Valasz prof. dr. lllés Zsolt biralatara

Mindenek el6tt halasan készoném dr. Illés Zsolt professzor urnak disszertdciém gondos birdlatat,
tdmogatd véleményét és tovabbgondolasra 0Osztonzé kérdéseit, megjegyzéseit. Koészoném, hogy
munkdnkat szinvonalasnak, klinikai szempontbdl is jelent6snek tartja. A felvetett kérdésekre az
aldbbiakban szeretnék valaszolni.

1.Az asztrocitdk occludin expresszidja a differencialodastol filiggéen valtozik. Megvaltozik-e az
expresszio asztrocita aktivalast kovetéen?

2. Vizsgdlta-e a junkcionadlis fehérjék expresszidjat olyan patoldgias koriilmények kozott, ahol
asztrocitozis kovetkeztében az asztrocitak nemcsak az erek koriil fordulnak el. Lehetséges-e, hogy az
ér koriili és parenchimas asztrocita e tekintetben kiilonbo6zik?

A professzor Ur valaszt var arra a kérdésre, hogy megviéltozik-e az occludin expresszid aktivalt
asztrocitakban, illetve vizsgdltuk-e asztrocitdkban a junkcionalis fehérjék expresszidjat olyan patoldgids
koriilmények kozott, ahol asztrocitozis kovetkeztében az asztrocitak nemcsak az erek koérul fordulnak eld.
Mi a munkdnk sordn nem vizsgdltuk az occludin expresszidjat a fent emlitett korilmények kozott.
Ismereteim szerint aktivalt asztrocitdkban nem vizsgaltdk még az occludin expressziojat, azonban
bizonyos betegségekben megfigyelhetS egyes junkcionalis fehérjék expresszidja e sejtekben. igy
Alzheimer kérban és vaszkularis demencidban az occludin mellett megjelenhet a claudin-2 és claudin-11
is (Romanitan és mtsai., 2010). Legfrissebb kutatasok szerint a junkcionalis fehérjék expresszidja
asztrocitdkban Alzheimer kér esetén egy jellegzetes mintazatot mutat (Spulber és mtsai., 2012). Ezen
tulmenden kimutattak, hogy a ZO-1 asztrocitakban kolokalizalédik a ZONAB (zonula occludens 1 (ZO-1)-
associated nucleic acid binding protein) fehérjével a gap junctionok kozelében, ennek esetleges
patoldgiai jelentGsége nem ismert (Penes és mtsai., 2005).

Fiziologids kortulmények kozott kozel minden asztrocita kapcsolatba kerll erekkel (Bushong és mtsai.,
2002). Az asztrocitdk kilonb6z6 szubpopulacidiban patoldgias koridlmények kozott (asztrocitdzis)
el6fordulé differencidlt junkcionalis fehérje expressziordl nincs tudomasom, de lehetségesnek tartom.
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3. Vizsgalta-e EGF receptor expresszidjat asztrocitakon?

Az EGF receptorok asztrocitakban torténd expresszidjaval kapcsolatos kérdésre szeretném elmondani,
hogy vizsgdlataink célja az asztrocitdkban csak az esetleges junkcionadlis fehérje expresszidra és az
oxidativ stressz hatasanak vizsgalatara terjedt ki, az EGF receptorok expresszidjat nem vizsgaltuk.
Kétségtelen, hogy az EGF receptorok aktivaldsa képes asztrocita aktivaciot indukalni (Liu és Neufeld,
2007), igy valéban érdemes lenne megvizsgalni, hogy ezen receptoroknak van-e esetleg szerepe a
junkcionalis fehérjék expresszidjanak szabalyozasaban asztrocitdkban.
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4. Erdemes lenne a junkcionalis fehérjéket asztrocitézissal jaré in vivo modellekben és e modellekbdl
izolalt asztrocitakon is megvizsgalni (pl. cuprizon-medialt demyelinizacid).

A junkcionalis fehérjék vizsgdlata asztrocitodzissal jard in vivo modellekben és ezen modellekbdl izolalt
asztrocitdkban érdekes felvetés, amely altal kozelebb keriilhetnénk annak a kérdésnek a
megvalaszolasahoz, hogy mi a funkcidja junkcionalis fehérjéknek egy olyan sejttipusban, amelyik nem
rendelkezik szoros kapcsolatokkal.

