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1 Irodalmi attekintés

1.1 A neurovaszkularis egység

1.1.1 A neurovaszkularis egység meghatarozasa

A neurovaszkuldris egységet a kozponti idegrendszerben taldlhaté idegsejtek és gliasejtek,
valamint az erek falat alkotd endotélsejtek és az ket korilvevs simaizomsejtek és pericitak
alkotjak, amelyek szoros morfoldgiai és funkcionalis kapcsolatban allnak egymadssal (1. A
abra). A fogalmat a National Institute of Neurological Disorders and Stroke altal rendezett
2001. évi Stroke Progress Review Group meetingen vezették be,! hogy hangsulyozzak az agy
sejtjeinek és ereinek 6sszehangolt mikodését. A neurovaszkuldris egységnek két f6 funkcioja

van, a neurovaszkuldris kapcsolds és a vér—agy gat.

A neurovaszkuldris kapcsolds a neurondlis aktivitas és az agyi véraramlas térben és id6ben
vald 6sszehangoldsat jelenti. Ennek kovetkeztében az idegsejtek aktivitasanak ndvekedése a
véraramlas tranziens és lokalis fokozddasdhoz vezet.? A neurovaszkuldris kapcsolds az
idegsejtek, az asztrocitak, a simaizomsejtek, a pericitdk és az agyi endotélsejtek koordinalt
mUikddése altal valédsul meg. A szinaptikus aktivitds soran a neuronokbdl és az asztrocitakbdl
felszabadulé metabolikus termékek (példdul a laktat, az adenozin vagy a COz) és vazoaktiv
anyagok (példaul a NO és a prosztanoidok) a simaizomsejtek, illetve a pericitdk tédnusanak
valtoztatdsa révén okoznak vazodilataciét, amely az endotélsejtek kozvetitésével retrograd
irdnyba terjed.? Bar korabban megkérdéjelezték a kapillarisok és a pericitdk szerepét az agyi
véraramlas szabalyozasiban,* egyre tébb adat utal arra, hogy nemcsak az arterioldkat borité
simaizomsejtek képesek az ératmérd szabalyozasara, hanem a pericitak is aktivan részt

vesznek ebben a folyamatban.>®

A neurovaszkularis egység masik alapvet6 szerepe a vér—agy gat kialakitasa. A vér—agy gat
az agy legfontosabb barrier rendszere, amely megakaddlyozza a potencialisan karos anyagok
és sejtes elemek bejutdsat a vérbdl az agyi parenchimaba.” Az agyi endotélsejtek specifikus
barrier tulajdonsagai az idegrendszeri kornyezet — elsGsorban a pericitak és az asztrocitak —

jelenlétében alakulnak ki és maradnak fenn.®® Ennek legfontosabb elemei a folytonosan



elhelyezkedd szoros kapcsolatok, amelyek szinte teljesen atjarhatatlanna teszik a sejtek

kozotti (paracellularis) dtvonalat.

ogsejt szoros kapcsolatok
mikroglia
“ui
/‘ X
. endotélsejt
asztrocita /
pericita
asztrocita végtalp
B Transzport funkcié Gat funkcio
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1. dbra. A neurovaszkularis egység sejtjei és a vér—agy gat.

A: Az agyi hajszalerek sejtes felépitése és az endotelialis szoros kapcsolatok legfontosabb fehérjéi. B: A vér—agy
gat szallito és barrier funkcidja. A gatat egy négyszeres védvonal hatarozza meg: a folytonos szoros kapcsolatok
altal biztositott paracellularis barrier, az efflux transzporterek, az enzimatikus barrier, illetve a vastag glikokalix
és az alacsony szamu transzcitotikus vezikula altal meghatdrozott transzcellularis barrier. A szallité funkcid az
SLC transzporterek, vagyis a karrier-medidlt endocitdzis, valamint receptor-medialt és adszorptiv endocitdzis
révén valésul meg. A kisméretl gaznemd és lipofil anyagok passzivan jutnak at a vér—agy gaton. TJs = szoros
kapcsolatok (tight junctions).

Az értekezés elsGsorban a neurovaszkuldris egység sejtjeire és vér—agy gat szerepére

Osszpontosit.



1.1.2 Az agyi erek sejtes felépitése

Az agyi érhaldzat kialakitasaban elsésorban a penetrdld arteriolakbol kidgazé és tovabb
osztddd mikroerek, kapillarisok vesznek részt. A penetrald arteriolat az 6t kdzvetlenil kovet6
els6rendl mikroértél az esetek 20-50%-dban egy szfinkter valasztja el, amely a véraramlast
szabdlyozza.'® A penetrédld arterioldtdl szamitott 1.-4. eldgazasok alkotjdk a arteriolaris-
kapillaris tranzicidos zonat, amelyet a valddi kapillaris eldgazddasok kévetnek.!! Egér agyban

ezeknek atméréje 7 um-nél kisebb, és a teljes érpalya hosszanak 96%-at alkotjak.1112

Az agyi hajszélerek egy olyan s(r(i hdlozatot hoznak létre, amelynek egérben kb. 300 m,*? az
emberi agyban pedig 600-650 km a teljes hossza. A kapillarisok lumen felé nézG6 Gsszfelszine
emberben kb. 12-18 m?,713 és a neuronok maximalis tavolsaga a legkdzelebbi kapillaristdl
kb. 20-40 pm-re becsiilhet8.14% Egér agykéregben ez a szam atlagosan 15-20 um.1®7 Tehat

gyakorlatilag minden idegsejt ,sajat” hajszalérrel rendelkezik.181°

Az agyi erek felépitésében az erek falat bélel§ endotélsejtek, az un. muralis sejtek

(simaizomsejtek és pericitak) és az asztrocita végtalpak vesznek részt (1. A abra).

1.1.3 Az agyi endotélsejtek és a vér—agy gat

Az agyi endotélsejtek az arterioldk és a kapillarisok szintjén lapos, elnyult, mig a venuldkban
romboid alaku sejtek, amelyek az erek lumenét hatéroljak.?’ Endotelidlis jellemz8ik mellett
rendelkeznek un. gat (barrier) tulajdonsagokkal is, amelyek az epitélsejtekhez teszik Gket

hasonléva, és amelyek alapvets szerepet jatszanak az agyi homeosztazis fenntartasaban.

Az agyi endotélsejtek barrier tulajdonsagai a vér—agy gat négyszeres védvonalat hatarozzak
meg (1. B dbra).?! Ezek koziil az elsd és legfontosabb a folytonos szoros kapcsolatok jelenléte
a sejtek kozott. A szoros kapcsolatok (tight junctions) képezik a paracellularis (sejtek kdzotti)
gatat, amely megakaddlyozza az anyagok szabad dramldsat az agyi endotélsejtek luminalis

(vér fel6li/apikalis) és az ablumindlis (agyszovet feldli/bazolateralis) oldala kozott.

1.1.3.1 Az interendotelidlis junkcidk

Az agyi endotélsejteket 6sszekotd szoros kapcsolatok egy fizikai barriert képeznek a sejtek

kozotti atvonal szinte teljes lezardsara. Mivel ezek a struktirdk még az ionok atjutdsat is
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korlatozzak, elektromos ellenallas alakul ki a sejtréteg két oldalan. A TEER (transzendotelidlis
elektromos ellenallas, transendothelial electric resistance) jol jellemzi a junkcidk szorossagat.
In vivo mérések alapjan ennek értéke 1000-2000 Q x cm?.2%23 A TEER-t azonban els@sorban
in vitro modellek jellemzésére szoktak hasznalni, ahol szamos impedancia mérési mddszer

all a kutatok rendelkezésére a paracellularis és a teljes ellenallds meghatarozasara.?*

A szoros kapcsolatok felépitésében transzmembrdn és citoplazmatikus fehérjék vesznek
részt. A transzmembran fehérjék extracelluldris doménjei a szomszédos sejtekben talalhato
hasonlé doménekhez kapcsolddnak (transz-interakciok formadjaban), igy kotve 6ssze azokat.
Az intracellularis domének pedig a citoplazmatikus, mas néven plakkfehérjék kozvetitésével
vannak az aktin-citoszkeletonhoz kihorgonyozva. A sejtmembranban a szoros kapcsolatokat
felépit6 fehérjék cisz-interakcidi ovszerl fonatokat hoznak létre, amelyeknek s(r(isége, és
az altaluk alkotott halézat dsszetettsége hatarozza meg a paracelluldris gat szorossagat. A
gat funkcio mellett a szoros kapcsolatok a sejt polaritasdnak kialakuldsaért is felelGsek, mivel
elvalasztjadk egymastol az apikdlis és a bazolateralis membrant. Ezt nevezziik a szoros
kapcsolatok fence (kerités) szerepének. Ezeken kiviil a szoros kapcsolatok fehérjéi a

jelatvitelben és a génatiras szabalyozasaban is részt vehetnek.?

