz (Persidsky és mtsai., 2008 1¢ (kazein kinaz 4) (McKenzie
€s mtsai., 2006) és CK2 (Smales és mtsai., 2008ye PP2A, PP1 (Seth és mtsai., 2007)
és PTP1B (Atkinson és Rao, 2001). Az occludin fost#cioja specifikus Ser/Thr/Tyr
oldallancokon meghatarozd szereppel bir a kilédibjimkcionalis fehérjékkel valé
kapcsolddasaban, és igy a paracellularis permiabitizabalyozasaban (6sszefoglalva:
Rao, 2009).
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Az occludin szabalyozasaban fontos szerepet jakzéwbontasi folyamatok is,
ezekbl azonban kisérleteink megkezdésekor még nem aleaidelkezésre Kkisérleti

adatok.

Claudinok

A claudinokat 1998-ban, 6t évvel az occludin utédezték fel (Furuse és mtsai.,
1998). A claudinok az occludinhoz hasonléan néggszmembran régidval rendelkeznek,
azonban molekulasulyuk csak 20-25 kDa kdzo6tt vidiass jelends szekvencia homoldgia
sem mutathatd ki az occludinnal. A két extracetisléhurok kozul az els 41-55
aminosavat, a masodik 10-21 aminosavat tartalmag, an C-termindlis rész 21-44
aminosav hosszusagu. A claudin interakciéi szara&taterminalis régionak van kiemelt
jelentbsége, mert ez a rész tartalmazza a PD2 Kdimeéneket, és ennek révén képes a
claudin mas fehérjékhez kapcsolddni. Ezen talfeara claudinok egymashoz is képesek
kapcsolodni, ami a tight junction fonatok kialalsddan jatszik szerepet (Piontek és
mtsai., 2008). Az agyi endotélsejtekbefiszbr a claudin-5-6t és -1-et sikerilt kimutatni
(Morita és mtsai., 1999, Liebner és mtsai.,, 200@Hbb kimutattdk a claudin-3 és
claudin-12 jelenlétét is (Wolburg és mtsai., 2088ta €s mtsai., 2003), de ezen kivil még
szadmos claudin mMRNS-e van jelen agyi endotélsegrek®htsuki és mtsai., 2008). Az
egyes claudinok pontos funkcidéja nem ismeretedaa@dn-5 hidnya a vér-agy gat méret
szelektiv megnyilasat okozza (Nitta €s mtsai., 2003

A claudinok szabalyozasa

A claudinok expresszidjanak szabalyozasat szamasyea® befolyasolja.
Gyulladasos mediatorok, mint a TNHMazzon és Cuzzocrea, 2007), a bradikinin (Liu és
mtsai., 2008), az ILf (Williams és mtsai., 2008) és a VEGF-A (Argaw ésamn, 2009)
csokkentik az agyi endotélsejtekben legfontosalalndih, a claudin-5 mennyiségét. Az
adherens junction fehérje VE-cadherin is szerepestzik a claudin-5 szabalyozasaban
azaltal, hogy megakadalyozza a FoxOlpésatenin magi felhalmozodasat, amelyek a
claudin-5 prométert gatoljak (Gavard és GutkindQ&0 A glukokortikoidok szintén
novelik a claudin-5 mennyiségét (Forster és mt2aig).

A claudinok poszt-transzlacios modosulassal tértészabalyozasa torténhet
foszforilacio és palmitoilacio Gtjan (6sszefoglalrndley és Koval, 2009). A claudin-5
foszforilacidjaban szerepet jatszik a PKA (Ishizékimtsai., 2003), valamint a Rho-kinaz

(Yamamoto és mtsai., 2008).
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Junkcionélis adhézios molekulak

A junkcionalis adhézios molekuldk (JAM) alkotjaktight junction transzmembran
fehérjéinek harmadik csaladjat (Martin-Padura ésamt1998). A ma ismert JAM fehérjék
kozill agyi endotélsejtekben étorban a JAM-1 (JAM-A) és a JAM-3 (JAM-B) (Aurrand-
Lions és mtsai., 2001) van jelen. A JAM fehérjékelemz5 az egy transzmembran
domén, két extracellularis, immunglobulindzenurok és a homofil kétés. Fontos

szerepet jatszanak az immunsejtek vér-agy gatbénttatjutasaban.

Tovabbi transzmembran junkcionalis fehérjék

Az egyik legfrissebben felfedezett transzmembrghttjunction fehérje a tricellulin
(Ikenouchi és mtsai., 2005), amely a harmas séjtbkihoz koncentralodik. Esorban
epitélsejtekben expresszalddik, agyi endotélsegiekinég nem irtak le expressziojat.
Szintén epitélsejtekben expresszaldodik a CAR (Rasger és mtsai., 2006). Korabban
leirtak egy 1G8 antigén n&WJAM-hez hasonld transzmembrén fehérjét is, ametiot!
specifikus (Nasdala és mtsai., 2002). Bioinfornaitiknddszerekkel azonositottak a

marvelD3-at (Steed és mtsai., 2009), de agyi etsgtékben még nem irtak le jelenlétét.

Plakk feherjék

PDZ domént tartalmaz6 fehérjék

A PDZ domén neve harom fehérjgltered: PSD-95 (post-synaptic density protein
95), Dlg (discs large protein) és ZO-1 (zonula odehs-1). Fontos szerepet jatszik mas
fehérjék PDZ doménjéhez, illetve a transzmembr&ériék C-terminalis részen talalhato
E-S/T-X-V motivumhoz valé kapcsolédasban (Songyéasgntsai., 1997). Ezaltal a PDZ
domént tartalmazo6 junkciondlis fehérjék egy halozdtoznak Iétre, amely membran

proteineket és jelatviteli molekulakat kapcsol @ssz

Zonula occludens (ZO) fehérjék

A 220 kDa molekulasulya ZO-1 volt az &l9J fehérje, amelyet maj membran
prepardtum ellen termeltetett specifikus monoklisn&llenanyag segitségével sikerlt
azonositani (Stevenson és mtsai., 1986)6Kiédelfedezték a kisebb molekulasulyt ZO-2-
t (Gumbiner és mtsai., 1991) és a ZO-3-at (Hasléssmtsai., 1998) is, amelyek
koprecipitalnak a ZO-1-gyel. A ZO-3 az eddigi adasaerint nem expresszalodik jelést
mennyiségben az endotélsejtekben (Inoko és m2§ii3). A ZO-1, ZO-2 és Z0O-3 hasonlé
felépitési: jellemz rdjuk az N-termindlis régidban helyet foglal6 héré®’DZ domén,

amelyet egy SH3 (Src homoldgia 3) domén és egy Eduianilat kinaz, mely enzimatikus
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aktivitassal nem rendelkezik) domén kovet, amelyénéa ZO fehérjék a MAGUK
(membran asszocialt guanilat kinaz) fehérje csaladrs tartoznak. A junkcionalis
plakkban a ZO fehérjék a fehérje-fehérje kapcsklébdotos szervejgekent mikddnek, és
ebben a szerepben nagyon fontos helye van a PDZ&rdgknek. A ZO-1 ets PDZ
doménje kapcsoldédik a claudinok C-terminalis részélés ennek a kapcsolatnak fontos
szerepe van a TJ szélak kialakitdsaban (Umedasas. n2006). A ZO fehérjék szerepének
redundancigjara utal, hogy azok az epitélsejtelelypaRld| kiutotték a ZO-1-et €s a ZO-2-

t, nem képeznek TJ szalakat, azonban abban azerséth ezekbe a sejtekbe exogén ZO-
1-et vagy ZO-2-t juttatnak, a TJ szalak ismét mlegjeek (Umeda és mtsai., 2006). A ZO-
1 méasodik PDZ doménje feted a homo- illetve heterodimerizaciéért (Utepbergege
mtsai., 2006), valamint a connexinnel valo kapdsolgGiepmans €s Moolenaar, 1998), a
harmadik PDZ pedig a JAM-1-hez val6 &Bésben jatszik szerepet (Ebnet és mtsai.,
2000). Az SH3 domén kinadzokkal (Balda és mtsai96)9a ZONAB neti transzkripcios
faktorral (Balda és Matter, 2000), vagy az Apg-Zinéosokk fehérjével (Tsapara és
mtsai., 2006) képes kapcsolddni, mig a GUK doméelde az occludinnal és aa-
cateninnel valé kapcsolatért (Miller és mtsai., 0®R C-terminalis, prolinban gazdag
régio aktinnal (Fanning és mtsai., 1998) és koinakl (Katsube és mtsai., 1998) képes
interakcidba lépni, igy a ZO-1 kapcsolatot tererazaros kapcsolatok membranfehérjéi és
a citoszkeleton kozott.

A 160 kDa molekulasulya zZO-2 felépitése hasonléo @-1Zéhez, azonban egy
rovidebb C-terminalis régioval rendelkezik, ameB%2 homologiat mutat a ZO-1-gyel
(Jesaitis és Goodenough, 1994, Beatch és mts86).18 ZO-1-hez hasonlbéan a ZO-2 is
az el$ PDZ doménje révén kapcsolddik a claudinokhoz, asadi&k PDZ doménen
keresztll kapcsolddik a connexinhez és mas ZO jttiez, a C-termindlis rész pedig
aktinhoz koddik, mig az occludinnal és azcateninnel valo kapcsolatért az SH3 és a
GUK domeén felals (Itoh és mtsai., 1999a, Itoh és mtsai., 1999bY @2 szerkezeti
analizise felderitette azt is, hogy a fehérje rduldelokalizacids és nuklearis export szignal
szekvenciakkal is rendelkezik (Islas és mtsai.2200

Emlitésre méltok a ZO-1 és ZO-2 szerepétddat a knock out allatokon illetve
géncsendesitett sejteken végzett vizsgalatok emyknéigy a ZO-14l homoldg
rekombinacié segitségével megfosztott sejtek prddrimonolayerek alkotasara képesek,
melyekben funkciondlis szoros kapcsolatok alakulkiakbar részletesebb vizsgalatokkal

mikodészavar mutathato ki (Umeda és mtsai., 2004h)eEMasonldo modon a ZO-1 és a
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Z0-2 gének csendesitése is relativ kis mértékbetjara barrier funkciokat epitélsejtekben
(McNeil és mtsai., 2006, Hernandez és mtsai., 20BZyel szemben azok az egerek,
amelyekben homolog rekombinacidval tavolitottak aelZO-1-et vagy ZO-2-t, nem
életképesek. A ZO-1 knock-out egerek embrioi legkbsa 11,5 fefildési napon
elpusztulnak, amelynek részben a sulyos vaszkul@jtisdési zavar az oka (Katsuno és
mtsai., 2008). A ZO-2 knock out egereknél feltétbkti, hogy a fejletlen szoros
kapcsolatok és gap junctionok féleék az embrionalis letalitasért (Xu és mtsai., 2008
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ZO fehaty@hetik egymas szerepét a kifejlett
szoros kapcsolatokban, ellenben az embrionalisd@egdl soran funkcioik nem redundansak.

PDZ domént tartalmazé egyéb fehérjék

A szoros kapcsolatokban a zonula occludens fehenj&kvil sok mas PDZ domeént
tartalmazo fehérje is megtalalhatd, mint az AF@lafdlkeda és mtsai., 1999), a MUPP1
(multi-PDZ-domain protein) (Hamazaki és mtsai., 20 MAGI (membrane associated
guanylate kinase inverted) -1, -2 és -3 (lde éamt$999, Wu és mtsai., 2000a, Wu és
mtsai., 2000b), PAR-3 és -6 (Ilzumi és mtsai., 1998ng és Kemphues, 1999). Ezek a
fehérjék képesek mas junkcionalis fehérjekhezodkdit €s fontos szerepik lehet a
junkciondlis komplexum fikddésének szabalyozasaban. Ezen fehérjékésoezan
epitélsejtekben jellemezték.

PDZ domént nem tartalmaz6 plakk fehériék

Ebbe a csoportba tartozik azdderban epitélsejtekben expresszalodo cingulin (Citi
€s mtsai., 1988, Citi és mtsai., 1989) és a veladhdg paracingulin/JACOP (Ohnishi és
mtsai., 2004), a 7H6 (Zhong és mtsai., 1993) villetzamos jelatviteli fehérje, amelyek a

junkciok szabalyozasaban vesznek részt.

2.2.2. Adherens kapcsolatok

Az adherens kapcsolatok fontos szerepet jatszanakszeros kapcsolatok
kialakitasaban és fenntartdsaban, valamint a pdilitéa szabalyozasaban is (Walsh és
mtsai., 2011). A szoros kapcsolatok kozelében k&b@nek el, azoktol bazolaterdlis
irAnyban, és szintén transzmembran és citoplazosatéhérjekbl éplnek fel.

Az adherens kapcsolatok transzmembran fehérjéi,adgherinek, kalciumfldy
sejtadhéziés molekuldk. A cadherin fehérjecsal&lob alcsaladra osztjak. Ma mar tobb
mint negyvenféle cadherin ismert, melyek szévetfipasan expresszalodnak. Ezek kdzl

legalaposabban az I-es tipusu cadherineket tanybatak. Ide tartozik a VE- (vaszkularis
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endotelialis) cadherin is, amely a legfontosabthedd endotélsejtekben. A VE-cadherin
mellett az agyi endotélsejtek kisebb mennyiségbaresszalnak még N- (neurondlis)
cadherint illetve T-cadherint, am ezek nem endod@kcifikusak, és fizioldgias
koérilmények kozott kevésseé lokalizalddnak a junkderiletére (Navarro és mtsai., 1998,
lvanov és mtsai., 2001).

A szomszédos sejteken expresszalédd cadherinelacektdaris doménjeiken
keresztil homotipikus kélcsdnhatasba lépnek egyahassoplazmatikus részikkel pedig
mas fehérjékhez ¢feg cateninekhez) kapcsoldédnak. A VE-cadherin tiompatikus része
pl20-, B- és y-cateninekhez kapcsolddik. B-catenin ésy-catenin (plakoglobin)a-
cateninhez kd&dik, amely kdzvetlenil, vagy a ZO-1 fehérjén ketéksZapcsolja a
cadherin-catenin komplexeket az aktin citoszkeletan A cadherin-komplexum, amely
VE-cadherinbl és a hozza kapcsolodé cateningkall, allandoé kdlcsbénhatasban van az
aktin citoszkeletonnal, azonban ennek molekulalépja még nem teljesen tisztazott,
ugyanis kimutattdk, hogy azcatenin nem képes egyszerre kotfi-eatenint és az aktint
(6sszefoglalva: Weis és Nelson, 2006). Az adhejamisciok egyeb fehérjéi a vinculin, az
a-actinin és a nectin-afadin komplexum, amelyekttd epitélsejtekben tanulmanyoztak.

A B-cateninnek igen fontos szerepe van a vaszkulétegiitas és permeabilitas
szabdlyozdsaban. Ezt igazolja az is, ho@ycatenin gén endotél specifikus inaktivacidja
rendellenes lumdn hemorragias és fokozott permeabilitasu erek kidésahoz vezet
(Cattelino és mtsai., 2003). A-cateninnek azonban nemcsak a sejtkapcsolatok
kialakitasaban van fontos szerepe, hanem a trapsidg regulaciéban is, ugyanis képes a
sejtmagba vandorolni és ott szabalyozni a TCF/Lil¢tye FOXO tipusu transzkripcios

faktorok altal medialt génatirast (6sszefoglalva:és mtsai., 2008).

2.3. Jelatviteli folyamatok az agyi endotélsejtekbe

Ahhoz, hogy az agyi endotélsejtek adekvat modojahatk alkalmazkodni a kiis
kornyezetbl jovo ingerekhez, szamos receptorral kell rendelkezzeseteretes, hogy az
idegrendszeri kornyezet alap$en befolydsolja az agyi endotélsejtek tulajdonsadgy
nem meglep, hogy az agyi endotélsejtek neurotranszmitterpcekkal is rendelkeznek,

mint amilyenek az adrenerg, a szerotonin vagy ahip receptorok.
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2.3.1. A glutamat

A glutamat a kdzponti idegrendszer egyik legfonitiisaerkerit neurotranszmittere,
de fontos szerepet jatszhat szamos kdzponti iddgeen megbetegedés patogenézisében,
mint amilyen az agyi hipoxia (Choi, 1988), neuroelegrativ megbetegedések (Meldrum
és Garthwaite, 1990, Schousbhoe és mtsai., 199%) aagpilepszia (Dingledine és mtsai.,
1990). Intracerebralis mikrodializis vizsgalatoknkitattak, hogy a glutamat és aszpartat
extracellularis szintje jeletisen megnovekedik olyan patolégias kérilmények Kondint
amilyen az agyi iszkémia (Lekieffre és mtsai., 19929y a vazogén agyddéma
(Westergren és mtsai., 1994). A fiziologiast megtiél mennyiség glutaméat a glutamat
receptorok aktivaldsa révén okozhat agyodémat (fMrés mtsai., 1990), energiahéztartasi
zavarokat vagy fehérjeszintézis gatlast (Djuridarédsai., 1994).

A glutamat hatasat a glutamat receptorok medialj@melyek lehetnek
ioncsatornaként tkods ionotrop receptorok, vagy G-fehérjéhez kapcsolttaimatrop
receptorok. Az ionotrép receptorok tovabb osztadhmaak NMDA (NMDARL,
NMDAR2A-D), AMPA (GIuR1-4), illetve kainat (GluR5;7KA1-2) receptorokra. A
glutamat receptor antagonistak védenek az agyiemik altal okozott karosodasokkal
szemben (Pohorecki és mtsai., 1990), azonban delétta kérdés, hogy a neuronok és
asztrocitdk mellett az agyi kapillarisok endoté|sejs részt vesznek-e ezen protektiv hatas
medialasaban. Kisérleti adatok utaltak arra, hoglueamat kozvetlendl is hatassal van az
agyi endotélsejtekre (Koenig és mtsai.,, 1992), baonezt nem minden eredmény
tamasztotta ala (Gobbel és mtsai., 1994).

A glutaméat koncentracidja fiziologias korlilményeldzktt az extracellularis
folyadékban igen alacsony (1gBnol/l) (Tossman és mtsai., 1986), szemben a taljgsa
kivetitett 12 umol/g koncentraciéval (Hawkins és mtsai., 1983). #lacsony glutamat
koncentracié fenntartasdban fontos szerepet jdkzam asztrocitdkon €s neuronokban
mikods glutamat transzporterek, de kisérleti adatok akadtrra is, hogy a vér-agy gat is
szerepet jatszik a glutamat transzportban. igy Benak és munkatarsainak (Drewes és
mtsai., 1977) glutamat effluxot sikerdlt kimutatkiukutya agybol, és izolalt
kapillarisokban is sikertlt ezt a transzportot kiatni (Hutchison és mtsai., 1985). Ezen
kisérleti eredmények felvetették a glutaméat trandepek expresszidjanak letiségét az
agyi kapillarisok endotélsejtjeiben.

A glutaméat transzporterek azonositasa a 90-es éwekiezddott. ElHként két

natriumfig@ transzportert sikertl klébnozni patkany agybol, BAST-ot és a GLT-1-et
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(Pines és mtsai., 1992), valamint egyet nyul agyB&lAC1) (Kanai és Hediger, 1992). E
harom transzporter human homoldgjait is sikerittrasitani, ezek az EAAT1 (Excitatory
amino-acid transporter) (GLAST), EAAT2 (GLT-1),atve EAAT3 (EAAC1) (Arriza és

mtsai., 1994), majd megklonoztak az EAAT4-et és HEBAt is human cerebellumbdl és

retindbdl (Fairman és mtsai., 1995, Arriza és mtks297, 6sszefoglalva: Benarroch, 2010).

2.3.2. A szerotonin

A szerotonin (5-HT) amellett, hogy egy fontos néranszmitter, igen fontos
szerepet jatszik a mikroerekiktdésének szabalyozasaban. Szamos kisérleti ergdmén
utal arra, hogy az agyi endotélsejtek a szerotomatdsanak célpontjai lehetnek,
ugyanakkor aktivan részt vesznek a szerotonin asgagjében is. Mar a nyolcvanas évek
k6zepén kimutattak, hogy a szerotoninnak permeasilfokozé hatasa van béka agyban
(Olesen, 1985, Olesen és Crone 1986),6ld@s hasonldé hatast sikertlt kimutatni
emibsokben is (Sharma és mtsai., 1990, Sharma és mi€985). RT-PCR (reverz
transzkripcidés polimeraz lancreakcio) segitségeikerilt igazolni az 5-HT2b tipusu
receptor expressziéjat human agyi endotélsejtekBehen és mtsai., 1999). A szerotonin
inaktivaciéjaban a monoamino oxidaz (MAO) jatszintos szerepet, €s ez az enzim
megtalalhatd az agyi endotélsejtekben is (KalagaHarik, 1987). A MAO jelenléte
felvetette egy specifikus transzport rendszer |étéh az agyi endotélsejtekben. Ennek
jelenlétére utalt az is, hogy az imipramin és patiox amelyek specifikusan Kiitnek a
neuronalis szerotonin transzporterhez, specifikugaddnek a sertés agy mikroereihez is
(Brust és mtsai., 1995). A szerotonin transzpay&tjének azonositadsa (Blakely és mtsai.,
1991, Hoffman és mtsai., 1991) lebw tette e transzporter kozvetlen kimutatasat agyi

endotélsejtekben.

2.3.3. A junkciondlis komplexum szabalyozasaban rgwevé jeltovabbito
folyamatok

Tekintettel arra, hogy az endotélium egyik legf@atob funkcidja egy paracellularis
barrier képzése, nem megeogy az interendotelialis junkcidk szoros szabzhg alatt
allnak. Ezt mi sem bizonyitja jobban, mint az, hagynkciok tertletére szamos jelatviteli
molekula lokalizalodik (6sszefoglalva: Gonzalez-Meal és mtsai., 2008). A junkcionalis

fehérjék expresszibja, lokalizacioja és poszttriwsazs mddosulasai preciz kontroll alatt
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allnak. A kisérleti eredmények tilnyomé tobbségendan epitélsejtekdh ered, és sokkal
kevesebbet tudunk az endotelidlis junkciok szalzdlgarol.

A junkciokat szabalyozo¢ jeltovabbité molekulak kbzilegfontosabbak: ciklikus
nukleotidok, C&", G-fehérjék, illetve szamos kindz és foszfataz.elygik legfontosabb
szabdalyozési mechanizmus a foszforilacio/defodafid. A junkcionalis fehérjék szamos
szerin/treonin, illetve tirozin oldallanccal renkietnek, melyeknek foszforilaciés allapota
meghatarozo6 jeletsédi a paracellularis permeabilitds szempontjab6l. $&dadat utal
arra, hogy a MAP kinazok, a kulondbPKC izoformak, a Rho-kindzok, a PKA és PKG, a
miozin konnyi lanc kindz és a PI3K/Akt utvonal, illetve a PPIR2R és PTP1B
foszfatazok jatszanak szerepet a szoros és adHexposolatok szabalyozasaban.

A G-fehérjékhez kotott szignalizacié szerepe

A G-fehérjék (guanin nukleotid kétfehérjék) a GTP-azok csaladjaba tartoznak és
szamos fiziol6gids és patologias folyamatot szalzilgk. Két & csoportra oszthatok:
heterotrimer G-fehérjékre, amelyek G-proteinhezikdtteceptorokon (G-protein-coupled
receptors, GPCRSs) keresztil aktivalodnakgs ésy alegysegekkel rendelkeznek; illetve
kis G-fehérjékre, amelyek a Ras szupercsalad teggautobbiak a heterotrimer G-fehérjék
a-alegységével mutatnak homoldgiat.

A heterotrimer G-fehérjéket aza-alegység alapjan osztalyozhatjuk. gy
megkulonboztetink &, Gui, Gog/ll, Gul2/13s altipusokat, amelyek kiloniboz
szignalizacios utvonalakat aktivalnak. Aussa CAMP/PKA uUtvonalat aktivalja, amelynek
igen fontos szerepe van a paracellularis perméabibzabalyozasaban déderban agyi
endotélsejtekben. Szamos kisérleti adat utal drogy cAMP jelenlétében az agyi
endotélsejtek komplexebb tight junction hal6zamzriek létre, melynek kovetkeztébeh n
a sejtréteg transzendotelialis elektromos ellesall@NVolburg és mtsai., 1994, Deli és
mtsai.,, 1995, Krizbai és Deli, 2003). A cAMP a dau5 expressziojanak és
foszforilaciojanak fokozodasat indukalja PKA-depensl és -independens maédon (Ishizaki
€s mtsai., 2003).

A kis G-fehérjék kozul kiemelkédjelenttsége van a Rho csaladnak, melynek tagjai
a RhoA, a Rac és a Cdc42 (cell division cycle 42RhoA legfontosabb downstream
effektorai a Rho-kinazok, melyek szerin-treonin &ok, és két formdjuk ismert, a
pl60ROCK (ROKb/ROCKI) és a ROKa (ROCKII). A Rho-&rok a miozin konny
lancanak foszforilalasa révén az akto-miozin kddiliths fokozodasahoz vezethetnek

(Hopkins és mitsai., 2003), amelynek nagy |jéls@ége van a szoros és adherens
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kapcsolatok szabalyozésaban, hiszen szamos juidtisioplakk fehérje kapcsolodik
kozvetlenll az aktinhoz. Ez a folyamat jarul hozadjunkciok stabilizaldsdhoz a
sejthatarokon, ugyanakkor biztositjia a junkciok tszakitasahoz szikségessters a

perijunkcionalis aktingriin keresztul. Az optimalis barrier funkcié kialaldéhoz és
fenntartdsdhoz elengedhetetlen a Rho GTP-azok takgfeikodése (Hopkins és mtsai.,
2003).

Agyi endotélsejtekben szamos patologias folyamaars@ktivalédik a Rho/Rho-
kindz utvonal, melynek kovetkeztében sértilnek &gigk. A Rho és Rho-kinaz fontos
szereppel bir a kemokinek altal indukalt junkciemahltozasokban (Stamatovic és mtsai.,
2003, Stamatovic és mtsai., 2006). A Rho utvonalaga a junkcionalis fehérjéek
expresszidjanak novekedéséhez vezet, csokkenticizdin és claudin-5 (monocitak altal
okozott) foszforilaciéjat, és csokkenti a monocitdkvandorlasat az agyi endotélsejt
rétegen (Persidsky és mtsai., 2006, Yamamoto &s.n2608, Ramirez és mtsai., 2008). A
RhoA aktivalédasa szerepet jatszik a metamfetamigp 120 HIV protein és a reaktiv
oxigéngyokok altal okozott junkcionalis sérilésiistahajan €s mtsai., 2008, Schreibelt és
mtsai., 2007), valamint a téklarcinomasejtek transzendotelialis migraciéjaban €&
mtsai., 2006).

A C&"* szerepe a junkcidk szabalyozasaban

Ugy az intracellularis, mint az extracellularis “C&ozponti szerepet jatszik a
junkcionalis permeabilitds szabalyozasaban. Azadettularis CA" szamos jelatviteli Gt
kulcseleme. A hipoxia noveli az intracellularis’Gazintet agyi endotélsejtekben (Brown
és mtsai., 2004). Az intracellularis Caéatlasa részben megakadalyozza a HIV Tat protein
altal okozott valtozasokat a claudin-5 mennyiségébs lokalizaciéjaban (Andras és
mtsai., 2005). Ugyanez ervényes a glutamat okcata@abilitds fokozodasra (Kuhimann
€s mtsai., 2008).

Az extracellularis CH jelenléte alapvét fontossagl a junkciok kialakulasahoz és
miikddéséhez (Gonzalez-Mariscal és mtsai., 1990 kRites mtsai., 1983, Nagy és mtsai.,
1985, Rothen-Rutishauser és mtsai., 2002). Olyaanfgntos az extracellularis €a
fizioldgias koncentraciéja, hogy a Easwitch kisérleteket (a Gamegvonasat és utdlagos

visszaadasat) a junkciok kialakulasanak tanulméséa hasznaljak.

A tirozin foszforilacié szerepe

A junkcidk biogenézise soran &sr tirozin foszforilacid észlelhét a lateralis
membranban, illetve annak kozelében (Meyer és mtg@01). Ugyanakkor a kialakult
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junkciokban a fehérjék tirozin foszforilacios akkdanak novelése a junkciok szétesesét
eredmeényezheti (Staddon és mtsai., 1995). A tirtesaforilacio érinti Ggy a szoros, mint
az adherens kapcsolatok fehérjéit. Ezen folyamatbkezin kindzok és foszfatdzok
szabalyozzak.

A tirozin kindzok kozll az agyi endotélsejtekbemtfis szerepet jatszanak ugy a
receptor, mint a non-receptor tirozin kindzok.olHiek koziul megemlithét szamos
novekedeési faktor receptora, mint példaul a vasaiailendotelialis ndvekedési faktor, a
VEGF receptorai, a VEGFR-1 (Flt-1) és a VEGFR-2 BIk-1). Fontos megjegyezni,
hogy a VEGF noveli a vér-agy gat permeabilitdsaelymek egyik mechanizmusa a
claudin-5 expresszio cstkkentése (Argaw €s mz09).

A non-receptor tirozin kinazok kozul egyik legfosédb az Src kindzok csaladja.
Epitélsejtekben az oxidativ stressz hatasara dé&tioéc-Src fontos szerepet jatszik a ZO-1
€s a p-catenin tirozin foszforilaci6jaban, a szoros kapatok szétesésében és a
permeabilitas fokozédasaban (Basuroy és mtsai.3)200 c-Src képes foszforilalni az
occludint, amely folyamat a szoros kapcsolatok &adasahoz vezet (Kale és mitsai.,
2003). A junkciok kialakulasdhoz ugyanakkor elergdtlen az occludin tirozinon
tortérs foszforilacioja, amelyet a c-Yes szabalyoz (Chemésai., 2002).

A junkcidk szabalyozdsaban ugyancsak fontos szekgpe a fokalis adhézids
kindznak (FAK), melynek aktivaciéja HIV-encephaiben hozzajarul az agyi
endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatok felbonflaga(lvey és mtsai., 2009). Sertoli
sejtekben kimutattdk, hogy a FAK protein komplek@&bez az occludinnal (Siu és mtsai.,
2009).

A Janus kinazok kozul a JAK3 szerepét lehet kiemeiiszen a JAK3/STAT1
utvonal medialja agyi endotélsejtekben a claudingZ®-1 és ZO-2 expressziojanak

csokkenését HIV encephalitiszben (Chaudhuri ésima08).

A foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI13K)/Akt Gtvonal

A PI3-kindzok az inozitol gyt harmadik hidroxil csoportjat foszforilaljak. Az 1.
osztalyba tartozo PI3-kindzok katalitikus (pl110)szabalyozé egysegekdbepilnek fel,
amelyek a plazmamembran kdzelében helyezkednels elz Akt (protein kinaz B, PKB)
szerin/treonin kinaz aktivaciojat indukaljdk. Ezgtétviteli Gtvonalnak jelerds szerepe
van a sejtek tulélésében és proliferacidjaban.

Agyi endotélsejtekben a PI3K/Akt utvonal aktivaléda a barrier funkcio

karosodasahoz vezet, peldaul hipoxia, VEGF, reaktigengyokok, HIV-1 Tat protein,
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vagy fokalis cerebralis iszkémia hataséara (Fisésemtsai., 2004, Vogel és mtsai., 2007,
Schreibelt és mtsai., 2007, Andras és mtsai., 2Q06,és mtsai., 2006). Ugyanakkor Akt-
fuggonek bizonyult az a folyamat is, melynek soran aki@s prekondicionalas megvedi
az agyi endotélsejteket az apoptozistdl (Zhang Bsim2007). A PI3K/Akt utvonal agyi
endotélsejtekben is proangiogenetikus és citoptiotélatasinak bizonyult (Lok és mtsai.,
2009).

A mitogén aktivalt protein kindzok (MAP kinazok)esepe

A MAP-kinazok szamos sejtszinfolyamat szabalyozasaban vesznek részt, mint a
génexpresszid, mitdzis, differenciacid, prolifetadiilélés, illetve apoptdzis. A MAP kinaz
csalad tagjai kozil a legismertebbek az ERK1/2réeellular signal-regulated kinase 1/2),
a p38 és a JNK (c-Jun N-terminal kinase) fehérjék.

A MAP kinadzoknak ketis szerepe van a junkciok és a paracellularis pdoifitda
szabélyozdsaban. Egyrészt az occludin downregiydaéltal a permeabilitas ndvekedését
okozhatjak (Chen és mtsai., 2000, Kevil és mt2ai00). Az oxidativ stressz altal okozott
junkciondlis karosodasban agy az ERK-nek, mint &8-p&k is szerepe van (Kevil és
mtsai., 2000, Kevil és mtsai., 2001). Az ERK1/2 Hihérjék vagy alkohol hataséara is
aktivalodik hozzajarulva a vér-agy gat permealstdak novekedéséhez (Pu és mtsai.,
2005, Singh és mtsai., 2007a). Ugyanakkor az ERK-ampvet szerepe van az

endotelialis barrier Ujraépitésében iszkémia utdladhtel és mtsai., 2002).

Az emlitettek mellet még szadmos szignalizacios kdée illetve Utvonal jatszhat
szerepet a paracellularis permeabilitds szabalgbzds ami jelzi a szabalyozas
komplexitasat. Ezeknek pontos szerepe még csakbegsZisztazott, dleg agyi
endotélsejtekben, hiszen a szoros kapcsolatokratkornd adatok tulnyomé tobbsége

epitélsejtekkel veégzett kisérleteken alapul.

2.4. A vér-agy gat patologias korulmények kozott

A vér-agy gatnak a klinikai gyakorlatban két okli®lnagy gyakorlati jeledsége
van. Egyrészt a vér-agy gatikbdésének megértése létfontossagu szamos idegeendsz
megbetegedés patomechanizmusanak tisztazasahatye illkezelési stratégidjanak
kialakitasahoz. Kulonb@z korfolyamatok, mint amilyen az agyi iszkémia, azponti
idegrendszer gyulladasos megbetegedései, neuragtetjgrmegbetegedések a vér-agy gat

sérulésehez, és ezdaltal a kozponti idegrendszer ebsutézisanak felbomlasahoz
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vezethetnek, amelynek sulyos kihatasa lehet a gotkéolyasara. E megbetegedések
jelentbs részében a vér-agy gat nemcsak passziv célponszémnepel, hanem aktiv
résztvevje a kérfolyamatnak,d kulcsszerepet is jatszhat (Banks, 2010).

Masrészt a vér agy-agy gat relativ impermeabilittsla esetben megakadalyozza,
hogy kulonboa farmakonok tergpias koncentraciét érjenek el gkt idegrendszerben.
Ezért a kozponti idegrendszer megbetegedéseindlpidfdra tervezett gydgyszerek
esetében igen fontos kérdés a vér-agy gaton vagldast Az atjuttatasra iranyulo
modszerek — mint amilyen a vér-agy gat tranzienginyiédsa, farmakonok kémiai
modositdsa a permeabilitds fokozasa érdekébenifispecreceptorok felhasznalasa —
széles tarhaza ellenére sem tekiritleekérdés megoldottnak.

A kozponti idegrendszer patologias folyamataihoguld leggyakoribb funkciézavar
a permeabilitas megndvekedése. A sejtek kozottneabilitast az endotélsejtek kozotti
kapcsolatok hatarozzdk meg, de igen fontos szefmp@ permeabilitas szabalyozasiban a
transzcitozisnak, a patolégias korulmények kozotialakuld transzendotelidlis
csatornaknak, az endotélsejtek felszinének negatésenek, illetve a citoszkeletonnak.

A paracellularis barrier funkcié ellatdsa szempaimbj kiemelt jeleriisége van az
interendotelialis junkciéknak, a szoros kapcsolatd illetve az adherens kapcsolatoknak:
az aterespképességet alsorban az interendotelialis kapcsolatokat alkotbéfgk
mikodése hatarozza meg. E fehérjék expresszidja, ndenhdkakizacidja, egymassal valo
interakciéja, szamos megbetegedésben valtozhat, eze€k vizsgalata képezte kisérletes
munkank egyik é targyat.

Bar munkank soran ezt a kérdést nem vizsgaltuk, hagyhato figyelmen kiviul a
transzcitozis fokozodasa sem mint permeabilitaab&lyoz6 tényez Ez szamos human
patolégiai folyamatot modelléz allatkisérletben volt megfigyelliiet mint akut magas
vérnyomas (Nag és mtsai., 1977, Westergaard €3.nit8@7), kémiailag indukalt gércsok
(Hedley-Whyte és mtsai., 1977) experimentalis amitoun encephalomyelitis (Kato és
Nakamura, 1989), agyi trauma (Povlishock és mt48i78). Ezen tulmeien gyulladasos
mediatorok is képesek fokozni a transzcitozist, tnainbradikinin (Raymond és mitsai.,
1986) és hisztamin (Dux és Jo0, 1982). A kisédetitok arra utalnak, hogy a transzcitozis
a legtdbb esetben folyadek fazisu, és kevésbé tacepmdialt. A permeabilitds fokozodas
igen koran megijelenik, akut magas vérnyomas fetlépégan néhany perccel a vezikulak

Szama a tbbbszoroséré, s a transzport iranya luminalis-abluminalis yaantortéenik.
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Fiziologias kortlmények kozott transzendoteliabatornak nem talalhatéak az agyi
Shivers, 1984), hiperglikémia (Shivers és Harri@34) vagy agyi trauma (Lossinsky és
mtsai., 1989) medfigyeltek jelenlétiket. A trandludéris csatornak jeletisége és
részaranya a transzportfolyamatokban vitatott.

2.4.1. A vér-agy gat sérilése hipoxia és oxidatitresssz sorén

Az agyi hipoxia és iszkémia a kozponti idegrendszemi patologias allapotok
kozil a legfontosabb, leggyakoribb és legsulyosailetkezmeényekkel jaré folyamatok
kozé tartoznak, amelyek barmely életkorbaifaetiulhatnak. A kdzponti idegrendszerben
a hipoxiara legérzékenyebb sejtek a neuronok, arorszamos adat utal arra, hogy az
asztrocitdk és az agyi endotélsejtek is részt wdszaz iszkémias karosodas
patogenézisében.

A hipoxia és az azt kduetreoxigenacid egyik legkarositobb kovetkezménye az
oxidativ stressz. Az oxidativ stressz a reaktivgéri €s nitrogén vegyuletek (ROS)
termebdése és eliminalasa kozétti egyensuly felbomlasansgn létre. Bar fizioldgias
koérilmények kozott is term&@linek reaktiv oxigén és nitrogén vegylletek, ezalssjtek a
bennik ntikdds antioxidans mechanizmusok révén (szuperoxid-disamukatalaz,
glutation reduktaz) semlegesiteni tudjak. Patokdi@rilmények kozott azonban, mint
amilyen a hipoxia, termétiésik oly mértékben megnhogy azt a sejtek mar nem képesek
semlegesiteni. A ROS-ok lehetnek szabadgyokolksgpiperoxid gyok vagy hidroxil gyok)
és nem gyok jelldg vegyuletek (pl. hidrogén-peroxid). A reaktiv oxigé&egyiletek
gyakorlatilag barmelyik biomolekulat képesek megidmi, a leggyakoribb célpontok
azonban a lipidek, a DNS illetve a fehérjék (Lehéemtsai., 2011).

A hipoxia (az oxigénellatas zavara) ritkan jeleaikazolaltan, sokkal gyakrabban az
iszkémia (a veérellatas zavara) része, és igy eggithipo-, vagy aglikémiaval és a
metabolikus termékek felszaporodaséaval. Kisérlktégrdetekor szamos adat utalt arra,
hogy a hipoxia/aglikémia karositja az agyi endajédket (Wu és mtsai., 1998, Lagrange
és mtsai.,, 1999, Kolev és mtsai, 2003). Hipoxiasukaoenyek kozott seril a pH
homeosztazis (Sipos és mtsai.,, 2005), fokozodhabaldiv vagy mitogén fehérjek
génjének expresszidja, mint amilyen a ciklooxige(idarth és mtsai., 1994), a nitrogén
monoxid szintetaz (Xu és mtsai., 2000) vagy az taio(Tsang és mtsai., 2001), illetve a
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hipoxia képes szabdalyozni az integrinek (Suzumanési., 1998) és ICAM (Hess és
mtsai., 1994) expressziodjat is, amelyek a sejtadbén szerepet jatszo6 fehérjék.