5. A glutamat receptorok mRNS expresszidja mellett a protein expresszié is kimutathaté agyi
endotélsejtekben?

Mi nem vizsgdltuk a glutamat receptor fehérjék expresszidjat, de vizsgalataink egyértelmlen azt
mutattak, hogy funkciondlis NMDA receptorok vannak az agyi endotélsejteken. Mas kutatdk vizsgaltak és
mutattak ki kdzvetleniil is glutamat receptor fehérje expressziét agyi endotélsejteken. igy Reijerkerk és
munkatarsai (2010) NR1 receptorok expressziéjat mutattak ki immunfluoreszcens maddszerekkel, de
kimutattak AMPA (GIuR1) (Andrds és mtsai., 2007), kainat receptorok (GIuR5-7) (Newcomb és mtsai.,
2008), illetve metabotrép glutamat receptorok jelenlétét is (Collard és mtsai., 2002).

Reijerkerk A, Kooij G, van der Pol SM, Leyen T, Lakeman K, van Het Hof B, Vivien D, de Vries HE. The NR1 subunit of NMDA
receptor regulates monocyte transmigration through the brain endothelial cell barrier. J Neurochem. 2010 Apr;113(2):447-53.
Andrés IE, Deli MA, Veszelka S, Hayashi K, Hennig B, Toborek M. The NMDA and AMPA/KA receptors are involved in glutamate-
induced alterations of occludin expression and phosphorylation in brain endothelial cells. J Cereb Blood Flow Metab. 2007
Aug;27(8):1431-43.

Newcombe J, Uddin A, Dove R, Patel B, Turski L, Nishizawa Y, Smith T. Glutamate receptor expression in multiple sclerosis
lesions. Brain Pathol. 2008 Jan;18(1):52-61.

Collard CD, Park KA, Montalto MC, Alapati S, Buras JA, Stahl GL, Colgan SP. Neutrophil-derived glutamate regulates vascular
endothelial barrier function. J Biol Chem. 2002 Apr 26;277(17):14801-11.

6. Vizsgalta-e a glutamat receptor expresszidjat nem agyi endotélsejteken? Azaz a glutamat receptor
expresszio csak az agyi endotélre jellemzd, vagy valamennyi endotél rendelkezik e receptorokkal?

Kisérleteink kezdetén vizsgaltunk patkany aorta endotélsejtekben NMDA receptor indukalta
foszforilaciét, de nem kaptunk jelet. Azonban az irodalomban ismertek olyan eredmények,
amelyek azt igazoljak, hogy NMDA receptorok expresszdlédhatnak nem agyi endotélsejteken is:
igy tidd artéria endotélsejtekben (Nassar és mtsai., 2011), aortaban és carotis endotélsejtekben
(Chen és mtsai., 2005) is kimutattak jelenlétiket.
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7. Az egyes NMDA receptor szubunitok eltéré funkciondlis kovetkezményekkel jarnak neuronokon.
Vajon az agyi endotél is heterogén a szubunitok tekintetében, mely funkcionalis heterogenitast is
eredményezhet?



Az agyi endotélsejtek glutamat receptor expresszidjanak heterogenitasaval kapcsolatban legjobb
tudomdsom szerint még nem allnak rendelkezésre irodalmi adatok.

8. Egyéb glutamat receptorok is kimutathatéak az agyi endotélen (kainat, AMPA)?

Az NMDA receptorok mellett az agyi endotélsejtek képesek mas glutamat receptorok expresszidjara is.
Kisérleteink soran mi is igazolni tudtuk a GluR1-4 (AMPA receptorok) és mGluR1-6 (metabotrép glutamat
receptorok) mRNS-ének jelenlétét, de mivel primereinket ugy terveztlk, hogy egy primerpar tobb mRNS-
t is felismerjen, azt nem tudtuk megallapitani, hogy pontosan melyik alegység expresszalodik. Ami a
metabotrop receptorokat illeti, kimutattak, hogy Ugy az I-es, mind a ll-es és lll-as tipusi metabotrop
glutamat receptorok aktivaldsa agyi endotélsejtekben véd az anoxia hatdsai ellen (Lin és Maiese, 2001).
Azonban e receptorok szerepe agyi endotélben még nem tekinthet§ tisztazottnak, mert egy masik
kisérletsorozatban kimutattdk, hogy az mGIluR l-es és lll-as receptorok aktivaldsa noveli a barrier
permeabilitasat (Collard és mtsai., 2002), illetve az mGIuR5 aktivalasrdl kimutattak, hogy kulcsszerepet
jatszik a nitrativ stressz kialakuldasaban (Mayo és mtsai., 2012). A GluR-1 jelenlétét western-blot
segitségével is kimutattak, ezen receptorok az occludin foszforilacidjat képesek szabalyozni, azonban
szemben az NMDA receptorokkal, nem befolydsoljdk a glutamat dltal indukdlt permeabilitds fokozddast
(Andras és mtsai., 2007).
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9. A glutamat receptorok és transzporterek megvaltozott expresszidja jellemzi a neurodegenerativ
korképeket (pl. Alzheimer-kér, amyotrophias lateralsclerosis, Parkinson-kor). Van-e adat arra, hogy az
endotelidlis glutamat transzporter és receptor expresszio is valtozik-e e betegségekben.