Az agyi endotélsejtek szoros kapcsolatainak transzmembran fehérjéi koziil a legfontosabbak
a négy transzmembran doménnel rendelkez6é klaudin-5, illetve mas klaudin fehérjék,
valamint az okkludin és a tricellulin. Az immunoglobulin szupercsalddba tartozo, egy
transzmembran domént tartalmazo fehérjék koziil pedig a JAM-ek (junkciondlis adhézids
molekula) és az ESAM (endotélsejt-szelektiv adhézids molekula) vesznek részt a szoros
kapcsolatok felépitésében. A plakkfehérjék koziul a ZO (zonula occludens) fehérjéket lehet
kiemelni, a ZO-1-et és a ZO-2-t (1. A abra). A ZO fehérjék allvanyzatként mikddnek a szoros
kapcsolatokban, hiszen szdmos junkcionalis, citoszkeletalis és szabdlyozd fehérjét tudnak
megkotni, ugyanakkor képesek a sejtmagba is vandorolni, ahol a génatiras szabalyozasaban

vehetnek részt.26:27

A szoros kapcsolatok kialakulasaban és fenntartdasaban alapvetd fontossaguak az adherens
junkciok, amelyek — az epitélsejtektél eltéréen — nem a szoros kapcsolatoktol
bazolateralisan, hanem azokkal véltakozva helyezkednek el a szomszédos endotélsejtek

egymasra fekvé membranjaiban.?® Az adherens kapcsolatok, a szoros kapcsolatokhoz
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hasonldan, transzmembran és plakk fehérjékbdél éplilnek fel, amelyek 6sszekottetésben
allnak a citoszkeletonnal és a ZO fehérjéken keresztiil a szoros kapcsolatokkal is. Az adherens
junkciék fé alkotéelemei a kadherin-katenin és a nestin-afadin komplexek, igy az agyi
endotélsejtekben a legfontosabb adherens junkcionalis fehérjék a VE-kadherin (vaszkularis
endotelidlis kadherin, kadherin-5), az a-katenin, a B-katenin, a y-katenin (plakoglobin) és a
pl120-katenin, de ezek kozelébe lokalizalédik a PECAM-1 (vérlemezke endotelidlis
sejttapadasi molekula, platelet endothelial cell adhesion molecule-1, CD31) is. Az adherens
junkcidk szerepét a szoros kapcsolatok szabdlyozasaban az is igazolja, hogy a VE-kadherin

fokozza a klaudin-5 expresszidjat.?°

A kadherineknek fontos szerepe van a sejtek polaritdsdnak megtartasaban is. EMT
(epitelidlis-mezenchimalis tranzicid), illetve EndMT (endotelidlis-mezenchimalis tranzicid)
sordn a sejtek elveszitik apiko-bazdlis polaritdsukat, valamint csokken az adhézids
képességilik, illetve megn6 a migracids és az invazids kapacitasuk. Ezeket a folyamatokat az
E-kadherin (epitelidlis kadherin, kadherin-1), illetve a VE-kadherin mennyiségének
csokkenése és az N-kadherin (neuralis kadherin, kadherin-2) mennyiségének ndovekedése

jellemzi.3°

1.1.3.2 Transzportfolyamatok a vér—agy gaton keresztl

A szoros kapcsolatok, vagyis a paracelluldris Gtvonal nagyfoku atjarhatatlansaga el6térbe
helyezi a transzcellularis (sejten keresztiili) transzportot az agyi endotélsejtekben. Ezt
azonban harom védvonal szabalyozza: a transzcellularis barrier, amelyet a vastag glikokalix
és a transzcitotikus vezikulak alacsony szama hataroz meg; az enzimatikus barrier, amely az
acetilkolin-észteraz, alkalikus foszfataz, y-glutamil-transzpeptiddz, monoamin-oxiddz és

egyéb enzimatikus aktivitasok kovetkezménye; illetve az efflux transzporterek (1. B dbra).

Ezek koziul kiemelked6 az efflux transzporterek jelentGsége, mivel szamos terdpids szer
agyba valé bejutasat akadalyozzdk meg. Az efflux pumpak az ABC (adenozin-trifoszfat-koté
kazetta, ATP-binding cassette) transzporterek csaladjaba tartoznak, és energia
felhasznalasaval kiilonb6z6 szerkezetl szubsztratokat kotnek meg és tavolitanak el a sejtbél.
Az agyi endotélsejtek lumindlis membranjaban elhelyezkedé ABCB1 (P-gp, P-glikoprotein

vagy MDR1, multidrug resistance protein 1), az ABCC (MRP, multidrug resistance-associated
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protein) csalad tagjai és az ABCG2 (BCRP, breast cancer resistance protein) szamos
kemoterdpias szer és mas gydgyszermolekula vér—agy gaton vald atjutasat akadalyozza meg.
Ennek megfeleléen az ABC transzporterek alapveté szerepet jatszanak a kozponti

idegrendszeri patologias folyamatok gydgyszeres terapidval szembeni rezisztencidjaban.

A vér—agy gatnak van egy szdllitd szerepe is, amely biztositja a tdpanyagok bejutasat az
agyba, illetve hozzajarul a metabolitok eltdvolitdsdhoz (1. B abra). Ennek elemei: a
kisméretd, lipofil és gdznem(i anyagok (példaul az O, a CO,, az etanol, a koffein vagy a
nikotin) passziv atjutasa; az SLC (solute carrier) transzporter fehérjék m(ikédése; a receptor-
medidlt és az adszorptiv transzcitdzis. Az SLC szupercsalad tagjai koziil a legfontosabbak a
glukdzt szallitd GLUT1 (1-es glikdz transzporter, glucose transporter 1, SLC2A1), illetve
szamos aminosav, monokarboxildt, nukleozid és nukleotid, neurotranszmitter, valamint
szerves anion és kation transzportere, mint példaul a LAT1 (large neutral amino acid
transporter 1, SLC7A5), a CAT1 (cationic amino acid transporter 1, SLC7A1) és az MCT1
(monocarboxylic acid transporter 1, SLC16A1). Az agyi endotélsejtekben specifikusan
kifejez6d6, atipikus SLC transzporter az MFSD2A (major facilitator superfamily domain-
containing protein 2A) a transzcitdzis gatlasaval jarul hozza a vér—agy gat integritasdhoz.
Ugyanez a fehérje uptake transzporterként is mikodik a DHA (dokozahexaénsav,
docosahexaenoic acid) szamara.313? A receptor-medidlt transzcitdzis elsésorban az inzulin, a
transzferrin és az LDL (low density lipoprotein) vér—agy gaton vald athaladasdban jatszik
szerepet, mig adszorptiv transzcitézissal az albumin és mas pozitiv téltésl plazmafehérjék

juthatnak at.

1.1.3.3 Az agyi endotélium heterogenitasa

Néhany kivételes terilettél eltekintve — mint a cirkumventrikularis szervek és a plexus
choroideus — a vér—agy gat tulajdonsagok a teljes agyi endotéliumra érvényesek. Az agyi
endotélsejtek azonban nem képeznek egy homogén populaciét, és ennek megfeleléen a

vér—agy gat atereszt8képessége sem egyforma az agy minden teriiletén.33

Egyrészt a barrier a hajszdlerek szintjén a legzartabb, mig a nagyobb atmérgji mikroerekben,
elsGsorban a venuldkban, csokken a transzporterek mennyisége és a szoros kapcsolatok

komplexitdsa.3* Mdsrészt a kiildnb6z6 agyteriiletek kdzott is lehetnek kiilonbségek, bér a
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korabbi eredmények csak a gerincvel6 és az agyszovet kozotti eltérések leirdsara
korlatozédtak. Ezek alapjan a vér—gerincvelS gat endotélsejtjei kevesebb szoros kapcsolati
fehérjét expresszalnak, és magasabb permeabilitassal, valamint alacsonyabb rezisztencidval
birnak, mint az agyi endotélsejtek.>>3® Ez a gerincvel6i erek alacsonyabb pericita
lefedettségének lehet a kovetkezménye,?” hiszen a gat tulajdonsagok a kozponti
idegrendszeri endotélsejtekben csak a megfelel6 koérnyezet, elsGsorban a pericitak és az

asztrocitak hatasara alakulnak ki és maradnak fenn.

1.1.4 A pericitdk szerepe az agyi erek mikodésének szabalyozasaban

A pericitdak egy nem folytonos sejtréteget alkotnak az erek alaphdrtydjaba bedgyazva, és
legnagyobb s(irlségben a kozponti idegrendszeri kapillarisok szintjén taldlhaték meg.3®
Folyamatos atmenetet képeznek az arterioldk és a venuldk simaizomsejtjei kozott, igy
morfoldgidjukat tekintve harom csoportba sorolhaték: ensheathing, mesh és thin-strand
tipusokba.?® Az ensheathing pericitak &tmeneti sejtek a simaizomsejtek és a pericitdk kdzétt,
és a prekapilldris arteriolakra jellemz6k. A valddi kapillaris pericitdk mesh és thin-strand
tipusuak, jellemzéen a negyedrendl kapillarisoktdl kezdéd6en jelennek meg, és in vivo
Neurotrace 500/525 fluoreszcens markerrel jelélhet8k,*® valamint alacsony az a-SMA (o-
simaizom aktin, a-smooth muscle actin) expresszidjuk.*4? A tovabbiakban a pericita
elnevezést csak a kapillaris pericitdkra fogjuk alkalmazni. Ezek a sejtek az erek lefutdsaval
parhuzamos és arra merdleges nyulvanyokkal rendelkeznek, amelyek halézatosan (mesh

pericitak) vagy helikalisan (thin-strand pericitak) veszik koril a hajszalereket.