Az idegrendszeri betegségek patogenézise szempohtjagy jelertiséggel birhat,
hogy hipoxia hatasara fokozodik az agyi erek pebiiggsa, ami hozzajarul az agyi
0déma kialakulasahoz. A permeabilitds nOvekedéskattkrében részben a paracellularis
permeabilitas ndvekedése (Abbruscato és Davis, )198fsrészt a transzcellularis
transzportfolyamatok fokozodasa allhat (Plateel rétsai., 1997). A paracellularis
permeabilitas szabalyozdsaban meghatarozéd szejéfsebinak a szoros kapcsolatok
fehérjéi, igy ezen fehérjék vizsgalata oxidatieséz hatasara a figyelem kézéppontjaba
kerllt. Tobb kisérleti eredmény is utalt arra, haag epitél- és endotélsejtek egyes
junkcionalis fehérjéi érzékenyen reagalnak a higaxillletve oxidativ stresszre (Park és
mtsai., 1999, Mark és Davis, 2002, Brillaut és mt2#®€02, Fischer és mtsai., 2002).

A paracelluléris permeabilitds befolydsolasa meliglyanakkor az oxidativ stressz
genotoxikus hatasokat is kifejthet. igy példaul kikvéna endotélsejtekben kimutattak,
hogy a hipoxia 6nmagéaban is okozhat apoptézist3atyHor szuppresszor gén indukalasa
révéen (Stempien-Otero és mtsai., 1999), az oxidgttiessz pedig a PARP-1 enzim altal
okozott ATP-deplécio, illetve a kaszpaz-3 aktivalé@évén vezet apoptdzishoz (Mathews
és Berk, 2008, Zhao és mtsai., 2003). Az oxidatfessz korai 6regedéshez is vezet
(Unterluggauer és mtsai., 2003). Az oxigén szabdkigy lipid peroxidaciot okoznak,
melynek soran vizoldékony karbonil vegyuletek Kaedehek. Ezek agyi endotélsejtekben
kromoszomalis aberraciot és mikronukleusz kKégst indukélnak (Karlhuber és mtsai.,
1997).

Oxidativ stressz nemcsak a hipoxiat kévetoxigenacio soran léphet fel, hanem
egyéb patoldgias folyamatok és stresszfaktorokshasigis, mint a HIV (Toborek és mtsai.,
2003), az alkohol (Haorah és mtsai., 2005) vagy edamfetamin (Ramirez €s mtsai.,
2009). Hasonldképp a cigarettafiist is szamos oxzidéartalmaz (Yamaguchi és mtsai.,
2007).

2.4.2. A hemorragias sokk hatasai a vér-agy gatra

A sokk a szbéveti perfuzio olymértéksokkenését jelenti, amely a sejtek metabolikus
szilkségleteit nem elégiti ki. Ez egy sulyos, élertzelyeztét allapot, melynek tdbb
formaja ismert, ezek kozil az egyik a sérllésekyvagbészi beavatkozasok kapcsan

felléps kontrollalatlan vérzés altal okozott hemorragidisks
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Amig a hipovolémiat a neuroendokrin vélaszreakcikbkmpenzalni tudjak,
kompenzalt hemorragias sokkrél beszélink. Amikanemechanizmusok kimerilnek, a
sokk dekompenzalt fazisba kerll, amely szervi @gszeti mikédészavarral jar. Ebben a
fazisban a folyamat még visszafordithatd a norm@wa visszaallitasaval. Azonban ha a
folyamat tovabb progredidl, a sokk az irreverzibilizisig juthat, amikor az életfontossagu
szervek nikddése ledll, massziv sejtpusztulas kovetkezilébdamarosan beall a halal.

A hemoragias sokkban fellép vér-agy gat valtozasokrdl kevés adat Aall
rendelkezésre. A hipoperfuzidé soran fetiéppoxia és hipoglikémia azonban mindenképp
befolyasolja a vér-agy gatitkodését. Ugyanakkor szamos tanulmanyban kimutatiéi-
agy gat permeabilitAsanak fokozodasat szeptikukbswk (Ekstrom-Jodal és Larsson,
1982, Patrick és mtsai., 1992, Veszelka és m2a0Q3). A vér-agy gat permeabilitasanak
novekedeése sulyosbithatja a sokk kimenetelét addizpdegrendszer homeosztazisanak

felboritdsa, szérum proteinek agyba valé bejutasmggddéma kialakulasa révén.

2.4.3. A vér-agy gat gyulladdsos folyamatokban

Mivel az agyi endotélsejtek kozvetlen kapcsolathamnak a vérrel, a kdézponti
idegrendszer védelmi rendszerének frontvonaldbamalka és kulcsszerepik van a
kulénbo® stresszfaktorok érzékelésében és a rajuk adaszd@akcidkban. A kilonbéz
patogének altal okozott gyulladasok gyakran taedultobb szervet vagy szervrendszert
erintd tiinetekkel, és gyakran a kdzponti idegrendszérimgett. Az idegrendszeri tinetek
megjelenésének egyik oka lehet a vér-agy gat s&ild korokozok altal kivaltott
szisztémas hatasok létrejottében a Tollsz@ceptoroknak (Toll like receptors, TLR)
fontos szerepe van. A TLR-ek a veleszlletett immndszer fontos felism@&mreceptorai.
A TLR csaladnak jelenleg 13 tagja ismert, egérbendegyik expresszalodik, ezzel
szemben emberben eddig csak tizet azonositottakTLR-ek mintazat felismeér
receptorok, €s rendszerint olyan molekularis matidizat ismernek fel, amelyek jol
konzervalddtak a patogénekben, és jol elkilonitieta gazdaszervezet molekulaitol.
llyen molekulak bakterialis lipopoliszacharidok @&} lipopetidek, kilonbdzvirdlis DNS
€s RNS (0sszefoglald: Akira és Hemmi, 2003) — eagbatogén asszocialt molekularis
mintazatok (PAMP). Ezen tulméen némelyik TLR sérilt szovetelb szarmazo
termékeket is felismer, mintéhokk fehérjék, fibronektin és hialuronan fragmenblm
(Vabulas és mtsai., 2001, Okamura és mtsai., 280heibner és mtsai., 2006), ezek a

szakirodaolmban DAMP (damage associated molecaléenn) néven ismertek. A TLR-ek
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szélesen elterjedtek az immunrendszer sejtjeiszdmos, és egyre tobb kisérleti adat utal
arra, hogy TLR-ek expresszalodnak egyéb sejttiphmokis, mint amilyenek az epitél-
vagy endotélsejtek (Loos és mtsai., 2006, Koff ésam 2008, Pryshchep és mtsai., 2008).
Viszonylag kevés adat all rendelkezésre arra vaozéthn, hogy milyen TLR-ek
expresszaldédnak agyi endotélsejteken, és ezekasday milyen kovetkezményekkel jar.
Néhany kozelmultban megjelent publikaciéo arra engédetkeztetni, hogy a TLR2
(Ziegler és mtsai., 2007), TLR3 (Fischer és mt41Q9) és a TLR4 (Veszelka és mtsai.,
2007, Singh és mtsai., 2007b) funkcionalisan aktiehetnek az agyi endotéliumban, és

részt vehetnek killénbézatologias folyamatokban.

2.4.4. A dohanyzas hatasai a vér-agy gatra

A dohanyzas, tekintettel arra, hogy szamos sulyegh®tegedés kialakulasaban
jatszik fontos szerepet, ve#dielyet foglal el az elhaldlozasok meigiet okai kozott, és
érinti ugy az aktiv, mint a passziv dohanyosokatdghanyfiist szamos vegyi anyagot
tartalmaz, melyek kozlil a legfontosabbak a niko#s a policiklusos aromas
szénhidrogének (PAH). A dohanyzassal ©Osszefiiggédimzhatd neurologiai
megbetegedések gyakorisaga és jellege arra uta)y lo dohanyfistben talalhato
vegyuletek egyik legfontosabb célpontja a kdzpalggrendszer és ennek keringése lehet.
A dohanyzOk koérében igen gyakoriak az agyérkataiatr €s ezen folyamatokban érintett
a vér-agy gat is. Igen keveset tudunk azonban ardatas vér-agy gatra kifejtett hatasarol.

A nikotin endotélsejtekre kifejtett hatasat dmsisrban nem agyi eredet
endotélsejtekben vizsgaltak. Aorta endotélben atimka citoszkeleton reorganizaciojat és
a VEGF expresszidjanak ndvekedését okozta (Cudnatséai., 2000, Conklin és mtsai.,
2002). Agyi endotélsejtekben a plazminogén aktivétdibitor-1 termelés ndvekedését
(Zidovetzki és mtsai., 1999), a Na,K-ATPaz2 izoformajanak mennyiségi csokkenéseét
(Wang és mtsai., 1994) és a ZO-1 expresszidjanakkesését (Abbruscato és mtsai.,
2002, Hawkins és mtsai., 2004) mutattak ki nikbiitasara.

Még kevesebb adat all rendelkezéslinkre a policikl@omas szénhidrogének vér-
agy gatra Kkifejtett hatasarol. Koldokvéna, illetvaorta endotélsejteket vizsgalva
megallapitottak, hogy a cigarettaflist kondenzatuatolgp a sejtmigraciot (Snajdar és
mtsai., 2001), noveli szamos sejtadhéziés molekssitfelszini expresszidjat és a
monocitak transzendotelidlis migraciojat (Shen ésam 1996), valamint gyulladasos

mediatorok termelését (Nordskog €s mtsai., 2005)LAnetilantracén (1-MA), a fenantrén
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(Ph) és a benzopirén policiklusos aromas szénhételg apoptozist indukalnak koronaria
eredti endotélsejtekben a foszfolipaz BPLA,) aktivalasa révén (Tithof és mtsai., 2002).

2.4.5. Az agyi endotélsejtek iikédése hiperozmotikus stressz korilmények
kozott

A vér-agy gat komoly problémat jelent a neurologiai pszichiatriai betegségek
kezelésében, hiszen megakadalyozza a gydégyszerdpide koncentracibban vald
bejuttatasat az agyba. A szoros kapcsolatok hidrainyagokkal szembeni
impermeabilithsa, a metabolikus és enzimatikusidrarilletve az efflux transzporterek
jelenléte miatt a vér-agy gat a lehetséges newapdeitikumok mintegy 98%-at nem engedi
at. Ennek leklzdésére szamos modszerrel kiséreeaygyrészt gydgyszermolekulak
modositasaval, karrierekhez val6 kotésével, illetwer-agy gat terapias megnyitasaval.

Ez utdbbi elérhét hiperozmotikus mannitol beadasaval (Nagy €s mi€a9), amit
sikeresen alkalmaznak néhany intenziv terapidsrweban (6sszefoglalva: Kroll és
Neuwelt, 1998, Rapoport, 2000). A hiperozmotikusksa@ltal okozott vér-agy gét
megnyitas gyors (perceken beldli) és reverzibflidarrier tulajdonsagok visszaalakulasa
1 6ran belll elkezitlik, és 6-8 6ra alatt valik teljessé (Siegal €samt2000).

A hiperozma0zis szdmos kompenzal6o és adaptiv v@akeiot indukal a sejtekben
(6sszefoglalva: Burg és mtsai., 2007). Ide tartazkaktin citoszkeleton reorganizacioja
(Di Ciano és mtsai., 2002), a Rho, Rac és Cdc4iaésa (Di Ciano-Oliveira és mtsai.,
2003, Lewis és mtsai., 2002), a kortaktin (Kapusmtsai., 1999) és a fokalis adhézios
kindz (Lunn és Rozengurt, 2004) foszforilacioja.

Kevésbé ismert azonban, hogy milyen hatasa varzawtikus stressznek az agyi
endotélsejtekre, illetve hogy milyen molekularisam&nizmus révén nyitja meg a vér-agy

gatat a hiperozmotikus mannitol.

2.4.6. A vér-agy gat szerepe rosszindulati dagan&tcagyi metasztazisainak
kialakulasaban

A vér-agy gat fontos szerepet jatszik kulonbdmsszindulatid daganatok agyi
metasztazisainak kialakulasaban is. Mivel a kozpasegrendszer nem rendelkezik
nyirokkeringéssel, az agyi metasztazisok kialakuZsak hematogén aton térténhet, igy az
attétek kialakulasanak feltétele, hogy a metasztatsejtek atjussanak a vér-agy gaton. Az

agy rosszindulatu daganatai kdzott a metasztazgdkna messze meghaladja a primér
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daganatok szamat. Az agyi metasztazisok nagy résmdanéma, endt vagy
tudokarcinbma eredét és a melanéma az a daganat, amelyik a legnagz#zalékban ad
agyi attétet: a korbonctani eredmények azt mutatjalgy a melanomas betegek tébb mint
50%-aban megjelenik az agyi metasztazis. A nagykayati jelentség ellenére a
metasztatikus melanéma sejtek transzendotelidlisgramivjarol kevés adat All
rendelkezésre, és az ismereteink nagy része neimeagyptéllel végzett kisérleteb
szarmazik. Az eddigi kisérleti eredmények arra natigl hogy a transzmigracioban
integrinek (Liang és Dong, 2008), cadherinek (Qin#tsai, 2006), a melanotranszferrin
(Rolland és mtsai., 2009), illetve kilonoprotedzok jatszhatnak fontos szerepet. A
koézelmultban screening kisérletek segitségével ghiab azonositani agyi metasztazis
specifikus géneket, amelyek koz6tt megtalalhatdét vak a-2,6-szialiltranszferaz
ST6GALNACS is (Bos és mtsai, 2009). Egy hasonlG@l#étben 73 gént azonositottak
(Klein és mtsai., 2009), azonban a két kisérlears@zonositott genek kodzott alig volt
atfedeés.
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3. CELKIT UZESEK

A vér-agy gat egy aktiv hatarfellletet képez a kiepidegrendszer és a keringés
kozott, és ezaltal fontos szerepet jatszik a kotpategrendszer homeosztazisanak
szabalyozasaban, valamint kulonbddegrendszeri megbetegedések patogenézisében és
funkcidinak ellatasdban, ezért munkank nagy réseédmen sejtek vizsgélata kerult
elétérbe.

A tobb mint egy évtizedet atotelmunkank soran kisérleteinket néhany nagyobb,
egymassal azonban szorosan dsszéfitggakor koré csoportositva probaltunk valaszt
kapni a vér-agy gat tikodésének sajatossagaira fiziolégias és patoldgiasimények

kozott.

1. A vér-agy gat permeabilitasanak szabalyozasahankciondlis fehérjék kiemelt
szerepet jatszanak, azonban funkciéjuk nem korbalikzkizarolag strukturalis feladatok
ellatasara. A junkcionalis fehérjék vizsgalata scggsorban arra kerestink valaszt, hogy
az endotelidlis novekedeési faktor miként befolymsalz agyi endotélsejtek junkcionalis
fehérjéinek expressziojat, illetve milyen morfol@igés funkciondlis valtozasokat indukal
ezekben a sejtekben. Tovabba kivancsiak volturk igrrhogy az occludin expresszidja
csak az endotélsejtekre korlatozédik-e, vagy aaggr-gat kialakitasaban szintén fontos

szerepet jatsz6 asztrocitak is képesek lehetnekjank&cionalis fehérje kifejezéseére.

2. Céljaink kozott szerepelt az agyi endotélsepekbzajlé szignalizacios
mechanizmusok egyes sajatossagainak feltarastt egylrészt a glutamat receptorok és
transzporterek, illetve szerotonin transzporterresgzidjat kivantuk megvizsgalni. Egy
igen izgalmas kérdésnek bizonyult annak vizsgalabgy a ZO-2 junkcionalis fehérje a
strukturalis szerep mellett képes-e jeltovabbitodalak aktiv részese is lenni. Valaszt
kerestlink arra is, hogy milyen G-fehérjék exprdssiréak agyi endotélsejtekben, illetve a
kis G-fehérjék kozil a Rho kinaz, és ezzel 6ssagdihen a Rho-kinaz valamint a’Ca

milyen szerepet jatszik az endotélsejtekkndésének szabalyozasaban.

3. Fontos célkitzés volt az agyi endotélsejtekiikddésének feltarasa patologias

korilmények kozott. A hipoxia/reoxigenacio illetvaz oxidativ stressz hatasainak
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vizsgalata soran a paracellularis permeabilitas ekédés mechanizmusainak és a
genotoxikus hatasoknak a feltardsa volt a cél. Bbivaizsgalataink soran arra kerestiink
valaszt, hogy a hipovolémias sokk, a dohanyflisteegysszetd, a TLR2/6 receptor
agonistak, illetve a hiperozmozis hogyan befoly@gola junkcionalis komplexum
miikodését, és az indukalt valtozdsokat milyen jelbdwi®d Utvonalak kozvetitik. Mivel a
kozponti idegrendszer nem rendelkezik nyirokkergsgd a vér-agy gatnak fontos szerepe
van rosszindulatu daganatok agyi metasztazisairadidkilasaban is. Az egyik legnagyobb
szazalékban agyi metasztazist képdaganat a melanéma, igy céljaink kozott szerepelt
melandma sejtek vér-agy gaton téttéranszmigraciéjanak molekularis sZintizsgalata

is.
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4. MODSZEREK

4.1. Vegyszerek

Minden reagens, ha masként nincs jelolve, a Signdrioh Kft. terméke. A
kisérletek soran a kovetkeregylleteket alkalmaztuk: PDS (plasma derivedragirirst
Link), FCS (fetal calf serum, magzati borjusavéMBM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium and Ham's F-12 Nutrient Mixture), MEM (Minimn Essential Medium), RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium), ll-esu$gl kollagenaz, Percoll, puromicin,
EBM-2 (endothelial basal medium-2), EGM-2 (endatlral growth medium-2) Bullet Kit
(Cambrex), bFGF, hidrokortizon, CPT-cAMP (8-(4-kfénil-tio)-cAMP), RO-201724
(Roche), kollagenaz/diszpaz (Roche), leupeptin (BhcE64 (Roche), pepstatin (Roche),
Pefabloc (Roche), PP-1 (Tocris), Y27632 (Tocrisi@B01 (Calbiochem), MG-132
(Calbiochem), zVAD (Calbiochem), U0126 (Cell Signgl Technology), pirrolidin
ditiokarbamat (PDTC), 2,3-dimetil-1,4-naftokinonNIDIQ), natrium-vanadat, zymosan A,
citalopram (Lundbeck), 5-HT (17,9 Ci/mmol, Amershamrotein A és G szefar6z (GE
Healthcare), glutaméat, MK-801, ECGF (endotelialidvekedési faktor) (Collaborative
Research), TGB1 (R&D), TNFo és IL-18.

A kovetked ellenanyagokat hasznéltuk:

1. Junkciondlis fehérjék elleni antitestek: occiydelaudin-1 és -5, ZO-1, ZO-2
(Zymed),a-, B-, y-catenin, pan-cadherin (Sigma), VE-cadherin (S&mte), -catenin, N-
cadherin (Transduction Laboratories).

2. Jelatviteli és egyéb fehérjék elleni antiteste&i, Gol,21, Gil,2x (Du Pont-NEN)
Gglln, GiZa, Gi3a (Prof. G. Schultz és Dr. K. Spicher ajdndéka), ER¥&zfo-ERK,
foszfo-p38, Akt, foszfo-Akt (Cell Signaling), p58€ckton Dickinson), M2-PK (ScheBo),
Axl (Santa Cruz), foszfotirozin (PY20 klon) (Sigmaransduction Laboratories), HRP-
konjugalt-anti-foszfotirozin (Hypromatrix).

3. Egyéb fehérjek elleni ellenanyagoki- és B-aktin (Sigma), fibronektin
(Chemicon), c-myc (Santa Cruz), HA, GFP (Clontecpjtubulin (Sigma), SAF-B
(Abcam), a3 integrin (Chemicon), ubiquitin (Santa Cruz), hSBF(Dr. Frank O.
Fackelmayer, Hamburgi Egyetem, Németorszag).

4. Szekundér ellenanyagok: torma peroxidazzal (HRBYsolt anti-nydl és anti-egér
lgG (Thermo Scientific), Cy3- (karbocianin-3) kapltsanti-nyul, -egér és -kecske IgG, és

Cy2-kapcsolt anti-egér 1gG (Jackson).
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4.2. In vitro modellek

Sejttenyésztés

Agyi endotélsejt tenyészetek:

Kisérleteinkhez primér patkany agyi mikrovaszkdandotél tenyészeteket, illetve
human, egér, patkany és sertés agyi endotélsegiakat hasznaltunk.

A primér endotél tenyészetek kéthetes patkany dmlakésziltek. Az agyhartya
eltavolithsa utan a szirkeallomanyt ket lépésbenésetettik kollagenaz és
kollagenaz/diszpaz enzimekkel. A mikroereket IVtgsisu kollagénnel és fibronektinnel
bevont felszinekre szélesztettik. A kontaminaldeke} szelekciés médium segitségével
tavolitottuk el, amely Thyl.1 ellenanyagot és rkamplementet, vagy 4 ug/ml puromicint
tartalmazott. A sejteket DMEM/F12 médiumban tengésik 20% PDS jelenlétében,
amelyhez bazikus fibroblaszt novekedési faktomdaml) és heparint (100g/ml) adtunk.

A tenyészetek 5-7 nap alatt érték el a konfluenciéat

A klbénozott egér és sertés agyi endotélsejt vomdlalontsch és Bauer (1989)
modszere alapjan készitettik limitalt passzalagsalejteket 10% borjusavot és heparint
(100 pg/ml) tartalmazé DMEM médiumban tenyeésztettik, EQ@mg/ml) jelenlétében,
vagy hianyaban.

Az RBE4 és GP8 immortalizalt patkany agyi endofélgenalakat az é@llitoktol
szereztiuk be, és a megadott protokoll szerint waigéilk (Roux és mtsai., 1994,
Greenwood és mtsai., 1996). A hCMEC/D3 immortalibéiman agyi endotélsejt vonalat

az eredeti leiras alapjan tenyésztettik (Wekslentéai., 2005).

Eqgyéb tenyészetek:

A permeabilitasi vizsgalatokhoz az agyi endotésejt asztrocitdkkal tenyészettik
egyutt, amelyeket Ujszulott egétp illetve patkanybdl izoldltunk. Az agyhartyak
eltavolithsa utan a cortexeket 10% FCS-t tartaima2®MEM tapfolyadékban
mechanikailag szétvalasztottuk. A sejteket polidinhel bevont 12  Iyukud
tenyészéedényekbe (Costar) helyeztilk, és a konfluencig&sdéutan hasznaltuk féket.
Az endotélsejtekkel valdé egyltt tenyésztést oly amddvaldsitottuk meg, hogy az
asztrocitdk a tenyésmdeény aljan, az endotélsejtek pedig a tengésEnybe helyezett
filteren nsttek.

A szoros kapcsolatok fehérjéinek vizsgalata sorgye® kisérleteinkhez epitélsejt
vonalakat hasznaltunk. Az MDCK kutya veseepitéLEE-PK1 sertés veseepitél sejteket
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DMEM vagy DMEM/F12 médiumban tenyészettik 10% F@rjlétében, a HEK293
sejtek tenyésztéséhez 10% lészérumot tartalmazé MENasznaltunk. Az NIH 3T3, az
egér asztrocitoma (DBT) és COS-1 sejteket 10% FQ8rtalmazé DMEM-ben
tenyésztettik.

A neuronokat Bauer és Tontsch (1990) mddszere &lajplaltuk 14 napos egér
embrié agyabdl. A tenyészeteket neurofilamenturtégsel jellemeztik.

Az A2058 human melandma sejteket 5% FCS-t tartabimsEM médiumban
tenyésztettik, amit Glutamax-szal egészitettinkAkB16/F10 egér melanéma sejtvonal

tenyésztéséhez RPMI tapfolyadékot hasznéltunk.

Transzfektalt epitél- és endotélsejtek:

A kovetked ZO-2, illetve fSAF-B szekvencidkat tartalmazo phedokkal
transzfektalt sejteket hasznaltuk: pEGFP-ZO-2 (ZI4llaminosavak, GenBank kobd:
AAC37332, pEGFP-ZO-2nuc (1-1174 repetitiv [n=3] SV40 nudkle lokalizacios
szignalhoz fuzionalva [=3xNLS]), pEGFP-fSAF-B. Ajte&et 70-80% konfluenciaig

novesztettilk, és a transzfekciét szuszpenzidbaeziigky EffectenB’ (Qiagen), illetve

Lipofectamin2006™ (Invitrogen) transzfekciés reagenssel a gyartéal aihegadott
protokoll szerint. A stabil transzfekciohoz a pEGES-HA-Phoenix HEK293-T
retroviralis rendszert hasznaltuk. Szelekcios @tikumként Zeocin-t hasznaltunk.

Tenyészetek kezelése
Ca’* deplécios kisérletek (“Ca-switch”). Az MDCK-ZO-2nuc és MDCK sejteket
konfluenciaig tenyésztettilk. A sejteket megmost&k* @s Md*" mentes PBS-sel, és a

tapfolyadékot C& mentes DMEM-re cseréltilk. Ebben tartottuk a sejtekéra és 12 6ra
kozotti idstartamon keresztul, amit immunfluoreszcens vizsghl&kodvettek. Az agyi
endotélsejtek esetén hasonld6 modon jartunk el akinginbséggel, hogy a sejteket 150
percig tartottuk C& mentes tapfolyadékban, ami utdn 4 éran at ismét-@ealmu
DMEM/F12-ben tenyésztettiket. Ahol ezt kulon jeldltik, ott a tapfolyadéktEmazott
Rho-kinéz inhibitort (Y27632, 10M) vagy 50uM proteaszéma inhibitort (MG-132).

Glutamat. Primér patkany agyi endotélsejteket 30 percig keak glutamattal (2
mM) majd a foszforilaciot 0, 10 és 60 perccel aatuat hatas megséate utan vizsgaltuk.
Az MK-801-et 100 pM-os koncentracidban alkalmaztuk.

Hipoxia/reoxigenacioA hipoxia létrehozasahoz a sejteket egy Iégmentiesérhato
kamraban (Billups-Rothenburg) tartottuk 16 oraneketil 37°C-on, 5% Cf£ot és 95%
No-t tartalmazé atmoszféraban. Az ezt kévetoxigenacio 5% C£ 70% N és 25% Q@
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jelenlétében, 4 oran keresztil tortént. A kezelésgkilkoz jelenlétében és hidnyaban is
elvégeztik.

Oxidativ_stresszAz oxidativ stressz kémiai uton torterkivaltasahoz 5-10 uM

DMNQ-t hasznaltunk glikéz jelenlétében illetve hiaban.

Zymosan kezelédA kisérletek soran a konfluens agyi endotélsejtydszeteket

szérummentes tapfolyadékban kezeltiik 10, 50 va@yudml zymosan A-val. A zymosan
kezeléseket a TLR2/6 aktivacio és oxidativ strexpAittes hatasanak vizsgalatara 5 pM
DMNQ jelenlétében is elvégeztiuk. Egyes esetekbBpOgqug/ml zymosannal egyitt 10 uM
U0126-ot, 100uM PDTC-t vagy 5 tM DMNQ-t adtunk a t4pfolyadékheazyegyiletek
egylttes hatdsainak vizsgalatdra. A TLR expresszsgalatok esetében a sejteket 10
ng/ml TNFwa-val vagy 10 ng/ml IL-g-val is megkezelttk.

Nikotin, PAH.A nikotint 100 nM-100 uM, a fenantrént és a meatitacént 30 uM
végkoncentraciéban adtuk az endotélsejtek tapfékalooz. Végil a 10 pM-os nikotin

kezelést 10 uM DMNQ-val is kiegészitettiik, a vegyek egylttes hatasaink tesztelésére.

Mannitol. A hiperozmotikus stressz kivaltasahoz 10-20%-osnital (0,55-1,1 M)
kezelést hasznaltunk 10, 30, illetve 60 percig. Anmitol kezeléssel parhuzamosan a
kulénbd® inhibitorokat is alkalmaztunk, a genisztein keselé o6ras dlinkubacioval
alkalmaztuk.

A transzendotelialis és transzepitelialis elektrosnellenallas (TEER) mérése

A sejteket 0,4 um porusmeietiltereken tenyésztettik a konfluencia eléréséig.
TEER méréséhez kamra-, illetve botelektrodot hdammia és egy EVOM voltohmmétert
(World Precision Instruments). A sejteket nem tartez6 filter ellenallaséat levontuk a mért
értéktbl, igy kaptuk meg az endotélréteg sajat ellendldsésibbi kisérleteink soran a
TEER mérésére a cellZscope (Nanoanalytics) beréstidzasznaltuk, ami alkalmas a
TEER folyamatos és tobb mintan téderparhuzamos mérésére anelkil, hogy a

tenyészeteket ki kelljen venni a termosztatbol.

A vér-agy gat permeabilitAsanak mérése in vitro

Az in vitro vér agy-gat modell permeabilithsanak résére a 376 Da
molekulatémeg natrium fluoreszceint, és a 67 kDa molekulatéinBgans kékkel jelolt
albumint (Evans blue labeled albumin, EBA) alkalto&z A sejteket 0,4 um porusméret
filtereken tenyésztettik a konfluencia eléréséigztracitdkkal k6zos tenyészetben. A
sejteket Ringer-HEPES oldattal mostuk (150 mM N&2, mM KCI, 2,2 mM CaGJ 0,2
mM MgCl,, 6 mM NaHCQ, 5 mM HEPES, 2,8 mM D-glukoz, pH=7,4). A filterakso
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(ablumindlis) részéhez Ringer-HEPES-t adtunk. Aséfelumindlis oldalhoz 10 pg/mi
natrium fluoreszceint, 170 pg/ml Evans kéket ésntml marha szérum albumint (BSA)
tartalmazo Ringer-HEPES oldatot adtunk. A sejtekethén razva, 37°C-on egy oOran at
inkubaltuk, majd az abluminalis térrégtimintat vettiink. A natrium fluoreszcein és az
EBA koncentracidjat fluoreszcens leolvaséval mér{.UOstar Optima microplate
reader, BMG Labtechnologies), 485/520 nm-es exds&emisszios hulldamhosszon a

natrium fluoreszcein és 584/680 nm-en az Evansakatkmin esetében.

A fagokinetikus nyomvonal esszé

A Kkisérleteket Albrecht-Buhler (1977) moédszere mapvégeztik. A sejteket
arannyal bevont targylemezeken novesztettik 48 @é@rdmg/ml TGH3 jelenlétében, majd
3,5% formaldehiddel fixaltuk 30 percig, majd Gebla{Monsanto, USA) segitségével
bedgyaztuk. A nyomvonalakat sétét latoteres mikdgpal vizsgaltuk és HIPAD digitizer
segitségével meértik. A statisztikai analizist haftggetlen kisérlettl 50-50 nyomvonal

alapjan készitettuk.

Sértési esszé

Sato és Rifkin (1989) mddszere alapjan, a kollagéhavont csészékben ndvesztett
szubkonfluens sejttenyészetet egy pengével megsértenajd haromszor megmostuk és
két napig inkubaltuk a megfetelmédiumban. A sértés vonalatol a denudalt tertletre

vandorolt sejteket mikroszkdp alatt szamoltuk.

Sejtviabilitas meghatarozasa

A sejtek viabilitasat a tapfolyadékba felszabathktat-dehidrogenaz (LDH) alapjan
hataroztuk meg, kereskedelemben kaphato citotésiciteszt (Roche) segitségével. A
tovabbi kisérletekhez csak azon tenyészeteket Atiskrfel, amelyekben nem névekedett
az LDH aktivitas oxidativ stressz hatasara.

[3H]5-HT felvétel

A konfluens tenyészeteket Krebs-Ringer oldatbaike?4°C-on, amely radioaktivan
jelolt szerotonint (17,9 Ci/mmol) tartalmazott. Aakubacidos periédus utdn a sejteket
Ovatosan megmostuk és Lowry reagensben szolulilkzal 30 percig. A
fehérjekoncentraciot Lowry modszerével hataroztubgmAz uptake meghatarozasahoz
350 pl sejtlizatumhoz 4 ml szcintillacios koktéll{ima Gold, Packard) adtunk. A
nemspecifikus kddés és uptake meghatarozasahoz a tenyészeteken4fRdabaltuk.
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Melandma adhézios kisérletek

Az agyi endotél sejteket (primér patkany: RBEGCetie human hCMEC/D3) 24-
Ilyuki tenyészi edényekben konfluencidig novesztettik. A melandrsejteket
fluoreszcensen megjel6ltik Oregon Green® 488-kaldmxdiacetat-szukcinimidil-észter
(réviden: OG, Invitrogen) segitségével, és Bet@lanéma sejtet helyeztiink lyukanként az
endotélsejtekre. Az Usz0 sejtek lemosasa utan aamiixaltuk etanol/ecetsav 95/5
keverékével 5 percig -20°C-on. Az endotélsejtekh@apadt melandma sejteket

lefényképeztik és az Image-Pro Plus szoftver sagitel megszamoltuk.

Melandma transzmigrécios kisérleti rendszer

A primér patkany agyi endotélsejteket ovatosamipszineztik, és fibronektinnel és
kollagénnel bevont 8m pérusmeéréi filterekre (1,13 crfy Millipore) passzaltuk. Amikor a
tenyészet konfluenssé valt, a telskompartimentumba 550 nM hidrokortizont, 25M
CPT-cAMP-t és 17,nM RO-201724-t, az als6 kompartimentumba asztrdaitadicionalt
médiumot adtunk a magas transzendotelidlis rezisietelérése érdekében.

A melanéma sejteket OG-vel megjeloltik, és szérumezemédiumban f0sejtet
helyeztink az endotél rétegre a felskompartimentumba. Az als6 kompartimentumba
ekkor 100pug/ml 1-es tipusu kollagént tartalmaz6é szérummentésliumot tettiink. A
Pefablo€-ot 200uM-os koncentraciéban hasznaltuk mindkét kompartiomaban. 5 6ra
utan a tenyészeteket fixaltuk, majd a étempartimentumban Iévsejteket letoroltik. Az
endotél rétegen és a filter porusain atjutott maiaa sejtek a filter also felszinénidfgk

0ssze, igy szamolhatova véltak fluoreszcens mikdygzal.

4.3. Molekularis biolégiai médszerek

Polimeraz lancreakcio (PCR, polymerase chain reaci

Az RNS izolalds Chomczynski és Sacchi (1987) madsealapulé metodikakkal
tortént. Az RNS cDNS-sé vald atirasat a kereskeasd® kaphatd kitek segitségével
végeztik. A polimerdz lancreakcidohoz specifikusmgtieket hasznaltunk, amelyeket az
NCBI adatbazisban taldlhaté szekvencidk alapjaletvé irodalmi adatok alapjan

terveztik. Ezek a kovetkék voltak:

NR1 ACGGAATGATGGGCGAGC
GGCATCCTTGTGTCGCTTGTAG
NR2A-C GGG(G/C)TTCTG(T/C)AT(T/C)GACATCC
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GACAGC(A/G)AAGAAGGCCCACAC

GluR1-4 CCTTTGGCCTATGAGATCTGGATGTG
TCGTACCACCATTTGTTTTTCA

mGIuR GCCCTN(G/C/T)TNACNAA(A/G)ACNAA
AT(AIG)CANGTNGT(A/G)TACATNGT(A/G)AA

(N = AIT/GIC)

GAP43 CACCATGCTGTGCTGTATGA
ATCATCCTTCTCCTTGGCCT

GFAP CACAGGACCTCGGCACCCTG
GGAGCAGCTCTGCGTTGCGG

GLT1 GACAGCCACCTCAGCTCCGA
ACTCCACCATCAGCTTGGCC

GLAST CTACTCACCGTCAGCGCTGT
AGCACAAATCTGGTGATGCG

Occludin: GGGGCTCGGCAGGTTCGCTTAT

GCCTGGGCCGTCGGGTTCACT
5-HT transzporter: CATCTGGAAAGGCGTCAA

AGAGACGAAGCTTGTCATG
illetve: CATCTGGAAAGGCGTCAAAAC

ACGATGAGCACGAACCATTC

Val6s ideji polimeraz lancreakcid

A valos ideji polimeraz lancreakciohoz az RNS-t kezeletlenviliekezelt sejtekdd
TRIzol reagens segitségével izolaltuk (Invitrogetiyetve a gyartdé hasznalati utasitasait.
Abban az esetben, ha a primerek azonos exonbdinaztak, az esetlegesen jelertlev
genomialis DNS szennyédéslél szarmazo amplifikacidés termékek elkertilése érbeké
az RNS-t DN&z kezelésnek vetettik ala. Az RNSsdicDNS-sé reverz transzkripcios kit
segitségével tortént (iScript cDNA Synthesis Kiip{Bad Laboratories). Az amplifikaciét
egy Bio-Rad iQ5 keészulékkel végeztik a Bio-Rad iYBR Green Supermix
felhasznalasaval az alabbi kérilmények kozott:iklug, 95°C 15 s, 56°C 30 s, 72°C 30 s.
Kontrollként glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogeraz (GAPDH) hasznéltunk. A
kiszobciklus meghatarozdsa és a kvantifikaci6 azihék szoftverével tortént. A
génexpresszio valtozasait a kiszobciklus meghataéwal AACt mbddszer) értékeltik ki.

Kisérleteinkhez a kdvetkézprimerparokat hasznaltuk:
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GAS6 TGCTGTCATGAAAATCGCGG
AxI CTCAGATACTCCATGCCACT
GAPDH GTGAAGGTCGGTGTCAACG
Human TLR:

TLR1 GCCTTGTCTATACACCAAGT
TLR2 TCTCCCATTTCCGTCTTTTT
TLR3 TAAACTGAACCATGCACTCT
TLR4 CCGCTTCCTGGTCTTATCAT
TLR5 ACGGACTTGACAACCTCCAA
TLR6 CCCAAGGAGAAAAGCAAAC
TLR7 CAGAGCTGAGATATTTGGACT
TLRS CGGCAGAGTTATGCAAATAGT
TLR9 GGCAAAGTGGGCGAGATGAG
TLR10 CTCCCAACTTTGTCCAGAAT
Patkany TLR:

TLR1 TACCCTGAACAACGTGGACA
TLR2 GGAGACTCTGGAAGCAGGTG
TLR3 AGCCTTCAACGACTGATGCT
TLR4 CCAGAGCCGTTGGTGTATCT
TLRS GCCAGACCAGATTGAAGTC
TLR6 GTCTCCCCACTTCATCCAGA
TLR7 AGCTCTGTTCTCCTCCACCA
TLR8 TAGTGGAAATCGCCTTGACC
TLR9 TCAACAAGAACACGCTCAGG
TLR10 GATTGTCACCATTGTGCTGG

Géncsendesités
A stealtH™ siRNA duplex oligoribonukleotidokat az Invitrog@&LOCK-iT™ RNAI

designer program segitségével terveztik. Az Axl g@Eendesitésére a kovetkez

szekvenciakat

hasznaltuk:

CATGTAGTCCAGGCTGTAGA
CTCAGATACTCCATGCCACT
GTGAAGACGCCAGTAGACTC

CCAATTGTTGCAGAGACTTC
GGTCTTGGTGTTCATTATCTTC
TATGACGAAAGGCACCTATC
TCTGCTGCAACTCATTTCAT
AGTGGATGAGGTTCGCTGTA
TTCACCATCATCCAAGTAAAT
TTGGTAAGTATCTGTTATCACCT
GTAAGAGCACTAGCATTATCA
AGTGGTGGTTGTCCCTGGTC
TGGTGGGAATGCAATAGAAT

ATCGACAAAGCCCTCAGAGA
CGCCTAAGAGCAGGATCAAC
GGAAATTAACGGGACCACCT
TCAAGGCTTTTCCATCCAAC
TGTGAATCTCGTTGGCAGAG
CCCACGTTTACCCTTCTCAA
CATGGGTGTTTGTGCTATCG
AAGCCAGCAGGTAGGTGAGA
GAGAGCTGGGGTGAGACTTG
AGACAGAATCATGTGCAGCG

5-CAGGAACUGCAUGCUGAAUGASL3" és 5-

UUCUCAUUCAGCAUGCAGUUCCUGG-3'. Az 50%-0s konfluenpgidsejteket 10 nM
RNS-sel transzfektaltunk Lipofectamiffe RNAIMAX (Invitrogen) reagenssel 6 6ran

keresztll, két egymast kovehapon. A hiperozmotikus kezelés a masodik traksiie
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utan kovetkezett, amikor a tenyészet konfluensse Maszepraz gén csendesitéséhez a
kovetke®d szekvencidkat hasznaltuk: 5-AAGAAGUGUGUUACUUGCCBUAA-3', és
5-UUAGAUGGCAAGUAACACACUUCUU -3'. Kontrollként a kéetkeds kevert
(scrambled) oligonukleotidokat hasznaltuk: 5-GACSGBAGAGAGUUCCGACAUA
CA-3’, és 5-UGUAUGUCGGAACUCUCUCUACGUC-3. Az 50%so konfluenciaju
A2058 sejteket 10 nM RNS-sel transzfektaltunk Lgméaminé" RNAIMAX (Invitrogen)
reagenssel 8 oran keresztil, két egymast kowapon. A sejteket a masodik transzfekcid

utan egy nappal hasznaltuk fel.