Az endotelialis glutamat transzporterekkel és receptorokkal kapcsolatos vizsgalatokrol neurodegenerativ
kérképekben nem all rendelkezésemre informacid. Azonban ezek a koérképek gyakran jarnak egyiitt
oxidativ stresszel, és az oxidativ stressz fokozza az agyi endotélben az NMDA receptorok expresszidjat
(Betzen és mtsai., 2009), igy elképzelhet6, hogy e kérképekhez tarsulhat megvaltozott endotelidlis
glutamat receptor vagy transzporter expresszid. Kétségtelen, hogy a glutamat receptorok mellett a
glutamat transzporterek is fontos terdpias célpontok lehetnek, hozzajarulhatnak az agyi glutamat
homeosztaztis helyreallitdsdhoz (Teichberg és mtsai., 2009, Lin és mtsai., 2012).
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10. Amennyiben a ZO-2 a jelatvitelben is szerepet jatszik, van-e adat arra, hogy mi az upstream
utvonal?

A Z0-2 szignalizaciérdl viszonylag keveset ismeriink még. Tudjuk, hogy a ZO-2 elsGsorban izoldltan
el6forduld sejtekben talalhatdé meg a magban, egyes stresszfaktorok is képesek megndvelni a magi ZO-2
mennyiségét, de az ezekhez kapcsolddd szignaltranszdukcids utak nem ismertek. Az Gjonnan szintetizalt
Z0-2 egy része a magba exportdlédik, majd innen keril a sejtmembranba a rajta levé export szignaloknak
koészonhet6en. Egy Uj PKC izoforma, a PKC-epszilon, képes a Z0-2 nukledris export szignaljanak a
foszforilalasara (S369), aminek kovetkeztében a ZO-2 a magban felszaporodik (Chamorro és mtsai.,
2009).
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Cell. 2009 Sep;20(18):4120-9.

11. A ZO-2 funkcionalis kisérletekben alkalmazott-e csendesitést is?

Mi a kisérleteink soran nem alkalmaztunk ZO-2 géncsendesitést. llyen jellegli kisérleteket Lorenza
Gonzalez-Mariscal laboratériumaban végeztek. MDCK (kutya vese epitél) sejtekben kimutattak, hogy a
Z0-2 csendesitése rontja a barrier tulajdonsagokat, késlelteti a de novo szoros kapcsolat képzddést,
tagitja a paracellularis rést, és befolyasolja az E-cadherin lokalizaciojat (Hernandez és mtsai., 2007). A ZO-
2 fontos szerpére utal, hogy a ZO-2 “knock out” egerek nem életképesek (Xu és mtsai., 2009).
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12. A professzor ur felveti, hogy tekintettel arra, hogy a klinikai gyakorlatban a TNF-alfa és annak
receptora elleni antitestek, illetve az II-1R inhibitorok autoimmun gyulladasos korképek kezelésében
rutinszerlien alkalmazottak, érdemes lenne e kérkepek modelljeiben megvizsgalni, hogy a fenti
kezelések milyen hatassal vannak az endotél funkcidkra, a junkcionalis fehérjék expresszidjara.

A TNF-alfa és Il-1béta sokrétl hatdssal rendelkezik az agyi endotélsejtekre, igy novelik példaul egyes
adhéziés molekuldk expressziojat, vagy befolydsolhatjdk a barrier funkcidkat. TNFR1 és TNFR2
expresszalodik agyi endotélsejtekben, és kimutattak, hogy mar 1 ng/ml TNF-alfa megnovelheti a
paracelluldris anyagdramlast, aminek hatterében a ZO-1 és VE-cadherin redisztribucidja, és egy fokozott
kaszpaz aktivitds all (Lopez-Ramirez és mtsai., 2012). Ugyanakkor a claudin-5 promodtere TNF-alfa
szabalyozds alatt all - a TNF-alfa csokkenti a promdter aktivitasat - ami a claudin-5 szint csokkenéséhez
vezet (Aslam és mtsai, 2012). lly mddon varhatd, hogy egy anti-TNF kezelés pozitivan befolyasolja
autoimmun gyulladasos koérképekben az endotél funkcidkat és a permeabilitast.