Az agyi pericitak szerepét a vér—agy gat tulajdonsagok kialakitasaban, illetve az agyi
véraramlas szabalyozadsaban az elmult hdsz évben kezdték el feltérképezni. A pericitak részt
vesznek az erek stabilizaldsaban,* az alaphartya alkotéelemeinek szintézisében** és az agyi
endotélsejtek vér—agy gat tulajdonsagainak kialakitasaban.®>4¢ Az agyi véraramlas
szabdlyozdsaban betoltétt szerepiik sokaig vita targya volt,*> a legfrissebb adatok azonban
arra engednek kovetkeztetni, hogy a gyors véraramlds valtozasokat inkabb az atmeneti,
ensheathing sejtek szabdalyozzak, mig a kapillaris pericitak a kisebb és lassabb valtozasokért,

valamint az alapténus fenntartdsaért felelgsek.'!
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A pericitak mar embrionalis korban szabalyozzak a vér—agy gat integritdsanak fenntartdsat,
és hatassal vannak a szoros kapcsolatokra, a vezikuldris transzportra, valamint az adhézids
molekuldk expresszidjara.*® FelnStt egerekben az agyi pericitdk az endotélsejtek
permeabilitdsat és az asztrocitdk polarizacidjat is nagymértékben meghatdrozzak.*> Ennek
megfelel6en in vitro vér—agy gat kokultira modellekben egyre gyakrabban hasznaljak a

pericitdkat az endotélsejtek barrier tulajdonsagainak javitasa érdekében.*’

A pericitdk és az endotélsejtek kesztylujjszerlien (peg-and-socket strukturakkal)
kapcsolédnak egymashoz integrin és N-kadherin molekuldkon, illetve réskapcsolatokon
keresztul, és szamos szolubilis faktor révén befolyasoljak egymas miikodését.3® Ezek kozil az
egyik legfontosabb az endotélsejtek altal felszabaditott PDGF-BB (vérlemezke eredetl
novekedési faktor BB, platelet-derived growth factor BB), amelynek receptora, a PDGFRp
(PDGF receptor B), a pericitak egyik markere. Ezenkivil a Notch, a TGF-B (transzformald
novekedési faktor-B, transforming growth factor-8), az Angl (angiopoietin-1)-Tie2 és mas

szignalizacios utak biztositjak a megfelel6 pericita-endotél kommunikaciot az agyban.

1.1.5 Az asztrocitak jelent&sége a vér—agy gat mikodésében

Az asztrocitdk csillag alaki makroglia sejtek a kozponti idegrendszer szirke- és
fehérallomanyaban, amelyek alapvet6 szerepet téltenek be az idegrendszer mikoédésében
és homeosztazisanak fenntartdsaban. Heterogén sejtek, amelyek koziil kiemelkedik a
sziirkeallomanyi protoplazmas és a fehérallomanyi rostos asztrocitak jelentésége. Ezekben
eltér6 mennyiségli GFAP (glidlis fibrillaris savas fehérje, glial fibrillary acidic protein)
taldlhatd, amely az asztrocitak egyik f6 marker fehérjéje.*® A GFAP mennyisége jelent8sen
megnd reaktiv asztroglidzisban, amely az asztrocitdk kiilonb6z6 patoldgids folyamatokra

adott vélaszreakcidjat jelenti.*

Az asztrocitdak szerepét uUgy a vér—agy gat, mint a neurovaszkuldris kapcsolas
szabdlyozdsaban mar a 80-as években felfedezték.”®>! Az asztrocitdk az erekhez az un.
végtalpak (endfeet) utjan kapcsolédnak, ugyanakkor nyulvanyokat bocsatanak az idegsejtek,

az axonok és a szinapszisok felé is,>?

igy biztositva a neuronok szamara a megfelel6
kornyezetet és vérellatast. Ezaltal az asztrocitak egy stratégiai poziciot foglalnak el a kdzponti

idegrendszerben.
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A posztnatalis életkorban az asztrocitdk nélkilozhetetlenek a vér—agy gat fenntartasaban,
hiszen a hidnyuk altal okozott vér—agy gat megnyildst a pericitak nem tudjdk kompenzéini.>
Az asztrocitdk tehdt meghatarozod jelent6séggel birnak az agyi endotélsejtek vér—agy gat
fenotipusanak megtartasaban, amely magaban foglalja a paracellularis barriert, a
transzporterek megfelel§ expresszidjat és lokalizacidjat, valamint a metabolikus barriert is.®
Ezt el6sz0r in vitro modellekben igazoltak, hiszen az agyi endotélsejt—asztrocita kolkultirak

a 90-es évek elejétél kezdve széles kdrben elterjedtek,”* a hasznalt allatfajtol fliggetlenil.>

Az asztrocitak szekretdlt faktorok és kozvetlen kontaktusok révén kommunikalnak az
endotélsejtekkel. A kdzvetlen kapcsolatokat a végtalpak biztositjak, amelyek szinte teljes
mértékben lefedik a vérerek kilsé felszinét,*® és sziikség esetén gyorsan helyettesitédnek.>’
A végtalpakba lokalizalédik, és azok specifikus markerének tekintheté az AQP4 (aquaporin-
4), amely a Kird.1 inward rectifier (befelé egyeniranyitd) K* csatornakkal egyitt OAP-k
(orthogonal arrays of particles) formajaban jelenik meg. Az asztrocitak daltal felszabaditott
szolubilis faktorok koztil az FGF (fibroblast growth factor) és GDNF (glia-derived neurotrophic
factor) novekedési faktorok, az Angl és AGT (angiotensinogen), valamint az Shh (Sonic

hedgehog) a legfontosabbak.>®

Fontos megjegyezni, hogy az endotélsejtek is befolydsoljdk az asztrocitak tulajdonsagait,
indukalja.>® Ugyanakkor az asztrocitdk nemcsak az endotélsejtekkel, hanem a pericitakkal is
kommunikalnak, és kdzdsen koordindljdk a vér—agy gat miikédését.®® Ezeken kiviil az
asztrocitak termelik az agyi erek alaphartydjanak parenchimalis rétegét,** amely a vér—agy

gét alkotdelemének tekinthet.5!

1.1.6 A neurovaszkuldris egység felépitésében és m(kddésében résztvevd

egyeéb sejtek

A gliasejtek kozil a mikrogliasejtek az agy rezidens immunsejtjei, amelyek a gyulladasos
folyamatokat koordindljdk. A mikrogliasejtek deplécidja 6nmagaban nem okoz jelent6s
valtozdst a vér—agy gat ateresztSképességében,®? azonban a neuroinflammacié és a
mikroglia aktivacidé annak megnyildasdhoz vezet. A mikroglia aktivacid és a vér—agy gat

diszfunkcié kélcsondsen indukalhatjak egymast szamos agyi patoldgias folyamat sordn,®2 bar
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szisztémas gyulladasban, f6leg annak kezdeti szakaszaban, a mikrogliasejtek véd6hatast is

kifejthetnek a vér—agy gatra.®*

A legfrissebb eredmények alapjan a mikrogliasejtek a purinerg szignalizacion keresztiil a
neuronokat és a véraramlast is szabalyozzak. Ugy a neuroprotekcidban, mint a
neurovaszkuldris kapcsolasban a mikroglidlis P2Y12 receptorok kitlintetett szerepe

igazolddott.®>66

Viszonylag kevéssé ismert a tobbi agyi sejt szerepe a neurovaszkuldris funkcidk
szabdlyozasaban. A fehérdllomanyban elhelyezkedd oligodendrocitdk segithetik a vér—agy
gat m(ikodését, azonban errdl keveset tudunk,®” mig az OPC-k (oligodendrocita prekurzor
sejt, oligodendrocyte precursor cell) felhalmozdéddsa az asztrocita végtalpak leszoritasat és a
vér—agy gat megnyilasat eredményezheti.’® Még ennél is kevésbé ismert a nagyobb erek
mentén elhelyezkedd fibroblasztok szerepe az agyban, amelyek patoldgias esetekben a

fibrdzis kialakulasaért lehetnek felel@sek.%®

A neuronokat csak tagabb értelemben szoktdk a neurovaszkuldris egység sejtjeinek
tekinteni, noha inicidlé szerepik a neurovaszkuldris kapcsolasban megkérdgjelezhetetlen,?
mig a neurondlis aktivitas vér—agy gétra kifejtett hatdsa mar inkdbb csak indirekt lehet.”® Az
embrionalis fejl6édés sordn a vér—agy gat kialakulasaban a neuralis progenitor sejteknek lehet
fontos szerepe azaltal, hogy a Wnt Utvonalon keresztil indukaljak a kialakuld erek barrier

tulajdonsdgait, mig a perictitak, majd az asztrocitdk hatdsa csak késébb fog érvényesiilni.”%’?

1.2 Az agyi erek szerepe neuroinflammacidban

1.2.1 A neuroinflammacié agyi patolégias folyamatokban és 6regedésben

A neuroinflammacié, amely a kozponti idegrendszer gyulladdsos vdlaszreakcidja a
homeosztazis megvaltozdsdra, szdmos agyi patoldgids folyamat velejardja. Ugyanakkor
szisztémas gyulladasos és metabolikus betegségekben is megjelenik, valamint fiziolégias
folyamatokban, mint az embriondlis fejl6dés vagy az Oregedés. Az Oregedés egyik f6
jellegzetessége az alacsony foku, steril gyulladds (inflammaging), amely hozzdjarul a
neurovaszkularis funkcidk sériléséhez’®7* és az idBskori agyi patolégias folyamatok

kialakulasahoz is, mint az iszkémids stroke vagy a neurodegenerativ megbetegedések.
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A neuroinflammacio f6 résztvevGi a mikroglia- és a bevandorlé immunsejtek, az asztrocitak
és a vér—agy gat, valamint a kiildnb6z6 gyulladdsos citokinek.” Bér a gyulladdsos reakcio az
idegszovet védelme és a karos sejtek eltdvolitdsa céljabdl alakul ki, a folyamat gyakran

elhuzédik és kontrolldlatlanna, karossa valik.

Az agy egy immunprivilegizalt szerv, és a leukocitak vér—agy gaton valé atvandorlasat szamos
mechanizmus korlatozza.”® Gyulladdsos kérilmények kozott azonban kiillénbodz8 tipusd
fehérvérsejtek juthatnak be az agyszovetbe akar a vér—agy gdaton, akar a vér—liquor gaton
keresztul,”” illetve az agyhartyak feldl is.”® MS-ben (sclerosis multiplex, multiple sclerosis)
elsGsorban T sejtek és B sejtek,”® de neutrofil granulocitak is bevandorolnak az agyszévetbe,
akarcsak AD-ben (Alzheimer kér, Alzheimer’s disease).?° Iszkémias folyamatokban és TBI-ban
(traumas agyi sérilés, traumatic brain injury) neutrofilek, monocitdk és limfocitak is
megjelennek az agyban.®82 Ugyanakkor aktivalédnak a perivaszkuldris makrofagok, a

mikrogliasejtek és az asztrocitak is.