Northern-blot

Az RNS izolalds Chomczynski és Sacchi (1987) mdadset tortént. 10 pg RNS-t
formaldehiddel denaturaltunk, 1%-os agardz gélevala$ztottunk, majd zetaprobe
membranra transzferaltunk. A prehibridizaciét kdeet a filtereket3?P-jeldlt cDNS
probakkal hibridizaltuk, amelyek aktin-, illetve bfonektin-specifikusak voltak. A
filtereket Kodak XAR filmekre exponaltuk -70 °C-on.

4.4. Fehérje vizsgalati médszerek

Western-blot

A mintakat Triton X-100, illetve RIPA lizispufferbehomogenizaltuk, melyeknek
Osszetétele a kovetkexolt: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, detergensek (1%tdmi X-100,
illetve 1% deoxikolat és 0,1% SDS - sodium dodeswyfate) és proteaz inhibitorok. A
mintakat egy oran at jégen inkubaltuk, majd lecugaltuk (10000 x g, 4 °C, 10 perc).
Egyes esetekben vizoldékony, Triton X-100-szolsbiks -inszolubilis frakciokat
kulonitettiink el. A vizoldékony fehérjéket deterganentes pufferben homogenizaltuk.

A fehérje koncentraciot Bradford, illetve BCA (Rie) modszerrel hataroztuk meg.
Azonos mennyisdgfehérjét tartalmazé mintakat SDS-poliakrilamid ejéktroforézissel
(SDS-PAGE) valasztottunk el, a G-fehérjék esetebanobb feloldoképesség erdekében —
urea jelenlétében. A fehérjéket ezutan PVDF, idetvitrocellul6z (G-fehérjék, VE-
cadherin, Axl esetében) membranra blottoltunk. Akkblas utdn a membranokat az
elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk, majd TBS-T-vel mks Ezutan HRP-konjugalt
masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk, mostuk, és ilkermeszcens detektaldo kit

segitségével hivtuk &l
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Immunprecipitalas

Az immunprecipitadlashoz a sejteket lizis pufferd@mogenizaltuk (20 mM Tris-
HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,5% Triton X-100, 0,5% MR 2 mM CaCJ, 5 mM NaF, 1
mM natrium ortovanadat, 1mM Pefabloc), majd a hoemégumot lecentrifugaltuk (10000
X g, 4°C, 10 perc), és a feluliszét hasznéltuk bvaA fehérje koncentracio
meghatarozasa utan a fehérjemintakatinklbaltuk protein A- vagy G-szefarozzal
(preclearing), majd folyamatos keverés mellett atékat 1-5ug ellenanyaggal inkubaltuk
4 6ran at 4C-on, amit protein A- (poliklonalis ellenanyagoket&ben: occludin, ZO-1,
Z0-2, claudin-1), illetve protein G-szefar6zzal (mdlonalis ellenanyagok esetép:
catenin, foszfotirozin, c-myc, illetve Axl) torténnkubacio kovetett. A szefar6z gydéngyok
négyszeri jéghideg TBS-T-vel val6 mosésa utdn amunkomplexeket egyszeres SDS
mintapufferben 95°C-on 3 percen at denaturaltukigyzebkészitett mintakkal Western-
blot analizist végeztiink.

In_vivo ubiquitinacié. HA-val jelzett ubiquitint expresszaldé HEK 293 st

homogenizaltunk, és ebbanti-occludin ellenanyaggal precipitaltunk. A \t&rs-blottot

anti-HA ellenanyaggal végeztik.

SAF-B Z0O-2 kotés (Far-Western)

MDCK sejthomogenatumbdl immunprecipitaltuk a ZOtl-a ZO-2-t és az
occludint. Az immunprecipitatumot SDS elektrofogsegitségével elvalasztottuk, PVDF
membranra blottoltuk, majd a membranokat blokkolaédn **S-el jelslt SAF-B-vel
inkubaltuk. A kotést rontgenfilm segitségével viméltuk. A *°S-el jelolt SAF-B-t

retikulocita lizatum rendszerrel (TN, Promega) allitottuk &

Ellenanyag-matrix

A mannitol &ltal aktivalt (foszforildlt) fehérjéketektdlasara az ellenyag-matrixot
(Hypromatrix) a gyarté altal megadott protokoll sae hasznaltuk. Roviden: a 60
ellenanyagot tartalmazé matrixot a sejtlizatumméubaltuk, majd mostuk, ezutan HRP-
konjugalt-anti-foszfotirozin (Hypromatrix) ellenaaggal inkubdltuk, mostuk, végil ECL
Plus (Amersham) segitségével hivtuk el

Proteomikai analizis

A sejteket jéghideg lizispufferben homogenizaltako(NP40, 2% CHAPS, 20 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA (etiléndiamintetraacetat), GyiM vanadéat, 1 mM Pefabloc, 1 mM
NaF, 2% amfolit), a fehérjekoncentraciét a BCA nxmigel mértik meg (Pierce). A
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mintakat kortlbelll 1 mg/ml koncentraciora higitttrehidratécios puffer segitségével (7
M urea, 1% DTT, 2% CHAPS, 20 mM Tris-HCI). 17 cmiieéris pH gradienis(pH=5-

8) IPG csikokat (ReadyStrip, BioRad Laboratories)Iri6 6ran at rehidrataltunk 300 pl
fehérje minta jelenlétében Protean IEF Cell-bemRid) a kovetkezlépeseket hasznalva:

1) 250 V, 15 perc, 2) 10000 V, 3 h, 3) 50000 V/h.

A csikokat 20 percig ekvilibréltuk I-es és ll-esffedben (I-es puffer: 6 M urea, 2%
SDS, 0,375 M Tris-HCI, 20% glicerin, 2% DTT, Il-gmiffer: 2.5% j6édacetamid). Az
izoelektromos szétvalasztast kdvetlektroforetikus szétvalasztast 12%-os SDS gélen
végeztik egy éjszakan at Protean Il xi 2-D CellofBad) készulékkel, majd a géleket
ezlstfestéssel festettik meg egy MALDI tomegspskidpiaval kompatibilis eljarast
kovetve. A géleket PDQuest 7.3 (BioRad) szoftveelmeztik, majd a kivalasztott
fehérje pottyoket kivagtuk. A fehérjék azonositast MTA SZBK proteomikai

laboratériumaban végezték.

Kétdimenziondlis elektroforézis Western-blottal kbimélva

A sejteket Tris-szorbitol pufferrel mostuk (10 mMis, 25 mM szorbitol, pH=7),
majd rehidral6 pufferbe (7 M urea, 2 M thiourea, EHWAPS, 1% DTT, 0,2 mM vanadat,
1 mM Pefabloc, 1 mM NaF, 0,2% amfolit, bromfenolk&kpartuk és 1 éran at szolbah
inkubaltuk, majd lecentrifugéltuk (16000 x g, 20 nmil7°C). A kétdimenzionalis
elektroforézishez Protean IEF Cell-t és immobitipdll gradiens sztripeket hasznaltunk (7
cm, pH=4-7, BioRad), illetve Mini-Protean 3-at. A édtern-blot analizis a masodik
dimenzioju gélen tortént.

Zimografia

A szérummentes médiumban tenyészetett sejtek $&idjat lecentrifugaltuk, és
merkaptoetanol mentes mintapufferben készitettik &l mintdkban leg fehérjéket 10
mg/ml zselatint tartalmazé poliakrilamid gélen \&m@ttuk el, nem denaturalod
korilmények kozott. A gélekibaz SDS-t 2,5% Triton X-100 tartalmu pufferrel rmdski.
Ezutdn a géleket bivalens kationokat tartalmazdepoén inkubaltuk 24-48 éraig, majd
Coomassie Blue festékkel festettik és 10% metarsol1@% ecetsav segitségével
tavolitottuk el a nem kédott festéket. igy fehér savok forméajaban valtathdéova a
zselatinaz aktivitasu protedzok.

A melanoma sejtek altal indukdlt proteolitikus skés méréséhez a hCMEC/D3
sejteket 12-lyuk(i  edényekben tenyésztettilk, majd0°2¢A2058 melanéma sejtet

helyeztink rajuk szérummentes tapfolyadékban. 5 daté&n a tapfolyadékot
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lecentrifugaltuk, és merkaptoetanol-mentes mintiplén készitettik &l A sejteket
megmostuk, majd 1,5% Triton X-114-tartalmu pufferbezéltuk. Centrifugalas utdn a
fellliszokat 5 percre 37°C-ra helyeztik, majd shébeérsékleten 2 percig centrifugaltuk.
A fels6 vizes fazist eldobtuk, és a membran frakciot metd@tanol-mentes
mintapufferben oldottuk fel. A mintak elektrofolais szétvalasztasa és a proteolitikus
savok vizualizasasa azebekben leirtak szerint tortént.

A glutamat indukalta foszforilacio vizsgalata

A tenyészetekll készitett fehérje extraktumokat pl esszé médiumban (25 mM
Tris-MES puffer, 2uCi [y-32P]JATP és 2 mM EGTA vagy 100 mM €aés 2 mM
calmodulin) inkubaltuk 2 percig. A reakciot SDS majpuffer hozzaadasaval allitottuk le,
majd a fehérjéket 10% SDS gélelektroforézis segiedl valasztottuk szét. Az
autoradiografidhoz a géleket megszaritottuk a eddiaitas detektalasahoz rontgen filmet
hasznaltunk (expoziciésdd3 nap). Az autoradiogramokat denzitometraltuktadisztikai
analizishez Kruskal-Wallis ANOVA-t és Student-NewmaKeuls mddszert hasznaltunk.

A p<0,05 értéket tekintettik szignifikansnak.

Nuklearis extraktumok készitése

A nuklearis extraktumok készitéséhez a sejteket-BdB@ettilk fel. A sejtes Uledéket
10 mM Tris-HCl-ot (pH=7,2) és 70 mM NaCl-ot tartam®d pufferben reszuszpendaltuk,
majd 5 perc jégen tortérinkubalas utan 4°C-on 500 x g-vel lecentrifugaltak tledéket
10 mM Tris-HCI-t (pH=7,2) és 0,1 mM PMSF-et tartalmd oldatban Uveg/teflon
homogenizaléval homogenizaltuk, majd lecentrifugdl{700 x g, 5 perc, 4°C). Az igy
kapott sejtmagokat 0,88 M szukr6z/1,5% citromsavwtabat pufferben Ujra
homogenizaltuk, majd a homogenatumhoz évatosandadtank egy 2,5 M szukrézt és
1,5% citromsavat tartalmazo oldatot és lecentrituga(1000 x g, 10 perc, 4°C). A
sejtmagokat tartalmazo réteget ovatosan leszivhdgmostuk (10 mM HEPES pH=7,5,
120 mM KCI, 10 mM NacCl, 2 mM MgGJ 0,1 mM Cad, 1,1 mM EGTA, 0,1 mM PMSF,
5 pg/ml aprotinin, 5ug/ml leupeptin, 2ug/ml pepstatin A), lecentrifugaltuk, majd SDS

mintapufferben vettik fel.

Az occludin turnoverének meghatarozasa

Az LLC-PK1 sejteket metionin és cisztein mentes MBé&h tartottuk 45 percig,
majd a sejtek egy olyan cisztein és metionin melteM tapfolyadékot kaptak, amelyhez
0,1 mCi/ml [35S] jel6lt metionit adtunk (AmericanaBiolabeled Chemicals), és ebben

tenyésztettik a sejteket 1 Oran at. Ezutan a stjt@osas utan olyan, nem radioaktiv,
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metionin és cisztein mentes MEM-ben inkubaltuk,le@minem radioaktiv L-ciszteint (0,24
mg/ml) és L-metionint (0,15 mg/ml) adtunk. A sepék0-3 Ora inkubalas utan az
immunprecipitadlas illetve Western-blot alfejezetekb leirt modon homogenizaltuk,
occludin vagy claudin-1 ellenanyaggal precipitdtuknajd a kapott mintakat

elektroforetikus elvalasztas utdn autoradiograkée#ik ki.

4.5. Mikroszkopos vizsgalatok

Immunfluoreszcencia és aktin festés

A feddlemezeken tenyésztett sejteket kezelés utan PB®abstuk, majd 10 percig
fixaltuk etanol/ecetsav 95/5 aranyl keverékével)°G2on. Ujabb mosas utan a
fedslemezeket 1% BSA-val blokkoltuk, ezutan azdlsges (antp-catenin, anti-occludin,
anti-Z0O-2, anti-claudin-1, illetve anti-Axl), majé fluoreszcensen jel6lt masodlagos
ellenanyaggal (Jackson, Molecular Probes) inkukaltufestések vizualizalasahoz Nikon
Eclipse TE2000U mikroszkopot, illetve Olympus Fliew FV1000 konfokalis
mikroszkopot hasznéltunk.

Az aktin fluoreszcensen jel6lt falloidinnel torterfestése esetében a koveikez
képpen jartunk el: a sejteket 4% formaldehiddeélfixk és acetonnal permeabilizaltuk,
majd FITC-falloidinnnal vagy Alexa488-falloidinnainkubaltuk (1/100 higitasban a
kovetked pufferben: 60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTAn® MgCl,, 140
mM NaCl). Mosas utan a fékbmezeket viz alapu beagyazo géllel rogzitettik a
targylemezeken. A képeket fluoreszcens mikroszkapkapcsolt digitalis kameraval
készitettuk.

Occludin festés agyi metszetekeA Kkisérletek utdn az &llatokat 4%-o0s

paraformaldehiddel perfundaltuk. Az eltavolitottyagat 24 6ran at poszt-fixaltuk 4%-os
paraformaldehiddel, majd 30%-0s szukrdz oldatbgdzélik. 10-20 um vastag metszeteket
készitettiink egy Leitz 1720 kriosztattal. A metsket haromszor mostuk PBS-ben,
0,02%-0s Triton X-100 segitségével permeabilizalttgk 3%-0s BSA-val blokkoltuk. Az
anti-occludin el8dleges ellenanyag Dr. M. Furuse-tdl (Kyoto-i Egyeteszarmazott, a

masodlagos ellenanyag Cy3-mal volt jeldlve (Jackson

Ve

A mikronukleuszt tartalmazd, apoptotikus, nekrosikulletve mitotikus sejtek
szamanak meghatarozasara a sejtekmagokat DAPIHeagghst 33342 festékkel jeloltik

és a mintakat fluoreszcens mikroszképpal analigalintanként 1000 sejtet vizsgaltunk
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meg, és megszamoltuk az apoptotikus (félhold aldkandenzalt vagy fragmentélt
kromatinnal rendelkéy sejtmagokat, a nekrotikus sejtmagokat (kis, pilkus magok
erdsen kondenzalt kromatinnal) és a mikronukleusszaidelke?d sejteket. Ezen
modszerrel a mitotikus index is meghatarozhaté. afgpptotikus és nekrotikus sejtek
szaméat AnnexinV/propidium jodid festéssel is medfwtuk, illetve egyes esetekben az

apoptotikus sejteket hasitott kaszpaz-3 ellenarglgglipltik.

Atomi erg mikroszkopos (AFM) vizsgalatok

Az atomi eb mikroszkép alkalmas &l sejtek leképezésére nagy felbontasban.
Segitségével felszini és felszin alatti struktutakben és idben tortéd valtozasait
kovethetjuk. Kisérleteinket 31°C-on végeztiuk, maxim3 éra idtartamon belll. Irodalmi
adatokkal 6sszhangban ezeéimdervallum alatt a sejtek mégzték viabilitasukat.

A mérésekhez Asylum MFP-3D fejet és Molecular FdPcebe kontrollert (Asylum
Research) hasznaltunk. A vez#éprogram (MFP Xop) IGOR Pro szoftverben készilt.
Szilicium nitrid®l készllt szilanizaltitket hasznaltunk és a méréseket kontakt modban,

folyadékban végeztik.

Elektronmikroszkopias vizsgalatok

1%-0s formaldehides és 1%-0s glutaraldehides ftAldajd ozmium tetroxidos
posztfixaldst kovélen a sejteket dehidraltuk, majd Spurr gyantdba Zigka A
metszeteket Leica ultramikrotommal készitettlk, nilraacetattal és olom citrattal
kontrasztositottuk, majd transzmisszios elektromoskkoppal (Zeiss 902) vizsgaltuk. A
transzmigracios kisérletekhez a primér patkany agylotél sejteket &m porusmérdi
filtereken tenyésztettiik, majd 2182058 melanéma sejtet helyeztiink rajuk. 5 6ra @atan
sejteket megmostuk, és a fent leirt médon késiketls az elektronmikroszkopos

vizsgalatokhoz.

4.6. In vivo kisérletek

Hemorragias sokk modell

Kisérleteinkhez 290-390 g-os him Wistar patkanydkasznaltunk (n = 46). Az
allatokat intraperitonealisan adott uretannal altat Az allatok spontanul lélegeztek, és
testlfbmérsékletiiket allando 37°C-on tartottuk. A szisAémérnyomast a bal femoralis
artériaban mertik. A jobb femoralis artéridba hedye kanulon keresztul zajlott a

véreztetéses vérnyomas csokkentés.
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A hemorragias sokk kulonbézfazisait (kompenzalt, illetve dekompenzalt) a
vérnyomas 40 Hgmme-re val6 csokkentésével értil@rlrendszerbe valo véreztetéssel.

Ezaltal a kisérleti allatok harom csoportra osztkat

1. csoport (n = 14): kontroll, normotenziv.

2. csoport (n = 15): kompenzalt hemorragids sokkelgnek soran az artérias
vérnyomast 40 Hgmme-en tartottuk 15 percen keresztil

3. csoport (n = 17): dekompenzalt hemorragias sdkknek soran az artérias
vérnyomast 40 Hgmm-en tartottuk, amig a levett wimyiség felét az allat spontan

visszavette: ez jelezte a dekompenzalt sokk lététjo

A vér-agy gat permeabilitdsanak mérése in vivo

Az allatok a kisérlet befejezésedtel 30 perccel intravénas injekcid formajaban
(5 ml/kg) 2% Evans kék albumint (67 kDa) és 2% inatrfluoreszceint (376 Da) kaptak.
Az éallatokat 250 ml izotdnias séoldattal perfundilés a kilonbdézagyi régiokat 15%-0s
triklorecetsavban homogenizaltuk. Centrifugaldsnug feliliszékbol az Evans kék
koncentraciét 620 nm-en tori@nabszorbcioval, mig a fluoreszcein koncentraciot
fluoriméter segitségével hataroztuk meg 440 nmxedgaeios, illetve 516 nm-es emissziés

hullamhosszal.

Agyi kapillarisok izolalasa

Az agyi kapillarisok izoladlasdhoz a patkanyokattateuk, majd fiziolégias sooldattal
perfundaltuk. Az agyat eltavolitottuk, majd szukndafferben (0,32 M szukrdz, 3 mM
HEPES, pH=7,4) homogenizaltuk. A homogenatumot dAC10 percig centrifugaltuk
1000 x g-n, és az Uuledéket ismét homogenizaltukkrézu pufferben. Ezt Ujabb
centrifugalasi lepés kovette (4°C, 10 perc, 10@),»xnajd az Uledéket reszuszpendaltuk 5-
6 ml szukréz pufferben. A szuszpenziét lecentrifiggd(4°C, 30 masodperc, 100 x g), a
feliluszot athelyeztik egy masik centrifuga 6k, az (ledéket pedig ismét
reszuszpendaltuk szukréz pufferben, és Ujra leifegdituk. Az igy keletkezett fellliszot
O0sszekevertik az @&o6 centrifugalas soran keletkezett fellluszoval, magentrifugaltuk
(4°C, 1 perc, 200 x g). Az Uledéket kétszer megatostukréz pufferben és egyszer PBS-

ben. A mikroér frakcio tisztasagat faziskontrasiroszkdppal elleériztik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A junkciondlis fehérjék expresszidjanak sajatssagai a vér-agy gat sejtjeiben

5.1.1. Az occludin expresszidja asztrocitdkban

A junkcionalis fehérjék, kiulondésen a tight junctifainérjéi kulcsszerepet jatszanak a
paracellularis barrier létrehozasdban. Egyes kiéaldatok azonban arra utaltak, hogy
ezek a fehérjék nem kizérdlag a polarizalt epitidtve endotélsejtekben expresszalédnak
(Howarth és mtsai., 1992). Ezért megvizsgaltuk,yhag/ér-agy gat iikddésében fontos
szerepet jatszé asztrocitakban kifégizet-e az occludin. A génexpresszios vizsgalatokhoz
RT-PCR-t alkalmaztunk. Ezen vizsgalatok soran kattuk, hogy amint az varhato volt,
az occludin az 6sszes altalunk vizsgalt epitélkejteartalmaz6 szovetben (vese, placenta,
illetve here) expresszalddott. Ugyancsak kimutdthvatt az occludin mRNS-e embrionalis
es felrbtt egér agyban. Ezen tulmi#gn azonban az occludin transzkriptum megtalalhaté
volt tenyésztett asztrocitdkban és neuronokban eignben egyaltalan nem volt
detektalhaté NIH 3T3 fibroblasztokban (3.4bra).

3. dbra. Az occludin expressziéja kilonbdk
szovetekben és sejtekben: RT-PCR vizsgalat
Kulonboz egér sejtekdl és szovetekdl izolalt
RNS-t c-DNS-€é irtunk at, majd az occludint
specifikus primerek segitségével amplifikaltuk.
A nyilak az amplifikacié soran létrejott 680 bp
méreti occludin fragmentum helyzetét jel6lik.
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Ahhoz, hogy az RT-PCR eredményeket fehérje szistaregebsitsik, Western-blot
analiziseket végeztink (4. abra). A varakozasoknagfeleben nagy mennyisdg
occludin expresszalodott epitélsejtekben és kuldmbdtipusa agyi kapillaris
endotélsejtekben. Ugyanakkor, alatamasztva az RR-R@dményeket, a tenyésztett
asztrocitdk, a DBT asztrocitoma sejtvonal sejtginéuronok is expresszaltak occludint,
NIH 3T3 fibroblasztokban ellenben nem volt kimutth e fehérje. Kuldnbség
mutatkozott azonban az epitélsejtekben illetve rasitkban eiforduldé occludin

oldhatosagaban. Ellentétben az MDCK sejtekkel, aolriton X-100 szolubilis és
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inszolubilis frakcié egyarant tartalmazott occludiaz asztrocitdkban csak a Triton X-100
szolubilis frakciéban volt megtalalhaté az occludi junkcionalis fehérjék jelenléte a
Triton X-100 inszolubilis frakcidban a citoszkelet@l valé szoros kapcsolodast, illetve a
raftokba valo6 lokalizalédast jelenti (Nusrat ésants2000). Az occludin némely szévetben
tobb savot is adott, ami poszttranszlaciés modssulad eredménye lehet (pl.

foszforilacio/defoszforilacio).

0
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=) S = 2
.z = 2 s %
Fr g B 5l
= = = 3 = s F
2 8 8 s 5 _ 8 o £ £
. 8 8 8 ¢ S g g 2 & £ 4. abra. Az occludin expresszidja kiildnbék
j=2 f= f= f= 1] (7] = P 7 .
€ 4 4§ & £ 06 206 3 2 3 < szovetekben és sejtekben: Western-blot
112- vizsgélat
87- A kllonbo® szervekbl és szovetekdl készitett
v W e - P - fehérje preparatumot SDS gélelektroforézis
i o segitségével  szétvalasztottuk, membranra
39- blottoltuk, majd a membranokat specifikus anti-
33- ¢ occludin ellenanyaggal festettiik.

Az asztrocitdk occludin expresszidja nagymértékhaggott a sejtek morfoldgiai
sajatossagaitol. Immunoprecipitacios és Westertwidsgalatok soran kimutattuk, hogy a
kis passzazsszamu, epiteloid fenotipusu (azonbaAPGpozitiv) asztrocitdk sokkal
nagyobb mennyiségben expresszaltak occludint, anmtulvanyokkal rendelkéz tipikus

asztrocita fenotipust mutaté tenyészetek (5A. abra)
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Differencilt asztrocitak
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MDCK

MDCK

WB IP: occludin

5. abra. Occludin expresszibja asztrocitakban

5A. Occludin immunoprecipitaciéja MDCK sejtelbnyulvanyokkal rendelkéy illetve epiteloid fenotipusu
asztrocitakbol. Az alsé blottok a félblottok hosszabb ideig exponalt valtozatai. A alyibz occludin savok
(65 kDa), a csillagok az Ig nehéz lanc helyét jrlol

5B. Occludin immunoreaktivitas epiteloid fenotipusztrocitdkban. Mérce = 10n.
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Az asztrocitakban éforduld occludin lokalizacidjanak meghatarozasara
immunfluoreszcens vizsgalatokat végeztink. Lézaerfdd@lis mikroszkdpia segitségével
kimutattuk, hogy az occludin az epiteloid fenotipussztrocitdkban, az epitél- illetve
endotélsejtekben tapasztalhatbhoz hasonléan, -@ejejontaktusok szintjén helyezkedik
el (5B. 4bra).

5.1.2. Kulénb6®d fenotipust agyi endotélsejtek funkciondlis és mdtalaris
sajatossagainak jellemzése

Az occludin expresszios vizsgalatok soran megfigyelhogy kildonb6é fenotipusu
agyi endotélsejtekben e fehérje mennyisége valthz@gyi endotélsejtek azon képessége,
hogy fenotipusukat valtoztatni tudjak a kKiilktrnyezet valtozasainak megféleh, egy
figyelemre mélto tulajdonsaga ezen sejttipusnakseftek morfologiai és funkcionalis
adaptaciojdban a novekedési faktorok kozismertenmososzerepet jatszanak. Az egyik
ilyen novekedési faktor az endotelidlis névekedé@gior (ECGF). Kisérleteink sorén,
melyekhez egér agyi endotélsejteket hasznaltunEGEF és kofaktora, a heparin hatasat
vizsgaltuk e sejtek morfolégiai és funkciondlis &agsagaira, valamint az ezen
sajatossagokat alapven befolyasold junkcionalis fehérjek expressziojaefCGF eés
heparin jelenlétében az agyi endotélsejtek un. kakéselrendezést vettek fel (I-es tipus),
mig e novekedési faktor hianyaban a sejtek elrfydlétitak (ll-es tipus). A morfolégiai
kulonbségeket j6l tikrozte az atrend@dtt aktin citoszkeleton is, amely az I-es tipusu
sejtekben egy jellenden gyirti alaku struktira volt, ami a kortikalis aktin hahdzak
felelhet meg, mig a ll-es tipusu sejtekben a kaliskaktin halozat nagyrészt @it, és a

stressz filamentumokhoz hasonlé hosszanti szélektgk meg (6. abra).

6. abra. Az l-es és ll-es tipusu

endotélsejtek morfolGgiai sajatossagai

FITC jelolt falloidin festés l-es és ll-es
tipusi endotélsejtekben (A és C) és
ugyananzoknak a terlleteknek a
faziskonztraszt képe (B és D). Mérce = 40
um.
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A morfolégiai valtozasok egyutt jartak funkcionélidltozasokkal is, aminek egyik
megnyilvanulasa az volt, hogy jelésen megvaltozott a sejtek vandorlasi potencialja. A
fagokinetikus nyomvonal esszé eredményei azt néiktattogy ECGF hianyaban a sejtek
40%-kal nagyobb motilitassal rendelkeznek. A mid#i a TGH mindkét fenotipus
esetében jelesen csokkentette (13%-kal az I-es, 33%-kal a Hif@ssu sejtekben) (7A.
abra). A sértési esszé segitségeével végzett vasiddpesség vizsgélata ezzel egybevago
eredményt hozott: ECGF hianyaban a sejtmentesetezitbevandorolt sejtek szama 33%-

kal megnovekedett, és a sejtek tavolabbra vanade¢nB. abra).
A B

7. dbra. ECGF hatasa az agyi endotélsejtek maotiliéra és vandorlasara

A. Az l-es és ll-es tipust agyi endotélsejtek fagetikus nyomvonala: (a) I-es tipus, (b) I-es tipusGF-
B1, (c) ll-es tipus, (d) ll-es tipus + TGH-

B. Sértési esszé. I-es (a) és ll-es (b) tipustu egotélsejtek 48 éra vandorlas utan. A ¢ és d abiaes és
lI-es tipusu sejteket mutatja kdzvetlenil a séutéa. A nyilak a sértés helyét jeldlik. Mérce = 100.

A B 1 2
1 2 3 4
96 kDa—» Fibronektin—
66 kDa—»

45 kba—» B-aktin —

a-aktin—»

8. abra. ECGF hatasa az agyi endotélsejtek metallopieinaz aktivitdsara és fibronektin termelésére
A. Metalloproteinazok aktivitasa az I-es és II-fmuist agyi endotélsejtekben. Kondicionalt médiuni-ag
(1) és ll-es (2) tipusu sejteldb membran frakcié a I-es (3) és ll-es (4) tipusjiekisl.

B. Northern-blot vizsgalat. Fibronektin és aktin MiRexpresszidja I-es (1) és ll-es (2) sejtekben.
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A fokozott sejtvandorlas illetve motilitas gyakrgar egyutt fokozott proteolitikus
aktivitassal is, amelyben a metalloproteinazoknamielked szerepe van. Ezért annak
tisztdzasara, hogy az ECGF hianya altal kivalto#gnidvekedett vandorlasi készség
parosul-e magasabb metalloproteinaz aktivitdssahografias kisérleteket végeztink.
Ezen kisérletek eredményei azt mutattak, hogy maige@GF jelenlétében tenyésztett
sejtek membran frakci6jaban csak egy 70 kDa kdmidieolitikus sav volt talalhat6, ECGF
hianyaban amellett, hogy a 70 kDa-os sawtedjiessé valt, megjelent még egy 45 kDa
korali sav is (8A. abra). Irodalmi adatok alapjan7@ kDa koruli sav az MMP-2-nek
felelhnet meg (Herron és mtsai., 1986), mig a 45 ki#aeti sdv a stromelizin aktivitasat
jelezheti (Matrisian, 1992). Emellett az extraddllis matrix egyik fontos
komponensének, a fibronektinnek a termelése csdékEQGF hianyaban, ami szintén
pozitiv irdnyba befolyasolhatja az agyi endotéddejtandorlasi képességeit (8B. abra).

Az endotélsejtek egymashoz val6 kapcsolédasabarintezcellularis junkciok,
elsbsorban a szoros kapcsolatok, illetve az adherepsskéatok jatszanak fontos szerepet.
ezért kovetked |épésben azt vizsgaltuk, hogy a sejtkdzotti kaldesstruktirak
kulcsfehérjéi, mint az occludin, cadherinek és miatek, miként expresszalédnak a ket
fenotipusban. Western-blot vizsgalataink soran tapasztaltuk, hogy a legnagyobb
kulonbség a cadherin expressziéjaban van: mig E{e@Rlétében jeleds mennyiséq
cadherin expresszalédott, ECGF hianyaban alig kiolutathatdé az expresszio. Hasonld
irAnyban valtozott az occludin expresszioja is,ampkkor azi- ésp-catenin mennyisége

nem valtozott (9. abra).

a-aktin B-aktin a-catenin B-catenin cadherin occludin
205 - A :
112 - - y Ko
87 -
M—
-

9. abra. Junkcionalis fehérjék expresszidja I-es é&-es tipusu agyi endotélsejtekben
Az l-es és ll-es fenotipusu sejtékb készitett fehérje homogenatumot SDS-PAGE segitadg
elvalasztottuk, majd blottolas utan a membranogatiikus ellenanyagokkal inkubaltuk.
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5.2. A szignaltranszdukci6 sajatossagainak vizsgdtaagyi endotélsejtekben

5.2.1. Glutamat receptorok és glutamat transzportezk expresszidja

Az agyi endotélsejtek — elhelyezkedéstilkiés szerepukdd kifolydlag — ugy a
koézponti idegrendszer, mint a keringésofadrke jelzések szabalyozasa alatt allnak. E
szabalyozds egyik feltétele, hogy e sejtek rendeklwmek specifikus
membranreceptorokkal, amelyek képesek a kulohlpgizéseket felfogni és a sejt belseje
felé tovabbitani. A glutamat, amely egyben az egggfontosabb neurotranszmitter,
szamos patoldgias folyamatban jatszik kulcsszerdfatnig és munkatarsainak (1992)
kisérletei arra utaltak, hogy a glutamat kozvetlealképes hatni az agyi endotélsejtekre,
ami felvetette annak a lelésegét, hogy e sejtek funkciondlis glutamat receftr
expresszalnak. A glutamat receptor alegységek sgpi@anak vizsgalatara RT-PCR-t
alkalmaztunk, amely a génexpresszié vizsgalatatealrabs egyik legérzékenyebb
modszer. Pozitiv kontrollnak agyi cDNS-t haszndttuA genomi DNS szennyédések
altal okozott esetleges fals pozitiv eredményekugikbolésére a primer parokat
kulonbo® exonokbdl valasztottuk, és szekvenciajuk megedyezas laboratdériumok altal
hasznalt primerek szekvenciaival. A primereketrajdon terveztik meg, hogy az NR2A-
C, GluR1-4 és mGIuR1-6 primerek tébb alegységdtlismerjenek (Okamoto és mtsai.,
1994, Niedzielski és Wenthold, 1995). Az amplitilé elvégeztik reverz transzkripcié
nélkil is, és ezen esetekben, amint az varhat¢ neih kaptunk specifikus terméket. Az
endotélsejtek tisztasagat specifikus neuronalisR8), illetve glia (GFAP) markerekkel

ellerdriztik, és a tesztek eredményei negativak voltak &bra).
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10. abra. Glutaméat receptorok expresszidja agyi eratélsejtekben
Az NR1, NR2A-C, GLUR1-4 és mGLURL1-6 receptorok eeqmzidjat RT-PCR-rel vizsgaltuk. A tenyészetek
tisztasagat igazolja, hogy nem detektalhaté bei@®@R-43 és GFAP.

Kisérleteink azt igazoltak, hogy a primér patkagyiandotélsejtek expresszaljak az
NR1, NR2A-C, GluR1-4 és mGIuR receptorokat. A recegk expressziojanak vizsgalata

mellett fontos kérdés volt azok funkcionalitasanasgalata is. A glutamat receptorokhoz
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kapcsolodo jeltovabbitas fontos eleme a foszfddlaés ismeretes, hogy a glutamat
receptorok aktivdladsa a kalcium/kalmodulin-depesdenotein kindz Il (CAM-PK 1)
foszforilaci6jahoz vezet. Kisérleteink soran &'Gs kalmodulin igen ételjesen indukalta
egy 50-54 kDa fehérje foszforilaciojat (160,6 + 2E% alaphoz képest, n = 5, p<0,05),
amely sajat éizetes és irodalmi adatok alapjan azonos a CAM-Pl& Hlegységével
(Mackie és mtsai., 1986, Deli és mtsai., 1993). pgdces kezelés 2 mM glutaméttal
szignifikhnsan megnoévelte a kalmodulin dependesgféwilaciot (488,5 + 52%), amely
fennmaradt még 10 és 60 perccel a glutamat exgoatén is (321,7 + 44.7% és 218,3 +
23.5%) (11. &bra). A kalmodulin stimulalas nélkallapfoszforilacid nem valtozott (11A.
abra). A glutamat indukalta CAM-PK 1l foszforilaci®0uM MK-801-gyel gatolhato volt,
ami arra utal, hogy a folyamat NMDA receptor faggllA. abra, alsé kép). Az

autoradiografidk denzitometrias analizise a 11Barakathato.

A B
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11. abra. A CAM-PK Il foszforilacioja glutamat hatasara agyi endotélsejtekben
A. A kalcium/kalmodulin flig§ protein kinazo alegységének foszforilacioja glutamat és glutamistk-

801 hatasara. A nyil a CAM-PK dl alegységének helyzetét jeldli.
B. A C&*/kalmodulin jelenlétében tortérioszforilacié denzitometrias analizise.

A glutamat hatdsanak szabalyozasaban igen fonteset jatszanak azok a
mechanizmusok, amelyek a glutamét extracellul&igkntracidjat szabélyozzak. Ebben a
folyamatban a glutamat transzportereknek nagy ésége van, ezért megvizsgaltuk, hogy
az agyi endotélsejtek képesek-e glutamat transazmiet expresszalni. Az EAAT1
(GLAST, SLC1A3), illetve EAAT2 (GLT1, SLC1A2) mRN8rek kimutatasara RT-PCR-
t alkalmaztunk. Az amplifikacidhoz szikséges pripdeok az esetleges genomialis
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szennyeddésldl szarmazd artefaktumok elkerilése érdekében kolinkexonokbol

V4

szamitott értékekkel. Mind a két altalunk vizsggittamat transzporter mRNS-e jelen volt

az agyi endotélsejtekben (12. abra).

2 1]

2 ©

(@] (@]

> © > o

< 0 2 &
bp bp
1000 - 1000 -
600 - 600 -

GLT1 GLAST

12. dbra. Glutamat transzporterek expressziéja agyendotélsejtekben
A GLT1 és GLAST transzporterek expresszidjat RT-R€Rvizsgaltuk. Pozitiv kontrollként agyszévetet
hasznaltunk. Harom fliggetlen kisérlet reprezentdményei lathatoak.

5.2.2. A szerotonin transzporter expresszidja

A glutaméat transzporterek mellett megvizsgaltuk aerstonin transzporter
expresszigjat is agyi endotélsejtekben. Ezekheisérlktekhez az RBE4 patkany agyi
endotélsejt vonalat hasznéltuk. A szerotonin trpoger mMRNS-ének kimutatasara szintén
RT-PCR-t alkalmaztunk. A két, egymastdl fuggetleimerrel végzett PCR soran kapott
szamolt értéknek, és az amplifikatum szekvencigjagyezett a szerotonin transzporter
szekvencigjaval. Kisérleteink egyértélem igazoltdk, hogy a szerotonin transzporter

expresszalodik agyi endotélsejtekben (13. 4bra).
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< s 8 - : :
% é'ﬁ'ﬂ % ks § 13. abra. Szerotonin transzporter expresszidja agyi
o< S 3 > @ endotélsejtekben
501 - E © & < Az 5-HT transzporter expresszidjat agyi endotédsdien
404 — 2 - %8 RT-PCRerel vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként patkany
331 — O X a X placentdt hasznaltunk, negativ  kontrollként az
249 — 1000 — I® amplifikaciot reverz transzipcié nélkul végeztik élz
650 — ¥ RT-PCR amplifikacios termékeinek mérete 319 bptitk
400 600 bp. Két fliggetlen kisérlet reprezentativ eredrai

lathat6ak.
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A transzporter funkcionalitasdnak vizsgalatdhoz T5-Helvétel Kkisérleteket
végeztink, melyekhez RBE4 sejtek konfluens tenyéshaszndltuk. A 14A. dbra mutatja
a felvétel idfliggését, amely linearis volt. A nem specifikusngzport meghatarozasa
erdekében egy specifikus szerotonin felvétel intbibi a citalopramot hasznaltuk pM
koncentraciéban. A citalopram jelenlétében mértaésljes transzport kozti kilonbséget
tekintettik specifikus transzportnak.
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14. abra. 5-HT felvétel RBE4 sejtekben
Az 5-HT felvétel idfliggése. Az 5QM citalopram jelenlétében tortérielvételt kivontuk a teljes felvételb

(A). Az 5-HT felvétel koncentraciofiiggése (B).