Az 1l-1bétardl kimutattdk, hogy egy PKC-theta-fliggé ZO-1 foszforilacié révén ronthatja a barrier
tulajdonsagokat (Rigor és mtsai., 2012), illetve egy génexpresszids analizis soran kimutattak, hogy II-
1béta hatdsdra csokken a claudin-5 és occludin expresszidja endotélsejtekben, igy ebben az esetben is
varhato, hogy az II-1R blokkolas pozitiv hatasokkal fog rendelkezni (Williams és mtsai., 2008).
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13. Végzett-e olyan kisérletet, vagy van-e adat arra vonatkozdan, hogy az endotél diszfunkcié milyen
hatdssal van az asztrocitdkra, illetve a neuronalis stressz milyen hatassal van az endotélre (junkcionalis
fehérjék, TLR, NMDA receptor expresszié?

Kisérleteink soran nem vizsgdltuk azt, hogy az endotelidlis diszfunkcid milyen hatdssal van az
asztrocitakra, azonban a kérdéssel egyre szélesebb korben foglalkoznak. SGt, egyes elképzelések szerint
az endotelidlis diszfunkcid akar okként is szerepelhet olyan megbetegedésekben, mint az Alzheimer kér
vagy epilepszia. Az endotelidlis diszfunkcié soran bekovetkezett permeabilitas novekedés
eredményeképpen szdmos toxikus anyag juthat be a kdzponti idegrendszerbe, mint az albumin, trombin,
plazmin vagy immunglobulinok. Ennek koévetkeztében az asztrocitdk megduzzadnak, illetve
aktivalodhatnak, fokozédhat citokin termelésik, amelynek sulyos kovetkezményei lehetnek (Zlokovic,
2011, Friedman, 2011, Berezowski és mtsai., 2012). Az agyhoz hasonldan a retinaban is kimutattak, hogy
az ateresztévé valt kapillarisok a gliasejtek morfoldgiai valtozasahoz vezetnek (Rez-Prag és mtsai., 2011).
Arrdl, hogy a neuronalis stressz miként befolydsolja az endotéliumban a junkciondlis fehérjék, NMDA
receptorok és TLR-ek expresszidjat, kevesebb konkrét adat all rendelkezésre. A neuronok egyrészt
felszabaduld neurotranszmitterek, példaul glutamat révén befolyasolhatjdk a junkciondlis fehérjék
expresszidjat (Andras és mtsai., 2007). Ugyanakkor a neuronok kilonb6zd stimulusok hatdsara olyan
citokineket is képes felszabaditani, mint a TNF-alfa (Park és Bowers, 2010), és ezek szintén
befolydsolhatjdk a junkcionalis fehérjék expresszidjat. Az endotelidlis NMDA receptorok és TLR-ek
expresszidjanak neuronok altal térténd szabalyozasarol a legjobb tudomasom szerint nem rendelkeziink
informacidval.
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14. A TLR szignalizaciés utvonalak vizsgalatanal egy sematikus abra segithette volna az adatok
ertelemezését.

Teljes mértékben elfogadom a tisztelt birald véleményét, hogy egy sematikus dbra a TLR szignalizacio
komplex utvonalairdl segitette volna az adatok értelmezését, remélem azonban, hogy e hidnyossdg nem
gatolta nagyon e fejezet érthet&ségét.



15. A claudin-5 TLR szabalyozasa milyen jelatviteli itvonalon keresztiil érvényesil?

A claudin-5 TLR-en keresztil torténd szabalyozasanak mechanizmusardl agyi endotélsejtekben sajnos
nem all rendelkezésre informacié. Mi a kisérleteink soran csak az NFkB és ERK1/2 Utvonalakat vizsgaltuk
— eredménytelenil. Azonban a TLR receptorok mas Utvonalakat is aktivalhatnak, mint amilyen a JNK,
p38, TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B), vagy PI3K/Akt (Zhu és Mohan, 2010),
amelyek szerepet jatszhatnak a claudin-5 szabalyozasaban.

Zhu J, Mohan C. Toll-like receptor signaling pathways--therapeutic opportunities. Mediators Inflamm. 2010;2010:781235. doi:
10.1155/2010/781235.

16. Gyulladaskelté vagy gyulladasgatlé citokinek egyidejli alkalmazasa nikotinnal és policiklikus
aromas szénhidrogénekkel milyen hatassal van az agyi endotélre, okoznak-e e vegyiiletek valtozast az
endotelidlis TLR expresszidoban? E vegyiiletek hatasanak vizsgalata a sclerosis multiplex gyulladasos és
degenerativ (cuprizon) modelljeiben.