Az agyi endotélsejtek is részt vesznek a gyulladdsos reakcidokban, hiszen a felszabadulé
citokinek diszruptiv és nem diszruptiv valtozdsokat okoznak a vér—agy gat szintjén.® A
diszruptiv valtozdsok, azaz a vér—agy gat permeabilitdsanak fokozéddsa, a glikokalix
lebontasat, az endotélsejtek apoptdzisat és legf6képp a szoros kapcsolatok sériilését jelenti.
A nem diszruptiv valtozasok a sejtfelszini adhézids molekuldk expresszidjanak fokozddasat,
valamint a citokinek felszabaditasat foglalja magaba. Az agyi endotélsejtek tehat nemcsak
célpontjai, hanem forrasai is a gyulladasos faktoroknak, hiszen szamos proinflammatorikus
IL-t (interleukin) szekretalnak, mint az IL-1a, IL-6 és IL-10, valamint mas citokineket és
kemokineket is, mint a TNF-a (tumor nekrdzis faktor-a), a G-CSF (granulocyte-colony
stimulating factor), a GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), a CCL5
(RANTES, regulated upon activation, normal T cell expressed and presumably secreted) vagy
a CX3CL1.848> Az endotélsejtek felszinén megjelend adhézids molekuldk, mint az E-szelektin,
a P-szelektin, az ICAM-1 és ICAM-2 (intercelluldris adhéziés molekula-1 és -2), valamint a
VCAM-1 (vaszkularis sejtadhéziés molekula-1, vascular cell adhesion molecule 1), és a
szekretalt gyulladasos mediatorok is segitik a fehérvérsejtek agyba vald bejutasat, tovabb

erdsitve a gyulladast.®®
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Az endotélsejtekhez hasonléan a pericitdk is az adhézids molekuldk expresszidjanak
fokozdasaval, valamint citokinek és kemokinek szekrécidjaval vdlaszolnak a gyulladasos
faktorok jelenlétére. A pericitdk elsésorban IL-6, IL-8, CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCL3 és MIP-1a

(macrophage inflammatory protein-1a) felszabaditasara képesek.8>8788

A gyulladasos folyamatok aktivalédasa fert6z6 és nem fert6z6 dgensek hatdsara indulhat be,
amelyeket a citokin receptorok és a PRR-ek (mintazatfelismeré receptor, pattern recognition

receptor) ismerhetnek fel.

1.2.2 A PRR-ek

A PRR-ek a velesziiletett immunitas sejtjeinek receptorai, amelyek konzervalt molekularis
mintdzatokat ismernek fel. Ezek a mintazatok egyrészt mikrobidlis patogénekre jellemz6k
(PAMP, pathogen-associated molecular pattern), masrészt szoveti kdrosodds kapcsan
szabadulhatnak fel, illetve exogén uton juthatnak be steril gyulladast okozva (DAMP,
damage-associated molecular pattern).8>°° A legfontosabb mikrobidlis mintdzatok a Gram-
negativ baktériumok kiils6é membranjaban levé LPS (lipopoliszacharid), a bakterialis és viralis
nukleinsavak, a baktériumok ostoraiban megtaldlhaté flagellin, a Gram-pozitiv és Gram-
negativ baktériumokban egyarant jelen levé MDP (muramil-dipeptid) vagy a gombdk
sejtfaldaban taldlhatd zymosan. A sériilt sejtekbdl felszabadulé alarminok kézé tartozik az
extracellularis ATP, RNS (ribonukleinsav) és DNS (dezoxiribonukleinsav), a hugysav és séi, a
ROS (reaktiv oxigéngydkok, reactive oxygen species) és a HMGB1 (high mobility group box

1). Az exogén DAMP-ok kozé tartoznak egyes nanopartikulumok, a SiO, vagy az Al(OH)s.

A PRR-ek 6t csalddba tartoznak. Ezek a membranban elhelyezkedé TLR-ek (Toll-szerd
receptor, Toll-like receptor) és CLR-ek (C-tipusu lektin receptorok), valamint a
citoplazmatikus NLR-ek (NOD-szerl receptor, NOD-like receptor, nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor), RLR-ek (RIG-I-like receptor, retinoic acid-inducible

gene-I-like receptor) és ALR-ek (AIM2-like receptor, absent in melanoma 2-like receptor).’*

A CLR-ek, mint példaul a manndz receptorok és a dectin-1 és dectin-2 (dendritic cell-
associated C-type lectin-1 és -2), elsésorban karbohidrat motivumokat ismernek fel.?? Az

RLR-ek RNS szenzorok, mig az ALR-ek f6ként a szabad DNS-t ismerik fel, és ezek
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leggyakrabban virusfert8zés soran aktivalédnak.®>°* Jelen munkaban a TLR-ekre és az NLR-

ekre koncentralunk.

1.2.2.1 ATLR-ek szerepe neuroinflammacioban

A TLR-ek I-es tipusu transzmembran fehérjék, amelyek els6sorban dendritikus sejtekben és
makrofagokban expresszalédnak, de jelen vannak nem immunsejtekben, példaul
fibroblasztokban és epitélsejtekben is. A TLR csalddnak 13 tagja van, amelyek kozil
emberben az elsé tiz expresszalddik, mig egérben hidnyzik a TLR10. ATLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6 és TLR10 a sejtmembranban helyezkedik el, mig a TLR3, TLR7, TLR8 és TLR9
intracellularis vezikuldk membranjdban. A TLR-ek elsGsorban mikrobidlis ligandokat
ismernek fel. A TLR4 legfontosabb aktivatora az LPS, mig aTLR3 a kett&s szali RNS-t, a TLR5
a flagellint, a TLR2 és TLR6 a diacildlt lipoproteineket, a lipoteikolsavat és zymosant, mig a
TLR9 a CpG (nem-metildlt citozin-guanin dinukleotid) motivumokat kéti (2. abra).>

Ugyanakkor szdmos endogén alarmin is lehet TLR ligand.%®

triacilalt diacildlt
lipoproteinek lipoproteinek LPS flagellin

l la b o

egyszalu
kett6s RNS
. szald RNS l CpG DNS

l

TLR1/2 TLR2/6 TLR4 TLRS

endoszéma

T
@ TIR7 g
™ Ilrs

2. dbra. A TLR-ek és legfontosabb ligandjaik.

A TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 és TLR6 a plazmamembranban expresszalodik, mig a TLR3, TLR7/8 és a TLR9
endoszomalis membranokban. ElsGsorban baktériumokban és virusokban talalhaté molekuldris mintazatokat
ismernek fel. Ligandk6tés utan a receptorok homo- vagy heterodimereket képeznek.

A ligand felismeréséért az extracellularis régidban taldlhatdé LRR (leucinban gazdag

ismétl6dés, leucine-rich repeat) domének felel6sek. A TLR-ek ligandkotést kovet6
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dimerizacidja utan a jelatvitel a TIR (Toll/IL-1 receptor) intracellularis doménrél indul,
amelyhez killénb6z6 adapter fehérjék kapcsolddhatnak. Ezek kozil a leggyakoribb a MyD88
(myeloid differentiation factor 88), amely az IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase)
kindzon keresztil aktivalhatja az NF-kB (nuklearis faktor-kB) és a MAPK (mitogén-aktivalt

protein kindz) Utvonalakat gyulladdsos mediatorok atirdsanak fokozédasat okozva.®’

Az agyi sejtek kozil a mikrogliasejtek expresszaljak a legtobbféle TLR-t (TLR1-TLR9), de
szamos TLR van jelen az asztrocitikon, az oligodendroglidkon és az idegsejteken is.®
Csoportunk kimutatta, hogy az agyi endotélsejtek TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et és TLR6-ot
expresszalnak.?® Oxidativ stressz hatdsara vagy gyulladasos kérilmények kozott megnd a
TLR-ek mennyisége, és aktivalédasuk a vér—agy gat megnyildsahoz vezet.’>192 Az agyi

pericitdkban kordbban csak a TLR4 jelenléte volt ismert.8’

A TLR-ek aktivaléddsa kulcsszerepet jatszik Ggy a fert6zéses, mint a steril neuroinflammacié
kialakuldsaban, igy a meningoencephalitis, illetve a stroke, az AD, a PD (Parkinson kor,

Parkinson’s disease) vagy az MS kialakuldsaban.03

1.2.2.2 Az NLR csaldd

Az NLR-ek erdsen konzervalt, citoszolikus PRR-ek, amelyeknek felépitésében harom fontos
domén vesz részt. Ezek koziil centralisan helyezkedik el a NACHT (mds néven NOD vagy NBD,
nukleotid oligomerizacids/koté domén, nucleotide oligomerization/binding domain), amely
az ATP-fliiggl oligomerizacidért felel6s. A NACHT egy mozaikszé, amely a NAIP (neuronalis
apoptézist gatlé fehérje, neuronal apoptosis inhibitory protein), a CITA (ll. osztalya f6
hisztokompatibilitasi komplex transzaktivator, class II major histocompatibility complex
transactivator), a HET-E (heterokaryon incompatibility protein-E) és a TP-1 (telomerase
associated protein-1) kezdGbetdibél all 6ssze. Az NLR-ek C-terminadlis részén talalhaté LRR
domének a ligandkotés helyszinei, mig a varidbilis N-termindlis a fehérje-fehérje
interakcidkért felelGs régid. Az N-termindlis domén lehet CARD (kaszpaz toborzasi domén,
caspase recruitment domain), PYD (pirin domén, pyrin domain) vagy BIR (bakulovirus
apoptozist gatld ismétlédések, baculovirus inhibitor of apoptosis repeats), és ezek

hatdrozzdk meg az alcsalddot, amelybe az adott NLR tartozik.1%*
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Humdénban jelenleg 23, mig egérben 34 NLR-t irtak le, amelyek 6t alcsalddot alkotnak.'%> Az
NLRA alcsalddnak egyetlen tagja a CIITA, amely N-terminadlis részén CARD és , AD” (acidic
transactivation domain) régidkat tartalmaz. A BIR doménnel rendelkez6 NLR-ek az NLRB
alcsalddba tartoznak, ezek a NAIP (egérben NAIP1-7) fehérjék. Az NLRX alcsalddba szintén
egy fehérje tartozik, amelynek N-termindlis doménje ismeretlen, mig a legnépesebb
csoportot az NLRC és NLRP alcsalddok alkotjak, amelyek CARD, illetve PYD N-termindlis

domént tartalmaznak (3. abra).