A szerotonin felvétel koncentraciofiggését a 14Braamutatja. A transzport
szaturaciéja umol/l koncentracié kornyekén kovetkezett be. Azalkpt adatok kinetikus
analizise a K értékének 397 + 64 nM értéket, migy¢nak 51,7 + 3,5 pmol x jx min*
értéket eredményezett.

A transzport natrium flagigéget a NaCl fokozatos litium- vagy kolinkloriddal
tortérd helyettesitésével vizsgaltuk. Ha a NaCl-ot LiCleseréltik, a szerotonin felvétel
korulbelll kétharmadat tette ki a NaCl jelenlétébmértnek. Ugyanilyen nagysagrénd
volt a csdkkenés, ha nagy koncentracioju citaloptahasznaltunk az 5-HT transzport

gatlasara (15. 4bra).

120

1007
s 807 * ., rarmn , . -
& X 15. abra. A natrium és citalopram hatasa az 5-HT
= 60 felvételre RBE4 sejtekben
§ 401 A felvételt 60 percig mértiik. A NaCl-ot LiCl-dal
N4 helyettesitettik. A citalopram koncentraciéja 10 uM

20 volt. Az adatok az atlagokat és a szorast képkiselr

6, *p< 0,001.
0 K -Na* Citalopram
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5.2.3. A G-fehérjék szerepe agyi endotélsejtekben

A sokféle membranreceptor és transzporter melletagyi endotélsejtek komplex
jeltovabbitd utvonalakkal is rendelkeznek. Korabhinkaink soran kimutattuk, hogy az
addig neuron-specifikusnak tartott CAM-PK Il is epszalddik agyi endotélsejtekben, és
jellemeztik a PKC kulonb®éz izoformainak expressziés mintdzatat is. A G-fetler]
szamos jeltovabbitd utvonal fontos elemei, az azaomiem volt ismert, hogy milyen tipusu
G-fehérjék vannak jelen agyi endotélsejtekben. AelBrjék expresszidjanak vizsgalatat
primér patkany agyi endotélsejtekben, illetve azERBes GP8 patkany agyi endotélsejt
vonalakban Western-blot segitségével végeztikzbsszes altalunk vizsgalv@legység
(Gsn, Gila, Gi2o, Gi3n, Gg/ll. és G@) expresszaldédott mindharom tipusu agyi
endotélsejtben, csak kismérteknennyiségi kilénbségek voltak megfigyetiek (16

abra).
o] e
= N O
T » o o N @
kba O O O O O O
43 - e
— .o PTIMET
30 -
43 - o
. -
M~ el — ROE
30 -
16. abra. G-fehérjék expresszidja az agyi endotéjsekben
43 — A primér agyi endotélsejtekh RBE4 és GP8 agyi endotélsejt
‘_ . e Gpg vonalakbol készitett fehérje homogenatumot SDS
k ..“ - gélelektroforézis segitségével elvalasztottuk, nidgdtolas utan
30 - i a membranokat specifikus ellenanyagokkal inkubaltuk

A G fehérjéka alegységei kozul a Gs2s Gi csoportba tartozok az intracellularis cAMP
szint szabalyozasaban vesznek részt. Mivel e magosiihirviéy molekula részt vehet a
paracellularis permeabilitas szabalyozasaban, msggituk, hogy primér agyi
endotélsejtek transzendotelidlis elektromos ellasal (TEER) miként valtozik cAMP
hatadsara. Mar 1 Ora kezelés utan is észiehat a TEER emelkedése, 6 ora kezelés utan a

TEER értéke megkozelitette a kiindulasi érték késsgt (17. abra).
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250 - - - mmm e m—m—mm oo
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200

N; 175 -
x 150 3
§ 125 1 17. dbra. A cAMP hatasa a transzendotelidlis
@ 100 - elektromos ellenallasra
w A szemipermeabilis filtereken tenyésztett
e konfluens primér agyi endotélsejteket 25M

50 1 CPT-cAMP-vel és 17,5uM RO-201724-gyel

25 - (foszfodiészteraz inhibitor) kezeltik. A TEER-t a

0 . cellZscope rendszerrel kovettiik nyomon.

0 2 4 6 8
1d6 (6ra)

Szintén a G-fehérjékhez, de az ugynevezett kis l@rjék csaladjdba tartozik a
RhoA is, amelynek legfontosabb effektorai a ROCKIROCK?2 (Rho-associated coiled-
coil containing protein kinase 1 és 2) (Rho-kindigen aktiv szerepet jatszik a
citoszkeleton szabdlyozasaban, és ékbkifolydlag az interendotelialis kapcsolatok
regulaciojaban is részt vehet. Az interendotelifispcsolatokat, illetve a szoros
kapcsolatokat szabalyozé egyik legfontosabb jeltbité molekula a Ga. C&* hianyaban
a paracellularis permeabilitas jelésen fokozodik, az ehhez ve&geltovabbité Gtvonalak
azonban nem ismertek teljességiikben. Kisérletendnsarra kerestik a vélaszt, hogy a
RhoA szerepet jatszik-e a €altal indukalt junkcionalis valtozasokban.

Elss 1épésben azt vizsgaltuk, hogy extracellularié*®nyaban milyen morfoldgiai
valtozasokat szenvednek az agyi endotélsejtek. Ferleiteket atomi ér mikroszkop
segitségével veégeztik, ami leheat teszi & sejtek nagy felbontasu vizsgalatéat.
Megfigyeltik, hogy C& hianyaban a sejtek disszocialtak és eltavolodggknéstdl. Ezzel
parhuzamosan megt a sejtek magassaga is: 1/-r6l 3 um-re a legmagasabb pontnal.
A folyamat reverzibilisnek bizonyult: a €akoncentracié visszadllitasaval a sejtek
lelapultak és a kozottik l6évszabad felszin dint. A C&* hiany okozta morfolégiai
valtozasokban szerepet jatszott a Rho-kindz, hiszenY27632 Rho-kinaz inhibitor

......

abra).
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Fiziolégids C&" koncentracioju tapfolyadékban tenyésztett agyiesidejteket (kontroll: a, b, ¢) 150 percig
C&" mentes tapfolyadékban tartottunk {Cmentes: d, e, f), ami utan a sejtek visszakapfidiaddgias C4"
koncentraciéji médiumot (Gavisszaadas: g, h, i), illetve 10M Y27632-t tartalmazé CGa mentes
tapfolyadékban tartottukket 150 percig (C4 mentes + Y27632: j, k, I). 60x60m terilleti atomieb
mikroszkop magassagi kép (a, d, g, j), magassadi prképeken jelolt vonal mentén (b, e, h, kdédlexiés
képek (c, f, i, I). A nyilak a tenyés®dény aljat jeldlik.
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Z0-1
Kontroll a2+ mentes Ca?* visszaadas

©)

(d) (€)
Y27632

Claudin-5
Kontroll Ca2* mentes Ca?* visszaadas

19. &bra. Az Y27632 Rho-kinaz inhibitor hatasa a jokcionalis fehérjék lokalizaci6jara Ca’* megvonas

és visszaadas (Ca,switch”) soran

Fiziolégias C&" tartalmi tapfolyadékban tartott konfluens agyi @®isejt tenyészeteket (a, d, g, j) 150
percig C&" mentes tapfolyadékban tartottunk (b, e, h, k), atan a sejtek visszakaptak a fiziol6giasCa
koncentracioju médiumot (c, f, i, I). A kisérlet¢k® uM Y27632 jelenlétében is elvégeztilk. A tenyészdteke
Z0-1 vagy claudin-5 ellenanyaggal festettilk megrBeentativ abra harom flggetlen kisékéeth nyilak a
junkcionalis festés folytonossaganak megesét jelolik.

Ezzel parhuzamosan a <Tahiany junkciondlis valtozasokhoz is vezetett.
Immunfluoreszcens vizsgalataink igazoltak, hogyzZ és claudin-5 festés szakadozotta
valt (19b. és 19h. &bra). A folyamat reverzibilislty a C&* tapfolyadékhoz vald
visszadasa utan a festés visszanyerte folyamatiegge (19c. és 19i. abra). Y27632
jelenlétében a CGA& megvonds nem vezetett a ZO-1 és claudin-5 folyasnat
membranfestésének felszakadozasahoz (19e. éshi@k. @mi arra utal, hogy a folyamat a
morfolégiai véaltozasokhoz hasonléan Rho-kindz fiigg junkciondlis fehérjék Ca
visszaadasa utani visszarenttb¥sét a Rho-kinaz gatlészer nem befolyasolta @91f9I.

abra).
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Ca?* mentes

20. &bra. A Rho-kindz szerepe a C4 ,switch”-nek kitett agyi endotélsejtek aktin citoszkeletonjanak
atrendezédésében

Agyi endotélsejtek konfluens tenyészeteit (kontra)l 10uM Y27632-vel kezeltiink (b) vagy 150 percig
Ca*-mentes médiumban tartottéket 10uM Y27632 jelenlétében vagy hianyaban (c, d). Aedeit fixalas
utan Alexa488-jeldlt falloidinnal (zéld), anti-ZD-ellenenyaggal (piros) és Hoechst 33258-cal (kagak)
festettik meg. Atomiér mikroszkopos felvételek: magassagi kép (e), magagzofil (f) és deflexios kép
(g) C&*-mentes médiumban tartott agyi endotélsejtekk nyilak a C&"-mentes médiumban létrejott aktin
gyirit jelolik.

Atomi er6 mikroszk6pos mérésekkel és fluoreszcensen jaddibifin segitségével
bebizonyitottuk, hogy C& megvonas hatasara az aktin-citoszkeleton atréddse is
bekovetkezett: a sejtek periférias részen egy koekéaktin gyiri jelent meg, amely
részben kolokalizalédott a szétesett junkciokk#l. @bra). Ezen valtozasok létrejottét is

megakadalyozta a Rho-kinaz gatlo.

5.2.4. A ZO-2 szerepe a jeltovabbitasban

A junkcionalis fehérjék sejtkapcsolé szerkezetekotdelemei, és elsorban
strukturdlis szerepik van. Azonban sajat korabbédketi megfigyeléseink és irodalmi
adatok egyarant arra utaltak, hogy a ZO-1 és ZOs2om0s zarokapcsolatokban betoltott

szerepe mellet a magban is megtalalhaté (Gottarditéai., 1996, Islas és mtsai., 2002). A
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Z0-2 szekvencigjanak analizise magyarazatul szwga jelenségre, ugyanis a Z0O-2
nuklearis lokalizacios és nuklearis export szigretsenciakkal is rendelkezik. Ez
magaban hordozta annak a lélségéet, hogy a ZO-2 szignalizacios funkciot is hetol
El6zetes screening kisérletek arra engedtek kdvetkezteogy a ZO-2 képes egy magi
fehérjéhez, a SAF-B-hez Iitni. Ennek igazoldsara koimmunoprecipitacios késékiet
végeztink. Kisérleteinkhez olyan LLC-PK1 (sertéseveepitél) sejteket hasznaltunk,
amelyeket GFP-vel jelolt SAF-B-vel transzfektaltufREGFP-fSAF-B). A sejtekid
készitett homogenatumot ZO-2 ellenanyaggal predipk. A ZO-2 koprecipitalt a GFP-

vel, ami arra utal, hogy a ZO-2 és a SAF-B valokapcsolatban allnak egymassal (21A.

abra).
A WB: anti GFP
kDa 1 2 3
119 -
og™> 21. dbra. A ZO-2 interakcidja SAF-B-vel
A. pEGFP-fSAF-B-vel transzfektalt LLC-PK1
sejthomogenatumot precipitaltunk poliklonalis ZO-2
B ellenanyaggal (1-es sav). Negativ kontrollként
kba 70-1  70-2 occludin preimmun szérumot (5QM/sav) hasznaltunk (2-es
205 - sav), vagy kihagytuk a primér ellenanyagot (3-ag.sa
A GFP-fSAF-B flziés fehérje precipitalt a ZO2-vel.
- B. Endogén ZO-1l-et, ZO-2-t és occludint
immunprecipitaltunk MDCK sejtekd. A
precipitatumokat elektroforetikus eljarassal
119- szétvalasztottuk, PVDF membranra vittik at mag
jelolt SAF-B proteinnel inkubaltuk. Csak a ZO-2 8-
98- sav) kototte a SAF-B-t.

Ezt az eredményt tdmasztottak ala a kotési kisémlets: az immunprecipitalt ZO-1,
Z0-2 és occludin kozil csak a ZO-2 kototte a raktioekénnel jeldlt SAF-B-t, az occludin
és a ZO-1 nem (21B. abra).

A ZO-2 jelenlétét a magban olyan Western-blot \étatpkkal is megésitettik,
amelyeket nuklearis extraktumokkal és teljes gd@tlimokkal végeztink. A nuklearis
frakcid tisztasagat a citoplazmatikus tubulinnal @smembranfehérjex3 integrinnel
teszteltik, amelyek a varakozasnak megdelel a nukleéaris frakciobdl szinte teljesen
hianyoztak, mig a teljes sejtlizatumban nagy mesgghen fordultak 8] A SAF-B csak a
nuklearis frakcidban volt jelen, mig a ZO-2 ugy aklearis frakcibban, mint a teljes
sejtlizatumban megtalalhaté volt (22A. abra). Ezémerben, a nuklearis frakcidbdl
precipitalt ZO-2 képes volt a SAF-B-hez &dhi (22B. abra), ami alatdmasztja azt a
feltevést, hogy a SAF-B - ZO-2 interakcio a magfismlétre.
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WB: Z0-2 WB: SAF-B WB: Tubulin WB Integrin a3
N T N T N T N T
205 - 205-

22. abra. A ZO-2 expresszidja
a magban
205 - A. Nuklearis extraktumot (N) és
. -y - 52.3- - teres sejtlizatumot (T’)
p— valasztottunk szét
119- 119- 119- elektroforetikus aton, és
blottoltunk PVDF membranra.
98- 98- 98- Mig a citoplazmatikus tubulin és
368 a membranba lokalizalodo
integrin o3 tdulnyomo6 része a
teljes sejtlizatumban volt
megtalalhaté, a SAF-B a magi
: extraktumban  expresszalodott
205 - 205 - ﬂ elsisorban. Ez jelezte a maghdl
- - - készitett preparatum tisztasagat.
119 - 119 - A Z0O-2 mindkét frakcibban
jelen volt.
B. Nukleéaris extraktumbdl ZO-2
IP:Z0-2 IP: Z0-2 PR . s R
Kotés:35S-jelolt SAF-B WB: 20-2 263123582??55;2%%tgg‘gl'é_\%?]d
inkubaltuk (1-es sav). A°S-jel6lt SAF-B nem kdtdétt a membranhoz (2-es sav). A precipitatum nagy
mennyiségben tartalmazott ZO-2-t (3-as sav) de edmpnunszérum nem (4-es sav). A nyilak a ZO-2
helyzetét jelolik.

98 - 98 -

Annak tisztazasara, hogy milyen kérilmények kogpéporodik fel a magban a ZO-
2, az LLC-PK1 sejteket kulénbéxornyezeti stressznek tettik ki. Megfigyeltik, fideg
a sejteket 2 éran at GM CdCh-dal kezeltik, vagy ugyanannyi ideig 42°C-nak tetti
jelenbsen megétt a magi ZO-2 mennyisége (23. 4bra).

Kontroll 60 uM CdCl,

o o
B _ & - 3
£ % o E 2 o
o o o o
208 x © S = © i 23. 4braA ZO-2 expresszidja LLC-PK1
i 208 - sejtekben CdC}, és l6sokk hatasara
-_ s s . - LLC-PK1 sejteket inkubltunk 2 6ran at

42°C hsmérsékleten vagy 6QM CdCl,-
124 - 124 - dal. A. Immunfluoreszcens vizsgalatok,
amelyek a ZO-2 lokalizaciéjat mutatjak.

Teljes lizatum Nuklearis extraktum
8 70 3 40 B. Western-blot analizis, amely a ZO-2
£ S a0 expressziojat mutatja teljes sejtlizatumbol
= % 5 2 és nuklearis extraktumbol. Az abra alsé
E 10 g N felén  harom-harom  Western-blot
© O Ronwol gopmcdciz 4z © ® "RowoT opm cace 4z denzitometrias analizise lathat6.
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A ZO-2 nemcsak epitélsejtekben, hanem agyi endytélden is kimutathatdé a
magban. Specifikus ellenanyaggal GP8 sejteken wegmeunfluoreszcens festéseinken
jol lathatd, hogy a ZO-2 elhelyezkedése a magbamegézett szerkezetés sokkal
nagyobb mennyiségben van jelen egyedulallo sejtekbent konfluens réteget képez
sejtekben (24. abra).

Z0-2/DAPI

24. abra. ZO-2 magi expresszibja agyi
endotélsejtekben

A. A ZO-2 pontozott festést ad a magban.
Klléndsen efteljes a festés az egyedulallé
sejtekben. B. A ZO-2 festést DAPI festéssel
kombinaltuk. A nyilak a magi ZO-2 festést
jelzik.

A magban le% ZO-2 szerepének feltdrasa érdekében olyan sejtedstnaltunk,
amelyekben a Z0O-2 felhalmozodik a magban. Ezekbeejtekben a ZO-2-héz harom
nuklearis lokalizaciés szignal szekvencia volt lsgpea (EGFP-ZO2-nuc), ami a

varakozasnak megfetan el$sorban a magban expresszalodott (25. abra).

25. abra. Az EGFP-Z0O-
2 és EGFP-ZO-2nuc
lokalizacioja MDCK

sejtekben

Az EGFP-ZO-2 fleg a
y o4 membranba
EGFP-ZO-2 0 . ¢  EGFP-ZO-2-nuc lokalizalodik, mig az
EGFP-ZO-2nuc a
magban szaporodik fel

itds: 250x). Az abra
S mmm—— e ' EGFP-ZO-2 (g
PDZ10-96  PDZ 289-364 PDZ 491-571 als6 felében az EGFP-

SH3 587-643

EGFP GuK 713-817 Z0-2 és EGFP-ZO-2-nuc

7 vazlatos szerkezete
1 2 EGFP-ZO-2nuc lathatd.
PDZ 10-96 PDZ 289-364 PDZ 491-571
corp SH3 587-643 — @

A vad tipusu ZO-2-t és a magi ZO-2-t expresszalfielsefehérjeexpresszios

~

mintazatanak 0sszehasonlitdsara, és az esetlegess&ziObeli eltérések felderitésére
proteomikai analizist végeztiink. Ennek soran kitlehiogy a magban stabilan ZO-2-t
kifejez6 sejtekben egy olyan piruvat kindz izoforma (M2-RA@nnyisége & tmeg, amely
tumor sejtekben gyakori (26A. és 26B. abra). Eretpaiket a Western-blot analizis is
mege#bsitette igy MDCK sejtekben, mint agyi endotélsdjaek (GP8) (26C. abra).
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A B
kDa kDa
y
72 ! 72 l o
N , '
55 A4 s luife o= 55 D
: 9 .. »
. y .
40 40
N & Lt I a]
33 ! Ples 33 -
Z0-2 nuc Kontr oll
GP8 GP8 MDCK MDCK
(8] — (8] _
2 ° 2 3
C o & -
N ¥ N X
— S — M2-PK

— — W | B-aktin

26. abra. Megndvekedett M2-PK expresszié ZO-2nuc-kéranszfektalt epitél- és endotélsejtekben

A ZO-2-t magban expresszalé (A) és vad tipusu (B)QW sejtekldl készitett fehérje preparatum 2D
elektroforézise (Coomasie festés). A nyil az M248&&t azonositott péttyot jelzi. Western-blot anal(£),
mely a megnodvekedett M2-PK expressziét mutatja @@8-nuc és MDCK-ZO2-nuc sejtekben az ires
vektorral transzfektalt sejtekhez képest. A miritatfiel kontrolljaként aB-aktin szolgalt (alsé blottok).

Ez a medfigyelés késztetett minket arra, hogy nesgéljuk a ZO-2-t magban
tulexpresszalo sejttipus proliferacios tulajdongadamidin inkorporacios kisérleteink azt
igazoltdk, hogy a nuklearis ZO-2-t expresszaloegejiroliferacios ratgja szignifikansan
megnovekedett, 53,4 + 16,2 szazalékkal az MDCkekbgn és 22,7 + 4,1 szazalékkal a
GP8 sejtekben.

Ezzel parhuzamosan megvizsgaltuk a magi ZO-2-t esgaéld sejtek szoros
kapcsolatainak stabilitdsat. Kimutattuk, hogy a Z®-magban tulexpresszald sejtek
kilonosen érzékenyek a €ahianyara, az occludin és claudin-1°Canegvonas utan
sokkal ebteljesebben delokalizaldédott, mint a kontroll ddjten. A ZO-2-t tulexpresszalo
sejtekben a claudin-1 &ahianyaban szinte teljesen igit a membranbdl, ellentétben a
kontroll sejtekkel, amelyekben a claudin-1 részhmgalabb a membranban maradt, egy
citoplazmatikus festés megjelenésével parhuzam&anabra). A szoros kapcsolat egy
masik fehérjéje, az occludin lokalizacidja mar dibgias korilmények kozott is zavart

szenvedett a ZO-2-t magban tulexpresszalo sejtekbevad tipusu sejtekre jelletz
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membran lokalizacio mellett megjelent egy diff#pplazmatikus festés is, ami tovabb

novekedett Cd deplécié hatasara (27. abra).

Z0O-2 nuc

T-uipne|d

T-uipne|d

Z0-2 nuc Z0-2 nuc

uIpN290

uIpNEI0

27. abra. Claudin-1 és occludin immunolokalizaci6jaMDCK sejtekben Ca*-depléciét kévetien
A C&*-depléci6 MDCK-ZO-2nuc és MDCK kontroll (K) (ireektorral transzfektalva) sejtekben 4 6ran
keresztiil tartott (t4). A normal médium Taentes médiumra valé cserélésének pillanata a t0.

A junkcionalis fehérjék valtozasai funkcionalis asakban is megnyilvanultak. igy a
magas transzepitelidlis elektromos ellenallas kidksa, amely a junkciondlis integritas
egyik fokmébje, jelenbsen késett, és nem is érte el a kontroll értékakédD-2-t magban
tulexpresszalo sejtekben (28. abra).

600 -
B MDCK kontroll -

| @ MDCK-ZO-2 nuc P =
28. dbra. A TEER valtozasa nuklearis ZO-2-t 0 }/} T

expresszalo sejtekben 400
A transzepitelidlis elektromos ellendlldas (TEERE _ |
kialakulasat filteren tenyésztett MDCK (négyzet) és
MDCK-ZO-2 nuc (kor) sejtekben kovettilk nyomonE 200 /

300+

Az x tengelyen a sejtek passzalasatol eltetit idE 0o 1
jeloltik. Az atlag értékek és a standard deviacido | /‘!711//1’/’/
vannak feltiintetve. 04

1d6 (6ra)
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5.3. Az agyi endotélsejtek patologias korulmények deott: extracellularis
stresszfaktorok hatasa

Mivel az agyi endotélsejtek a keringés és idegremdbatarfeliletén helyezkednek
el, mindkét iranybol érkezhetnekiktdésiiket befolyasold stresszhatasok. igy egyarant
valhatnak kozponti idegrendszeri és szisztémas ok@ihatok tamadasi pontjava.
Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy néhanwiuo korilmények kozoétt is éforduld

stresszfaktor milyen molekularis folyamatokat \kalagyi endotélsejtekben.

5.3.1. A hipoxia hatasa a junkcionalis komplexum rilkdésére

Egyre tobb kisérleti adat utal arra, hogy az aggiotélsejtek érzékenyek hipoxiara,
és fontos szerepet jatszanak az iszkémias agyieteggdések patogenézisében. A hipoxia
es kulénbsen az azt koveteoxigenacio gyakori kisgje az oxidativ stressz. Kisérleteink
soran azt vizsgaltuk egér agyi endotélsejtekben,gyhomiként reagalnak
hipoxia/reoxigenaciora, illetve a kémiai uton, DMNfkalmazésaval kivaltott oxidativ
stresszre. Annak érdekében, hogy kizarhassuk, hognegfigyelt valtozasok az oxidativ
stressz altal kivaltott nem specifikus sejtkarosottaeredmeényei, megmertik a sejtek altal
felszabaditott LDH aktivitasat. A tapfolyadék LDKtizitdsa nem valtozott szignifikansan
(166 = 28 és 184 + 32 U/ml), ami arra utalt, hogweaitek életképesek maradtak, a
membranjuk megyizte integritasat. A paracellularis barrier intié@gat a transzendoteliélis
elektromos ellenallas (TEER) mérésével kovettuknmyo. Kisérleteink soran kimutattuk,
hogy a sejtrétegek transzendotelialis elektromt@néllasa mar 20 perc oxidativ stressz
utan a kiindulasi érték 50%-ara csokkent, és két thn a TEER alig 20%-a volt a
Kiindulasi értéknek (29. abra).

%

100

80

60

40 29. abra. A transzendotelidlis
elektromos ellenallas véltozasa 1M
20 DMNQ kezelés hataséara
0 i i i i i i i A TEER értékek a kontroll értékek
0O 20 40 60 80 100 120 140 perc szazalékaban vannak kifejezve.
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Mivel a paracellularis permeabilitas nagymértékbigygg az intercellularis junkciok
integritasatdl, megvizsgaltuk, hogy a szoros ésemaits kapcsolatok fehérjéi miként
valtoznak oxidativ stressz hatasara. Hipoxiat kdvetoxigenacid soran a Szoros
kapcsolatok egyik transzmembran fehérjéjének, adudmnak mennyisége jeldisen
csokkent. A csokkenés mégotijesebb volt, ha a sejteket glik6z mentes médammb
tettlik ki hipoxia/reoxigenaciénak. Az adherens lsapatok transzmembran fehérjéjének, a

cadherinnek a cstkkenése sokkal enyhébb volt dadinénal (30. abra).

+G -G

K HR K HR

OCCIUTIN > e e GE

B 30. abra. A hipoxia/reoxigenacié hatasa az occludin
cadherin > | A a— — — és cadherin expresszidjara agyi endotélsejt
: tenyészetekben
Konfluens tenyészeteket 16 6ran at tartottunk hgmox
korilmények kodzott, amit 4 éra reoxigenacié kowvetet
normoxias kdrtlmények kodzott. A kisérleteket gliikdz

aktin » -’" jelenlétében és hidnyéban is elvégeztik. Az oceludi
' (A), cadherin (B) és a kontrollként hasznalt akiG)
: Western-blot analizise lathato.
A junkcionélis komplexum iikddéséhez nemcsak a fehérjék expresszidja, hanem a
kozottik lévw kapcsolat épsége is igen fontos. A junkcionalieéfgk interakcioit
koimmunoprecipitacidé segitségével vizsgaltuk. Kiattutk, hogy hipoxia/reoxigenaciot

koveben ap-catenin - cadherin éspacatenin -u-catenin kapcsolat séril (31. abra).

IP: B-catenin
kba K HR K HR K HR
193 -
112 - il .
g6— " W 31. abra. A cadherin, o-catenin és B-catenin
70 — interakciéja hipoxia/reoxigenacié hatasara agyi
endotélsejtekben
SYACE A B-catenint kontroll kérilmények kozott tenyésztett,

vagy  hipoxia/reoxigenacionak  kitett  sejtékb

precipitaltuk. A hozza kapcsolédd cadherint és
39 - catenint immunoblot segitségével detektaltuk.
WB  B-catenin Cadherin o-catenin

A hipoxia/reoxigenacié tobb jeltovabbitd Gtvonalais aktivadlhat agyi

endotélsejtekben. Ezek kdzul mi figyelminket a Mi@Raz szignalizaciora, ezen belll is
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az ERK1/2 szerepének vizsgalatdra Osszpontositofiifian ellenanyagot hasznalva,
amelyik csak az ERK1/2 foszforilélt, azaz akti@imajat ismeri fel, kimutattuk, hogy két
ords 10uM-os DMNQ kezelés aktivalja az ERK1/2-t. Kontrolbrkilmények k6zott a
glikéz hianya nem befolyasolta az ERK1/2 aktivitaséizonban a glikéz mentes
korilmények jelertisen novelték az oxidativ stressz altal indukalt ERKaktivitast. Az
ERKZ1/2 aktivacié majdnem teljes egészében gatoaitdJ0126-tal (32. abra).

K DMNQ DMNQ+U0126
kDa
+G -G +G -G +G -G
57 -
P -
39 -

32. abra. A gliikoz hatasa az oxidativ stressz althlvaltott ERK1/2 aktivaciora
A sejteket 10uM DMNQ-val kezeltiik két 6ran keresztll glikoz jdiében vagy hianyaban. Az ERK
altivacio gatolhaté a MEK inhibitor U0126-tal.

5.3.2. A vérzéses sokk altal indukalt vér-agy gatakosodasok

A vérzéses sokk olyan, a klinikai gyakorlatban yalkgan ebforduld korfolyamat,
amelyben az agyi kapillarisok endotélsejtjei isnésme lehetnek. A vérzéses sokkot
laboratoriumi  kordlmények kozoétt patkanyokon zaendszerben tortén kontrollalt
véreztetéssel hoztuk létre, amelynek soran a vémagoallandéan 40 Hgmm-en tartottuk.
A dekompenzalt fazis kezdetének azt tekintettiikkamaz allatnak a levett vérmennyiség
felét vissza kellett vennie annak érdekében, hagyywomasat tartani tudja. Az agykeérgi
vérataramlas monitorizalasa kimutatta, hogy a aéaatlas alacsonyabb volt a kontroll
értéknél ugy a kompenzalt, mint a dekompenzalt sakk és a csdkkenés egyre nagyobb
lett, ahogy a sokk haladt a dekompenzalt fazis felé

Annak tisztazasara, hogy a vérzéses sokkhoz taraulrér-agy gat funkcidézavara,
megvizsgaltuk a vér-agy gat permeabilitdsat a dakknbo® fazisaiban. A vér-agy géat
permeabilitasa minden vizsgalt agyterileten (mesgmalon, frontalis cortex, occipitalis
cortex, parietalis cortex) megt a kis molekulasulyu fluoreszceinnel szemben (M\876
Da) a sokk dekompenzalt fazisdban, mig a nagy mt@eklyd albumin (MW = 67 kDa)

permeabilitasa nembtt szignifikans meértékben (33. abra).
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33. abra. A kompenzalt és dekompenzalt vérzéses &dkatasa a vér-agy gat permeabilitasara
A fluoreszcein (A) és Evans kék albumin (B) permié@isat vizsgaltuk kulénbdz agyi régiokban. A
csillagok a kontrollhoz képest szignifikans elt@iés jeldinek (p<0,05) (n = 5).

Mivel a vér-agy gat permeabilitasanak szabdalyozéisdkiemelked szerepet
jatszanak a junkcionalis komplexum fehérjéi, meggéituk ezen fehérjek mennyiségének
valtozasait a sokk kulonbézstadiumai soran. A szoros kapcsolatok egyik tnayesabran
fehérjéjének, az occludinnak a mennyisége a soakawk agyabdl izolalt kapillarisokban
csokkent, a csokkenés sokkal intenzivebb volt & st#kompenzalt fazisaban. Hasonlo
expressziovaltozas volt megfigyelbietz adherens junkciok transzmembran fehérjéjének, a
cadherinnek az esetében is, mif-aatenin mennyiségében nem detektaltunk valtozast
(34. abra). A Western-blot vizsgalatok eredméngeiimmunfluoreszcens vizsgalatok is
megebsitették. Ezen kisérletek soran kimutattuk, hogy aagi erek endotélsejtjeire
jellemz folyamatos occludin festés a sokk dekompenzéattistdaban szakadozotta valik
(35. abra).
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34. abra. Junkcionalis fehérjék valtozasai vérzésemkk hatasara

Az occludin (A), a caherin (B) és prcatenin (C) expresszidja izolalt kapillarisokbaampenzalt és
dekompenzalt vérzéses sokk hatasara. Reprezeabativnégy fliggetlen kisérlétb Denzitometrias analizis
(D): az occludin 78%+15%-ra csokkent a kompenzab&0+10%-ra a dekompenzalt sokkban a kontrollhoz
képest. A cadherin 76%+6%-ra csdkkent a kompezalt0%+7%-ra a dekompenzalt sokkban. A csillagok
a kontrollhoz képest szignifikans eltéréseket faél (p<0,05).

KONTROLL DEKOMPENZALT SOKK

-
-

35. abra. Az occludin lokalizaciéja dekompenzalt vgéses sokkban
A nyilak az occludin festés folytonossaganak hidmsiélik. Mérce = 5Qum.
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5.3.3. A vér-agy gat gyulladdsos folyamatokban: al’lR2/6 szerepe

A vér-agy gat, és ezen belil az agyi endotélsdjtekettek lehetnek agy a kdzponti
idegrendszeri, mint az idegrendszeren kivili gyldios folyamatokban. A gyulladasos
folyamatokban fontos szerepet jatszanak a Tollésmszeptorok. Egyre tobb irodalmi adat
all rendelkezésre arra vonatkozélag, hogy a Takiszreceptorok nemcsak az
immunsejteken fejédnek ki. Ugyanakkor a mai napig igen keveset tuduak
endotélsejtek, kulonésen az agyi endotélsejtek -Jadki receptorairél. RT-PCR
technikdval végzett vizsgalataink azt mutattak, yhag human agyi endotélsejtek
expresszaljadk a TLR2-t, 3-at, 4-et és 6-ot, migatkgny sejtek a TLR2-t, 3-at és 6-ot
fejezik ki kontroll kérilmények kdzott (36. abra).

A

bp

B

bp

TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7
TLR8
TLR9
TLR10
GAPDH
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7
TLR8
TLR9
TLR10
GAPDH

300-
100-

300-
100-

36. abra. A Toll-szefi receptorok kifejezédése human és patkany agyi endotél sejtekben

Human hCMEC/D3 sejtvonal sejtjéib(A), illetve primér patkany agyi endotélsejtéki{B) teljes RNS-t
izolaltunk, és polimeraz lancreakciéval a TLR mR&lSielenlétét vizsgaltuk. A képek 5 kilonibokisérlet
reprezentansai.

Ezzel jelenlegi ismereteink szerint @ént irtuk le a TLR6 expresszojat agyi
endotélsejtekben. Kilonbézfertbzéses és gyulladasos folyamatok gyakran tarsulnak
oxidativ stresszel, ezért megvizsgaltuk, hogy amai® stressz miként befolyasolja a
Toll-szefi receptorok expresszidjat. Vizsgalataink sorarntagzsztaltuk, hogy a 24 éran at
MRNS-ének kifeje@dése szignifikans mértékben noévekedett: a TLR2, 3 4
transzkripcidja a kezeletlen sejtek szintjének fobiint 6tszordésére, a TLR6-é pedig
tizszeresére emelkedett (37. abra). Mivel sikddnttutatnunk gy a TLR2 mind a TLR6
expresszidjat (a TLR2 és TLR6 heterodimert is kébealkotni), megvizsgaltuk, hogy
ezen receptorok specifikus agonistdja, a zymoséolydsolja-e a TLR-ek expresszigjat.
Zymosan (100 pg/ml) kezelés hatasara ugy a TLR2t minTLR6 expresszidja
megemelkedett, 6t- illetve hétszeresére (37. abBrajpbbi TLR expresszidja valtozatlan
maradt. Megvizsgaltuk két klasszikus gyulladastofak citokin, a TNFe és az IL-B
hatasat is a TLR expressziéra. Mig az [Lslem befolyasolta a TLR expressziot, a TF-

tobbszorosére emelte a TLR2 és a TLR3 expressd@jat.R2-t mintegy tizszeresére, a
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TLR3-at nyolcszoroséara) (37. abra), ami jelzi, heggyulladasos folyamatok jelésen

befolyasolhatjak az endotélsejtek TLR ligandumoldz@mbeni érzékenységét.

Relativ mMRNS expresszi6

TLR2 TLR3 TLR4

OKontroll
giL-18

B TNF-a
ODMNQ
Bl Zymosan

TLR6

Tovabbi kisérleteink sordn azt vizsgaltuk,

37. abra. A human agyi endotél TLR
MRNS-ek transzkripcidjanak indukalasa
stresszfaktorok altal

A konfluens tenyészeteket M DMNQ-val,
illetve zymosannal (10Qg/ml) kezeltik 24
oran keresztil. Kontrollként GAPDH-t
hasznaltunk, és az mRNS-ek kezeletlen
hCMEC/D3 sejtekéhez képesti relativ
kifejez6dését AACt modszerrel szamitottuk
ki. A grafikonon abrazolt eredmények harom
fliggetlen kisérlet eredményeinek atlag és
szoras értékeit mutatjak.

hogyl&RZ/TLR6 receptorok aktivalasa

milyen funkcionalis kovetkezményekkel jar. Vizsdgalak kimutattak, hogy a zymosan

jelentbsen megnoveli a vér-agy gat permeabilitdsat ugy 7& Ba molekulasulyd

fluoreszcein, mint a 67 kDa-os EBA szamara (38ajliEz a permeabilitds fokozdédas még

kifejezettebb volt, ha a zymosan kezelés oxidatasszel tarsult (38. abra).

Fluoreszcein

EBA

38. abra. A zymosan hatasa az agyi
endotél tenyészetek permeabilitasara

400%
300%

700%
600% -
500% -

200% -
100% -
0% -

Kontroll ZymosanZymosan
+
DMNQ

600%

500%
400%

300% - R
i I] natrium fluoreszcein és az Evans kék-

200%
100%
0%

Kontroll ZymosanZymosan

+

A primér patkany agyi endotélsejteket
zymosannal (10@ug/ml) és zymosan +
DMNQ (100 pg/ml és 5 uM)
keverékével kezeltik, majd mértik a

albumin permeabilitasanak valtozasat.
A zymosan és a zymosan + DMNQ
kezelt csoportok, valamint a kezeletlen
sejtek permeabilitasa kozotti

DMNQ statisztikailag szignifikdns eltéréseket

(p<0,05) csillaggal jelodltuk.

A zymosan permeabilitast fokozé hatasa miatt tovéiggelmiinket a junkcionalis

fehérjék expressziojara 6sszpontositottuk. Weditrnanaliziseink jeleds, koncentracio

fliggd csokkenést mutattak ki zymosan hatasara a szaqpssélatok két transzmembran

alkotéelemének, az occludinnak és a claudin-5-nekmannyiségében, igazolva

feltevésuinket, hogy a permeabilitds fokozdédasa mdap interendotelialis kapcsolatok

funkciézavara all.

Méas junkcionalis fehérjek (ZO-tadherin, a- és B-catenin)

expresszidjdban nem kovetkezett be véltozas (38).ab
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39. abra. A junkcionalis fehérjék expressziéjanak &ltozasa zymosan kezelés hatasara

bemutatott blottok harom fliggetlen kisérlet repnéaesai. Minden fehérje sav intenzitdsat meghatidkoz
denzitometralassal, é3aaktinhoz normalizaltuk. A grafikon a harom fliggetlkisérlet kezeletlen sejtekhez
viszonyitott relativ atlag és szoras értékeit aflfaz A statisztikailag szignifikans kilénbségekp&0,05)
csillaggal jeloltik.