A dohdnyzds a vaszkuldris megbetegedések mellett kockazati tényez6t jelent olyan meghetegedésekben
is, mint a sclerosis multiplex. Ennek fényében valéban érdemes lenne megvizsgalni, hogy gyulladaskelt6é
citokinek egyiittes addsa nikotinnal és polciklusos aromas szénhidrogénekkel milyen hatdssal van az agyi
endotélsejtekre. Hasonloképpen gondolatébreszt6 az a felvetése, hogy e vegylletek egylttesen miként
befolydsoljdk a TLR expressziot. A szénhidrogén szarmazékokrdl mar kimutattak, hogy tudé
epitélsejtekben okozhatnak TLR expresszié fokozddast (Wang és mtsai., 2009), azonban a nikotin hatasa
sejtfliggs lehet: epitélsejtekben és monocitakban az eddigi irodalmi adatok inkabb arra utalnak, hogy a
nikotin csokkenti a TLR-ek expresszidjat (Greene és mtsai.,, 2010, Cui és mtsai.,, 2012), de mas
sejttipusokban, pl. neuroblasztoma sejtvonalban (SH-SY5Y) ez a hatas éppen ellentétes (Cui és mtsai.,
2012). Egyetértek a professzor Urral abban, hogy igen érdekes kérdés, hogy e vegylletek hogyan
befolyasoljak a betegség kimenetelét a sclerosis multiplex gyulladasos és degenerativ modelljeiben.
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17. Az értekezésben az intracaroticus mannitol klinikai alkalmazasara utal, nem jel6l azonban
irodalmat. Hol alkalmazzak ezt az invaziv beavatkozast?

A tisztelt birdlé hianyolja, hogy a mannitol klinikai gyakorlatban térténé alkalmazdasardl nem adtam meg
irodalmat. Az irodalmi hivatkozdas sajnos kimaradt, ezt eziton szeretném poétolni: Kroll RA, Neuwelt EA.
Outwitting the blood-brain barrier for therapeutic purposes: osmotic opening and other means.
Neurosurgery. 1998;42(5):1083-99; discussion 1099-100, Guillaume DJ, Doolittle ND, Gahramanov S,
Hedrick NA, Delashaw JB, Neuwelt EA. Intra-arterial chemotherapy with osmotic blood-brain barrier
disruption for aggressive oligodendroglial tumors: results of a phase | study. Neurosurgery. 2010
Jan;66(1):48-58. Az ozmotikus vér-agy gat megnyitast intenziv terapids korilményk kozott végzik agyi
tumorok terdpidjanak elGsegitésére egy nemzekdzi konzorcium keretei k6zo6tt (International Blood-Brain
Barrier (BBB) Consortium), amelynek vezet intézménye az Oregon Health Science University.
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18. A melandéma sejtekkel végzett kisérleteknél a feliiltiszé is csokkentette egyes junkcionalis fehérjék
(claudin-5 és ZO-1) mennyiségét, ez szolubilis faktorokra utal. Vizsgalta-e, hogy milyen faktorok, és
milyen mechanizmussal (pl. receptorok) csokkenik az endotelialis fehérjék expressziojat?

A melandma sejtek transzmigracidjanak vizsgdlata sordan a melandma kondiciondlt tapfolyadék is
csokkentette a claudin-5 és occludin mennyiségét. Ez egyértelm(ien szolubilis faktorok szerepére utal,
azonban ennek molekuldris hatterérél még nem all rendelkezésiinkre sok adat. Mivel a western-blotokon
degradaciés termékek is lathatdak, els6sorban proteolitikus mechanizmusokra gyanakodtunk.
Zimografids vizsgalataink arra utalnak, hogy ebben a folyamatban zselatinolitikus szerinprotedzok
jatszanak szerepet. Azonositottuk is a szeprdzt, mint egy olyan proteazt, amelynek gatlasa csokkenti a
transzmigraciot, de arra kérdésre, hogy a szepraz képes-e kdzvetleniil bontani a junkciondlis fehérjéket,
még nem tudjuk a valaszt.

Végezetil szeretném még egyszer megkdszonni lllés professzor Urnak a megjegyzéseit és kérdéseit, és
azt, hogy az értekezést szinvonalasnak, és klinikai szempontbdl is érdekesnek taldlta. Tisztelettel kérem,
hogy opponensi véleményére és kérdéseire adott valaszaimat sziveskedjék elfogadni.

Tisztelettel, Szeged, 2013. januar 7.

Krizbai Istvan