NLRA CIITA N —@E)—Ap— nachT |—iRR— c
NLRB  NAIP D@ o
NLRC NOD1, NLRC4 N — @R nachT R
NLRC NOD2 N NacHT |—JHR— ¢

NLRC NLRC3, NLRC5 v ——@E) nacuT H:HH—C

NLRP NLRP1 N —@—1 NACHT ~—RR— 08— C
NLRP NLRP2-9,11-14 N —@Z)— nacHT —HR— ¢

NLRP NLRP10 N —@R)—| nacT — ¢

NLRX NLRPX1 N ——— nacHT —RR— ¢

3. dbra. Az NLR-ek felépitése.

Az NLR csalad tagjait ugy patogén eredet(i, mint endogén ligandok aktivadlhatjak. A
NOD1/NLRC1 és NOD2/NLRC2 fehérjék peptidoglikan szenzorok, igy aktivalhnaték MDP-vel,
amely a minimalis bioaktiv peptidoglikdn motivum.% A NAIP az NLRC4-gyel egyuttmikédve
a bakterialis a flagellin és 3-as tipusu szekrécids rendszer felismerésében jatszik szerepet.0’
Ez utébbiban az NLRP3-nak is fontos szerepe lehet,'% bar az NLRP3 elsésorban endogén
molekuldkkal aktivalhatd, mint az ATP, a ROS vagy a K* ionok bearamldsa a sejtbe, azonban

feltételezhet8en ezek nem kapcsolddnak kdzvetleniil a receptorhoz.%®
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Az NLR-ek els6sorban a velesziiletett immunvalasz mieloid sejtjeiben vannak jelen, de
limfoid sejtekben és nem hemopoetikus sejtekben is expresszalédhatnak.'’® Az agyban a
mikrogliasejtek, asztrocitdk, oligodendroglidk és neuronok az NLRC és NLRP alcsaldd szamos
tagjat expresszaljak, amelyek neurodegenerativ és pszichiatriai kérképekben jatszhatnak
szerepet.!! Agyi endotélsejtekben korabban csak a Clita és az Nlrp3 mRNS indukalhaté

expresszidjat mutattak ki,1*12113 mig agyi pericitdkban a NOD1 jelenléte volt ismert.14

Az NLR-ek funkcidjukat tekintve is osztdlyozhatdk. Egyes NLR-ek az NF-kB szignalizaciot
aktivaljdk (a NOD1 és a NOD2) vagy gatoljdk (az NLRP12 és az NLRX1). Masok az MHC Il (lL.
osztalyu f6 hisztokompatibilitdsi komplex, major histocompatibility complex Il) expressziét
szabalyozzdk, ilyenek a CIITA és az NLRC5. A harmadik csoport inflammaszémak

kialakitasaban vesz részt.11>

1.2.3 Az inflammaszédmak

Az inflammaszédmak olyan intracellularis multiprotein komplexek, amelyek platformként
szolgalnak a gyulladdsos kaszpéazok aktivaciojahoz (4. abra). 2002-ben irtak le 6ket,'1® és
azéta nagy fontossagot tulajdonitanak nekik nemcsak immunsejtekben, hanem egyéb
sejtekben is. Az inflammaszémdban az NLR (vagy mas receptor) az ASC (apoptdzis-asszocialt
és CARD domént tartalmazd speckszerl fehérje, apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD, mas néven PYCARD) adapter fehérjén keresztiil kapcsolddik a
kaszpazhoz, amely autokatalitikusan aktivalodik, és hasitja, ezaltal aktivalja az IL-1B-t, az IL-
18-at, illetve a piroptézist okozé gasdermin D-t.1%° A piroptdzis a programozott sejthalal egy
specidlis formaja, amelynek soran pérusok keletkeznek a plazmamembranon, amelyeken
keresztil citokinek és intracellularis molekuldk keriilnek az extracellularis térbe fokozva a
gyulladasos folyamatokat.''” Az IL-1 csalad tagjai kézul a gyulladascsdkkentd hatdsu IL-37
érése is inflammaszéma-fiiggs,*'® mig az I1L-33-é — a korabbi elképzelésekkel ellentétben —

nem.11?

Az inflammaszdmaképz6 NLR-ek az NLRP1, az NLRP3 és a NAIP-NLRC4, amelyek az NLRP1
inflammaszéma, az NLRP3 inflammaszdma, illetve az NLRC4 inflammaszéma kialakitasaban
vesznek részt. Ezeken kiviil leirtak még NLRP2, NLRP6, NLRP7, NLRP9b, NLRP12, NLRCS5,

pyrin, CARDS, AIM2 és IFI16 (interferon y-inducible protein 16) inflammaszdémaékat is.*2°
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4. abra. Az inflammaszomak aktivacioja.

Az inflammaszémak NLR fehérjébdl, ASC adapter molekuldbdl és kaszpazokbdl feléplilé molekularis
platformok, amelyek bizonyos citokinek (IL-1B és IL-18) érését, illetve a piroptdzist medidljak. Az elsé
gyulladdsos jel a priming folyamatot inditja el, amely az inflammaszéma komponensek atirasanak fokozédasat
jelenti. Ezt a lépést egy vagy tobb TLR vagy citokin receptor aktivaciéja valtja ki. Az inflammaszéma
alkotéelemei egy masodik gyulladasos jel hatdsara szerel6dnek Gssze, és ennek eredményeképpen az
aktivalédé kaszpazok hasitjak az IL-1pB citokint. A kanonikus aktivacid soran az inflammaszéma-képzd NLR-ek
vagy mas receptorok jatszanak kulcsszerepet, mig a nem kanonikus Utvonal aktivalédasat a baktériumok vagy
az OMV-k (kilsé membran vezikula, outer membrane vesicle) bekebelezésével a citoplazmaba jutott LPS valtja
ki. CASP = kaszpaz (caspase). (Az dbrat Nyul-Téth Adam készitette.)

Az ASC PYD- és CARD-domént is tartalmaz. El6bbivel az NLR-hez, utébbival a gyulladasos
kaszpazhoz kapcsolddik. Az ASC PYD-doménje nemcsak az NLR-hez kétédik, hanem az ASC
filamentumma toérténd polimerizacidjat is koordinalja, mig a CARD-domén felelés a
filamentumok haromdimenzds strukturaba vald aggregdlédasdért, amit ASC speck-
képzSdésnek neveziink. A speck &tmérdje mikroszkopikus méret(i (1-2 um) lehet.'?! Ennek a

jelerésité mechanizmusnak a citokinek érésében van szerepe, mig a piroptézisban nincs.'??
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Az inflammaszdma-aktivalt kaszpazok kozil els6ként a kaszpaz-1-et irtak le, amely gy az IL-
1B és az IL-18, mint a gasdermin D hasitasat végzi humdanban és egérben egyarant. A
gasdermin D hasitasaban, valamint a nem kanonikus inflammaszéma-aktivaciéban azonban
mas kaszpdazok is részt vesznek: emberben a kaszpdz-4 és a kaszpdz-5, egérben pedig a

kaszpdz-11.123

Az NLRP3 inflammaszéma esetében, amely a legjobban ismert inflammaszéma,?* az
aktivacio jellemzéen két |épésben torténik (4. abra). Az els6 |épés a priming, amelynek soran
indukaldodik az NLRP3 és a pro-IL-1P atirddasa, illetve lezajlanak a szlikséges poszttranszlacios
modositasok. Ezt a |épést gyakran egy TLR aktivacidja valtja ki, példaul a TLR4-é LPS hatdsara,
de a NOD2 vagy bizonyos citokin receptorok is (TNFR1/2, 1-es és 2-es TNF receptor vagy IL-
1R1, 1-es tipusu IL-1 receptor) beindithatjdk a priming folyamatot. Az inflammaszéma
Osszeszerel6dését egy masodik szigndl valtja ki, amely az NLRP3-at aktivdlja. Az NLRP3
aktivatorok kozé szamos mikrobialis és nem fert6z8 exogén, valamint szoveti molekularis
mintdzat tartozik, mint példaul az ATP, a koleszterin kristalyok, az urat kristalyok, a ROS, a 8-
amiloid fibrillumok, az MDP, az LPS, a SiO,, stb., amelyek altaldban K* effluxot okoznak. A K*
efflux Gnmagaban képes aktivalni az NLRP3-at — igy hat példaul a nigericin is —, azonban K*
effluxtdl figgetlen NLRP3 aktivacio is ismert.12> Az NLRP3 aktivacidjdhoz sziikséges még a
NEK7 (NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 7), amely a K* effluxtél downstream

szabdlyozza az NLRP3 oligomerizaci6jat.12®

Az el6bbiekben ismertetett kanonikus inflammaszéma-aktivaciéon kiviil létezik egy nem
kanonikus Utvonal is (4. dbra). Ennek sordn a citoplazmaba jutd LPS a kaszpaz-11-hez, illetve
a kaszpdz-4/5-hoz kapcsolddik.1?”128 Ezek a kaszpazok hasitjak a gasdermin D-t, azonban az
IL-1B-t és az IL-18-at csak kozvetve aktivaljak, mig az IL-1la a kaszpdz-5 és a kaszpaz-11

szubsztratja lehet.??°

A priming és aktivacié elkiilonilése els6sorban az NLRP3 inflammaszdma sajatossaga, bar a
priming |épés itt sem mindig sziikséges.'3° Fontos ugyanakkor azt is megjegyezni, hogy az IL-
1B érésének nem az inflammaszoma 4&ltali hasitdas az egyetlen (tja. Szamos mas,
inflammaszématdl fliggetlen protedz is részt vehet a pro-IL-1B hasitasaban, mint példaul
kiildbnbdz8 szerin protedzok vagy metalloproteindzok,3! dm ezen folyamat jelent8sége agyi

sejtekben nem ismert.
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1.2.4 Az inflammaszomak szerepe agyi gyulladasos folyamatokban