Mivel a funkcionalis tesztek soran az oxidativ st@e fokozta a zymosan
permeabilitast fokozé hatasat, ezért megvizsgalhdgy vajon e kedls extracellularis
hatas milyen modon befolyasolja a szoros kapcdoldiehérjéinek expresszidjat.
Véarakozasainknak megfet@in az oxidativ stressz és a zymosan egyittes hataza
occludin expresszidjanak csokkenése még nagyohbmiot csak zymosan kezelés esetén.
A claudin-5 esetében ez a szinergias hatas nemmaffigyelhed, a DMNQ nem volt
képes tovabb cstkkenteni a zymosan éltal okozett jglends cstkkenést (40. abra). A
kovetked lépésben azt is megvizsgéltuk, miképpen befoly@sotymosan és a DMNQ az
occludin és a claudin-5 lokalizaci6jat. Kontroll ridémények kozétt konfluens
tenyészetekben ugy az occludin mind a claudin-Bnaliyaggal végzett jeldlés a
junkciondlis fehérjékre jellenéz folytonos membranfestést adott. Az occludin
membranfestése zymosan kezelés hatasara elvedptgttaossagat, és ez a hatds még
hatarozottabban jelentkezett claudin-5 esetébenNQMezelés (5 uM, 24 Ora) hataséara a
festés szintén mindkét fehérje esetében szakadozaitt Az occludin elhelyezkedésében

azonban a legkifezettebb valtozasokat a kombin&#dzelésnél tapasztaltuk, ahol a
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membranfestés szinte teljes mértékbeninglt Ugyanakkor a claudin-5 esetében a
kombinalt kezelés szinergias hatasa nem volt megifigts (40. abra).

A Occludin Claudin-5 B

Kontroll

Zymosan 100 pg/ml
Zymosan+DMNQ

Kontroll

occludin s

claudin-5 .

B'aCtin — S — —

)
§ | DMNQ5uM

DMNQ

C

Zymosan Occludin Claudin-5

120

100
801 x X #
60 1 %

40 1 *
20
0
o Kontroll = DMNQ

® Zymosan @ Zymosan+DMNQ

Zymosan+
DMNQ

Relativ fehérje expresszié

40. abra. A junkcionalis fehérjék sejten belilli elszlasa és expresszidja zymosan és DMNQ kezelések
hatasara

Az agyi endotél sejtek konfluens tenyészeteit §80ml koncentraciéju zymosannal, illetvey™® DMNQ-
val, ezenkivil a két anyag keverékével is kezedildoran at. A fluoreszcens mikroszkopos felvétdigtom
fuggetlen kisérlet eredményeinek reprezentansarcgné 50um) (A). A fenti médon kezelt sejtekben
Western-blot analizissel vizsgéltuk az occludirtlésidin-5 expresszidjat. Az abran harom fuggetlisé et
reprezentativ eredményei lathatéak. (B). A Weshdotek denzitometrids analizise. A kontrollhoz
viszonyitottan statisztikailag szignifikans kiloggsket (p<0,05) csillaggal, mig a zymosan kezelshe
képesti kilobnbségeket (p<0,05) Kstkereszttel jeloltik (C).

A TLR2/6 aktivalasa altal éldézett junkcionalis komplexum karosodasok mechansat

a TLR ismert szignalizacios Utvonalainak gatlasgurabaltuk feltérképezni. Kimutattuk,
hogy az occludin expresszidjanak csokkenését a Mibkbitor U0126 teljes egészében
kivédte, mig az NEB (nuklearis faktorkB) PDTC-vel tortéti gatldsa hatastalannak
bizonyult. A claudin-5 mennyiségi csokkenését azongem az U0126, sem a PDTC nem
volt képes megakadalyozni arra utalva, hogy a kékgionalis fehérje eltérszabalyozas

alatt all. Western-blot kisérleteinket az immunfieszcens vizsgalatok is alatdmasztottak
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(41. 4bra). Az U0126 teljes mértékben kivédte a asen altal kivaltott valtozasokat az

V4

nem akadalyozta meg. Ugyanakkor a ZO-1 fehérjersdjelili elhelyezkedésére nem volt

hatassal a zymosan kezelés.

£
S ©
A 22 < B
o AN o N
= o ) N
N S @
= § ® & o 140
e 8 & 8 g 120]
é 5 5 5 ® 100 O Kontroll
& 807 * B Zymosan
occludin .“ :GC_J 607 * * B Zymosan + PDTC
: o W - > 407 * *
claudin-5 2 201 O Zymosan + U0126
B-aktin D NS D = & 0 ,
Occludin Claudin-5
C Kontroll Zymosan Zymosan+U0126

Occludin

o - -

41. abra. A zymosan junkcionalis fehérjékre kifejtét hatasanak mechanizmusa

A hCMEC/D3 sejteket zymosannal (1Q@/ml) és zymosan + PDTC (KB gatldszer, 10QuM), illetve
zymosan + U0126 (ERK utvonal gatlészere, i) kombinacidjaval kezeltik 24 6ran at. Az abradmar
fliggetlen Western-blot kisérlet reprezentativ erlyrit mutatja (A). Az egyes fehérje savok intedeat
denzitometraltuk ég-aktinhoz normalizaltuk (B). A kontrollhoz viszongitan statisztikailag szignifikans
kilonbségeket (p<0,05) csillaggal, mig a zymosarekshez képest tapasztalt szignifikans eltéréseket
(p<0,05) ketds kereszttel jeloltik. A fenti médon kezelt sejtekmunfluoreszcens vizsgalata (C) (mérce =
50 pum).
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5.3.4. A dohanyflst egyes 0sszetinek hatdsa a vér-agy gatra

A dohdnyzas szamos karos hatasa ismert, azonbaanyfust alkotéelemeinek
kbzvetlen hatasa az agyi endotélsejtekre még nelhbeke tisztazott. A dohanyfust
legfontosabb dsszetéivk6zott vannak a nikotin és a policiklusos arorsagénhidrogének.
Mi elsésorban arra kerestik a valaszt, hogy ezek a vegkilbefolyasoljak-e a
paracellularis permeabilitast, illetve az intercediélis junkcidk felépitésében szerepet
nikotin kezelés 15 percen, valamint 1 és 5 6éramexh okozott valtozasokat az agyi
endotélsejtek occludin expresszidjaban. CsakiMlOvagy annal nagyobb koncentécioju,
24 Oran at tartd kezelés eredményezett kisfokuudatl csbkkenést a Triton X-100

inszolubilis frakciéban (42. abra).

A Tx100 szolubilis Tx100 inszolubilis
kDa K 107100105104 K 107106105104 Nikotin

175 - | mol/dm3
83 -
62 - |
32,5 - ‘
B 40% 140%
20% L 1120%
100% | -100%| | |
80% | | 80% T
60% — +— | 60%] | Er I
40% - +— L 40%] 1
20% H +— — 20%7 1 ¥ . .
oo 0% Nikotin
K 107106105104 K 10710610510% mol/dm3

42. abra. Az occludin mennyiségi valtozasai agyi dotélsejtekben nikotin hatasara

A sejteket 100 nM - 100 pM koncentraciéju nikotihkazeltiik 24 6ran keresztil (A). A 24 6ras kezelés
eredményeinek denzitometrids analizise (B). A batotttképek harom flggetlen kisérlet reprezentamsai
grafikonok harom fliggetlen kisérlet kezeletlen eddjez viszonyitott relativ atlag és széras értékeit
abrazoljak.

=z

(10 uM) 5, illetve 24 o6ran at tartd kezelés eredmenyerstkkenést. Az adherens
kapcsolatok fehérjéi kozul a cadherin mennyiségaet&@z csak 24 oOras kezelés utan

csokkent, g-catenin szint viszont nem valtozott (43. abra).
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43. abra. A ZO-1, a cadherin és §-catenin mennyiségi valtozasai nikotin kezelés hagara

A sejteket 1 - 10 uM koncentraciéju nikotinnal kitizke 5 és 24 6ran at, majd Western-blottal vizagak

junkcionalis fehérjék mennyiségi valtozasait. Azébharom fiiggetlen Western-blot kisérlet represtént
eredményei lathatoak. A grafikon harom fluggetleselet kezeletlen sejtekhez viszonyitott relatlaga€s
szorés értékeit abrazolja. A kontrollhoz viszony#o statisztikailag szignifikans kulonbségeket Qj05)

csillaggal jeloltik.

A policiklusos aromas szénhidrogén fenantrénuBDkoncentracibban az occludin
redisztribuciojat okozta a Triton X-100 inszolubilirakciobdl a Triton X-100 szolubilis
frakcidba. Hasonlo, de kevésbé kifejezett valtokastapasztaltunk claudin-5 esetében is,
mig aza- és pB-catenin, valamint ZO-1 mennyisége nem valtozott. JAmetilantracén
esetében nem figyeltiink meg valtozasokat a juniétioriehérjék kifejegdesét illeden,
kivéve a claudin-5 mennyiségéenek csokkenését anfit100 oldhatatlan frakciéban (44.
abra).

Tx100 szolubilis Tx100 inszol.
K MA Ph K MA Ph

62 — . g 200
1 2 180 x
- o CT ‘ occludin 2 1601 B Kontroll, Tx-oldékony
47,5 — S 140 B 1-MA, Tx-oldékony
E igg: B Ph, Tx-oldékony
475 ZE 80 B Kontroll, Tx-oldhatatlan
T L 60 B 1-MA, Tx-oldhatatlan
32,5 - . ‘% 40 O Ph, Tx-oldhatatlan
- | claudin-5 © 207
ol
25 - occludin claudin-5
83— w = = |O-catenin — _ o o o
. abra. A junkcionalis fehérjék mennyiségi
valtozasai fenantrén és 1-metilantracén hatasara

175 - A konfluens agyi endotél tenyészetekehantrénnel
83! (Ph) és 1-metilantracénnel (1-MA) kezeltiik (30 puM,
T| e | | 24 o¢ra). Az &bran harom fuggetlen Western-blot
62 - kisérlet reprezentativ eredményei lathatéak. A
grafikon harom fliggetlen kisérlet kezeletlen sdjezk
. ‘r 70-1 viszonyitott relativ atlag és szoras értékeit abljazA
‘f kontrollhoz viszonyitottan statisztikailag szigkéns
kilonbségeket (p<0,05) csillaggal jeloltik.

B-catenin

175 -
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Az adherens junkciok fehérjéinek interakcidit koinmmoprecipitacié segitségével
vizsgaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a férannem karositja f-catenin -a-

catenin ég-catenin - cadherin kapcsolatokat (45. abra).

sejtlizatum IP:B-catenin

wB kDa
K Ph K Ph

B-catenin 83—

45. abra. A fenantrén hatasa $-catenin a-cateninnel és
cadherinnel alkotott kapcsolataira

Az agyi endotél sejteket 30 uM fenantrénnal kekeRd
oran at. Az immunprecipitalagecatenin elleni antitesttel
végeztik és a precipitadlt mintdkencatenin és cadherin
antitestekkel Western-blot kisérleteket végeztiink.

a-catenin 83—

cadherin 130 —

2

Az immunfluoreszcens vizsgélatok meggtették a Western-blot vizsgéalatok
eredmeényeit. 24 6ras nikotin kezelés () a ZO-1 festés intenzitasanak csokkenését
eredményezte, amelyhez a membranfestés folytorasalcp felszakadasa is tarsult. A
Z0-2 és occludin festés kevéssé valtozott, és w&dgal nem valtozott a claudin-5
lokalizacidja. 24 6ras kezelés @M fenantrénnal csak kismeértigkaltozasokat okozott a
claudin-5, az occludin és a ZO-2 lokalizaciojab®. @bra).

Mivel e vegyuletek a dohanyosok vérében in vivoukdenyek kozoétt egyszerre
jelennek meg, megvizsgaltuk a nikotin és a poligkls aromas szénhidrogének egyuttes
hatdsat is. A junkcionalis fehérjék lokalizaciojankbinélt nikotin és fenantrén kezelés
hatasara hasonlo volt a csak nikotin kezelés utnteléhez: elssorban a ZO-1 festés
intenzitdsa csokkent és valt szakadozotta, az dicddan és a ZO-2-ben észlelt valtozasok

kevesbé voltak hangsulyosak (46. abra).
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claudin-5

Z0-1
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Kontroll Nikotin+Fenantrén
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Z0-1
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46. &bra. A nikotin és fenantrén hatasa a sejt-sejkapcsolatok alkotéelemeinek sejten belili
elhelyezkedésére

Az agyi endotél sejtek konfluens tenyészeteit 10nikétinnal és/vagy 30 uM fenantrénnal kezeltiiko2dn

at, és a fixalt sejteket occludin, claudin-5, ZQZQ-2 elleni antitesttel festettik. A nyilak azolahelyeket
jeldlik, ahol a fehérjék elintek a sejtkapcsold szerkezetek terit#tdérce = 100 pm.

vy

A barrier funkcionalitdsat TEER vizsgalatok segjtaéel kdvettiik nyomon. E célbdl
az agyi endotélsejteket kollagén IV/fibronektinnddevont Transwell filtereken
tenyésztettilk asztrocitakkal kokulturdban, és ilgdom 200-300 Ohmecmellenallast

tudtunk mérni. 10uM nikotin kezelés nem okozott szignifikans valtdzasTEER-ben.
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Hasonlban nem tudtunk szignifikans véltozasokat ukéimi policiklusos aromas
szénhidrogén szarmazékokkal vagy metilantracénkésmkezelés kombinacidjaval sem.

A cigarettafist szamos oxidans anyagot tatalmazlyek az alveolusok falan
keresztil a keringésbe kerilhetnek (Yamaguchi é&aimt2007), ugyanakkor a tartds
dohanyzas jelefis keringési karosodasokkal is jar, ezért dohanyadkd nikotin hatasa
oxidativ stresszel tarsulhat. 24 6ras nikotin kéz&MNQ (10uM) altal indukalt oxidativ
stresszel tarsulva fokozta a csak oxidativ strédtsd kivaltott TEER csOkkenést (47A.
abra). Ehhez hasonloan a ZO-1 lokalizaciéjaban \oetk@zett valtozasok is @eljesebbek
voltak kombindlt kezelés soran, mint csak DMNQ vapak oxidativ stressz hatasara
(47B. &bra).

B Kontroll Nikotin

>

i
HH

O Nikotin+DMNQ
40+

207 ‘ ’

o

120

1007

801 T

o ODMNQ

TEER (a kezdeti érték szazaléka)

O6bra 1d6ra 26ra 246ra S
DMNQ Nikotin+DMNQ

47. abra. A nikotin és az oxidativ stressz egyuttémtasa a rezisztenciara és a ZO-1 lokalizaciéjara
Primér agyi endotélsejtek konfluens tenyészeteiekék 10uM DMNQ-val vagy 10pM DMNQ-val és 10
uM nikotinnal 24 6ran &at. Az &bra a transzendotslifezisztencia valtozasait (A) illetve a ZO-1
lokalizaciojat mutatja (B). Mérce = 1Q0n.

A nikotin és policiklusos aromas szénhidrogéneklakozott valtozasokat egyéb
fehérjék expressziojaban proteomikai analizis ségével vegeztik el. 1M nikotinnal,
illetve 30uM fenantrénnal kezelt agyi endotélsejtékkészitett homogenatumot vetettiink
ald 2D elektroforézisnek, és azokat a fehérjékmilgeknek expresszidja kuldnbozott a
kontrolltél MALDI-MS segitségével azonositottuk A apott eredmények a
kovetkedképpen foglalhatéak Ossze.idkét hatbanyag valtozasokat okozott sokk altal
indukalt fehérjékben: a nikotin megndvelte a chapir tartalma TCP alegységek és a
Hsp70/Hsp90 organizal6 fehérje (Hop) mennyiségég anfenantrén a Hsp90 mennyiségét
novelte. Valtozasokat figyeltink meg egyes jeltdiédsban szerepet jatszé fehérjék
mennyiségeében is: a nikotin megnovelte a kalciuti f&hérje 1 mennyiségét, mig a fenantrén
csokkentette azt. A nikotin novelte a PICOT fehémennyiségét, amely a PKCtéta gatlasan
keresztll szabdlyozhatja a stressz indukalta dizgwe#t, a fenantrén pedig a zyxin
mennyiségét novelte, amely fokalis adhézios plakkokebforduld fehérje. Ugy a nikotin,

mint a fenantrén megemelte néhany replikacidbanskripcioban és transzlacioban szerepet
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jatszo fehérje mennyiségét, mint amilyen az ElfB&en talmefien a nikotin és fenantrén altal

indukalt fehérjék kdzott voltak metabolikus enzimek

5.3.5. Az occludin lebontdsanak mechanizmusa
A junkcionalis fehérjek mennyiségének csokkenéseolfpgias korilmények kozott
elétérbe helyezi ezen fehérjék lebontasi mechanizmakaitanulmanyozasat is. Az
occludinhoz kapcsol6dé fehérjék vizsgalatat célzézetes éles#t ketss hibrid
vizsgalatok azt mutattak, hogy az occludin képesitala newvi ubiquitin lighzhoz
kapcsolodni. Az éles&t ketids hibrid Kkisérletek eredményeinek igazolasahoz
koimmunprecipitacios vizsgalatokat végeztink. A cjp#alast occludin ellenanyag
segitségével vegeztik, és azt tapasztaltuk, hopse@pitdtumban megtaldlhatd volt az
itch. Ezek a kisérletek medsitették, hogy az occludin képes az itch-hez kdpdsa
Ezzel szemben tovabbi koimmunprecipitacios kis@idét azt mutattak, hogy a szoros
kapcsolatok egy masik transzmembran fehérjéjeaadat-1 nem kapcsolodik az itch-hez
(48. abra).

IP: anti-occludin IP: anti-claudin-1
WB: anti-occludin WB: anti-itch WB: anti-claudin-1 WB: anti-i tch
1 2 3 4 S 6 7 8
Itch » HG - .
120 — 120 — ’ 523 — I%ﬁrg‘ :
98 —
84 —
= 36.8 HC
HC > L ->
Occludin » 52.2— ‘ 52.3— .
HC - . S(IlL 1C: ’
52.2— ] ’
LC » — Claudin-1 »
30.2 — 22 — "

48. abra. Az endogén itch és occludin kapcsolédasa

E13 egér embridhol készitett homogenatumbdl immeewmpitaltunk poliklondlis anti-occludin (1-es é=8
savok) vagy anti-claudin-1 (5-6s és 6-0s savoklenalhyaggal. Negativ kontrollként anti-c-Myc
ellenanyaggal precipitaltunk (3-as és 7-es sawkjy nem adtunk ellenanyagot a mintahoz (4-es &s 8-
savok). Az immunoprecipitdtumokat immunoblot seggtsvel poliklonalis anti-occludin (1-es sav), vagy
anti-claudin-1 (5-0s sav), vagy anti-itch (2 - 4@s 8 savok) alkalmazasaval vizsgaltuk. Az endoigém
(~120 kDa) koprecipitalt az occludinnal (2-es s&lg,nem koprecipitalt claudin-1-gyel (6-0s sav). ifeh
nem specifikus kédése minimalis volt (3-as, 4-es, 7-es és 8-as aiik = nehéz lanc; LC = kénfiyanc.

Mivel az itch egy ubiqutin ligaz, megvizsgaltuk, gy az occludin képes-e
ubiquitindlodni. Ehhez hemagglutininnal (HA) jel6libiquitint tulexpresszaldé HEK
sejteket hasznaltunk, amelyéklmccludin ellenanyag segitségével precipitaltumiajd a
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precipitatumbol készitett Western-blottokat anti-leAenanyaggal festettik. Kimutattuk,
hogy mar rovid iddj kezelés az MG-132 proteaszéma inhibitorral jélseh megndvelte

az occludin-ubiquitin konjugatum mennyiségét. Ankaderitésére, hogy melyik occludin
pool ubiquitinalodik, megvizsgaltuk az occludin-gbitin konjugatumok mennyiségét a
Triton X-100 szolubilis és inszolubilis frakci6baA.legnagyobb mennyiség a Triton X-
100 szolubilis frakcidban volt megtalalhato, dersatte\d mennyiség volt az inszolubilis
frakcidban is (49. abra).

IP: anti-occludin B IP: anti-occludin
A WB: anti-HA WB: anti-HA
HA-Ub  + + - = 9
[%2]
MG-132 + -+ » £
= =
3 = o
205 — o 205 — -?-'
8 9
e
119 — 119 —
98 =
98 = o>
Ujrafestés: anti-Occl Ujrafestés: anti-Occl
L, Gmemamen 2o _ )

49. abra. Az occludin in vivo ubiquitinacioja

A. HA-jel6lt ubiquitint expresszalé HEK 293E sejetkkezeltiink MG-132-vel (5QM, 1 h). Az endogén
ocludint immunprecipitaltuk a sejtlizatumbol, anmtmunoblot vizsgalatnak vetettiik ala anti-HA ellepag
alkalmazasaval. Negativ kontrollnak nem transzfeldéjteket hasznaltunk. A HA-ubiquitin - occludin
konjugatumokat a szogletes zargjel jelzi.

B. HA-jel6lt ubiquitint expresszald6 HEK 293E TritoX-100 szolubilis és inszolubilis frakciéjabdl
precipitaltuk az occludint MG-132 (5M, 1 6ra) kezelést kdvéen. Az immunoblottot anti-HA ellenanyag
segitségével végeztik. A poliubiquitindlt occludinTriton X-100 szolubilis és inszolubilis frakcidba
egyarant megtalalhaté volt.

Mivel az ubiquitinacié altalaban a fehérjek gyorsbdntasaval jar egyuitt,
megvizsgaltuk az occludin turnoverét. Az occludimnbverét ,pulse chase” kisérletek
segitségével kovettik nyomon. Ennek soran azt &izdg hogy mennyi id alatt tinik el
a radioaktivan jel6lt occludin a teljes occludin mgiseglél. Kisérleteink kimutattak,
hogy a teljes occludin mennyiség koérulbeltl 3 dedtdebomlik, €s amennyiben a kisérlet
soran jelen volt az MG-132 proteaszéma inhibitarpecludin lebomlasa mintegy 30%-kal

csokkent. Hasonld gatlast proteaszéma inhibitoenjétében claudin-1 esetén nem
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észleltink, ami arra utal, hogy az occludin és dial lebontasa kulénbéz

mechanizmusok révén torténik (50. abra).
A

Occludin Claudin-1
— 1 1
1dé (6ra) 0 1 2 3 1d6 (6ra) 0 1 2 3

98 = 30.1 =—

-
e s - »}----

50. abra. Az occludin és claudin-1 turnovere. Az
B MG-132 proteaszéma inhibitor hatasa
wem o oo , e , A LLC-PK1 sejteket jeloltink [35S]metioninnal és
ciszteinnel 1 éran at, majd a médiumot nem radivakt
W - ‘Pw ™ médiumra cseréltiik. A sejtlizatumbol kiprecipiteit
az occludint vagy a claudin-1-et, majd SDS
C gélelektroforézis utan autoradiografiat készitektian
gélekl.
B. A [35S]metioninnal és ciszteinnel MG-132 (80
uM) jelenlétében és hianyaban a fent leirt médon
kezelt sejtek8l kiprecipitaltuk az occludint, majd
SDS gél elektroforézis utan autoradiogréafiat
készitettiink a géit.
C. Az autoradiografias képek denzitometralasa. MG-
29% | 132 jelenlétében a kiindulasi occludin mennyiség
mintegy 30%-a megmaradt, mig MG-132 hianyaban
gyakorlatilag a teljes occludin mennyiség lebomBott
12% | Ora alatt.
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51. abra. Proteasz6malis gatlas hatasa MDCK sejtakanszepitelidlis elektromos ellenallasara (TEER)

A. MDCK sejtek konfluens tenyészeteit 12 6ran &t'@aentes médiumban tartottuk. Ezutan a sejtek normal
Cd" tartalm( médiumot kaptak (t = 0) és a TEER értéhéttilk 4 6ran keresztiil MG-132 jelenlétében és
hianydban. 5aM MG-132 jelenléte jeledsen felgyorsitotta a TEER ndvekedését ag étaban. A harom
oranal hosszabb kezelés toxikus volt a sejtek sma

B. MDCK sejtek konfluens tenyészeteit Canentes médiumba helyeztiik (t = 0) MG-132 jelehiéréés
hianyaban. 25:M MG-132 31%-kal csokkentette a TEER csokkenését dérc utan. Reprezentativ abra
harom fuiggetlen kisérleth

PV

mennyire befolyasolja a szoros kapcsolatok funkdisn sajatossagait, aminek

jellemezésére a transzepitelialis elektromos dli@sta alkalmaztuk. Az eis
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kisérletsorozatban MDCK sejteket filteren tenyésiaztd, majd a konfluencia elérése utan
a sejteket 12 6ran at €amentes médiumban tenyésztettiik tovabb, hogy aéwiegroros
kapcsolatok szétessenek. Ezutdn a sejtek visszdkaptnormal Cd koncentracioju
tapfolyadékot, és meértik a transzepitelidlis etmkins ellenallast (TEER). MG-132
jelenlétében a TEER emelkedése szignifikAnsan gibrsolt mint kontroll kérilmények
kozott, ami jelzi, hogy a szoros kapcsolatok funhkalitasanak visszaallasa az occludin
lebomlasanak gatlasa kovetkeztében felgyorsult (5ba). Ugyanakkor a €amegvonas
soran bekovetkéz TEER csokkenés is mintegy 30%-kal csokkeritheblt MG-132

jelenlétében (51B. abra).

5.3.6. Az oxidativ stressz altal okozott cito- ésegotoxikus hatasok vizsgalata a
veér-agy gat sejtjeiben

A hipoxia/reoxigenacié a junkcionalis karosodasak & permeabilitdas novelése
mellett egyéb karosodasokat is kivalthat endotiEkbgn. Kisérleteink soran
megvizsgaltuk, hogy a hipoxia/reoxigenacio, illetvkémiai uton indukalt oxidativ stressz
miként befolyasolja az apoptozist és a mitdzisthdzha kisérletsorozathoz sertés agyi
endotélsejteket hasznaltunk. Kontroll kérulményelkzdtt a mitotikus sejtek aranya két
szazalék korul mozgott, és ebben a nagysagrendiieazvapoptotikus sejtek szama is.

A hipoxia/reoxigenacio, amelyet 24 Oras hipoxiavd® 4 Ords reoxigenacioval
valtottunk ki, szignifikansan megnovelte az apapte sejtek szamat. Az apoptotikus
sejtek szamanak ndvekedése hipoxia/reoxigenacéséiat glikoz mentes kornyezetben is
megfigyelhed volt. Ugyanakkor a hipoxia/reoxigenécio jelésen csokkentette a sejtek
proliferacios ratajat. A gliukdéz mentes korilményadintén jelerisen csokkentették az
agyi endotélsejtek proliferacidjat, és ezt a csolst a hipoxia/reoxigenacid mar nem
fokozta tovabb (52. abra).
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B Apoptotikus sejtek (%)
B Mitotikus index (%)

Kontroll Hipox/reox Kontroll Hipox/reox

+Glikéz -Glikéz

52. abra. A hipoxia/reoxigenacié hatasa A9/B12 agyndotélsejtek apoptozisara és mitozisara (glikoz
hianyaban és jelenlétében)

*p<0,05; **p<0,005 a megfelél kontrollhoz viszonyitva. +p<0,05; ++p<0,005 a negb, glikoz
jelenlétében végzett kezeléshez viszonyitva. Azkélt legaldbb négy fliggetlen kisérlet atlagat ésasat
képviselik.

A hipoxia/reoxigenaciohoz hasonlé modon a DMNQ kezeis id- €s
koncentraciéfigg modon novelte az apoptdzist és cstkkentette afgnadiot. A 10uM
DMNQ segitségével kémiai uton kivaltott oxidativessz hatasara az apopt6zis mar 1 6ra
utan emelkedni kezdett, és 24 Ora utan valt igéteesseé, a mitotikus sejtek aranya egy

ora utan kezdett folyamatosan csokkenni (53. éaladk).

3.00 -
2.50 A
2,00 A * ) ) )
S . = apoptozis 53. abr_a. DMNQ ke_zel_es hatasg az
$ 150 B mitozis apoptotikus és mitotikus  sejtek
8 oo aranyara
: A DMNQ kezelés 1 o6ran at tartott 1
0.50 4 uM-os és 10upM-os koncentracidéban.
Az értékek négy filiggetlen kisérlet
0.00 - ool L Loum atlagat és szorasat képviselik. *p<0,05 a
ontro v] V]

kontrollhoz viszonyitva.
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12~

10 A

B Apoptotikus sejtek (%)
@ Mitotikus index (%)

**

*%* o

kontroll 10' 1h 8h 24 h 48 h

54. abra. Az apoptotikus és mitotikus sejtek szazélkaranyanak idébeni véaltozasa 10uM DMNQ
kezelés hatasara

*p<0,05; **p<0,005 a kontrollhoz viszonyitva. Aztékek szazalékban vannak kifejezve, és négy flggetl
kisérlet atlagat és szérasat képviselik.

A genotoxikus hatdsokat a mikronukleuszos, illeevekromoszéma aberracioval
rendelked sejtek szamanak nyomon kovetésével vizsgaltuk. ikranukleuszos sejtek
aranya kontroll korulmeények kozott 5% koril mozgodimit a hipoxia/reoxigenacio
szignifikansan megndvelt. A glikéz hianya ©6nmagabaem befolyasolta a
mikronukleuszos sejtek szamat, és glik6z mentesykédetben a hipoxia/reoxigenacié
sem novelte azt, aminek valészimagyarazata a glikoz mentes kornyezetben megfigyel
alacsony proliferacios rata (55A. abra).

A hipoxia/reoxigenaciéhoz hasonléan azil-os DMNQ kezelés is megndvelte a
mikronukleuszos sejtek szaméat, a DMNQ koncentrédivelése azonban nem okozott

tovabbi ndvekedést, és 1M mar sejtpusztulast idézetbgb5B. abra).

121 12.00
% *
107 * 10.00 A
& 8.00 1
6
6.00 -
4
4.00 A
2
2.00 -
0
Kontroll Hipox/reox Kontroll Hipox/reox 0.00 A
+Glikoz -Glikoz Kontroll 1uM 10 uM

55. abra. Oxidativ stressz hatasa a mikronukleusza®ejtek aranyara agyi endotélsejtekben

A. Hipoxia/reoxigenacié hatasa glikozt tartalmaz®d gikéz mentes tapfolyadékban. B. A DMNQ
koncentraciofug§ hatasa gliikdzt tartalmazo tapfolyadékban. Az ékél-ban vannak kifejezve, és négy
fliggetlen kisérlet atlagat és szorasat képvisgik0,05 a kontrollhoz viszonyitva.
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A kromoszémalis aberraciok vizsgalatat csak glukdéattalmazé6 médiumban
végeztik el a glik6z mentes médiumban tapasztdsahy mitotikus aktivitas miatt. A
hipoxia/reoxigenacio szignifikansan novelte a kremma aberraciokat (kontroll
korilmények kozoétt 0,113+0,02%, hipoxia/reoxigedacutan 0,302+0,02%). A
leggyakrabban megfigyelt aberraciok a kromoszomagnfrentumok, illetve paros
fragmentumok és dicentrikus kromoszomak voltak.

DMNQ hatasara megtt a p53 fehérje expresszidja, ami meg tovabb fodo#t, ha
az oxidativ stresszt glikoz mentes koérilmények #owégeztik. Ezt a kisérletet GP8
patkany agyi endotélsejt vonalon végeztik, merledunk hasznalt p53 ellenanyag nem
ismerte fel a sertés p53-at (56. abra).

Glikez + - + -
DMNQ - - + +

56. abra. p53 expresszidja oxidativ stressz hatasar

-> F Az agyi endotélsejteket 10M DMNQ-val kezeltiik egy o6ran
keresztil glukéz jelenlétében vagy hianydban, majdp53
expressziot Western-blot analizissel vizsgaltuk.

Az endotélsejtekhez hasonléan a hipoxia/reoxigénéei asztrocitakban is cito- és
genotoxikus hatassal rendelkezett. A 24 éra hipdigaet 3 Ora reoxigenacié megnovelte
a mikronukleuszos sejtek szamat, amihez csokkentifgracio, és megnodvekedett
apoptozis tarsult. Az endotélsejtekkel 6sszehasanlazt tapasztaltuk, hogy kontroll
korilmények kdzott az asztrocitdkban kisebb a nmikbeuszos, apoptdzisos és mitotikus
sejtek szama. Bar a hipoxia/reoxigenacio fokoztapmmptotikus sejtek szamat, ez az érték

alacsonyabb volt az endotélsejtekben észleltnélgbia).

10 ~ ; S 3,00 : AP 7 . P
Asztrocita :Endotélsejt Asztrocita i Endotélsejt Asztrocita Endotélseijt
91
. 2,50 61 *
g 89
g 71 € 200 | €31
T M ~
@6 [} [} +
] T 74
B 5 2 150 »
> 5 2
< = = 3
z 47+ 3 g
2 2100 s
g 3] 21
E , |
2 050 .
4 ++ 1
1 o ++
0 0,00 I NS 0
Kontroll  H/R  Kontroll  H/R Kontroll ~ HR  Kontroll  HR Kontroll HIR Kontroll HIR

57. &abra. Hipoxia/reoxigenacié (24 6ra hipoxia, 3 r& reoxigenacié) hatdsa a mikronukleuszos,
mitotikus és apoptotikus sejtek aranyara asztrocitéban és agyi endotélsejtekben

Az értékek az atlagot és a szorast képviselik. *p50**p<0,005 a megfelél kontrollhoz viszonyitva,
+p<0,05; ++p<0,005 az endotélsejtekhez viszonyitetszempontos ANOVA).
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A glukdz koncentracié jelesen befolyasolta az asztrocitak hipoxia/reoxigeiraci
adott valaszat. Mig 1 g/l glukéz koncentracié mtelke hipoxia/reoxigenacio jelefgen
megnovelte az apoptotikus sejtek aranyat, 4,5 kikég koncentracié mellett ez nem
kovetkezett be. A mikronukleuszos sejtek szamanakekedését, illetve a nekrozisos

sejtek szamaranyat sem befolyasolta a gliik6z kardzsa (58. abra).

| Kontroll
B Hi/Re 58. abra. Glikoz koncentracié hatasa
a hipoxia/reoxigenacio altal indukalt
cito- és genotoxikus valtozasokra
asztrocitakban

Az értékek az atlagot és szérast
képviselik, és %-ban vannak feltlinetve.
*p<0,05 a kontrollhoz képest, **p<0,05
az 1 g/l glikézhoz képest.

glukéz | glukdéz | glukéz |glukéz |glukéz | glukéz

Mikronukleuszos| Apoptotikus Nekrotikus
sejtek sejtek sejtek

A DMNQ-nak a hipoxia/reoxigenaciohoz hasonlo hatash. 24 oOras kezelés 10
uM-os DMNQ-val szignifikhnsan megndvelte a mikroraldzos és apoptotikus sejtek
szaméat. Magasabb koncentraci6 mar toxikusnak bidgnyelentisen megndévelve a
nekrotikus sejtek szamat és csokkentve a prolil@radmi a DMNQ hatasanak &beni
lefutasat illeti, egy oOra kezelés 1tM-os DMNQ-val nem novelte szignifikhnsan a
mikronukleuszos sejtek szamat szemben az endoddsel, ahol a ndvekedeés szignifikans
volt. Az endotélsejtek és asztrocitak érzékenydégtti kilonbség a mitdzis, apoptdzis
€s nekrdzis vizsgalata soran is szemldedtlit. Egy 6ras kezelés utan az apoptozis és a
nekrozis is alacsonyabb értéket mutatott asztidustd, és a kulonbség 24 o6ra utan is
megmaradt (59. abra).

_ 12 4
7 7 * 4 *% '\o‘ **
26 351 L TS
g s 5 / <
< x g | / pot 31 / =
> g // 2 25 /’ 0
e =2, b
) b 4 / & ! 3 — - - endotél
2 ey ! g 27 , g
.g b= / % 154 / S —{1— asztrocita
2 8 21 ,,./ < g / 2
S 2 i - + 2 - e
c 1 05 s | sk E
0 0
0 1 24 0 1 24 0 1 24
idé (h) idé (h) id8 (h) id8 (h)

59. abra. DMNQ (10 pM) hatasa a mitotikus, apoptotikus, nekrotikus és rnkronukleuszoz sejtek
aranyara asztrocitakban és agyi endotélsejtekben

Az értékek az atlagot és szérast képviselik. *p§0*®p<0,005 a kontrollhoz képest, +p<0,05; ++p<@htaz
endotélsejtekhez képest (kétszempontos ANOVA).
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A glukdéz koncentracionak jelefg hatasa volt a DMNQ indukélta oxidativ stressz
altal kivaltott cito- és genotoxicitasra. A magdsalglikozkoncentracié (4,5 g/l)
szignifikAnsan csokkentette a DMNQ altal indukalitkmonukleuszos sejtek szamat.
Glukéz hianydban azonban a DMNQ altal indukalt mikikleuszos sejtszamnévekedés
elmaradt. Ugyanakkor aglikémia és 1 g/l glikéz lencacio esetén a DMNQ
szignifikansan megndvelte az apoptotikus sejtekyad@ta mig 4,5 g/l gliikdz koncentracio
mellett ez a névekedés nem kovetkezett be (60).4bra

12.00 T 0.70 7
g 1000 1 . 060
vt S
Q 7 4
? 8.00 | ?"-’»: 0.50 *
2 3 0.40 |
N 6.00 2
2 o = 0.30 A
k>4 =]
2 400 ++ S 020 | +
= ©
£ 2.00 - 0.10
0.00 - 0.00 -
Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ
- glikéz 19/l glikdz 4,59/l glikdz -glikéz 19/l glikéz 4,5¢/1 glikdz

60. &bra. A glikéz koncentraci6 hatdsa a DMNQ kezés (24 o6ra, 10pM) Altal indukalt
mikronukleuszos (n = 3) és apoptotikus (n = 4) sek aranyara asztrocita tenyészetben

Az értékek az atlagot + SD-t képviselik. *p<0,0%5p%0,005 a kontrollhoz viszonyitva; ++p<0,005 ag/lL
glikézhoz viszonyitva (kétszempontos ANOVA).

5.3.7. A hiperozmotikus mannitol hatasa az agyi erudélsejtekre

A vér-agy gat ozmotikus megnyitasa intrakarotikuadagolt mannitollal a klinikai
gyakorlatban is alkalmazott médszer, amelynek moégis hattere nem teljesen tisztazott.
Az bizonyosnak latszott, hogy a hiperozmoézis a plddiai valtozasok mellett
(zsugorodas) jeltovabbito utvonalakat is aktivalhiperozmézis altal indukalt valtozasok
feltérképezése érdekében az agyi endotélsejtel@tdz0 (1,1 M) mannitollal kezeltik.
Ebben a koncentracidban alkalmazzak a mannitaragy gat reverzibilis megnyitdsara.