Az inflammaszomadk az agyi sejtekben is aktivdlddhatnak, elsGsorban neurodegenerativ
megbetegedésekben, de fert6z6 vagy traumas agyi folyamatokban, valamint 6regedés soran
is. Az agyi sejtek kozil a mikrogliasejtek, az asztrocitak és a neuronok is szamos
inflammaszéma-képz6 NLR-t expresszdlnak, mint az NLRP1, az NLRP3 vagy az NLRC4, és az
inflammaszémak egyéb résztvev6i, mint az ASC vagy a gyulladasos kaszpazok is
megtaldlhatdk bennik.'3%133 Arrdl, hogy az agyi vaszkuléris sejtekben (endotélsejtekben és
pericitakban) aktivalddhatnak-e az inflammaszémak, a 2010-es évek kdzepéig nem voltak
adatok. A periférias endotélsejtekben sem sokkal el6bb irtdak le el6szér az NLRP3

inflammaszédmat,'34 mig periférias pericitakban néhany évvel késébb.13>

Az agyban is az NLRP3 inflammaszémardél van a legtobb adatunk. Elsésorban
mikrogliasejtekben aktivalédhat neurodegenerativ megbetegedésekben, de stroke-ban, TBI-
ban és fert6zésekben is.'3 AD-ben f6ként a B-amiloid,'3¢ PD-ben az a-szinuklein,'3” MS-ben
valdszinlileg a ROS felszaporodds,'3® mig iszkémids stroke-ban az elpusztuld sejtekbdl
felszabadulé  citoszolikus  alarminok®*®  aktivaljdk az NLRP3 inflammaszomat
mikrogliasejtekban. A neurodegenerativ kdrképekben felszaporodé LPC
(lysophosphatidylcholine) az NLRP3 és NLRC4 inflammaszémakat aktivalja mikroglia- és
asztrogliasejtekben, 4 mig stroke modellben az NLRC4 és az AIM2 inflammaszédmak szerepe
bizonyult meghatarozonak a gyulladds és az agyi sériilés fokozasaban.'' Ezeken kiviil
asztrocitakban az NLRP2, mig neuronokban az NLRP1 inflammaszémakat irtdk le in vitro,

illetve kilonb6z6 betegségmodellekben 1427145

Az inflammaszdma-aktivécié az inflammagingben is szerepet jatszhat,'® amely az 6regedés
soran jelentkez6 alacsony foku, elhizédd gyulladast jelenti. Az inflammaszdédma-aktivacio

147 és az oregedéshez kothetd patoldgias folyamatok

hozzdajarulhat a kognitiv hanyatlashoz
(az AD, a PD vagy a stroke) kialakuldsahoz. Az inflammaszédmak aktivacidja ugyanakkor olyan
vaszkularis érintettséggel jarod szisztémads megbetegedésekre is jellemz6, mint a 2-es tipusu
diabétesz, az ateroszklerdzis, az elhizds vagy a magas vérnyomds, amelyek agyi patoldgias
folyamatok rizikéfaktorai vagy velejaréi lehetnek.!3> A metabolikus zavarok mellett a

rosszindulaty daganatokban is fontos szereppel bir az inflammaszémak aktivacidja.’*® Az

agyi daganatok koziil a glioblasztémaban ismerték fel ennek jelent6ségét, ahol az
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inflammaszéma Utvonal gétldsa potencialis, jovbeni terdpids lehetéségként meriilt fel.24

Agyi metasztazisokban azonban nem volt ismert az inflammaszémak szerepe.

1.3 Az agyi metasztazisok kialakulasa

1.3.1 Az agyi metasztazisok klinikai és epidemiologiai jellemzéi

Az agyi 4attétes daganatok az életet fenyeget6 koérképek, korlatozott terdpias
lehet&ségekkel.*>° Prevalencidjuk 8,3-14,3/100 000 lakos,'>! és csak az Amerikai Egyesult
Allamokban évente 170 000 Uj esetet diagnosztizalnak, 2010. évi adatok alapjan.1*2 Ez a szam
folyamatosan né egyrészt a javuld diagnosztikai eljarasok miatt, masrészt az elsédleges
daganatokat, illetve a nem agyi attéteket célzé terdpias lehet6ségek kibGviilése kapcsan,
hiszen a betegek életének meghosszabbodasa megnoveli a tumorsejtek agyi szérddasanak

esélyét.

Bar szamos daganatsejttipus képes megtelepedni az agyban (vesekarcindma,
vastagbéldaganat vagy petefészekrak sejtek), az agyi metasztazisok donté tobbsége tiidérak,
mellrdk, illetve melandma eredet(i.’>> Az agyi attétek 39-56%-dért a tid8karcindmak
felelések, elsGsorban a tiidé adenokarcindma, illetve a kissejtes tiddérak.>>1>® Az agyi
attétek masodik leggyakoribb forrasa az emlGkarcindma, amely az estek 13-30%-at teszi ki.
A kozponti idegrendszeri érintettség féként a tripla negativ (0sztrogén, illetve progeszteron
receptort és HER2-t sem expresszald), illetve a HER2-tulexpresszald altipusokra jellemz8,%>*
bér az agyi tumorsejteken a receptor expresszid gyakran megvaltozik.'>> A HER2/ERBB2/neu
a human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2-es tipusat jeléli (human epidermal
growth factor receptor 2). A tripla negativ és HER2-tulexpresszalé eml&karcinéma
tipusokban a metasztazissal rendelkez6 betegek csaknem 1/3-dban alakul ki kozponti
idegrendszeri daganat.’®® A melandma eredet(i agyi masodlagos tumorok ugyan ritkdbbak,
mint a tid6- vagy mellrak eredetliek, az agyi attétek 6-11%-at teszik ki, azonban ez csupan a
primér daganatok alacsonyabb szamdanak koszonhet6, hiszen a melandmasejtek
rendelkeznek a legnagyobb kozponti idegrendszeri affinitassal,’>” és a IV. stadiumd

melandmas betegek legaldbb 3/4-ében eljutnak az agyba.'%®

Melandmaban és tlid6karcindmaban az agyi attétek jellemz6en a betegség korai fazisaiban,

a primér daganat diagndzisa utan kevesebb mint két évvel alakulnak ki.1>°-161 Eml&karcinéma
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esetén inkdbb kés6bb, atlagosan 32 honappal az els6dleges tumor felfedezése utan szoktdk
az agyi attétet diagnosztizdlni.'®? A tiinetek jellemz8en nem specifikusak,'®® a 1ézi6
lokalizacidjatol fuggnek, amely kérgi és infratentoridlis terlileteket egyarant érinthet.®* Az
agyi attétek gyakran egyéb szervi attétekkel egyiitt fordulnak el8, lehetnek egyszeresek vagy

tobbszorosek, gyakran éles konturral és 6démas szovettel korilvéve.

Klinikai szempontbdl az agyi attétekre a nagyon rossz progndzis (csupan hoénapokban
mérhet6 tulélés) és a hatékony terdpias lehet6ségek hidnya jellemzé. A szupportiv kezelések
mellett a tumorok sebészi eltdvolitdsa és a radioterdpia (teljes agyi sugarterapia,
sztereotaktikus radiosebészet vagy brachyterdpia) képezik az els6dleges terapids
eszkozoket, mivel a kemoterapias és egyéb tumorellenes szereknek a keringésbél az agyba

vald bejutdsat a vér—agy gat, illetve a vér—tumor barrier jelentésen gatolja.®®

1.3.2 Az agyi metasztazisok kialakulasanak sajatossagai

A metasztazisok kialakuldsanak elsé lépései az agyban is ugyanazok, mint a tébbi szervben.
A metasztatikus kaszkad ot f6 |épése a daganatsejtek helyi invazidja az elsédleges tumorban,
az intravazdcid az érfalon keresztil, a tumorsejtek keringése az érpdlyaban, az extravazacié
és a metasztatikus kolonizacié. Ezek kodzil az utolsé kett6 az, amelyikben az agyi erek és az
agyi sejtek érintettek. A tobbi lépés esetén az az egyetlen kilonlegesség, hogy az agyi
metasztazisok csak hematogén uton alakulhatnak ki, hiszen az agyi parenchima nem
rendelkezik nyirokerekkel, bar a legfrissebb kutatasok azt mutatjak, hogy nemcsak a dura
materben vannak ilyen képletek,'6-68 hanem a perivaszkularis tér is tartalmaz limfatikus

endotélsejteket.®®

Az agyi metasztazisok kialakuldsanak két f6 sajatos Iépése van, a daganatsejtek atvandorlasa
a vér—agy gaton és tulélése az agyi kornyezetben.
1.3.2.1 A metasztatikus sejtek extravazacidja a vér—agy gaton keresztil

Az agyi metasztazisok kialakuldsanak egyik feltétele, hogy a tumorsejteknek at kell jutniuk a
vér—agy gatat képz6 agyi mikroerek faldn. Bar az extravazacié torténhet a plexus

choroideus’® vagy a cirkumventrikularis szervek fenesztrélt hajszalerein is, a metasztatikus
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|ézidk lokalizacidja arra utal, hogy a daganatsejtek donté tobbsége a vér—agy gaton keresztil

lép ki a keringésbdl az agyba.