Elsdként a mannitolnak a sejtek morfolégiai és mecharikiajdonsagaira gyakorolt
hatasat vizsgaltuk &lsejtekben atomiérmikroszkop segitségéevel. Az agyi endotélsejtek
relativ nagy szilardsaggal rendelkeznek annak étoksk hogy ellen tudjanak alini az
allando aramlas okozta mechanikai stressznek. Ak ewgdotélsejetek vizsgalata soran
elssként azt a kollagénnel bevont fellletet jellemezti@nelyen az endotélsejteket
novesztettiik. A kollagén egy folyamatos, fibrozmerkezei réteget alkot, ami ésegiti a
sejtek letapadasat. A maximalis egyenetlenség,aafalszin érdességének felel meg, 20
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mikroszkopos vizsgélat @&t a sejteket faziskontraszt mikroszkép segitségéve
ellerdriztik, majd a termalis stabilizacié érdekébenisnerbe helyeztik fél orara. A 40 x
40 um szkennelt terlileten 2-3 sejt volt megfigyethet legnagyobb sejtmagassagui
volt. A szkennelést 1 nN &rel végeztik, ami elegetidrolt arra, hogy lathatéva tegyik a
citoszkeletalis elemeket, de még nem karositottsejeeket. Az ily modon vizualizalt
citoszkeletalis strukturak linearis vagy elagazérkezetet mutattak, amelyek jelletnz
vastagsaga 50-100 nm kozoétt mozgott. Ezt kilreta sejtek 10% mannitol tartalmu
tapfolyadékot kaptak oly médon, hogy a tenyésdény és az AFM feje ne mozduljon el,
és igy lehet valt ugyanazoknak a sejteknek a vizsgalata.

Mannitol hatdsara az agyi endotélsejtek jellegzetesrfologiai valtozdsokat
mutattak: a sejtek magassaga lecsokkent gy a mamia citoplazmatikus régié felett
(61. abra), és a citoplazmatikus régidban a filaddmrs struktara mellett koértlbelldl 100
nm nagysagu membran kitiremkedések is megjelemekyek az elektronmikroszképos
felvételeken is lathatéak voltak (61. abra).

I Kontroll Mannitol |1

Kontroll

I. AFM felvétel. A és D magassagkép, C és F deftekckép, B és E a két vonalnak megfélel
magassagprofil. A képek mannitol kezeléétte(A - C), illetve mannitol kezelés utan (D - Fedziltek. II.
Agyi endotélsejtek elektronmikroszkopos képe manhrkezelés ditt (A) és utan (B). A betét egy protruzio
nagy nagyitasu képét abrazolja.

92



dc_218 11

A folyamat reverzibilitasanak vizsgalatahoz a &ejteebbb mannitollal kezeltik, és
azutan kezdtik el az atomiermikroszképos vizsgalatokat, majd a mannitolos
tapfolyadékot normal tapfolyadékra cseréltik, amikévetkeztében a sejtek magassaga
megnovekedett és a membran protruzidk ignédk. A sejtek mechanikai tulajdonsagainak
vizsgalata érdekében meghataroztuk a sejtek rugabmat is. Az émérésekbl szamolt
Young modulusz 8,04 + 0,12 kPa volt kontroll kéréimyek kdzott, mig mannitol hatasara
ez az értek 0,93 £ 0,04 kPa-ra csokkent, ami dzbtle hogy a sejtek sokkal lagyabba
valtak.

A mannitol altal aktivalt jeltovabbitd6 mechanizmls&ozil el$ként a tirozin
foszforilaciot vizsgaltuk meg. Kontroll korilményeddzott két foszforilacios sav volt
detektalhatd, 50-60 kDa és 110 kDa koril (62A. Abfa mannitol egy igen ételjes
tirozin foszforilaciét indukalt az 50-190 kDa molg&sulyu fehérjéken. A hiperozmotikus
korilmeények megdmte utan mar 10 perccel jelésen csokkent a tirozin foszforilacio, és
60 perc utan visszatért a kontroll értékekhez (6&#ra). Kulonboé jeltovabbitd
utvonalak inhibitorait alkalmazva egyedil az Sroda inhibitor PP-1-gyel sikerllt a
foszforilaciot gatolni (62A. és 62B. abrak).

Ma+U0126
Ma+Y27632
.4 . Ma+PP1
..‘ Ma+Genistein
5 J Ma 10’recovery
. Ma 60’recovery
Ma 20%,30’
Ma+Verapamil
Verapamil
Kontroll
Ma 20%,30’

°
=
c
c
@©
=

Kontroll
Kontroll
Ma+EDTA

' EDTA

H

193 -
112 -
87 -
70 -}
57 -

193-
112 - | -
87 -
70-

57 - -,

62. abra. Tirozin foszforilacié agyi endotélsejtekbn mannitol hatasara

A sejteket 20% (1,1 M) mannitollal kezeltilk 30 prcat. A foszforilacié alapallapotba vald visszését

illetve a MEK inhibitor U0126 (1QM), a Rho-kinaz inhibitor Y27632 (1@M), az Src inhibitor PP1 (10
UM), a tirozin kinaz inhibitor genistein (50M) hatasat vizsgaltuk (A). Az L-tipusti €acsatorna blokkold
verapamil (10puM) és EDTA (5 mM) hatasat vizsgéltuk a mannitol ukélta tirozin foszforilaciora.
Reprezentativ abra négy flggetlen kiséfetfMa=mannitol)

Tovabbi kisérleteink soran arra a kérdésre kerkstataszt, hogy milyen fehérjéek
foszforildlédnak tirozinon. Foszfotirozin ellenamgh tortéd immunprecipitacioé

segitségeével kideritettlik, hogy a tirozin fosz#mib egyik célfehérjéje f-catenin, és a
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foszforilacio a mannitol hatds megste utan méar 10 perccel visszatért a kontroll
ertékre. AB-catenin foszforilacidja is csak PP-1-gyel voltajaato (63. 4bra).

IP: PY s § &
. N Q > >
WB: B-catenin g & » 38 8
- B o9 ~ o9 & 2 0o
S £ 9 ~o o o
= c 2 > o 9O g 8
c S £ * * =

A o @ 5] 5] @ 5] © ©

¥ = = = = = = =

112-

87 - — i — ——

20- 63. abra. A B-catenin tirozin foszforilacioja
20% (1,1 M) mannitol kezelés (30 perc)
hataséara

i A foszforilacié alapallapotba valod visszatérését,
T T S illetve az MEK inhibitor U0126 (1M), a Rho-

WB: B-catenin kinaz inhibitor Y27632 (1QuM), az Src inhibitor
PP1 (10uM ), a tirozin kinaz inhibitor genistein

IP: PY _ (50 uM) (A) és az L-tipusi CA csatorna

WB: B-catenin 5 blokkol6 verapamil (10 uM) (B) hatasat

_ 5 & E vizsgaltuk a mannitol indukalt@-catenin tirozin
= E % § foszforilaciora. Az A abra alsé blotjafacatenin
B é g g E 0sszmennyiségét mutatja. Az immunoprecipitalas

anti-foszfotirozin ellenanyaggal, a blottok festése
anti{3-catenin ellenanyaggal tortént.
Reprezentativ dbrak harom fiiggetlen kisééletb
(Ma=mannitol)

—

Az altalanos tirozin foszforilaciohoz hasonléan aszforilalt p-catenin is sokkal
nagyobb mennyiségben fordultéelh Triton X-100 szolubilis mint a Triton X-100
inszolubilis frakciéban (64. abra).

Tx-100 szol Tx-100 inszol

A K Ma K Ma
193- '
112-[ & . WBPY

87—'| w

70 - |

57 - -

B
193-
1nz2- IP:PY

87 - -— ©  WB: B-catenin

70- 64. abra. A mannitol hatdsara tirozin foszforilalt
7. fehérjék Triton X-100 szolubilitasa

Az agyi endotélsejteket 20% (1,1 M) mannitollal ékiik

S 30 percig. A. A Triton X-100 szolubilis frakciébaés
193- inszolubilis farkcidban le¥ fehérjék tirozin foszforilacioja.
112- B. A Triton X-100 szolubilis és inszolubilz-catenin tirozin
g7. WM &% aue @ \B:pcatenin  foszforilacidja. Az immunoprecipitadlas anti-foszfotin
70 - ellenanyaggal, a blot festése apicatenin ellenanyaggal
57- tortént. C. AB-catenin eloszlasa a Triton X-100 szolubilis és

inszolubilis frakcié kdzott. (Ma=mannitol)
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Immunfluoreszcens vizsgalatokkal kimutattuk, hoggnmitol kezelés hatadsarapa

catenin kontroll kérilmények tapasztalhatd folytemembranfestése felszakadozott (65.
abra).

65. abra. AB-catenin redisztriblcioja agyi endotélsejtekben 20%nannitol kezelés hatasara

30 perces 20% (1,1 M) mannitol
kezelés hatasara a membranfestés
szakadozotta valik. A nyil a kontroll
/7 képen a folyamatos membranfestésre,
a mannitolos kezelést bemutatoé
képen a felszakadozott
membranfestésre mutat. Mérce = 20
pm.

A B-catenin foszforilacioja és redisztribucidja hatddehet az adherens kapcsolatok
integritasara. Feltételezéseinket a koimmunopredds kisérletek tamasztottak ala,

amelyek kimutattak, hogy f-catenin - cadherin és [gcatenin -a-catenin kapcsolat
karosodott (66. abra).

IP: B-catenin
= S = S
g = IS~
c c
5] <
A 2 = g =
193 -
112- R s R
87 - e
70 -
66. abra. A mannitol kezelés hatasa #-catenin ésa-
B WB: VE-cadherin catenin valamint ap-catenin és cadherin kapcsolatara
A sejteket 20% (1,1 M) mannitollal kezeltik 30 parcat. Az
112 - PREpos W — immunoprecipitalas anfi-catenin ellenanyaggal, a blot festése
87 - anti-VE-cadherin (A) vagy anti-catenin (B) ellenanyaggal
tortént. Reprezentativ abra harom fiiggetlen kitaéille
WB:a-catenin (Ma=mannitol)

A tirozin foszforilacid mellett mas jeltovabbité vahalak is aktivalédhatnak
hiperozmoézis hatasara, mint amilyen a MAP kinazoaal. Ennek tisztazasara Western-
blot analiziseket végeztiink olyan ellenanyaggokalelyek a MAP kinaz foszforilalt, és
ezaltal aktivalt formjat ismerik fel. Kisérleteikimutattak, hogy a mannitol az ERK1/2
foszforilaciojat indukalta, ami U0126-tal gatolhatdlt. A p38 aktivacidja hasonlo kisérleti
koérilmények kozott nem volt megfigyellbgi67. abra).
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ERK1/2
_ 67. abra. MAP kindzok aktivalasa mannitol
8. ° hatasara agyi endotélsejtekben
PPy g € 10% (0,55 M) és 20% (1,1 M) mannitol 10 és
= R 8 < 30 perces kezelésének hatasa az ERK1/2 (A) és
BER R & a p38 (B) aktivdlasara. A telies ERK1/2
S g g g mennyiséget az A abra als6é blotja mutatja.
Pozitiv kontroll (B): endotélsejtek fenilarzén
oxiddal kezelve. Reprezentativ dbra harom
. figgetlen kisérlettl. (Ma=mannitol)

A foszforildcié tovabbi célfehérjéinek azonositéséarellenanyag matrixot
hasznaltunk. Az ellenanyag matrixon 24 jelatvifehérje elleni antitest volt rogzitve,
melyek kozil a p1l30Cas, a fokalis adhézids kindgK{(Fés az Axl bizonyult tirozinon
foszforildltnak (68A. abra) Az Axl receptor tirozinkinaz foszforilacijat

immunopreciptacios vizsgalatokkal is igazoltuk (688 68C. abra).

A

14-3-3 SACEE 68. abra. Mannitol altal indukalt Axl foszforilacié

A. Tirozin foszforilalt fehérjék detektalasa
ERKL_ES : ellenanyag  matrix  segitségével. Az  agyi

endotélsejteket 20%-os mannitollal kezeltik 30
percig. Az ellenanyag matrixot a
sejthomogenatummal  inkubaltuk, majd anti-
foszfotirozin ellenanyaggal festettik meg. A
fehérjéket a membranon elfoglalt pozici6 alapjan
c azonositottuk.

Sejtlizatum - _1P:Ax| B, C. Foszfo-Axl detektalasa immunoprecipitacio
segitségével. Az agyi endotélsejteket 20%-0s
mannitollal kezeltik 30 percig. Az
e immunoprecipitaciot anti-foszfotirozin
e, ellenanyaggal végeztilkk, a blotokat anti-Axl
- ellenanyaggal festetttk meg (B), illetve a

homogenatumokat anti-Axl| ellenanyaggal
precipitéltuk, a blotokat pedig anti-foszfotirozin

) ellenanyaggal festettiik (C). Reprezentativ &bra

- v harom fuggetlen kisérleitb A nyilak a foszforilalt
v ] 140 kDa-os Axl helyzetét jelolik. Kontrollkérfi-
aktint hasznaltunk.

Sejtllzatum IP:P

<

S
=
c
c
©
=

Mannitol
Kontroll
Mannitol
Kontroll
Kontroll

. Mannitol

kDa
170 —

130 -
100 -
72 —

55| "’

WB:AXI © WBPPY

kDa e
170 — ]

130 —.

100 -

72— 4

55 -

B-aktin B-aktin
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A Kontroll _Mannitol ® Kontroll _Mannitol
2 2 2 2 69. abra. Az Akt aktivalasa hiperozmotikus
5 2 § ¢ 5 2 § ¢ mannitol hatasara agyi endotélsejtekben
g % 2 g g & 2 g A sejteket Axl siRNS-sel transzfektaltuk
wa S % 8 3 £ % £ 3 Lipofectamine segitségével, vagy csak
170 - Lipofectamine-t adtunk hozzajuk, majd 20%-o0s
130 — - S - mannitolal kezeltik 30 percen at. A. Az Axl és
100 - on degradaciés termékei @itnek a csendesités
2- (Serin) hataséara. B. A hiperozmotikus mannitol altal aktiva
55— — , Axl az Akt foszforiaciéjat indukalja. A blotokat &n
. foszfo-Akt-tal (fel$ blot) vagy anti-Akt-tal (alsé
Axl i i blot) festettiik. Reprezentativ &bra két fiiggetlen
o o o> a» Akt kisérletlsl.

B-aktin

Az Axl ozmotikus stressz hatasara bekovetkieszforilaciojat az Akt (protein kindz
B) foszforilacioja kdvette. Amennyiben az Axl gésendesitettiik, az Akt foszforilacioja
elmaradt, ami azt bizonyitja, hogy az Akt ebbewlgadmatban az Axl downstream eleme
(69. abra).

Az ozmotikus nyomas ndvekedésének kovetkeztébeixhmemcsak aktivalodott,
hanem le is bomlott, amely folyamat soran két 50i83a-os fehérje fragmentum
keletkezett. A hasadas &l$épése matrix metalloproteindz fifggk bizonyult, mig a
masodik |épés proteaszéma segitségével zajlotOledpra). A 140 kDa-os teljes Axl és a
metalloproteinaz hatdséara keletédragmentum csak detergensekkel volt szolubilizélha

mig a proteaszOma fuggdegradaciot kovéen vizoldékony termék keletkezett (70C.
abra).

A C
—
3 Tx-100  H,0
= g2 35 2 oldékony oldékony
[e) =
5 8 £ 9 B S
= & © — < — -
Da 2 G = S [uo =30=380
150 SEzEE=
130—-.gq 100% + — c g © c S ©
kDa &S o
100 - 0% 1 , 255955
72 - o] = 10—
55 - A 20% +— -
40 o I - e
N Kontroll GM Ma Ma+GM 40 —
Ax| Ax]
B-aktin B-aktin

70. abra A proteaszomak és metalloproteindzok szgye az Axl degradaciéjaban

A. A metalloproteinaz inhibitor GM6001 meggatolta Axl lebomlasat. Egy reprezentativ blot 6t figeetl
kisérletl®l. B. A Western-blotok denzitometrias analizise. észlopok a 140 kDa-os Axl sav intenzitas
szazalékat reprezentaljak a kontrollhoz képestagatt SD). *p<0,001 a kontrollhoz képest t-tesztet

alkalmazva. C. A proteaszoma inhibitor MG-132 (B@) hatasa az Axl degradacidjara. Egy reprezentativ
blot 6t fiiggetlen kisérleth. Kontrollkéntp-aktint hasznaltunk.
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A két folyamat kdzul a foszforilacié ke&dott el$ként (2-5 perc utan), a lebomlas
csak 15 percnél valt lathatova (71A. abra). Emellat pervanadat, amelyik egyéer
foszfataz inhibitor, fokozta az Axl foszforilaciéjade nem indukalta a degradaciot, ami
szintén arra utal, hogy nem mutathato ki kozvetlerokozati 6sszefliggés a foszforilacio
és a hasitas kozott (71B. abra). Ezt tAmsztottaaala kisérlet is, amelyben a genistein
megakadalyozta az Axl foszforilaciojat, de nem dlpalzta meg a degradacidjat (71B.
abra). Mindezek mellett a metalloproteindz gatéds| megakadalyozta az Axl lebontasat,
nem gatolta az Akt aktivaciot, ami tekintettel almagy az Akt az Ax| alatt helyezkedik el
a jeltovabbitd kaszkadban, arra utal, hogy az Ativanaradt (71C. abra).

A Mannitol B Sejtlizatum IP:PY
© g = S =
wa S _ngg_agag o5
170 — o e < G)B.":'CEGJ = O N
p = c o OO0 & ¢c o OO0 “UOH
130-3 C S S k&5 5566 _s88c
«Da IP:PY, WB:AX 5%22§§2§§&’22 32538
170 - e wepl@me® - S 5555
130 _ - - - %88_ ‘ “‘ ~ SSESs
WBAXI 72— . *Ooaad
- 55 - - Ee- e - WB: B-aktin
WB: B-aktin WB:Ax| ‘
C b D
o
_ 5 3 kDa / pH 4 kDa
sE: .
S & & 100 138
Y = = 72 72
&bds 55 55

DAkt (Sera73) 40

Akt Kontroll Mannitol

71. abra. Az Axl degradéciotja és foszforilacioja kebtti kapcsolat

A. Az Axl foszforilacié (fel$ blot) és degradacié (alsé blot)éfdggése. A sejteket 20%-0s mannitollal
kezeltik a jelolt idkig. Az immunoprecipitdlashoz anti-foszfotirozinleslanyagot hasznaltunk, az Axl
Western-blot analizist sejtlizatumbol készilt immrectipitatumbdl (felé blot) vagy sejtlizatumbél (alsé
blot) végeztik. B. A degradacios termékek foszéddga. A sejteket 30 percig kezeltik 20%-0s maltaito
50 M pervanadattal, 20% mannitollal és 1M GM6001-gyel vagy 20% mannitollal és 1QM
genisteinnel. Az immunoprecipitalashoz anti-foszéatin ellenanyagot hasznaltunk, amit Axl Westelotb
analizis kovetett. A keais nyilak a foszforilalt degradéacios termékeket ljkloKontrollként B-aktint
hasznaltunk. C. A GM6001 nem befolyasolja az Aldgzforilalasat. A sejteket 30 percig kezeltik 20%-0s
mannitollal 10uM GM6001 jelenlétében és hianyaban, majd a blotakdi-foszfo-Akt (fel$ blot) vagy
anti-Akt (als6 blot) ellenanyagokkal festettik.

D. Az Axl kétdimenziondlis elektroforézises vizsatal Western-blottal kombinélva. A sejteket 30 pgrci
kezeltlik 20%-0s mannitollal. A sejtlizatumokat kétdnzionalis elektroforézis segitségével szétvabiisi,

amit Western-blot analizis kovetett anti-Ax| elleyag segitségével. A nyil a foszforilalt degradécié
terméket jeldli.
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Foszfotirozin ellenanyaggal végzett immunprecipdscwizsgélataink alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a keletkdrmgmentumok foszforilaltak maradnak (71B.
abra). Ezt bizonyitja a kétdimenzionalis elektréfns soran lathat6 tobbszoros jel is 50-55
kDa magassagaban (71D. abra).

Mannitol jelenlétében az Axl redisztribucidja is kbeetkezett: a kontroll
kortlmeények kozott diffuz lokalizaciét mutato fefeehiperozmaozis hatdsara perinuklearis
elrendeddést mutatott.

Kovetked lepésben az Axl foszforilacid szerepét szerettblka megvizsgalni. Azt
taladltuk, hogy az Axl aktivdlédasanak a hiperozrmémkozta programozott sejthaldl
kivédésében van szerepe, hiszen a mannitol aitaltétt apoptozist tovabb fokozta az Axl

gén csendesitése (72. abra).

A B
Kontroll Mannitol 10% o
X *
g 2 L o *
(7] o *
s82582 4" :
S 28 x § 8 x 2 4%
L EFLEF =
S 8288+ 8
KDa 5 5 & 5 5 & S {J
148 o S o | < o | o
100 -+ £ 92 2 £ 9 2
i & s £ & § £ £
55 . - - 0 S 2 I S 2
o 3} é O IT) x
40 - S ) S ) <
Ax| 8_ 8.
3 3
e G G GsD D QI
B-aktin KONTROLL MANNITOL

72. dbra. Az Axl szerepe a mannitol altal indukaltapopt6zisban

A. Axl géncsendesités. B. Axl géncsendesités hadsannitol indukalta apoptézisra. Az apoptozistitodt
kaszpaz-3 immunofestés segitségével mutattuk ki. éfEkek atlagot + SD-t jeldlnek. *p<0,05 a
Lipofectamine-kezelt kontrollhoz képest, °p<0,05Lipofectamine- és mannitol-kezelt sejtekhez képest
(ANOVA és LSD post hoc teszt).

5.3.8. A melandma sejtek és agyi endotélsejtek kétmhatasanak vizsgalata

A kilonbd® rosszindulatl daganatok agyi metasztazisainakhaddsat a kozponti
idegrendszert érifit megbetegedések legsulyosabbjai kozott tartjidk emamA
metasztazisok kialakulasaban a vér-agy gatnaknim$oszerepe lehet. Mivel a melanéma
képez a legnagyobb szazalékban agyi metasztazjsmkat tiztik ki a melanoma sejtek

vér-agy gaton torténtranszmigracidjanak vizsgalatat a vér-agy gat itnovmodelljén.
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Kisérleteinkhez A2058 human melanéma és B16/F10 egélandma sejtvonalakat
hasznaltunk.

Els lépésben a melandma sejtek agyi endotél rétegekb&y kitapadasanak
sajatossagait vizsgaltuk. A melanoma sejtek marpétccel az endotél rétegre valo
helyezés utan elkezdtek kitapadni, és mindkét segl jobban tapadt a human agyi
endotélsejtekhez (hCMEC/D3), mint a primér patkagyi endotélsejtekhez, ugyanakkor a
B16/F10 sejtek kitapadasi aranya magasabb volt, azilh2058 sejteké (73. abra).

250

2

N
o
o

1 73. abra. Melanéma sejtek kitapadasa agyi

endotélsejtekhez
A fluoreszcensen jel6lt melanéma sejteket
(A2058, illetve B16/F10) 2,5«fcn? siriiségben
tettik patkany (RBEC), illetve human (D3)
konfluens agyi endotél tenyészetekre. A sejteket
: : : kilonb6®d ideig tenyésztettik egyltt (15-120
0 20 40 60 so 100 120 140| percig), majd a nem letapadt melanéma sejteket

id6 (perc) lemostuk, és fluoreszcens mikroszképpal
—— D3+A2058 —— D3+B16/F10 —A&— RBEC+A2058 —0—RBEC+B16/F10‘ z .

megszamoltuk az adherens sejteket.

100 -

letapadt melanéma sejtek/mm

50 4

0

A kitapadast kovéen a melandma sejtek képesek voltak atvandorolreraotél
rétegen. Eiszor, mintegy 15-30 perccel az endotél rétegre \alielyezés utan, a
melandma sejtek elkezdtek nyulvanyokat kibocsatamjd 1-2 oOra elteltével néhany
melandma sejt ellaposodott, és 15-30 perc alatindirolt az endotél rétegen, majd az
endotél réteg alatt tovabb vandorolt (74. abra 2s8-as sejt). Ugyanakkor némelyik sejt

néhany szaz mikron tavolsagot bejarva sem tudjotinéaz endotél rétegen (74. abra 1-es

sejt).

74. dbra. Melanoma sejtek transmigracidja agyi endel rétegen keresztiil
Az A2058 melanoma sejteket konfluens D3 sejtekigdzéiik, majd 5 6ran keresztill 5 percenkent leftdz
ugyanazt a teriletet. Az abra az igy készilt vidéahutat be jellema pillanatokat.

Az atvandorlast konfokdlis mikroszképpal is sikerijfomon kdvetnink. A z sikban
készitett felvételen jOl latszik, hogy az endot@iapikalis (luminalis) oldalara helyezett

melandma sejt atjutott a bazolateralis (ablumipatislalra, amit a szoros kapcsolatok
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helyzetét jeldd piros szifi ZO-1 festés alatt megjelérzdld melandma sejt (Oregon Green
488 festett) jelez (75. abra).

A

75. abra. A melanoma sejtek
vandorlasa az agyi endotélsejtek
apikdlis oldalarél a bazélis
oldalara

A primér patkany agyi endotél
tenyészeteket lUveg fél@mezeken
konfluencidig ndvesztettik, majd
fluoreszcensen jelélt A2058
melanéma sejteket (zold)
helyeztink rajuk. 5 éra utan a
tenyészeteket megmostuk, fixaltuk,
és a szoros kapcsolatokat anti-ZO-1
ellenanyaggal festettik (piros). A
mintakat lézer konfokalis
mikroszkoéppal vizsgaltuk meg. A:
xy-sikban készitett felvétel a B és C
abran lathat6 z6ld vonalak mentén.
B, C: z-sikban készitett felvételek
az A abran lathaté fudteges és
vizszintes vonalak mentén.

A2058 melanéma sejt
Z0-1 festés (endotélsejt)

A kovetked lépésben arra a kérdésre kerestink valaszt, hefplyBsoljak-e a
melandma sejtek a vér-agy gat barrier tulajdonsaddindkét melandma sejtvonal
jelentbsen csokkentette a transzendotelidlis elektromesdlast, azonban mig az A2058
sejtek altal okozott csokkenés 24 oOra utan érte 80%-ot, a B16/F10 sejtek mar 5 ora
egyutt tenyésztés utan is szignifikdnsan csokkihkted transzendotelidlis elektromos

ellenallast (76. abra).

120%

100% -
80% -

76. 4bra. A transzendotelialis elektromos ellenal

valtozdsa melanéma sejtek jelenlétében

A primér patkany agyi endotél tenyészeteket [ond

pérusmérdt félig ateresat filtereken tenyésztettik. A

transzendotelidlis rezisztenciat (TEER) a CellZscop

5h 12h 24h rendszerrel kovettik. n = 2, *p<0,05 (ANOVA és
[m Kontroll mA2058 mB16/F10] Bonferroni teszt).

60% -

40% 4

20% A

TEER % a kontrollhoz képest

0% -

Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetniy laagagyi endotél sejteket

O0sszekapcsoldé szoros kapcsolatok karosodtak. Efltételezést tamasztottak ala az
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occludin, ZO-1 és claudin-5 ellenanyagok segitségéxégzett immunfluoreszcens
vizsgéalataink, amelyek kimutattdk, hogy melandmgekejelenlétében ezen fehérjék

folytonos membranfestése felszakadozott (77. abra).

Claudin-5 Z0-1 Claudin-5

N =N
A2058 melanéma Osszetett kép A2058 melanéma Osszetett kép
2h 5h

Osszetett kép

Osszetett kép

c Occludin A2058 melanéma

5h
B16/F10 melandbma

Claudin-5

Occludin

77. abra. A melanéma sejtek karositjak az endotélgek kdzotti szoros kapcsolatokat

A melanéma sejteket (A, B, C: A2058, D: B16/F1@)ofleszcensen jeldltik (A, B: CellTracker™ Blue, C,
D: Oregon z6ld segitségével), majd konfluens pripagtkany agyi endotél tenyészetekre helyestigk. Két
(A), illetve 6t (B-D) o6ra egyiitt tenyésztés utamaeblitottuk a nem letapadt melanéma sejteket, naajd
tenyészeteket fixaltuk és immunfluoreszcens moédskeregfestettik a claudin-5, a ZO-1, illetve azlodin
junkcionalis fehérjéket. A nyilak a szétesett judkat jelolik. Mérce = 50 pm.
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A claudin-5 mar 2 6ra egyutt tenyésztés utatinelazokon a helyeken, ahol az agyi
endotélsejtek kapcsolatba kerlltek a melandmaksejteés 5 éra utan a ZO-1 is @it
ezekbl a helyek6l. Az immunfluoreszcens vizsgalatok eredményétaataisztottak a
Western-blot analizisek is: melanoma sejtek jetébkn a claudin-5 és az occludin
mennyisége jelefisen csotkkent. A csokkenés kifejezettebb volt B16/Bgjtek, mint
A2058 sejtek jelenlétében (78. abra). Ezen tulfean a melandma sejtek fellluszéja is
csokkentette a két junkcionalis fehérje mennyiség@iatas ez esetben is a B16/F10 sejtek

esetén volt éisebb.

kel
i : i
= T 3 £ - T
T 0§ E 5 78. abra. Az endotelidlis
g 2 3 T §  junkciondlis fehérjék
2 E 8 I o S = ] ST z J, ]
g B g 3 2 O § = mennyiségi véltozasai
s T 9 7 7 g § 2 § @ melanéma sejtek, illetve az
A O B L Q9 8 8 8 5 8 L Y 1+ Y + |ltaluk termelt faktorok
] =1 ] ) o o [so) N ~ [s2] [s2) [s2] [s2] . ez
wa € < @ & € & & 4, &8 < @ a 8 8 8 jelenlétében
24— 24— _ A melandma sejteket, illetve
-_ s - o= =  melanéma kondicionalt
17 - - A .
claudins claudins médiumot  konfluens  agyi
. 5 endotél tenyészetekre
on won helyeztik. A junkciondlis
72 72 feheérjek mennyiségi
— e — w— w=s _ valtozasait = Western-blottal
55— 55~ kovettuk.
occludin occludin

A transzmigracioban fontos szerepet jatszhatnakteplitkus folyamatok is.
Kllbénos tekintettel arra, hogy ékorban occludin esetében kifejezett degradaciot
tapasztaltunk, tovabbi kisérleteink soran azt \aAits§, hogy az endotél-melanéma
kapcsolat milyen médon befolydsolja a sejtek prdikos aktivitdsat. Mindkét melandéma
sejtvonal jelertis zselatinolitikus aktivitdssal rendelkezett, ésaezaktivitas fokozédott
akkor, ha a melandma sejtek agyi endotélsejtekkaliltek kapcsolatba. A proteolitikus
aktivitast sem az EDTA, sem a cisztein proteazbibdi E-64 nem volt képes gatolni, csak
az irreverzibilis szerin protedz gatld Pefablod Waltdsos. Ez arra utal, hogy a melanéma
sejtekben agyi endotélsejtek jelenlétébenssedhan zselatinolitikus szerin proteazok
aktivalodnak (79. abra). A Pefabloc szignifikansabdkkentette ugy az A2058, mint a
B16/F10 sejtek transzmigracidjat (79C. és 79D. Jalugyanakkor nem befolydsolta e
sejtek migraciés kapacitasat, ha endotélsejtek vatak jelen.
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EDTA

EDTA
D3 D3+A2058 _ A2058
a1

79. abra. A melandma sejtek Altal termelt
zselatinbontd szerin proteazok szerepe

A, B. A melanéma sejteket konfluens agyi endotél
tenyészetekre vagy Ures tenyészenyekbe
helyeztilk szérummentes médiumban E64 vagy
Pefablo€ hianyaban, illetve jelenlétében. A
Taployadek (ellisz) * embranehéék (1ron 114 detergers i) tapfolyadékokbol (A), illetve sejtlizatumokbdl (B)
szarmaz6 zselatinbontd enzimeknek megielel
savokat Coomassie kék festéssel tettik lathatova.

I C, D. A primér patkany agyi endotél tenyészeteket 8
100% pm poérusméréi filtereken tenyésztettik. A
oo fluoreszcensen jel6lt melanéma sejteket (C: A2058,
o i D: B16/F10) a fels kamraba helyeztiik Pefabfoc

+A2058

6/F10

3

Pefablot

P
b

o O

hianyaban vagy jelenlétében. 5 o6ra utan
L ‘ | megszamoltuk az atvandorolt sejteket. n = 3,
Kontroll Pefabloc 200 uM Kontroll Pefabloc 200 uM *p<0,05 (t_teszt).

Atvandorolt A2058 melanéma sejtek
P
Atvandorolt B16/F10 melanéma sejtek

Tovabbi kisérleteink soran megprobaltuk azonositamgy milyen szerin protedzok
jatszanak szerepet a transzmigracioban. Megfigyeltdgy az A2058 sejtek egy 170 kDa
molekulasulyd membranhoz kotott protedzt expresskalami a mérete alapjan megfelelt
a szepraznak. A szepraz gén csendesitésével eEbbrMeigassagban I@yproteolitikus sav
eltint, ugyanakkor a géncsendesités mintegy 20%-kdtkesiette az endotél rétegen
atvandorolt A2058 sejtek szamat (80. &bra). Ezeleradmeények arra utalnak, hogy a
szepraz fontos, de nem kizarélagos szerepet jasazkelanoma sejtek vér-agy géaton

tortér atvandorlasaban.

A EDTA B
D3 + A2058 A2058

140%
120%
100%
80% *1
60%
40% -
20%
0% ‘
A2058:scrambled A2058:szepraz-
csendesitett

szepraz-csendesitett
Il

szepraz-csendesitett

kontroll
scrambled
kontroll
scrambled

170 —|
130 |

100 —|
72 -

atvandorolt sejtek aranya

55—
Membranfehérjék (Triton X-114 detergens fazis)

80. abra. A szepraz szerepe az A2058 melandma skjegyi endotélsejteken vald atvandorlasaban

A. A2058 sejtekben csendesitettiik a szepraz gémtelanéma sejteket konfluens agyi endotél tenyékeet
vagy Ures tenyésamdényekbe helyeztilk szérummentes médiumban. 5tanaausejteket Triton X-114-et
tartalmazo pufferben lizaltuk. A zimografias gélek®TA jelenlétében inkubaltuk. A nyil a szepraabyji.

B. A primér patkdny agyi endotél tenyészeteketu® porusméréi filtereken tenyésztettik, majd
fluoreszcensen jelélt melanéma sejteket (szeprémessitett, illetve scrambled RNS-sel transzfektalt
helyeztiink rajuk. Az endotél rétegen és a filterugéin atvandorolt melanéma sejteket fluoreszcens
mikroszkép segitségével szamoltuk meg. n = 3, *P=Qt-teszt).
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6. MEGBESZELES

6.1. A junkcionalis fehérjék expresszidjanak sajatesagai a vér-agy gat sejtjeiben

A junkcionalis fehérjék kulcsszerepet jatszanalamgpellularis barrier kialakitasaban
€s szabalyozasaban. Azonban az a megfigyelés, nmisegyes junkcionalis fehérjék
olyan sejtekben is expresszalédnak, amelyek jajenlismereteink szerint nem
rendelkeznek szoros kapcsolatokkal, felveti annalelgetiségét, hogy a junkcionalis
fehérjék egyeb cellularis funkcidkat is ellathatnsekzsgalataink soran kimutattuk, hogy a
tight junction egyik transzmembran fehérjéje, azladin asztrocitdkban is @brdul in
vitro korulmények kozott, és a membranba lokalid&o Az occludin jelenléte
valosziriileg egy differencidlatlan allapot jelledje, és az asztrocitak differencidlodasa
soran az occludin dihik. Erre utal az a megfigyelés, amely szerint aroepitelidlis sejtek
korai embriondlis stadiumban expresszalnak occtudmi az idegi fefidés soran dlnik
(Aaku-Saraste és mtsai., 1996). Ugyanakkor frisgfiggelések szerint Alzheimer kérban
szadmos neuronban és asztrocitaban ismét megjelanhstcludin (Romanitan és mtsai.,
2007), a jelenség hattere azonban ismeretlen. At fignction fehérjek funkcidja az
asztrocitdkban még nem kikEppen tisztazott. Az occludin mellett ZO-1-et, 2@-és
claudin-1-et is sikerllt e sejtekben kimutatni (Hoth és mtsai., 1994, Howarth és
Stevenson, 1995, Duffy és mtsai., 2000, Mack ésbwfg, 2006). Ezen tulméen,
Alzheimer korban és vaszkularis demenciaban azudodl expresszaldé asztrocitakhoz
hasonloan, a claudin-2-t és -11-et expresszalGoas#Z&ik szama is megnovekszikit,s
megjelennek claudin-2-t, -5-6t és -12-t expressz@aronok is (Romanitan és mtsai.,
2010).

Az el6zéekben emlitett patolégias korilmények mellet gydlsos mediatorok is
szabalyozhatjak az occludin expresszigjat aszékioan, mint amilyen a TNE-(Wachtel
€s mtsai., 2001). Figyelemre méltd megfigyelés, yhag szintén proinflammatorikus
citokin, az IL-13 képes egy masik tight junction fehérjének, a diaddnek az
expresszidjat indukalni asztrocitdkban, és ezZeh#dtes irAnyl a gap junction fehérjék
regulacioja. A kilénbdg junkcionalis fehérjek expresszidjanak IB-altali szabalyozasa
befolyasolhatja az asztrocitdk kozotti konnektstita kdzponti idegrendszer gyulladasos
folyamataiban (Duffy és mtsai., 2000).

A gyulladasos mediatorok mellett kilonionovekedési faktorok is jeleigen

befolyasolhatjak a sejt-sejt kapcsolo struktUrakawér-agy gat sejtjeiben, ami nagy
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hatdssal lehet e sejtek morfologiai és élettarditeagagaira. Kulonos jeléisége lehet az
ily modon indukalt fenotipusos véaltozasoknak agyd@élsejtekben. Kisérleteink soran az
ECGF (endothelial cell growth factor) altal indukfztioldgiai, biokémiai és molekularis
valtozasokat vizsgaltuk meg ezekben a sejtekbenEBGF jelenlétében és hianyaban
megfigyelt mindkét fenotipus (l-es és ll-es) rekdelk az endotélsejtekre jelletz
markerekkel (Bauer és mtsai., 1990). Figyelemredresonban am-aktin megjelenése a
ll-es tipusu sejtekben. Kisérleti adatok igazoljdlQgy epitélsejtekben am-aktin
megjelenése Osszefiiggésbe hozhaté az epitelidiermokimalis transzdifferenciaciéval
(Nagamoto és mtsai., 2000). Ugyanakkor primér agyiotélsejtekben és RBE4 patkany
agyi endotélsejtekben kontroll korilmények kdzétkimutathatd az-aktin (Dolman és
mtsai., 2005). Az a tény, hogy ugy az I-es, mihit@s tipusu endotélsejtek rendelkeznek
endotelialis markerekkel, arra utal, hogy a mi ketéinkben a két fenotipus a vaszkularis
endotélium két kulonb@e funkcionalis allapotat tukrézi. E funkciondlis t@dasok
elsbsorban a migraciés kulonbségekben mutatkoznak Efggen fontos szerepe lehet a Il-
es tipusu sejtek magasabb metalloproteindz alg#uit@k (van Hinsbergh és Koolwijk,
2008), illetve a csokkent fibronektin expresszidisladri €és mtsai., 1989, Underwood és
Bennett, 1993). A sejt-sejt kapcsolatoknak, ezelilbie az adherens kapcsolatoknak
jelentbs szerepe van a szlOveti integritas megtartdsaban.adherens kapcsolatok
legfontosabb transzmembran fehérjéjének, a cadiekira csokkenése 0Osszefliggéshe
hozhaté tumorok invazioképességével (Takeichi, 1983ek a kisérleti eredmények egy
iranyba mutatnak azon megfigyelésiinkkel, hogy &kwsdt cadherin expresszio fokozott
migracios készséggel jar agyi endotélsejtekben.