Az extravazacid lépései a kovetkezdk: a tumorsejtek elakadasa az agyi érhdldzatban,
letapaddsa (adhézidja) az agyi endotélsejtek luminalis felszinére, majd &tvandorldsa
(transzmigracidja) az érfalon (5. abra). Ezeket a folyamatokat allatkisérletekben és in vitro
modellekben vizsgdltdk. Az elakadasban, amely gyakran a kapillarisok eldgazasaiban

torténik, a hemodinamikai viszonyok és a méretbeli korlatok is szerepet jatszhatnak.'”*
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5. abra. A metasztatikus sejtek atvandorlasa a vér—agy gaton.

Az extravazacio harom f6 [épése az elakadas, az adhézid és a transzmigracio. Az abra a folyamatban szerepet
jatszo sejteket, f6 jelatviteli utakat és szekretdlt faktorokat mutatja be. TJs = szoros kapcsolatok (tight
junctions), COX-2 = ciklooxigenaz 2, ? = ismeretlen/feltételezett.

Az adhéziét a glikokalix és a sejtadhézidés molekuldk szabalyozzak. A metasztatikus sejtek a
glikokdlix lebontédsaval teszik szabadda az endotelidlis adhéziés molekulakat,'’%173 amelyek
alapesetben alacsony szinten expresszalddnak az agyi endotéliumon.® Ezeknek mennyisége
azonban szignifikdnsan emelkedik a tumorsejtek hatdsara, hiszen egérmodellben az E-
szelektin, a VCAM-1, az ALCAM (aktivalt leukocita sejtadhézidés molekula, activated leukocyte
cell adhesion molecule), az ICAM-1, a VLA-4 (very late activation antigen 4, a4B1 integrin) és
a B4 integrin expresszidjanak ndvekedését mutattak ki emlékarcindma-sejtek hatdsara.l’*

Ennek megfeleléen az ALCAM-ALCAM és VLA-4-VCAM-1 interakciéknak lehet fontos
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szerepe a tumorsejtek és az endotélsejtek kozotti kapcsolddasban. In vitro modellben, a
melandmasejtek és az agyi endotélsejtek kozotti adhézids er6 néhdny szaz pN

nagysagrendlnek bizonyult, amely ~20 pN-os egységekbdl épult fel.1”>

Egérmodellekben végzett kisérletek alapjan az atvandorlds az erek faldn csak napokkal a
tumorsejtek elakadasa utan torténik meg.’%17¢ A hajszalerek lumenében eltéltott hosszu
id6 csak az agyra jellemzd8, mas szervekben a daganatsejtek sokkal hamarabb jutnak ki az
érpalydbdl, bar ez attdl is flgg, hogy milyen szoveti affinitassal rendelkezik az illet6é
tumorsejt.'”” Ennek kovetkeztében az agyi metasztatikus sejtek szdmdara alapvetd
fontossagu a keringésben vald tulélési képesség, ahol le kell gy6znilik a véraramlas okozta
mechanikai stresszt, az immunsejtek tamadasat és akdr a kitapadas hianyaban fellépé

programozott sejthaldlt, az anoikis-t is.1”®

Az endotéliumon valé atvandorlds torténhet a paracelluldris Utvonalon keresztil, az
endotélsejtek kozotti junkcidk felbontadsaval, illetve a transzcellularis Utvonalon, egyedi
endotélsejteken keresztiil, bar ezt az agyban kordbban csak fehérvérsejtek esetében
tanulmanyoztdk.r’®18  Tumormodellben pedig eml8karcindma-sejtek nem  agyi

endotélrétegen vald dtvandorlasa soran irtak le, 181,182

1.3.2.2 Az attétképzé sejtek tulélése az agyi kdrnyezetben

Miutdn atjutottak az agyi hajszalerek falan, a tumorsejtek egy Janus-arcu kozegbe kertilnek,
ahol egyszerre vannak jelen az anti- és a protumoralis mechanizmusok (6. abra). A behatolé
sejtek tulélésének egyik kulcseleme, hogy kozvetlen kapcsolatban maradjanak az erek
extralumindlis felszinével, els6sorban az alaphartydval.t’®' Az agyi parenchimdba
vandorolt tumorsejtek és az endotélsejtek kozott az LFA-1 (leukocyte function associated
protein-1, alB2 integrin) és a réskapcsolatok biztositjak az interakciot,'8%18> mig a bazalis
membranhoz a tumorsejtek az a3B1 integrin és az L1CAM molekulakkal

kapcsolédhatnak.186:187

A daganatsejtek az erek mentén kezdenek el szaporodni és vandorolni is. Ezeket a
folyamatokat érbekebelezésnek (vaszkuldris koopciénak) és angiotrop extravaszkularis
vandorlasnak, mas néven pericita mimikrinek nevezték el.’® A névekedd tumor nemcsak az

189

erek falat alkotd endotélsejteket, hanem a pericitdkat is bekebelezheti,'*® azonban a
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pericita-tumor interakciorél az agyban keveset lehet tudni. Human agyi metasztatikus
szoveteket vizsgalva mutattak ki, hogy a pericitdknak fontos szerepe van az ECM
(extracelluldris matrix) termelésében a tumoros lézidban és annak kérnyezetében.!®©
Allatkisérletes modellben pedig a dezmin-pozitiv pericitdk vér—tumor barrier

szabdlyozdsaban betdltott szerepét igazoltak.**!
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6. abra. A metasztatikus sejtek sorsa az agyi kérnyezetben.

A vér—agy gaton atvandorolt tumorsejteket szdmos mechanizmus gatolja, illetve segiti a tulélésben. Ennek
eredményeképp a metasztatikus sejtek vagy elpusztulnak, vagy szaporodasnak indulnak, illetve ,alvé”
allapotba keriilnek, amelybél késébb aktivaldédhatnak. Az dbra a metasztatikus sejtek és neurovaszkuldris sejtek
kozotti kommunikacio legfontosabb mechanizmusait mutatja be. TJs = szoros kapcsolatok (tight junctions), GJ
= réskapcsolat (gap junction), GFs = novekedési faktorok (growth factors), ET-1 = endotelin-1, ETR = endotelin
receptor, ? = ismeretlen/feltételezett.

Sokkal jobban ismert az asztrocitdk szerepe az agyi metasztazisokban. A peritumoralis
asztroglidzist ugy egérmodellben, mint human mintdkon megfigyelték.17%192 Ezekben a
reaktiv asztrocitdkban megné a GFAP, az MMP-9 (matrix metalloproteinaz-9) és az
endotelin-1 expresszio, és plazminogén aktivatorokat kezdenek el szekretalni, amelyek aktiv
plazminna hasitjak a neuronokbdl felszabaduld plazminogént. A plazmin egyrészt mobilizalja
az asztrocitak felszinérdl a FasL-t (Fas ligand), amely apoptdzist indukal a tumorsejtekben,
masrészt hasitja a tumorsejtek felszinén az LICAM adhéziés molekulat, megakadalyozva

kapcsolédasukat az erekhez. Ennek megfelel6en a sikeres tuléléshez az agyi metasztatikus
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emlé- és tidékarcindma sejtek plazminogén aktivator inhibitorokat termelnek, mint amilyen
a neuroserpin/serpin 11 és a serpin B2,'®’ igy semlegesitve az asztrocitdk tumorellenes

hatasait.

Ezzel parhuzamosan az asztrocitak olyan mechanizmusokat is aktivalnak, amelyekkel segitik
a daganatsejtek tulélését az agyban.'®® Ez a folyamat megvaldsulhat egyrészt szolubilis
faktorok (gyulladdsos medidtorok, protedzok, illetve ndvekedési faktorok) révén,194-1%
masrészt vezikuldk felszabaditasaval, harmadrészt pedig kozvetlen kapcsolatok uatjan.
Exoszémakon keresztiil az asztrocitak miR-19a-t adnak at a mellraksejteknek, amely a PTEN
(foszfataz és tenzin homoldg, phosphatase and tensin homolog) gatlasaval a PI3K
asztrocitak és a metasztatikus sejtek JAG1-Notchl interakcidn, illetve réskapcsolatokon
keresztil kdzvetlenil is kapcsolddhatnak. A Notchl-en keresztiil a tumorsejtekben tulélési
utvonalak aktivalédnak, és ennek hatasara megné a CSC-k (cancer stem-like cell), azaz 6ssejt
fenotipusu tumorsejtek szama.'%® A protokadherin-7 interakcidk segitségével fenntartott,
Cx-43 (connexin-43) egységekbdl feléplils réskapcsolatokon torténd anyagaramlds pedig a
kemorezisztencia kialakuldsat segiti el6 melandma-, eml6karcindma és tiddékarcindma