Eredményeink igazoltdk, hogy az ECGF-nek fontosregpge van az agyi
endotélsejtek fenotipusanak szabalyozasaban. Az FEEQy nyugvd barrier képz
allapotot kolcsb6ndz, amit egy alacsonyabb vandorl&®pesség, alacsonyabb
metalloproteinaz aktivitds és egy magasabb fibroneds junkciondlis fehérje expresszio
jellemez. Ezzel szemben ECGF hidanyaban a sejtekzadtasa csokken, vandorlasi és
proteolitikus kapacitasa megnovekedik, amit a jumkélis fehérjek mennyiségének
csokkenése is kovet. A sejtvandorlas, proteolitiklesivitas, adhezivitds csokkenése az
angiogenézis fontos elemei, igy az altalunk ledlerjségnek fontos szerepe lehet olyan
patologias folyamatokban, mint a tumor progressaigy metasztazis képzes.
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6.2. A szignaltranszdukci6 sajatossagainak vizsgataagyi endotélsejtekben

Az agyi endotélsejtek a kozponti idegrendszer ha@m@aisanak fenntartdsaban
betoltott kiemelked szerepiket csak preciz szabalyozé mechanizmusgitségével
képesek ellatni. Ehhez egy komplex receptor émnaigcios rendszer szikséges, amely
lehetivé teszi, hogy az agyi endotélsejtek adekvat maeagaljanak a kornyezetiib
jovo ingerekre. Kisérleteinknek egy jeléat része arra iranyult, hogy ezeknek a
jeltovabbitd rendszereknek a sajatossagait fep@xaik.

Munkank el§ Iépésében arra voltunk kivancsiak, hogy az aggottsejtek milyen
modon képesek az idegrendszeblféirkes jelzéseket érzékelni. Tekintettel arra, hogy a
glutaméat a koézponti idegrendszer egyik legfontosabbrotranszmittere, vizsgalataink
soran egy eérdekes megfigyelést tettlink: reverznkaipciot kbved polimeraz lancreakciod
segitségével kimutattuk, hogy az agyi endotélsegirktrop (NMDA és AMPA), valamint
metabotrop glutamat receptorok expresszidjara pesek. Eredményeink azt mutatjak,
hogy tobb NMDA receptor alegység is expresszal@dikkben a sejtekben. Az NMDA
receptorok szerepének szempontjabol kilénésen doam NR1 alegység expresszioja,
ugyanis ennek az alegységnek a jelenléte feltdtlsniikséges a funkcionalis NMDA
receptorok létrejottéhez (Hollmann és HeinemanB4LXKisérleteink megésitették azt a
kordbbi, kozvetett bizonyitékokon alapulo feltérélst, hogy az agyi endotélsejtek
glutamat illetve NMDA receptorokkal rendelkeznek o@fig és mtsai.,, 1992).
Foszforilacios kisérleteink azt igazoltak, hogy kezereceptorok funkcionalisak. Ismert
tény, hogy foszforilalt allapotdban a CAM-PK |l ebzti C&" figgiségét, és meéuzi
aktivitasat C& jelenléte nélkil is (Bronstein és mtsai., 1993hn&k olyan fontos
neuronalis folyamatokban van szerepe, mint az Wish{an és Goldring, 1988). A CAM-
PK II glutamat hatas meg&zése utani foszforilacioja az agyi endotélsejtekszantartd
megvaltozott reakciokészségét okozhatja olyan kidgdalyek esetén, amelyek magas
glutamat koncentracidval jarnak, mint amilyen aziaigzkémia. A tdobbféle glutamat
receptor jelenléte tovabb finomitja az agyi endmtfék reakcidjat a glutamatra, és a
kulonbo® receptorok rész vehetnek az agyi endotéliutikddésének szabalyozasaban
fiziologias és patolégias korulmények kozott. Banwak olyan kisérletek, amelyekben
nem sikerllt a glutamat szerepét kimutatni (Morésy mtsai., 1998, Domoki és mtsai.,
2008), egyre tobb adat utal a glutamat szabalyaedepére agyi endotélsejtekben. Igy
példaul a glutamat NMDA receptoron keresztil kémadativ stresszt kivaltani (Sharp és
mtsai., 2005), hozzajarulva a barrier diszfunkcibe a leukocita adhéziohoz (Kuhlmann
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és mtsai., 2009). Ezen tulnten az NR1 receptorok szabélyozzak a t-PA altal katiu
agyi endotelidlis szignalizaciot, és szerepet @iak a monocita transzmigraciéban is
(Reijerkerk és mtsai., 2010). A barrier funkcidkridése a szoros kapcsolatok
diszfunkciojaval magyarazhatd, ugyanis kimutatt@logy a glutamat az NMDA és
AMPA/kainat receptorokon keresztil az occludin setibuciojdhoz vezet agyi
endotélsejtekben. A glutamat az NMDA receptorok idédaval fokozza az occludin
tirozin foszforilacigjat, rontva a barrier funkcidlk mig az AMPA/kainat receptorokon
keresztll az occludin treonin foszforilacidjat faka (Andras és mtsai., 2007). A glutamat
vazoregulacidéban betoltétt szerepére utal az, iRagjenova és mtsai. (2003) kimutattak,
hogy a glutamat, AMPA és kainat is képes volt a lo&igenaz altal katalizalt CO szintézis
indukalasara izolalt agyi mikroerekben és tenydszgyi endotélsejtekben egyarant. A
glutamét tovabbi szabalyozo6 funkcioit veti fel eggoteomikai analizis, amely szamos
fehérje expresszidjanak moédosulasat mutatta kiaglét hatasara (Minagar és mtsai.,
2009).

Az agyi endotélsejtek szerepét a glutamat hatasamedialasaban az is jelzi, hogy
két glutamat transzportert is expresszalnak, az EAAL illetve EAAT2-t. Keéébbi
kutatasok egy harmadik transzporter jelenlététinsukattak (EAAT3), és igazoltak, hogy
ezek a transzporterek funkcionalisak é$ Nependensek. Tovabbi vizsgalatok kimutattak,
hogy mindharom transzporter az abluminalis olddlelyezkedik el. A harom transzporter
egyuttes Km-je 14uM, és relativ aktivitasuk 1 : 3 : 6 (EAATL1 : EAAT2EAAT3)
(O’Kane és mtsai.,, 1999). Ezek a vér-agy gat saintjmikodd transzporterek
hozzjarulnak a kdzponti idegrendszer alacsonyaeghtiularis glutamat koncentracidjanak
biztositasahoz, és fontos szerepet tdlthetnek ba@ldgsas koriimények kozoétt (Smith,
2000, Teichberg és mtsai., 2009).

A glutamat transzporterek mellett kimutattuk, h@gyagyi endotélsejtek szerotonin
transzportert is expresszalnak. Tovabbi vizsgalktagazoltak, hogy e sejtek jelést
szerotonin felvey kapacitassal is rendelkeznek, amelynek mintegha&gyada gatolhaté
a szelektiv 5-HT felvétel blokkolo citaloprammalasbnld ardnyban gatolta a szerotonin
felvételt a natrium ionok hianya is (Hyttel, 1994jni arra utal, hogy ezekben a sejtekben
Na' fuggs, funkciondlis 5-HT transzporter expresszalodik,ebmaz uptake mintegy
harmadaért felék.

Ami a transzport affinitasat illeti, az agyi endetgtek altal expresszalt szerotonin

transzporter hasonlo tulajdonsagokkal rendelkeziknt a klénozott human 5-HT
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transzporter (Agnel és mtsai., 1996), a trombocité@gy a placenta transzportere
(Anderson és Horne, 1992, Ramamoorthy és mtsab5)19Csak az agyi membran
preparatumokban mutattak ki ennél 5-10-szer magaatinitast (Cheng és mtsai., 1993).
A mi sejtjieinkben azonban a W 30-40-szer alacsonyabb volt az agyi membran
preparatumban vagy a JAR human placenta choriowama sejtekben mértnél.
Eredményeink aldtdmasztjdk azt a megfigyelést, emisz az 5-HT transzport
kinetikdjanak variabilitAsa élsorban a maximalis sebességet és nem az affirditanti
(Qian és mtsai., 1997).

Eredményeink ugyanakkor arra is felhivjak a figyeinhogy — tekintettel arra, hogy
a szerotonin felvétel mintegy kétharmada nem vait fliggs, és citaloprammal sem volt
gatolhaté — a szerotonin transzportjaban mas tpamsarek is jelerdis szerepet jatszanak.
A dopamin vagy norepinefrin transzporter valégidg nem vesz részt ebben a
folyamatban, mert ezek a transzporterek is" Nizmggdek, azonban felvétiik annak
lehetsége, hogy egy Naindependens kolin transzporter is részt vesz @&o&mEn
transzportjaban. Egy ilyen transzport mechaniznheistak mar az agyi endotéliumban
(Cornford és mtsai., 1978).

A szerotonin transzporter élettani szerepe az eggotélsejtekben még nem teljesen
tisztazott. Erdemes megjegyezni, hogy az agyi dtseitek rendelkeznek
monoaminooxidazzal (Maruki és mtsai., 1984), arsz@rotonint metabolizalni képes, igy
a szerotonin szint szabalyozasdban és ezaltal gz vaégataramlas regulacidjaban is
szerepet jatszhat e transzporter. Ezen tubmen friss kutatasok kimutattdk, hogy a
szerotonin transzporter részt vesz a szerotonitd@gyer fele tartd transzportjaban is
(Nakatani és mtsai., 2008).

A kilénbo® receptorok aktivalasa szamos intracellularis yeébbité folyamatot
indit el, és ezek igen fontos elemei a G-fehérjglsérleteink soran a G fehérje
alegységeinek expresszidjat vizsgaltuk kilogbotipusi agyi endotélsejtekben.
Kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt alegységekdGsila, Gi2o, Gi3da, Gg/ll és G@.)
mind expresszalodnak az agyi endotélsejtekbennlé¢lid fontos szerepet tolthet be a 7
transzmembran receptoroknak az intracellularis oyé@bbitd utvonalakhoz vald
kapcsolasaban. Ismeretes, hogy az agyi endotéddssjtanos Gshoz kapcsolt receptort
expresszalnak, mint &-adrenerg receptorok (Durieu-Trautmann és mtsa®91},
hisztamin H2 receptorok (Karnushina és mtsai., 1989y dopamin D1 receptorok (Bacic

és mtsai., 1991). A G@Gs alegységek a Gi (gatlo) alegységekkel egyetemben a
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V4

intracellularis cAMP szint regulacidjdban jatszanakerepet, ami a maga soran
szabalyozhatja a vér-agy gat permeabilitdsat (Rébimtsai., 1991). Ezt a megfigyelést
tamasztjak ala sajat kisérleti eredmeényeink is,lyakRarodalmi adatokkal egybecseiem
jelenbs TEER emelkedést mutattak cAMP kezelés hatasara.cAMP pontos
hatdsmechanizmusa még nem teljesen tisztazottpsidofilacios folyamatok és a TJ
komplexitasanak névekedése allhat a hattérben (Wpkes mtsai., 1994).

Ezen tulmefien a Gqld alegységek fontos szerepet jatszhatnak olyan goten
vazoaktiv anyagok hatasanak medialasaban mint dikbvm (Liao és Homey, 1993),
endotelin (Eguchi és mtsai., 1993) vagy trombinag8k és Garcia, 1992). Erdekes
megfigyelés, hogy Gqgbl medialta szignalizicié feléd az endotelidlis barrier
megnyilasaért gyulladasos mediatorok hatasakaaidotélsejtekben (Korhonen és mtsai.,
2009).

A G-fehérjéknek kilonleges jeléisteget ad, hogy jelenlétiket leirtak a junkcionalis
komplexumban is. Ezen, éorban epitélsejteken végzett vizsgalatok kimutatiégy a
Gau frakcié egy jeleris része kolokalizalédik a ZO-1 tight junction fegiégel, és
aktivalasa gyorsitja a TJ kialakulasat a kalciuntdwesszében (Saha és mtsai., 2001). A
transzepitelidlis elektromos ellenallds harom-ngggss novekedését sikerllt kimutatni
AlF,4, egy potens G-fehérje aktivator hatasara is (8ahatsai., 1998). Ehhez hasonlbéan a
Gi2a is kolokalizalodik a ZO-1-gyel, illetve ZO-2-veds kapcsolddni képes a ZO-1 Src
homolégia 3-as doménjéhez (Meyer és mtsai., 200Z3i20-nak szerepe lehet a szoros
kapcsolatok kialakulasdban is. Konstitutivan akdiga-val transzfektalt MDCK sejtekben
sokkal gyorsabban alakult ki magas transzepitslgiktromos ellenallas a kalcium switch
soran, mint a kontroll sejtekben. A &GOamely megtalalhaté a szoros kapcsolatok
1996).

A jeltovabbitds és interendotelialis junkcidk szord&apcsolatara utal az a
kisérletsorozat, amelyben a Rho-kindz szerepééizsk a C& hiany altal indukalt
endotelialis diszfunkcioban. Epitélsejtekben és i aggpdotélsejtekben a folytonosan
elhelyezked szoros kapcsolatok kialakulasaban fontos szelépstik az extracellularis
kalcium (Gonzalez-Mariscal és mtsai., 1990, Pit@kamtsai., 1983, Rothen-Rutishauser
és mtsai., 2002, Ivanov és mtsai., 2004(a)). Aikaicmegvonast, illetve meghatarozott
id6 utani visszaadasat kisérletes korulmények kozoéttumkeciok biogenézisének

tanulmanyozasara hasznaljadk, azonban a sejtkozkHpcsolatok szétesésének
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mechanizmusai, kilénésen agyi endotélsejtekberédsgvismertek. Kisérleteink soran azt
probaltuk tisztazni, hogy ezekben a sejtekben milyechanizmus révén karosodnak az
interendotelidlis junkciok, ha véaltozik a €&oncentracié. A citoszkeletalis valtozasok él
sejtekben jol nyomon kovetlietk voltak atomiad mikroszkop segitségével. Kimutattuk,
hogy agyi endotélsejtekben a“®Camegvonas jellegzetes morfoldgiai és citoszkeketali
valtozasokat okoz (a sejtek egymastdl eltadvolodmakgassaguk megnkortikalis aktin
gyiri jelenik meg), €s a junkciok szetesésehez vezeitoBzkeletalis valtozasok falloidin
festéssel is jol lathatoak voltak. Ezek az eredrakn§l dsszevethék epitélsejtekben tett
megfigyelésekkel. Bélhamsejtekben kimutattak, hceptracellularis C&# megvonas
hatdsara a junkciondlis fehérjék klatrin medialtalazitézisa kovetkezik be (lvanov és
mtsai., 2004b). Ezzel parhuzamosan az aktin ciwendn is atrendézik, kialakul egy
kontraktilis aktingyirti, amely kolokalizalédik a junkcionalis fehérjékKetanov és mtsai.,
2004(a)), ami szintén hozzajarulhat a paracelsld@at funkcionalis hianyossagaihoz.
Tovabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy ugy a molirfiiai és citoszkeletalis, mint a
junkciondlis valtozasok Rho-kindz fuggk. A kalcium deplécié okozta valtozasok
reverzibilisek voltak, azonban a visszarerdés Rho-kindz independensnek bizonyult.

Az irodalombdl ismert, hogy a Rho-kinaz kulcsfors@gu szerepet jatszik az aktin
reorganizaciojdban, a sejtek motilitasaban, adi@zd és permebilitAsaban (Hopkins és
mtsai., 2007). Az interendotelialis junkciok szaloalasaban betdltétt szerepe azonban
nem teljesen tisztazott. A Rho-kinaz a junkcioktezéséhez egyrészt a citoszkeletalis
tenzié novelése altal jarulhat hozza. Erre utakaférias aktingiirii kialakulasa, amelyet
meg lehet akadalyozni Rho-kinaz inhibitorral. M&ztéazonban a Rho-kinaz kozvetlendl
is foszforilalhatja a claudin-5 és occludin fehkeeagyi endotélsejtekben, amely a vér-agy
gat megnyilasadhoz vezet (Yamamoto és mtsai., 20@8)xajat eredmeényeink és irodalmi
adatok alapjan allithatd, hogy a Rho-kinaz fonterepet jatszik az aktin citoszkeleton és
a szoros kapcsolatok szabalyozdsaban agyi endteaklsen.

Az elmult évek kutatasai soran egyre tobb adattl&apvildgot arra vonatkozoan,
hogy a junkciondlis fehérjék, élsorban azok, amelyek a MAGUK csaladba tartoznak,
nemcsak strukturalis szerepet toltenek be a s@pssolatok szintjén, hanem szabalyoz6
funkcioval is rendelkeznek a génexpresszidban éfifgmacioban. Az els TJ fehérje,
amelyiknek a jelenlétét a magban is kimutattdk,Gx1Zvolt (Gottardi és mtsai., 1996).
Néhany évnek kellett eltelnie ahhoz, hogy BaldaMedter kimutassak, hogy a ZO-1
kapcsolodni képes a ZONAB (ZO-1-associated nuchkmad-binding protein) Y-box
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transzkripcids faktorhoz, és az ErbB-2 expressadljaszabalyozasdban vesz részt (Balda
és Matter, 2000).

Sajat megfigyelésink és ezzel parhuzamos mas flavon@mokban sziletett
eredmények is arra utaltak, hogy a ZO-2 is képesagba vandorolni (Islas és mtsai.,
2002). Azonban a ZO-2 magban betdltott szerepé&#éizasa még ma is a kezdeteknél
tart. Kisérleteink soran sikerilt kimutatnunk, hay¥O-2 képes a SAF-B n&vehérjével
kapcsolodni, és ez a kapcsolodas a magban torteiviel a SAF-B egy olyan nukleéris
fehérje, amely a genomialis DNS olyan régidihoz defkapcsolodni, amelyek éesr
transzkripcids aktivitassal rendelkeznek (Renz @sk&lmayer1996), eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a ZO-2-nek szerepst elyénexpresszié szabalyozasaban.
Ezt a feltételezést &siti meg, hogy az altalunk leirt SAF-B mellett a-2(képes a Fos,
Jun és C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) tzkripciés faktorokhoz is
hozzékapcsolodni (Betanzos és mtsai., 2004), agéin@xpresszio gatldsahoz vezethet. A
sejtmagban felszaporodd ZO-2 mas valtozasokatdiskéd, igy példaul megnovekedik az
M2 tipusu piruvat kinaz mennyisége. A piruvat kioldzkulcsszerepet toltenek be a
glikolitikus folyamatokban. Mig az M1 izoformak a&zizomban, a szivben és az agyban
expresszaldédnak, az M2 izoforma sok szovetféleségbrpresszalddik, és nagy
mennyiségben fordul &legyes rosszindulati daganatokban (Mazurek és .mga05),
illetve embrionalis szovetekben (Yamada és mt24iQ0). A mi kisérleteink soran azt
tapasztaltuk, hogy a megnoévekedett M2-PK a ZO-2aglman expresszaldo sejtekben
magasabb proliferaciés rataval tarsul, azonban a&2Z@k az M2-PK szabalyozasaban
betoltott kozvetlen szerepe meég tisztazasra var.mAgnovekedett proliferaciéval
parhuzamosan, destabilizalédnak a szoros kapckplaimit a junkcionalis fehérjék
lokalizaciojanak valtozasa és a csokkent TEER fel2eZO-2 sejtciklus szabalyozasaban
betdltott szerepét tamasztja ald az a medgfigyataszerint e fehérje a sejtciklus G1
fazisdban képes a magba vandorolni, majd a miign kivandorol onnan, és gatolja a
ciklin D1 fehérje expresszidjat (Tapia és mtsadQD). Ez magyarazatot adhat arra, hogy
miért el$sorban a proliferalé, még nem konfluens tenyésbeteKigyelhed meg a ZO-2
a magban, és miétiriik el a magi ZO-2 a nyugvo, konfluens tenyészetek@aramillo és
mtsai., 2004).

A ZO-2, el$sorban a PDZ doménjein keresztil, a SAF-B-n kividls nmukleéris
fehérjékkel is képes kapcsolodni. llyen a YAP2 (Xesmse-associated protein 2) (Oka és
mtsai., 2010), a ZASP (Lechuga és mtsai., 20108 &@5aZ (Remue és mtsai., 2010). A
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szamos azonositott nuklearis fehérje ellenére, yaklebz a ZO-2 kapcsolodni képes, a
nuklearis ZO-2 pontos élettani szerepe nemokellismert még. Kisérleteink soran
kimutattuk, hogy stresszténygz mint a magas dmérséklet vagy a nehézfém ionok is
kivalthatjak a ZO-2 magba vandorlasat, de hipoxadasara is megnévekedhet a ZO-2
mennyisége a magban (Fischer és mtsai., 2004)ntéregkink egyértelifen kimutattak,
hogy a ZO-2 strukturalis feladatok ellatdsa melletitos szerepet jatszik a sejtkddés
mas aspektusainak a szabalyozasaban és a jelttAslizbi is. Talan ezzel is
magyarazhatd, hogy bar a junkcionalis fehérjéikdlése altalaban redundans, a ZO-2

hianya 6sszeegyeztethetetlen az élettel (Xu é5.n2688).

6.3. Az agyi endotélsejtek patologias korulmények dezott: extracelluléris stressz

faktorok hatasa

Mivel a vér-agy gat a kozponti idegrendszer vediamak egyik legels eleme,
szamos stresszfaktor hatasdnak van kitéve, amir-agyegat nikodésének zavarahoz
vezethet, és ez sulyos kovetkezményekkel jarhatozpdati idegrendszer szamara.
Kisérleteink soran arra a kérdésre kerestink vialaegy killonboé stressztényéik, mint
amilyen az oxidativ stressz, a hipovolémias soldyvaz ozmotikus stressz miként hatnak
az agyi endotélsejtekre. Ezen tulmien megvizsgaltuk daganatos sejtek és az agyi
endotélsejtek kozotti kdlcsdnhatas mechanizmusaéildny elemét is. Mivel a vér-agy
gat részletes biokémiai vizsgéalata in vivo csakdtorottan lehetséges, é®rban in vitro
kisérleteket végeztiink, amelyekhez primér agyi tiisejt tenyészeteket, illetve agyi
endotélsejt vonalakat haszndaltunk. Ezek a sejtelyészetben is mégzik in vivo
jellegzetességeiket, mint a vonWillebrand faktorpresszidja, junkciondlis fehérjek
expresszidja vagy efflux transzporterek expresaziGreenwood és mtsai., 1996, Weksler
€s mtsai., 2005).

6.3.1. A hipoxia és az oxidativ stressz hatasa anjcionalis komplexum
miikodésére

A hipoxia és reoxigenacio, illetve az ehhez tarsokidativ stressz az agyi
endotélsejteket 8regyik leggyakoribb stresszhatas, melynek kovetlegmi a klinikai
gyakorlatban is nagy jelefgédiek. Kisérleteink soran az alkalmazott oxidativssrenem
befolyasolta az agyi endotélsejtek életképessémntt a tapfolyadék valtozatlan LDH
aktivitasa igazolt. Hasonlé eredményre jutottaktddlh és munkatarsai is (1995), akik
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szintén nem észleltek LDH aktivitas nodvekedést raswmrtd hipoxia utan sem.
Eredményeink arra utalnak, hogy az endotelidliskdiok karosodasa meég aétl
bekovetkezik, hogy az endotélsejtek integritasabiitasa sérulne.

Az altalunk megfigyelt occludin csokkenés melletdanjunkcionalis fehérjék
expresszidja is valtozhat hipoxia kovetkeztébey.kignutattak, hogy a ZO-1 mennyisége
csokken, amihez a fehérje foszforilaciéjanak nodéke és redisztriblcioja tarsul. Ebben a
folyamatban a VEGF-nek lehet fontos szerepe (Frsdse mtsai., 2002). Koto és
munkatarsai (2007) kimutattak, hogy a hipoxia aidia-5 expressziojanak cstkkenésehez
és a transzendotelidlis permeabilitds novekedésebeet bEND.3 sejtekben. Bar az
irodalmi adatok nagy része arra utal, hogy a hipo&oxigenacio, illetve az oxidativ
stressz csokkenti a junkciondlis fehérjek mennygéwittnek és munkatarsainak (2003)
nem sikertlt valtozast kimutatniuk a claudin-3 egszidjaban, &, ugyanez a
munkacsoport a ZO-1 és occludin névekedését is thittauhipoxia/reoxigenacié hatasara
(Mark és Davis, 2002). Az in vivo kisérleti eredmék is inkabb a junkcionalis fehérjék
mennyiségének csokkenéseét igazoljak hipoxias kaiymk kozott. Patkanyokon végzett
vizsgalatok soran kimutathaté volt az occludin,laudin-5 és a ZO-1 csokkenése ugy
fehérje, mint mMRNS szinten. A csokkenés igen gyurgaér 2-3 6raval az iszkémia utén
jelentkezett, a legételjesebb csdkkenés 3 oraval, illetve 72 éravalsakémia kezdete
utan volt a legkifejezettebb (Jiao és mtsai., 2011)

Kisérleteink egyeértelifen kimutattak, hogy az oxidativ stressz az endoizlbarrier
sérilését okozza, aminek hétterében az occludimyisdgének csotkkenése, illetve az
adherens kapcsolatok karosodasa allhat. Az occkriibalyozasdban igen fontos szerepet
jatszhat a glikéz is: hianya jelésen sulyosbithatja az oxidativ stressz altal kov&lt
karosodasokat. A junkcionalis fehérjek expressnigfa csokkenése oxidativ stressz
hatasara mas endotélsejtekben is megfigyglhdgy dermalis mikrovaszkularis
endotélsejtekben az oxidativ stressz és glikézyhidak kombinacidja az occludin és
1999). Hasonl6 kérulmények kdzott az occludin pobtiéus degradaciojat irtak le Caco-2
epitélsejtekben is (Rao és mtsai., 2002).

Kisérleteink soran a hipoxia/reoxigenacié az ERKaK#ivalodasat indukélta, ami
arra utal, hogy az agyi endotélsejtek mas endgjtékbez és epitélsejtekhez hasonldéan
reagalnak az oxidativ stresszre (Kevil és mtsdlQ02 Lee és mtsai., 2006). A MAP

kindzok oxidativ stressz altali aktivalasdban fentszerepet jatszik a glikoz. Bar
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kisérleteinkben a gluk6z deprivacid6 6nmagdban néwzait ERK1/2 foszforilaciot,
glukdz hidnydban az oxidativ stressz altal okoaktitalas igen ételjes volt. Az ERK1/2
szerepe a ver-agy gat permeabilitds szabalyozasdgan nem ketlképpen tisztazott.
Epitélsejtekben és mas tipusu endotélsejtekbentkitald, hogy a MAP kinaz utvonalak
(Chen és mtsai., 2000), és az ERK1/2 gatlasa dxidaiessz soran jeleigen gatolja az
occludin mennyiségének csokkenését (Park és mts299). Ezen tulmeen ERK1/2
inhibitorral sikerllt az oxidativ stressz altal &tott occludin foszforilaciét is gatolni
(Kevil és mtsai., 2000). Az ERK1/2 foszforilacichkiséges célfehérjéi kozott taldlhato a
DAP kinaz 1 (death-associated protein kinase lansely a tropomiozin foszforilaciojan
keresztll jarul hozzé az citoszkeleton atrendezazs@Houle és mtsai., 2007), ami szintén
permeabilitas fokozoédassal jarhat. Ugyanakkor oligéserleti eredmények is ismertek,
amelyek arra mutatnak ra, hogy az ERK1/2 aktivithsszilkség van a sérllt barrier
funkcio helyreéllitasahoz (Wachtel és mtsai., 20@B2ek az eredmények arra utalnak,
hogy az MAP kinaz jeltovabbité rendszernek a juokalis komplexum allapotatol

flggéen mas-mas szerepe van.

Az oxidativ stressz nemcsak dnmagéaban forduligtrelnem szamos mas stressz
faktorhoz vagy patolégias korilményhez tarsulhatntma vérzéses sokk, gyulladas,
dohanyzas, amelyek eredményeink alapjan szintéoskhatjak az agyi endotélsejtek

junkciéit.

6.3.2. A vérzéses sokk altal indukalt vér-agy gatdkosodasok

lgen sulyos agyi keringési zavarral jar a hipovoésrsokk is. Kisérleteink soran
kimutattuk, hogy a sokk dekompenzalt fazisa so&iilsa vér-agy gat integritasa, és ez a
sérulés az Osszes altalunk vizsgalt agyteruleiati.éA permeabilitds etssorban a kis
molekulasulyd anyagokkal szemben noOvekedett, ama artal, hogy elssorban a
paracelluléaris permeabilitagireg. Ennek hatterében a junkciondlis komplexurilése
allhat. Ezt a feltételezést tAmasztja ala az igyha sokk soran két transzmembran
junkcionalis fehérje, az occludin és cadherin mesege is csokken agyi kapillarisokban.
Hogy a vérzéses sokk milyen molekularis mechaniokugvén vezet e junkcionalis
fehérjék mennyiségének csdkkenéséhez nem ismertbanm feltételezéslink szerint a sokk
kovetkeztében fell&p oxigén és tapanyag ellatasi zavarnak fontos seerehet.
Eredményeink ugyanakkor felhivjak a figyelmet ahagy a vérzéses sokk terapiaja soran
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érdemes figyelmet forditani a vér-agy gatukddésére, mivel a megnodvekedett
permeabilitas konnyen felborithatia a kozponti meglszer hoemosztazisat, és
sulyosbithatja a betegség lefolyasat, mint tértézilkagyi iszkémia (Abbruscato és Dauvis,
1999), sclerosis multiplexRousseau és mtsai., 1999), HIV-1 enkefalitisz i@3sh és
mtsai., 1999), epilepsz{danigro, 1999) vagy bakteridlis meningitisz (Kimrétsai., 1997)

esetén.

6.3.3. A vér agy gat gyulladasos folyamatokban: al’R2/6 szerepe

A KkiUlénbod keringési zavarok mellet a kozponti idegrendszeullgdasos
folyamataiban is aktiv szerepet jatszik az agyiogégldum. Tobb korabbi eredmény utal
arra, hogy az agyi endotélsejtek kulonbd2d R-ek expresszidjara képesek (Constantin és
mtsai., 2004, Ziegler és mtsai., 2007, Veszelkanésai., 2007). Kisérleteink soran a
jelenleg ismert Toll-szér receptorokat végigtesztelve kimutattuk, hogy azyiag
endotélsejtek nyugalmi korilmények koztottéslsrban TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et és
TLR6-0ot expresszalnak. Ami a TLR2 és TLR4 exprayati illeti, eredményeink
alatdmasztjak azokat a korabbi megfigyeléseket, lymkealacsony, de indukalhato
expressziot mutattak ki az endotéliumban (SinghJiésg, 2004). Ezen tulméen, a
TLR3-at és a TLR4-et humén agyi endotéliumban msukattdk (Fischer és mtsai., 2009,
Aoki és mtsai., 2010), 66 egér eredét agyi endotélben TLR9 expresszidjara utald
eredmények is vannak (Constantin €s mtsai., 200&R{ink azonban ezt nem sikerdlt
alatdmasztanunk. Kulonb®z gyulladasos mediatorokat (TNE- IL-1B, zymosan)
alkalmazva kimutattuk, hogy a TNEtObbszorosére emeli a TLR2 és TLR3 expressziojat,
mig a tobbi TLR expressziéjat nem befolyasolja. IRZLB hatéstalan volt a Toll-szer
receptorok expressziéjara, mig a TLR6 agonista zam@ TLR2 és TLR6 expressziojat
fokozta.

Ami a TNF< altal indukalt TLR2 expressziot illeti, az agyi deélsejtek mas
endotéliumokhoz hasonldan viselkednek, ugyaniskalfuhatast mutattak ki human tiid
endotélsejtekben (Winder és mtsai., 2009), illdtvenan koldokvéna endotélsejtekben
(HUVEC-ben) is (Satta és mtsai., 2008). Ugyanakktenits kilénbségek is vannak a
gyulladasos citokinek altal indukalt TLR expressaid, mert mig nekink nem sikertlt
indukald hatést kimutatni ILfL hatdsara, addig HUVEC sejtekben az fLi§ jelentsen
megnovelte a TLR2 expressziot (Satta és mtsai8)2@0mi eredmeényeinkhez hasonldéan
a TLR1, TLR4 és TLR6 expresszidjat HUVEC-ben sedukalta a TNFe vagy az IL-B
(Satta és mtsai, 2008).
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Tudomésunk szerint mi irtuk le éként a TLR6 expresszibjat az agyi
endotéliumban. A TLR6 szorosan kooperédl a TLR2-aghivel heterodimér alkotisara
képes (Ozinsky és mtsai., 2000). A TLR2/6 bakteriahtigéneket felismérreceptorként
ismeretes, de Ujabb eredmények alapjan ennél sbélemzon molekulak kore, amelyek
aktivalni képesek a TLR2/6-ot, mint akut fazis sméramiloid A (Cheng és mtsai., 2008),
de a vakcinia virus (Delaloye és mtsai., 2009) éespiratorikus szincicidlis virus is
(Murawski és mtsai.,, 2010) képes TLR2/6-on kerdszidtivalni a velesziletett
immunrendszert. A TLR6 aktivalasa jelésén rontotta a vér-agy gat barrier
tulajdonsagait, aminek a hétterében a szoros kkgtokoegy fontos transzmembran
fehérjéjének, az occludinnak a csokkenése és tabiszodja allhat. A TLR6-hoz
hasonloan vér-agy gat permeabilitast fokozo hattedt le TLR4 agonistak esetén is, ami
arra utalhat, hogy a Toll-sZereceptorok aktivalasa karosan befolyasolja a gér-@at
funkcidkat. Tovabbi kisérleteink soran kideritetttibgy az occludin lebomlasahoz vézet
jeltovabbitd utvonalak egyike az ERK1/2 lehet, ammidativ stressz esetén is fontos
szerepet jatszik az endotelialis barrierek karosakblan.

Az oxidativ stressz és gyulladasos folyamatok kibzké&pcsolatra hivia fel a
figyelmet, hogy az oxidativ stressz jekésgn megnovelte a TLR2, a TLR3, a TLR4 és a
TLR6 expressziojat. A Toll-szér receptorok expresszidjanak fokozodasa mellet az
oxidativ stressz és a TLR2/6 parhuzamos aktivaks@zottan rontotta a barrier
tulajdonsagokat, és fokozottan cstkkentette azudatimennyiségét. Korabbi kutatasok
mar kimutattak, hogy kozponti idegrendszeri betggkét tekintve a Toll-szér
receptoroknak lényeges szerepe lehet az agyi isakéoran bekovetkéz patologias
elvaltozasok kozvetitéesében: TLR2 és TLR4 hianygerek esetében a betegség
modellezése soran lényegesen kisebb mért&kzponti idegrendszeri karosodast
tapasztaltak, mint a vad tipusu egereknél (Tangési., 2007). Eredményeink alapjan
feltételezhed, hogy a Toll-szdr receptorok az agyi endotélsejtekben is szerepet
jatszhatnak az oxidativ stressz altal kivaltottkeepsitd hatasok kozvetitésében.

6.3.4. A dohanyfust egyes 0sszet@nek hatasa a vér-agy gatra
Annak ellenére, hogy a dohanyzas szamos idegremdsgs keringeési
megbetegedéssel hozhaté Osszefiiggésbe, viszonghats kadat all rendelkezésre arra
vonatkozéan, hogy a dohanyfist alkotéelemei milykatassal vannak az agyi
endotélsejtekre. Vizsgalataink kimutattak, hogyikatin csak relativ nagy koncentracio és
hosszan tartdé kezelés esetén okoz valtozasokabkaigunalis fehérjék expressziojaban,
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ami el$sorban a ZO-1, valamint az occludin és cadherinnyisagének csotkkenését
jelenti. Hasonl6 eredményekre vezettek a fenan@lénmegzett kisérleteink is. Az
immunfluoreszcens vizsgalatok meggtették a Western-blot vizsgalatokkal kapott
eredményeket, amelyek kimutattak, hogy a nikotiaggrzékenyebb junkcionalis fehérje a
ZO-1. Ezek a kisérleti eredmények dsszhangban Waanabbruscato és mtsai. (2002),
illetve Hawkins és mtsai. (2004) altal marha enldejéeken, illetve nikotinnal kezelt
allatokon tett megfigyeléseivel.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy csalitiv magas nikotin
koncentracié van hatdssal a junkcionalis komplexXeimérjéinek expresszidjara. Ez a
koncentracié emberben mér toxikus, ugyanakkor kidohdnyosoknal a nikotin hatasa
sokkal tartésabban jelentkezik. Azonban az in vittodell nem alkalmas 24-48 ¢ranal
hosszabb megfigyelésre. A junkcionalis fehérjékreggzidjaban bekdvetk@xaltozasok
nem befolyasoltak szignifikansan a TEER-t, hasani@anarha endotélen elért adatokhoz
(Abbruscato és mtsai., 2002). A paracellularis penilitds kilonbo& aspektusainak
valtozast kimutatni (Abbruscato €s mtsai., 200Aileg €s mtsai., 1992). Azonban a
nikotin oxidativ stresszel tarsulva potencirozza @ddativ stressz altal kivaltott
valtozasokat a ZO-1 fehérje expresszidjaban éditdicddjaban, ami tukrdaik a romld
barrier tulajdonsagokban is.

A nikotin kifejtheti hatasat a nikotin tipustu adetiin receptoron keresztil, melyek
alegységeitd-3, -5, -7,p-2) sikertilt agyi endotélsejteken kimutatni (Ablrat és mtsai.,
2002, Hawkins és mtsai., 2005), de nem receptoriat@dmechanizmusok szintén
lehetségesek (Tonnessen és mtsai., 2000).

A policiklusos aromas szénhidrogének szintén bégmihatjak az agyi endotélsejtek
mikodését. Bar agyi endotélsejtekre vonatkozo adaidémasunk szerint még nem allnak
rendelkezésre, koronaria endotélsejtekben kimitattiogy a policiklusos aromas
szénhidrogének apoptézist és RBLaktivacidt idéznek él (Tithof és mtsai., 2002), aorta
endotélben pedig fokozzak az IL-4 illetve IL-8 telését (Nordskog €s mtsai., 2005). A
PAH-ok hatdasanak medialdsaban fontos szerepeth@iek a PAH receptorok (van
Grevenynghe és mtsai., 2006), amelynek expressziéidink is sikerllt kimutatnunk agyi
endotélsejtekben.

A fehérje expresszioban bekévetkemltozasokat proteomikai analizis segitségével

kovettik nyomon. Korabbi irodalmi adatok arra w@hkjthogy a cigarettafiist komponensei
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szamos fehérje mennyiségi valtozasat okozzak kolintsejtekben és szévetekben
(Piubelli és mtsai., 2005, Raveendran és mtsaD5RCEzek kdzo6tt vannak olyanok is,
amelyek a jeltovabbitasban vagy apoptozisban jasdzazerepet (Yeom és mtsai., 2005).
A vizsgalataink soran mi is azt talaltuk, hogy garettaflist komponensei &®rban
metabolikus enzimek, sokk indukalta fehérjék, viéeszignalizacios fehérjék expresszidjat
valtoztatjdk. Ezen eredmények jelzik, hogy az amdotélsejtek a nikotin és policiklusos
aromas szénhidrogének célpontjai lehetnek.

Kisérletsorozatunk eredményei arra utalnak, hogigarettaflist komponensei nem
okoznak kdzvetlen, akut valtozasokat az agyi ensgték niikodésében, azonban
hosszan tartdé hatas, kiléndsen oxidativ stres8mallva jelertis karosodasokat okozhat a
vér-agy gat rikbdéseben. Munkank hozzajarul a dohanyzassal kimposokockazatok

felbecsuléséhez neuroldgiai megbetegedések, kidardipyi iszkémia esetén.

6.3.5. Az occludin lebontasanak mechanizmusa

A vér-agy gat mikddésére iranyuld vizsgalataink soran tobb esatbkiaerilt, hogy
az occludin mennyisége csokken agyi endotélsejtekimologias korilmények kozott.
Mivel az occludin a szoros kapcsolatok egyik font@mszmembran fehérjéje, és szamos
irodalmi adat is arra utal, hogy mennyisége csokkerkulonféle koros korilmények
kozott, megvizsgéltuk e fehérje szabalyozasi segdgait. Kisérleteink soran kimutattuk,
hogy az occludinnak relativ gyors turnovere van I&sontasanak egyik lehetséges
mechanizmusa a proteaszomalis degradacié. Ez alpmdhet Iétre, hogy az itch, amely
egy HECT domént tartalmazé E3 ubiquitin ligaz, azledinhoz kapcsol6dva ubiquitindlja
azt. Az ubiquitinacié szignalként szerepel a prseéana szamara a lebontashoz. A
proteaszémak mas junkcionalis fehérjék lebontas&barerepet jatszhatnak. igy példaul a
B-catenin felezeési ideje is haromszorosara emelkpdieaszéma inhibitor jelenlétében
tortér gatlasa stabilizalja a gap-junctionokat (Musil matsai., 2000). A proteaszOmak
szerepét a junkcidk szabdlyozdsaban alatamasztig, &gy az epitélsejtek hepatocita
novekedeési faktor altal indukalt disszociacioja,agsezzel tarsuld occludin, illetve ZO-1
redisztriblcio proteaszoma inhibitorokkal gatolhét@ukamoto és Nigam, 1999). Ehhez
hasonldéan proteaszéma inhibitorral gatolhat6é a féiN6z6tt monocitak altal indukalt ZO-
1 downregulacié (Huang és mtsai., 2009). A proteastis gatlds sejtkapcsolatokat
stabilizalé hatasanak molekularis hattere még nextérott. Mivel deubiquitinalé enzimek
aktivak a junkcidknal (Taya és mtsai., 1998, Tayangsai., 1999) elképzelléethogy az
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ubiquitindlt fehérjék, amelyek felhalmozdédnak a tpeszomalis gatlas kovetkeztében,
deubiquitinalédas utan egy “pool’-ként szolgalh&tna sejt-sejt kapcsolatokba valo
reintegraciohoz. Ezen tdlméen az ubiquitinacio szignalként szolgalhat a
membranfehérjék internalizaciojahoz is (Hicke, 199fthudom és mtsai., 1998, Abriel és
mtsai., 2000, Dunn és Hicke, 2001). Az occludinquiinacidjanak szamos patoldgias
folyamatban is szerepe lehet, mint a VEGF altalukddt vaszkularis permeabilitds
fokozodas (Murakami és mtsai., 2009) vagy az i vastagbél szindroma (Coeffier és
mtsai., 2010). Az a tény, hogy a proteaszomalisratkgié a permeabilitast is
befolyasolhatja, felveti annak lelde€gét, hogy a degradacibnak ez a mechanizmusa
szerepet jatszik olyan patolégids folyamatokbangelgek permeabilitds fokozodassal
jarnak, mint amilyen az agyi iszkémia vagy sokkné& felderitésére tovabbi vizsgalatok
szlikségesek.

Mindemellett az occludin mennyisége mas mechanipkiuévén is csokkenhet a
junkciékban. Az occludin célpontja lehet protedlits enzimeknek, mint amilyenek a
metalloproteinazok. Kimutattak, hogy az MMP-2, MMRes MMP-8 is képes hasitani az
occludint (Feng és mtsai., 2011, Schubert-Unkmeir nétsai., 2010). Az occludin
szabélyozhatd kulonbdz szerin/treonin és tirozin foszforilaciés mechaniwwkon
keresztil, és célpontja szamos protein kindznaknist amilyen a PKC, a c-Yes, a CK2
(Andreeva és mtsai., 2001, Chen és mtsai., 2002)eSnés mtsai., 2003). Ugyanakkor az
occludin internalizalodni is képes (lvanov és misz004b), ami jelzi, hogy e fehérje egy

igen komplex rendszer szabalyozasa alatt all.

6.3.6. Az oxidativ stressz altal okozott cito- ésegotoxikus hatasok vizsgalata a
veér-agy gat sejtjeiben

Kimutattuk, hogy a barrier karosodasok mellett pokia/reoxigenacié genotoxikus
€s citotoxikus hatast is kifejt agyi endotélsejekbmég azélkt, hogy a sejtek
életképessége jeldisen csdokkenne. Hasonld hatast sikertlt kimutatrainrBMNQ-val
kémiai Uton indukalt oxidativ stressz esetén ishipoxia/reoxigenéciéo és az oxidativ
stressz kozott igen szoros az Osszeflggés: alsdanoelfogadott, hogy a
hipoxia/reoxigenacio soran szabad oxigén gyokoketkekznek, amelyek széleskor
hatassal rendelkeznek: lipid peroxidaciot okozi&Gord és Roy, 1982), DNS és fehérje
karosodasokat indukalnak.

A genotoxikus hatas egyik megnyilvanulasi formajajedentt's novekedées a
mikonukleuszos sejtek szamaban, amit a glukoz reetépfolyadek nem befolyasolt.
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Mivel a jelenség létrejottenek feltétele a mitdzjkik6z mentes médiumban az alacsony
mitotikus index miatt nem novekedett a mikronukimss sejtek szama. A
hipoxia/reoxigenacio illetve a DMNQ altal kivaltotixidativ stressz megnévelte az
apoptozisos sejtek szamat, amit a glikdz hianya tovégpb névelt. Ezzel parhuzamosan
novekedett a p53 tumorszupresszor gén expressEdjsmeretes, hogy a p53 fontos
szerepet jatszik kiulénbézgenomialis stresszfaktorok (kemoterapia, radivaktigarzas)
altal kivaltott apoptézisban (Levine, 1997). Erediygink 6sszhangban vannak korabbi
megfigyelésekkel, amelyek azt mutattak, hogy a i@ presszaltatasa apoptozist kepes
eléidézni (Stempien-Otero és mtsai., 1999). Megnovetteaboptdzist és p53 expressziot
taldltak ateroszklerotikus plakkokban is (Mercemésai., 2007). A hipoxia altal indukalt
apoptozis egyik lehetséges mechanizmusara a koékkbanuaderilt fény. Koéldokvéena
endotélsejtekben kimutattak, hogy a p38 MAP kindk-fontos szerepe lehet ebben a
folyamatban (Eguchi és mtsai., 2007), ugyanis a g&®sa megakadéalyozta a hipoxia
altal indukdlt kromoszomalis kondenzéaciét és nuidefragmentaciot (Eguchi és mtsai.,
2009). A kromoszémalis kondenzaciohoz és nuklefiigmentaciohoz vezé&tutvonal
egyik fontos eleme lehet a kaszpaz-7 is, ami a gad8-helyezkedik el a jeltovabbitd
kaszkaddban. Azon medgfigyelésink, hogy a genotoxikassodasok megndvekedett
apoptoézissal tarsulnak, arra utal, hogy Osszefligghst a DNS sérilések és azon
sejtszabalyozé mechanizmusok kdzo6tt, amelyek aptépis iranyaba terelik a sejteket.
Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a hipoxia/rg@aacié vagy kémiai aton
(DMNQ-val) indukalt oxidativ stressz jeldist genotoxikus hatassal rendelkezik
asztrocitdkban is, melyet apoptézis kisér, de nefolyasolja az alacsonyfoku passziv
nekrozist. Ezen tulméen jelends kilonbségeket mutattunk ki az agyi endotélsefiek
asztrocitdk oxidativ stresszre adott valaszabarkiréstattuk, hogy e valaszreakcioban
modulal6 szerepe van a glikdéznak. Az agyi endgtéldeez viszonyitva az asztrocitakban
alacsonyabb az apopto6zis és mitdzis szintje, vataanmikronukleuszos sejtek aranya. Ez
arra utalhat, az intracellularis véde&emechanizmusok normoxias allapotban egy jobb
toleranciat kdlcsonbznek az asztrocitdknak. A védeknechanizmusok egyik pillére a
glutation redox rendszer lehet, amely igen effekiiwiikodik asztrocitdkban (Peuchen és
mtsai., 1997). Ugyanakkor az asztrocitak nagyobmnywiseégben expresszaljak a két
antioxidans enzimet, a mangan szuperoxid diszmésa katalazt, mint az endotélsejtek
(Schroeter és mtsai., 1999). Ez a magasabb andiosikapacitds magyarazhatja az

asztrocitdkban megfigyelt alacsonyabb apoptézistetziés a mikronukleuszos sejtek
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kisebb aranyat. Azonban az iszkémia, illetve oxigénglikéz deprivaciéo csokkenti a
védekezési mechanizmust, valosidg a glutation mennyiségének csdkkenése
kovetkeztében (Juurlink és mtsai., 1996, Papadogoés mtsai., 1998). A mitokondrialis
glutation deplécidja megnoveli az asztrocitak éendfségét nitrogén monoxiddal vagy
peroxinitrittel szemben (Muyderman és mtsai.,, 20@kns és mtsai., 2004). Béar
kisérleteink soran nem vizsgaltuk, a p53 fontogegrd jatszhat az asztrocitdk oxidativ
stressz altal indukalt apoptozisaban is (Kitamwanésai., 1999, Bonini €s mtsai., 2004).
Munkank soran arra is fényt deritettiink, hogy (@i &ndotélsejtekhez hasonlbéan) a
magasabb glikéz szint jelésen csokkenti az oxidativ stressz geno- és citiotigxi
hatasait asztrocitakban.

Az asztrocitdk szoros kolcsonhatasban vannak akvetibmszédos sejtekkel, és
ennek szerepe lehet a neurovaszkularis egység tiowxidatresszel szembeni
ellenalloképességének kialakitasaban. igy példimlitattak, hogy az asztrocitak javitjak
az agyi endotélsejtek oxidativ stresszel szembéaeked képességét (Schroeter és mtsai.,
1999, Haseloff és mtsai., 2005), és fontos szergptizanak a neuronoknak a
védekezéshez szikséges prekurzor molekuldkkal edbtasaban, mint amilyenek a
glutation prekurzorok (Dringen és mtsai., 2000dfnényeink alatdmasztjak az asztroglia

jelents szerepét az agy védekamechanizmusainak kialakitasaban.

6.3.7. A hiperozmotikus mannitol hatasa az agyi erudélsejtekre

A hiperzmozisos kornyezet egyik legfontosabb koeethénye a sejtek zsugorodasa,
ami az agyi endotélsejtek esetén a vér-agy gat wildgahoz vezethet (Greenwood és
mtsai., 1988), azonban ennek mechanizmusa nerfieketisztazott. Kisérleteink soran
atomi et mikroszkop segitsegéveléehgyi endotélsejteken nagy felbontasban kovettik
nyomon a mannitol altal indukalt morfologiai valésokat, amelyeknek legfontosabb
eleme a sejtek magassaganak csokkenése és a mprobt@ok megjelenése volt. A
morfolégiai valtozasok egyik magyarazata a hipemidkns kornyezet miatti
folyadékveszteség, azonban ez nem befolyasoltaté@tinddon a sejt-sejt kapcsolatokat,
mivel a sejtek nem tavolodtak el egymastol. A sejmechanikai tulajdonsagainak
vizsgalata soran szamitott Young modulusz értélsorfid volt a mas kutatasok soran
kapott értékekhez (Mathur és mtsai., 2001). A mahkiezelés hataséara fell@magyfoku
csokkenés, ami a sejtek ,lagyulasat” jelzi, szaett intracellularis strukturalis
valtozasokra utal. igy feltételezbethogy aktiv folyamatok szabéalyozzak a hiperozmoézis

altal megnovelt permeabilitast.
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A kozelmult kutatasai is ravilagitottak arra, hogy vér-agy gat ozmotikus
megnyitasa nem egys#en a sejtek zsugorodasanak kovetkezménye, hanenaleiyy
folyamat, amelyben szamos jeltovabbito Gtvonal vebszt. igy példaul Nagashima és
munkatarsai (1997) kimutattak, hogy 1,4 M mannéplintracellularis Cd koncentracié
gyors ndvekedését idézibehgyi kapillaris endotélsejtekben, amely 10 masoxip&n érte
el maximumat és 200 masodperc utan tért visszanadtbértékre. Mas kutatok hasonlo
eredményeket kaptak aorta endotélsejtekben is (Mako és Sage., 2000).

Kisérleteink soran egy @&eljes és reverzibilis tirozin foszforilaciot figyénk meg
mannitol hatasara agyi endotélsejtekben. Ezek adnanyek egybevagnak mas
sejttipusokon végzett megfigyelésekkel (Ragettmissi., 1997), azonban a foszforilacios
mintazat ezekben a sejtekben kilonbézik az altahmkgyi endotélsejtekben megfigyelt
foszforilacios mintazattdl. Ezen tulm@mn sikerllt azonositanunk f&catenint, mint a
foszforilacio egyik célfehérjéjét. Ennek fontos e lehet a permeabilitds
szabélyozdsaban, mivel facatenin foszforilacidja gyakran tarsul a cadhemediélta
sejtadhézid karosodasaval. Ennek egyik magyarazatehet, hogy e foszforilacio, amely
leggyakrabban a 86-0s és 654-es tirozinon koveikezj csokkenti §-catenin affinitasat
a cadherin citoszolikus doménjéhez (Roura és mtk299), ugyanakkor a 142-es tirozinon
tortérs foszforilacié ap-catenindé-catenin kapcsolat dezintegraciojat okozza (Ozawa é
Kemler, 1998, Pai és mtsai., 2004).

A B-catenin foszforilacioja Src kinaz dependens. Aagyhaz Src kinaz pontosan
milyen mechanizmusok révén szabalyozza vér-agyngddddését, még nagymeértékben
ismeretlen. Figyelemre méltd, hogy az Src az adisejenkciokban is megtalalhato
koldokvéna endotélsejtekben (Lambeng és mtsai.5)2@3s valdsziln hogy kdzvetlendl
képes foszforilalni $-catenin mellet mas junkcionalis fehérjéket is @Kak mtsai., 2003),
amelynek kdvetkezménye lehet a megnovekedett péihtés (Basuroy és mtsai., 2003).
Arra, hogy més junkcionalis fehérjék is szerepdtzjdatnak az endotelidlis barrier
hiperozmdzis hatasara bekovetkgermeabilitas valtozasdban, tobb kisérleti eregnign
utal. igy példaul a vér-agy gat ozmotikus megnwitéoran 30 perccel a kezelés
megkezdése utan a claudin-5 lokalizaciéjanak vattarz és expresszidjanak csokkenését
figyelték meg agyi erekben (Dobrogowska és Vorhro@004). Ehhez hasonloan,
csokkenést mutat a claudin-4 ozmotikus stressz@ediid epitélsejtekben is (Nilsson és

mtsai., 2007). A claudin-4 ozmotikus stressz alteljulaciéja azonban sejttipusonkent
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valtozo lehet, mert Lanaspa és munkatarsai (20G8hérje expresszidjanak ndvekedését
mutattak ki vese dijtécsatornacskak sejtjeiben.

Az Src mellett egy masik jeltovabbitd molekula ésal amely aktivalédhat
hiperozmoézis hatasara, a MAP kinazok. Az ERK1/2agyi endotélsejtek mellett mas
sejttipusokban is aktivalodik hiperozmdzis hatasarant amilyenek a marha aorta
endotélsejtek (Gatsios és mtsai.,, 1998, Duzgun ésaim 2000) és a vese
gyijtécsatornacskak sejtjei (Berl és mtsai., 1997). Ezzkredmények ravilagitanak arra a
tényre, hogy a MAP kinazok kilénb®znddon aktivalodnak az egyes sejttipusokban. A
hiperozmotikus stressz altal aktivalt MAP kindz artelak még nem teljesen
feltérképezettek. A p38-rél kimutattdk, hogy szetgatszik az OREBP/TonEBP (osmosis
response element binding protein) aktivalasaban, ilgs modon részt vehet az
ozmoreszponziv gének szabalyozasaban. Azonban anp@8tora, az SB203580 csak
részben gatolta egy ORE (osmotic response elemagujter aktivacidjat arra utalva, hogy
ebben a folyamatban mas jeltovabbité molekuldlkesztr vesznek (Ko és mtsai., 2002).
Ezen tulmetien a MAP kindzok medialhatjak a hiperozmézis masdaat is, mint a
megnovekedett leukocita migracié (Schaeffler ésamt2000), L-selectin expresszio
(Rizoli és mtsai., 1999), vagy IL-8 termelés (Némé&s mtsai., 2002).

A foszforilacié tovabbi célmolekulait ellenanyag tnivé segitségével kerestik, és
harom fehérjét azonositottunk: a p130Cas-t, a elka@dhézios kinazt (FAK) és az Axl-t.
Mivel az el$ két fehérjésl mas sejtekben kimutattak, hogy hiperozmotikusikenyek
kozott foszforilalodik, tovabbi vizsgalatainkban &zl-ra fokuszaltunk.

Az Axl (mas néven ARK, UFO vagy Tyro7) egy receptivozin kinaz, melynek
ligandja a Gas6. Endotélsejtekben mindkekifejezddik. Az Axl anti-apoptotikus
(D’Arcangelo és mtsai., 2002, D’Arcangelo és mi{s206, Hasanbasic és mtsai., 2004),
proliferaciot és migraciot ésegity (Korshunov és mtsai., 2007), illetve angiogenetiku
hatdsu (Gallichio és mtsai., 2005, Holland és mt405), és szamos stresszfolyamat
soran aktivalédik. Az Axl tirozinon tortén foszforilacioja, - az eddig azonositott
foszforilacios helyek kozoétt van a Tyr702 és Tyr69Xkeét intracellularis jeltovabbitd
Utvonalat is képes indukalni: a PI3K/Akt illetve ERitvonalakat. Eredményeink azt
mutatjak, hogy agyi endotélsejtekben az ozmotilttessz hatasara foszforilalédott Axl az
Akt-ot aktivaja, aminek eredményeképp méréédid a hiperozmozis altal indukalt
apoptozis. A hiperozmoézis altal kivaltott ERK1/2tigécid nem az Axl-on keresztll

torténik.
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Ugyanakkor, az ozmotikus stressz nemcsak az Artaktasat, hanem lebontasat is
okozza, melynek sordn két 50-55 kDa-os latszélago8ekulasulyt C-termindlis
intracellularis termék keletkezik. Az Axl-rol kordhn mar kimutattak, hogy
poszttranszlaciosan szabalyozhat6 proteolizis ré@Bryan és mtsai., 1995), melynek
soran szolubilis Axl fragmentum keletkezik (Cossanétsai., 1996). Ebben a folyamatban
metalloproteinazok is részt vehetnek (Weiniger ésaim 2009). A szolubilis Axl szerepe
nem tisztazott, de feltételezighogy szabalyozza az Axl receptor ligandjanak,aa65-
nak a hozzaférhéségét azaltal, hogy megkdti a szabad Gas6-ot.

Az &ltalunk megfigyelt, ozmotikus stressz hatdd#ekovetke# Axl lebomlas két
Iépésben zajlik le: az dls metalloprotedz dependens hasitast egy proteasfiogea
bontas koveti. Kimutattuk, hogy az Axl foszforiléfa és lebontasa egymastél figgetlen
folyamatok, és a keletkézC-terminalis fragmentumok kozil a nagyobb méresak
detergensekkel szolubilizalhatd, mig a kisebb niérgfzoldékonynak bizonyult.
Eredményeink alapjan az Axl fontos szerepet jatszkagyi endotélsejtek ozmotikus
stresszre adott valaszaban és anti-apoptotikusdat®ir. Annak tisztazasara, hogy a
junkcidk szabalyozasaban részt vesz-e, tovabhil&is& szikségesek.

Az ozmotikus stressz altal okozott valtozasokat a&Bra 6sszegzi.
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6.3.8. A melandma sejtek transzmigracioja

A kozponti idegrendszer igen gyakori célpontja daméma metasztazisainak, ennek
okai, mechanizmusai azonban nem detppen tisztazottak. A kérdés vizsgalatat neheziti,
hogy a legelterjedtebb laboratériumi kisérleti @lkdban, mint amilyen az egér vagy
patkany, csak nagyon ritkan alakul ki spontan maizen (Cranmer és mtsai., 2005), ami a
ragcsalok és az ember megbetegedésének kilésdgare utal. Ezért kidolgoztunk egy in
vitro vér-agy gat modellt, amely human agyi endsspek tenyésztésén alapul, és amely
alkalmasnak bizonyult a transzmigracio vizsgalatatdigyanakkor - jobb barrier
tulajdonsagai miatt - primér agyi endotélsejtekethasznaltunk, amelyeket patkanybol
izolaltunk.

A transzmigraciorél készitett videofelvételek aeragednek kbvetkeztetni, hogy az
endotél rétegen vald atvandorlas utan a melanénjekséovabb vandorolnak a
bazolateralis oldalon. Hasonlé jelenséget figyelsdg in vivo emd karcinoma sejtekkel
(Lu és mtsai., 2007), illetve Kienast és munkaiaf2@l10) leirtdk, hogy a melanéma és
tudorak sejtek csak abban az esetben tudtak szaporazinagyban, ha mégzik
kapcsolatukat az endotélsejtekkel. Ezek az eredekeéagyértelrien felhivjak a figyelmet
az agyi endotélsejtek szerepére az agyi metasakazialakulasaban.

Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a melan&ejtek hatdsara megnhaz
endotél réteg permeabilitasa, ami arra enged kégtakni, hogy a melandma sejtek
karositjak a vér-agy gatat. Mivel a junkcionalibdgék gyakorlatilag elinnek azokrdl a
helyek®l, ahol a melandma sejtek kapcsolatba kerllneknantéliummal, feltételezhét
hogy a melanéma sejtek képesek a sejtek kozothcebularisan atjutni. Ennek soran,
ellentétben a leukocitakkal, karositjak is az eéliionot (Strell és Entschladen, 2008).
Mindezek mellett nem zarhato6 ki az sem, hogy a négtea sejtek az egyedi endotélsejtken
keresztll (a transzcellularis Utvonalon) is képdebktnek atvandorolni.

A sikeres metasztazisképzés egyik kulcslépése macelularis matrix lebontasa,
amely fontos Ugy a tumorsejtek véraramba valé Bsputsoran, mint az extravazaciokor.
Ugyanakkor a junkcionalis fehérjék is célpontjdidinek a proteolizisnek (Reijerkerk és
mtsai., 2006). In vitro és in vivo Kkisérletes adatatalnak arra, hogy a
plazminogén/plazmin rendszernek fontos szerepe wanmelandma sejtek agyi
endotéliumon valé atjutasaban (Perides és mts@DE)2 A melandma sejtek szamos
proteazt képesek expresszalni, mint az uPA (Artgnmésai., 2002), szepraz (Monsky és

mtsai., 1994, Pifieiro-Sanchez és mtsai., 1997)&sxmetalloproteindzok (Hofmann és
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mtsai., 1999, Sounni és mtsai.,, 2002, Tsung és i.nt2A08), amelyek ébkeqitik
invazivitasukat.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a transzendotelidligracio soran a melandma
sejtek nagy mennyiségselatinbontd enzimet expresszalnak és szabakifanamelyek
azonban nem métrix metalloproteinazok, hiszen ED&Asztensnek bizonyultak, hanem
Pefabloc érzékeny szerin protedzok. Ezen zseldtkud szerin protedzok fontos szerepet
jatszanak a transzendotelialis migraciéban, hisR2efabloc jelenlétében szignifikansan
csokkent az endotél rétegen atjutd tumorsejtek azam

A szamos proteolitikus aktivitasu fehérje kozulesikt azonositanunk a szeprazt
(seprase = surface expressed protease vagy EAPBroblast activation protein). Ez egy
2-es tipusu transzmembran glikoprotein, melyészir LOX melandma sejtekben irtak le
(Pifieiro-Sanchez és mtsai., 1997), és fontos sekej@szik melandma és karcindma sejtek
invazivitdsaban (6sszefoglalva: O'Brien és O'Con@08). Homoldgja, a DPPIV (=
dipeptidyl peptidase 1V) normal melanocitdkban t@pés mas sejtekben expresszalodik,
mig a szepraz tumor sejtekben és mezenchimaliskbepy van jelen (Wesley és mtsai.,
1999, Gilmore és mtsai.,, 2006). Ezzel 6sszhanglamnt polimeraz lancreakciéval
kimutattuk, a D3 sejtek expresszalnak DPPIV-etzatig nem expresszalnak szeprézt, az
A2058 sejtek pedig ez utébbit fejezik ki, DPPIVpetdig nem. A2058 sejtekben a szepréaz
gén csendesitése szignifikAnsan cstkkentette szgadotelidlisan atjuto sejtek szamat. Ez
a csokkenés azonban kisebb méiteklt, mint amikor Pefabloc segitségével az 6sszes
szerin proteazt gatoltuk.

Osszefoglalva, in vitro eredményeink alapjan a miaa sejtek az agyi endotél
rétegen valo atjutasuk soran karositjak a ver-agyirgegritasat azaltal, hogy apoptozist
indukalnak az endotélsejtekben, illetve megbongagzoros kapcsolatok folytonossagat.
Ezaltal a tumor sejtek képesek atvandorolni a mdlkdaris atvonalon. Ezen folyamat
sordn a melandma sejtek zselatinolitikus szerinegmokat termelnek, tébbek kozott
szeprazt, amelyeknek gatlasa szignifikAnsan csdkéeragyi endotél rétegen atjuté tumor

sejtek szamat.
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7. OSSZEFOGLALAS

Azaltal, hogy meghataroz6 szerepet tolt be a késengs a kdzponti idegrendszer
kozotti anyagtranszport szabalyozasaban, a vérgagyfontos szerepet jatszik az agyi
homeosztazis fenntartdsaban. Jélenényed az idegrendszeri megbetegedések soran is:
egyrészt szadmos patoldgias folyamat tarsul perrigeddinak fokozédasaval, masrészt épp
a vér-agy gat akadalyozza meg azt, hogy egyes gyégyolekulak terapias koncentracioét
erjenek el az agyban. Tekintettel gyakorlati jedeggére, kisérleteink soran arra kerestiink
valaszt, hogy milyen molekularis mechanizmusok zgatek szerepet a vér-agy gat
muikddéseében fiziologias és patoldgias kortilményelokoKisérleteinket elisorban agyi
endotélsejt tenyészeteken, illetve a vér-agy gaitio modelljein végeztik.

A junkcionalis fehérjék expresszidjanak sajatossagavér-agy gat sejtjeiben

Munkank soran kimutattuk, hogy az endotélsejtekllatie a vér-agy gat
felépitésében fontos szerepet jatsz6 asztrocit&kpssek occludint expresszalni, aminek
jelenléte valészilleg Osszefliigg e sejtek differencialtsagi fokavahar Baz occludin
asztrocitdkban is elsorban a membranban helyezkedik el, a szolubnNiZsgalatok azt
mutattak, hogy a membranhoz valé kotottségik neom@z az endotelialis occludinéval.
Bar ké$bb mas munkak is igazoltak illetve kiegészitettedgfigyeléseinket, az occludin
asztrocitdkban betoltott szerepe még tisztdzasra va

Kimutattuk tovabba, hogy az endotelidlis ndévekedéaktor jelents fenotipus
valtozast képes indukalni agyi endotélsejtekbenGE@ianyaban a sejtek orsogzatakot
vesznek fel, amely mogott az aktin filamentumokedtieddése all. Ezen tulméen
csokken ezen sejtek fibronektin termelése, hasépigén csokken a junkcionalis fehérjék
expresszidja, és megnovekedik a sejtek metallopéte aktivitasa. A morfoldgiai
valtozasoknak funkcionalis kovetkezményei is vann&8CGF hianyaban a sejtek
alacsonyabb proliferaciés aktivitassal, viszont asapb migraciés potenciallal
rendelkeznek. Ezen valtozasoknak olyan fontos lbgias és patolégias folyamatokban
lehet fontos szerepe, mint a vaszkulogenézis vagpt progresszio.

A szignaltranszdukcio sajatossagainak vizsgalatyiagndotélsejtekben

Az endotelidlis szignalizacio vizsgalata soran Wattuk, hogy az agyi
endotélsejtek funkcionalis NMDA receptorokat expeanak, amelyek aktivalasa a CAM-
PK II foszforilaci6jahoz vezet. E folyamatnak olyamegnévekedett extracellularis

glutamat koncentracioéval jaro folyamatokban lelzetrspe, mint amilyen az agyi iszkémia.
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Felismertik, hogy a glutaméat receptorok mellett agyi endotélsejtek glutamat
transzportereket is képesek expresszalni, ami @ah hogy e sejtek fontos szerepet
tolthetnek be az extracellularis glutamat koncemdraszabalyozasaban. Kimutattuk
tovabba, hogy az agyi endotélium aktiv szerotor@ngzporterrel is rendelkezik.

Megvizsgaltuk azt is, hogy az agyi endotélsejtekilyen G-fehérjéket
expresszalnak. Kisérleteink ravilagitottak, hogyklasszikus G-fehérjek mellett, az
endotelialis szabalyozasban fontos szerepet jatsah&ho is. Kimutattuk, hogy az
alacsony C& koncentracié altal indukalt junkcionalis karosodasdialasaban fontos
szerepet jatszik a Rho-kinaz.

Munkéanknak az egyik legmegi@pb fordulatot hoz6 része a ZO-2 fehérjének a
vizsgalata volt. A ZO-2 a szoros kapcsolatok edgdsszikus alkotoeleme, ameadyigy
gondoltak, hogy etsorban strukturalis feladatokat lat el. Munkankasokimutattuk, hogy
a Z0O-2 képes a magba vandorolni, és ott kapcsold@AF-B neu nuklearis fehérjével.

A ZO-2 magban val6 felszaporodasatselgithetik olyan stressz faktorok, mint a magas
homeérséklet vagy nehézfémek (kadmium). A nuklearisZ&zerepének vizsgalatara olyan
sejtvonalat hoztunk létre, amelyben megndveksazikagokban lef ZO-2 mennyisége. A
Z0O-2 magban torténexpresszaltatasa kovetkeztében megnovekedik a#dd2a piruvét
kindz mennyisége, amely a piruvat kindznak egy rolyaoformaja, amelyik nagy
mennyiségben fordul @ldaganatos sejtekben. Kisérleteink soran azt tegage hogy a
megnovekedett M2-PK a ZO-2-t magban expresszakekisin magasabb proliferacios
rataval tarsult, azonban a ZO-2-nek az M2-PK szalzalsaban betoltott kozvetlen szerepe
még tisztazdsra var. A megnovekedett proliferadigpéahuzamosan, destabilizalodtak a
szoros kapcsolatok, amit a junkcionalis fehérjdkalzaciojanak valtozasa és a csokkent
TEER jelzett. Eredményeink egyértdlem kimutattak, hogy a ZO-2 strukturalis feladatok
ellatasa mellett fontos szerepet jatszik a jeltbiid@sban is.

A vér-agy gat patoldgias korilmények kozott

Munkéank sordn megvizsgéltuk a hipoxia/reoxigenadiétve az oxidativ stressz
agyi endotélsejtekre gyakorolt hatasanak kulobégpektusait. Kisérleteink soran fény
derdlt arra, hogy az oxidativ stressz altal okopaitmeabilitds névekedés molekularis
hatterében az interendotelidlis kapcsolatokat élkehérjék valtozasai alinak: csokken az
occludin mennyisége, és karosodnak a junkcionaélerék kozotti kapcsolatok is, mint

amilyen a cadherin-catenin kapcsolat. A valtozaswlg kifejezettebbek, ha az oxidativ
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stressz alacsony glukéz szinttel tarsul. Kimutattitlogy a hipoxia altal aktivalt
jeltovabbitd utvonalak kdzott szerepel az ERK1/2.

In vivo kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy hipa/reoxigenaciohoz hasonléan a
hipovolémias sokk is a vér-agy gat permeabilitakdiokozodasahoz vezet, étorban
annak dekompenzalt stddiumaban. Eredményeink aatjdk) hogy a folyamat hatterében
itt is az occludin interendotelidlis junkcidkbdllgaltinése all.

A Toll-szefi receptorok expresszidjanak vizsgalata soran kittukiahogy az agyi
endotélsejtek etsorban TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et, TLR6-0t expressz&l. Az oxidativ
stressz és a gyulladasos folyamatok kdzotti szkapesolatra mutat ra megfigyelésink,
miszerint az oxidativ stressz ndveli a TLR2, TLR3R4 és TLR6 expresszidjat. Ezen
tulmerben kimutattuk, hogy a TLR2/6 agonista zymosan képagmt receptorainak
expresszigjat fokozni. A TLR2/6 receptorok aktisdanodveli az endotél rétegek
permeabilitasat is. E jelenséget magyarazhatjanzoggn sejt-sejt kapcsolatokra kifejtett
hatasa: a kezelés eredményeképpen a szoros kadpksole@t transzmembran
alkotoelemének, az occludinnak és a claudin-5-nateanyisége is cstkken a sejtekben,
és a fehérjék szamos helyeniietiek a sejtkapcsold szerkezetek terttekz occludin
esetében bekdvetkezett valtozasokat kivédi az UGi&zei MEK gatlészer, mig a
claudin-5 eltinését NF<B géatloszerrel (PDTC) és U0126-tal sem sikerult akaglalyozni.
Oxidativ stresszel kombinalva a zymosan még kitdfebb valtozasokat okoz: a Kt
kezelés hatasara fokozodott az occludin mennyissgkkenése és a fehérje teljes
mértékben eiint a szoros kapcsolatok teruléter

Osszefiiggést mutattunk ki az oxidativ stressz ésdahanyfist egyes
alkotéelemeinek hatasa kozott is. Onmagaban Ugkatim mint a policiklusos aromas
szénhidrogének csak nagy koncentracidban és hosasgankezelés esetén karositjak az
interendotelialis junkciokat, am ez a karositd bafakozottabb, ha dohanyfist f
alkot6elemei mellett a sejtek oxidativ stresszisaki vannak téve.

Igen érdekes megfigyelésekhez vezetett az occlebiontasi mechanizmusainak a
vizsgalata: kimutattuk, hogy az occludin &dhi képes az itch névubiquitin ligazhoz,
amelynek kovetkeztében az occludin ubiquitinalodhami a proteaszoOma szamara egy
lebontasi szigndlt jelent. Az occludin turnovere igen gyorsnak bizonyult egy
transzmembran fehérjéhez képest: a teljes occlmdinnyiség kicserétlik mintegy 3 éra

alatt.
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A junkcionalis karosodasok mellett a hipoxia/oxida stressz genotoxikus
karosodasokat is okozhat, még réicla sejtek viabilitAsa csokkenne: szignifikansan
megré a mikronukleuszok, a kromoszomalis aberraciokzéapptotikus sejtek szama és
csokken az endotélsejtek proliferacids rataja. Haxddativ stresszhez glikéz hianya is
tarsul, az apoptotikus sejtszdm nodvekedése méigekdiebbé valik. Kimutattuk, hogy
oxidativ stressz hatasara mégnp53 fehérje expresszioja, ami még tovabb fokibz b
az oxidativ stresszt glikoz mentes kortlmeények k@kalmazzuk.

Az asztrocitak is érzékenyek hipoxia/reoxigendgiorde endotélsejtekkel
0sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy kontrollilkéények kozott az asztrocitdkban
kisebb a mikronukleuszos, apoptézisos és mitotikesjtek szama. Bar a
hipoxia/reoxigenacio fokozta az apoptotikus és omkikleuszos sejtek szamat, ez az érték
alacsonyabb maradt az endotélsejtekben hasonl@mk@miiek kozott észleltnél.

Megvizsgaltuk a hiperozmotikus stressz hataséat Eisedményeink alapjan a
mannitollal kivaltott hiperozmotikus stressz igerdteljes tirozin foszforilaciot indukal
agyi endotélsejtekben. A foszforilacié altalunk aasitott célfehérjéi @-catenin, illetve
az Axl receptor tirozin kinaz. A3-catenin tirozin foszforilaciéja a cadhehtvald
eredmeényei alapjan az Src-kindz. MivelBecatenin a junkciondlis komplexum egyik
fontos alkotbéeleme, Src medialta foszforilcidjaerepet jatszhat a mannitol indukalta
reverzibilis vér-agy gat megnyilasban. Hiperozmatik mannitol hatasara tirozin
foszforilalodik és ezaltal aktivalodik az Axl is.idutattuk, hogy az Axl az Akt-on
keresztil fejti ki hatadsat, és szerepe van az agwndotélsejtek apoptdzisanak
szabélyozdsaban. Aktivalédas mellett azonban aZefisl bomlik, amelynek révéen két 50-
55 kDa C-terminalis peptid keletkezik. Kimutattiiqgy a lebomlas két lépdsen megy
végbe, az etslépésben metalloproteinazok hasitjak az Axl, agi proteaszéma figg
lépés kovet.

A vér-agy gat — tekintettel arra, hogy a kdézpadegrendszer nem rendelkezik
nyirokkeringéssel — meghatarozé szerepet jatsziksziadulatt daganatok agyi
metasztazisainak kialakulasaban. Mivel a dagarssjpek transzmigraciéjara vonatkozoan
kevés adat &ll rendelkezésre, megvizsgaltuk, hagggyik legnagyobb szazalékban agyi
metasztazist képzdaganat, a melanéma sejtjei miként vandorolna @ér-agy gaton.
Kimutattuk, hogy az adhéziét kbvein a melandma sejtek képesek atvandorolni az agyi

endotélsejt rétegeken, és ezen vandorlas soranterxendotelidlis kapcsolatok sértlnek.
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Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a vandowldéacellularisan, az endotélsejtek
kozott (is) torténhet. A transzmigracié sordn a anéma sejtek jeleés mennyiséq
proteazt szabaditanak fel, amelyek k6ziul nekinkegpraz nelr szerin-proteazt sikerlt

azonositanunk.

Munkankkal edsiteni szerettiik volna azt a felismerést, hogy raag§ gat fontos

yays

egyarant. Az altalunk feltart mechanizmusok értékadatokat szolgaltathatnak

potencialisan Uj terapias célpontok meghataroz&saho
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8. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

Munkank el$sorban alapkutatasi jellégvolt, amelynek § célja a vér-agy gat
mukodésének molekularis szintmegértése volt. Kisérleteink tervezésénél azomiaios
szempont volt, hogy a kisérleti korilmények valameml in vivo folyamatot tikrozzenek,
mint amilyen az agyi hipoxia vagy gyulladasos mégbedések. Igy, ha nem is varhatd
eredményeinknek azonnali klinikai hasznositasa, earf mechanizmusok alapjaul
szolgalhatnak Uj terapias stratégiak kidolgozasahoz

A junkcionalis fehérjék szabalyozasa egy sikerretdegtéi célpont lehet. Az
occludin fokozott proteaszomalis lebontasa pélgélents szerepet jatszik az irritabilis
colon szindréma kialakuldsaban, igy célémek finik a folyamat gatldsanak megkisérlése
ebben a koérképpben. Eredményeink ugyanakkor ranakkahogy vérzéses sokkban, vagy
a kozponti idegrendszer gyulladasos megbetegeddsdierapiaja soran is érdemes
figyelmet szentelni a vér-agy gat integritasanatkekdére. Kulonosen érdekes lehet az Axl
mint terapias célpont, hiszen olyan fontos cellaldolyamatokban vesz részt, mint a
sejtmigracio. Ezen a tertleten gyogyszerfejiesgggel egyittritkddve teszteljuk az Axl
inhibitorok lehetséges alkalmazasat.

Remeényeink szerint a melandbma agyi metasztazisdakildsanak gatldsaban lehet
hasznositani az altalunk feltart proteolitikus natdbmusokat, kilonos tekintettel a
szeprazra. Specifikus szepraz inhibitorok — amelj@glesztése irodalmi ismereteink
szerint folyamatban van — szikségesek az elkéemteddstamasztasahoz.

A vér-agy gatat éridtkilonbdz patoldgias folyamatok vizsgalatara adaptalt inovit
vér-agy gat modell a gyogyszeripar érdeldsére is szamot tarthat. A modell alkalmas
kulonbo® farmakonok és a vér-agy interakcioinak vizsgagtailyenek példaul:
gyogyszerjeloltek permeabilitast befolyasold6 hatadetve a veér-agy gaton vald
atjutdsanak kozepes aterék&Epesséf tesztelese, efflux transzporterekkel vald
kblcsbnhatasa, és az agyi metasztazisképzés, eillelaganatos sejtek endotelialis
adhézidjanak vizsgalata. Ezeken a terlleteken akgylttmikodést is folytatunk

biotechnolégiai cegekkel.
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