sejtekben.19%200

A mikroglia/makrofag rendszer és az immunmechanizmusok is fontos szerepet jatszanak az
agyi metasztatikus kornyezetben. A mikrogliasejteknek szdmos prometasztatikus hatdsa
van. El8segithetik a transzendotelidlis migraciot,2°12%2 jlletve fontos elemei lehetnek a tumor
mikrokérnyezetnek.?®> A  metasztatikus tumorok novekedését elsGsorban az

antiinflammatorikus fenotipust mikroglia/makrofag tipusu sejtek segitik.2%*

Ami a tumorasszocialt egyéb immunsejteket illeti, bar az adatok nem teljesen egyértelmek,
a limfocitdk magas szdma alapvetéen jobb prognézist jelent.?%>2% Ennek megfelelen az
immunellen6rzépont gatldszerek (checkpoint inhibitorok) — amelyek a T sejteken
expresszalédo PD-1 (programmed cell death-1) receptor, illetve a tumorsejtek felszinén levé
PD-L1 (programmed death-ligand 1) kozotti interakciok, valamint a CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte antigen 4) gatlasaval reaktivaljak az antitumoralis valaszt — nagy reményekkel

kecsegtetnek az agyi metasztazisok terapidjaban.%’
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1.3.3 Az agyi attétképzd sejtek tulajdonsagai. Az agyi metasztazisok potencialis

biomarkerei

Szamos tanulmany prébalt valaszt taldlni arra a kérdésre, hogy milyen tulajdonsagokkal,
molekuldris mintazatokkal kell rendelkeznilik azoknak a tumorsejteknek, amelyek képesek
legyGzni a vér—agy gat és az agyi parenchima antitumoralis hatasait. Ezen tulajdonsagok egy
része az alacsony differencialtsag és az altaldnos metasztatikus mintazat része,?%2%° mig
masok valéban az agyi affinitdssal hozhaték osszefliggésbe, bar a legtobb esetben nem
kizardélagosan. llyenek a STEGGALNACS (N-acetilgalaktozaminid a-2,6-szialiltranszferaz 5, N-
acetylgalactosaminide a-2,6-sialyltransferase 5), az S katepszin vagy az aB-crystallin magas
expresszidja emlékarcindma-sejtekben,?1%-212 jlletve a TGF-B2 vagy a PLEKHAS (pleckstrin
homology domain containing A5) melanémaban.?13214 A |egfrissebb eredmények inkdbb
nagyszamu génre és szignalizdcids Utvonalra kiterjed6 agyi metasztatikus profilt
feltételeznek,?>?1® és a keringd tumorsejtekkel kapcsolatos vizsgédlatok is dsszetett

mintdzatokkal jellemzik az agyi metasztatikus potencidlt.?t’

aktivitdsa az agyi metasztatikus sejtekben.?8-220 A masik a metabolikus adaptacid az agyi
kornyezethez. Az agyi metasztatikus eml6karcindéma-sejtekben a gliikoneogenézisnek,
illetve bizonyos aminosavak és a GABA (y-aminobutyric acid) lebontasanak aktivalédasat
irtdk le.2217223 Ezek a folyamatok egy glikdztdl fiiggetlen tulélést biztositanak a
daganatsejteknek az agyban. Az agyi metasztatikus sejtekben a lipidek metabolizmusa is
megvaltozik, amely a PI3K aktivacioval és a 8p kromoszomadlis delécidval lehet
osszefliggésben. Az agyi attétképz6 tumorsejtekre a trigliceridek alacsony szintje, valamint
a koleszterin és a diacilglicerinek emelkedett szintézise jellemz6. Ennek hatterében az
SREBF1 (sterol regulatory element binding transcription factor 1) all, amelynek fokozott

m(ikodése egy egyedi, agyi metasztatikus mintazatot hoz létre.??*

Ezen szignalizacids és metabolikus mintazatok mellett a proteolitikus enzimeknek, valamint
az EV-knek (extracellularis vezikula) és miRNS-eknek (mikro-RNS) van kitlintetett szerepe a

tumorsejtek agyi attétképzésében.
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1.3.3.1 Atumorsejtek altal termelt proteazok szerepe az agyi metasztazisok kialakulasaban

A proteolitikus folyamatok a vér—agy gaton valé atvandorlas folyamatdban és az agyi
kdrnyezet, els6sorban az ECM atalakitdsaban vesznek részt. A tumorsejtek szamos MMP-t,
valamint szerin, cisztein és egyéb tipusu proteazt termelnek, ugyanakkor az agyi rezidens

sejtek proteolitikus aktivitasa is fokozddhat a metasztatikus sejtek hatdsara.

A proteazok koziil az MMP-k szerepe a legismertebb az agyi attétképzés folyamatdban. Az
MMP-k Ca?*-fligg6 Zn?*-endopeptiddzok, amelyek szamos fizioldgids és patoldgias
folyamatot szabalyoznak a szervezet szdmos pontjan, tobbek kozo6tt az agyban és a vér—agy
gat szintjén is.22> Allatkisérletekkel bizonyitottak, hogy az agyi metasztazisképzésben
els6sorban az MMP-1, MMP-2 és MMP-9 jatszik fontos szerepet,?2°-228 amelyek feltehetSleg
a glikokdlix, a junkcionalis fehérjék, illetve az ECM lebontasaval segitik a tumorsejtek

el6rehaladasat.

Nemcsak a metasztatikus sejtek, hanem az asztrocitak is termelnek MMP-2-t és MMP-9-et,
segitve a daganatos invaziét.'*> Ehhez hasonldan a heparanaz — amely a heparan szulfatot,
az ECM egyik fontos komponensét bontja??® — szintén nagy mennyiségben expresszalédhat
nemcsak az agyi attétképz8 sejtekben,?3923! hanem asztrocitakban is.?32 Az S katepszin
cisztein protedzt pedig az agyi metasztatikus eml6karcindma-sejteken kivil a tumor
sztromaban levé makrofagok termelik. Ennek megfelel6en, az S katepszin az agyi
endotélsejtek szoros kapcsolataiban megtaldlhaté JAM-B hasitdsa, vagyis a vér—agy gaton

vald atjutds szabdlyozdsa mellett az agyi kolonizacio 1épését is befolyasolja.?!?

Melanédmasejtek esetében a vér—agy gaton vald atjutast a plazminogén aktivator hatdssal
rendelkez8 uPA és tPA (urokinase és tissue plasminogen activator) hatdrozhatja meg.?33 Ezen
tul a plazminogén aktivatorok és aktivator inhibitorok az agyi metasztatikus kornyezet
kialakitdsaban is alapvet6 szerepet jatszanak, elsGsorban a tiidé-, illetve eml6karcinéma-

sejtek és az asztrocitak kézotti kapcsolatok szabélyozasaval.'®”

Osszességében a tumorsejtek és az agyi rezidens sejtek altal termelt protedzok egy
kaszkadszeru proteolitikus halézatot alkotnak, amely jelent6s mértékben meghatarozza a

tumorsejtek tulélését és terjedését az agyi kérnyezetben.?!!
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1.3.3.2 Atumorsejtek altal felszabaditott miRNS-ek szerepe az agyi attétképzésben

Az EV-k — amelyek méretik és biogenézisiik alapjan lehetnek exoszémdk (50-150 nm
atmérével), mikrovezikulak (100-1000 nm), apoptotikus testek (100-5000 nm) vagy nagy
onkoszomak (1000-10 000 nm) — a sejtek altal kibocsatott, membrannal korilvett vezikulak,
amelyek a sejtek kozotti kommunikacid fontos elemei. Proteineket, lipideket és
nukleinsavakat tartalmaznak és adnak at a célsejteknek, befolydsolva azok miikoédését.?34
Tartalmuk tekintetében kiemelkedik az RNS-ek, és kiléndsen a miRNS-ek szerepe,
amelyeket az EV-k védenek a lebomldastél az extracellularis térben.?®> A miRNS-ek 19-25
nukleotid hosszu, nem kddold, egyszali RNS-ek, amelyek bazisparosodassal kapcsolddnak
cél-mRNS-eikhez (hirviv6, messenger RNS), dltaldban poszttranszkripcids repressziét okozva.
A miRNS-ek kiemelked6 szerepet toltenek be a génexpresszid szabalyozdsdban, a

tumorigenézisben és a metasztazis folyamataban.?36

A tumorsejtek és a kdrnyezeti sejtek kolcsondsen befolyasoljak egymast az EV-k, illetve azok
miRNS-ei 4ltal, >’ amelyek fontos szerepet toéltenek be a premetasztatikus niche
el6készitésében. Ez utdbbi egy receptiv és tdmogatd kornyezetet, egy megfelels, termékeny
ytalajt” (soil) jelent a tumorsejtek (,mag”, seed) szamara, el6segitve azok megtapaddsat a
tavoli szervben.?® A metasztatikus sejtek altal felszabaditott EV-k bejuthatnak az agyi
endotélsejtekbe, majd transzcitézissal atjuthatnak az agyba, ahol az agyi sejteket
befolydsolhatjdk.?>® AZ EV-k és a miRNS-ek a tumor mikorkérnyezeten beliili
kommunikacidban is alapvetd fontossdguak a metasztatikus sejtek és az agyi sejtek kozotti

interakcidban.240

Kisérletes modellekben, illetve human primér és attétes tumormintakat 6sszehasonlitva
szamos MiRNS megviltozott expresszidjat mutattak ki az agyi metasztatikus sejtekben .24t~
243 Az in vitro és in vivo modellekben végzett kisérletek fényt deritettek azokra a
folyamatokra is, amelyeket az egyes miRNS-ek szabalyoznak, igy biztositva a tumorsejtek
szamara az agyi metasztatikus képességet. Az agyi metasztatikus emlGkarcindma CSC-kben
példaul az alacsony miR-7 expresszié magas KLF4 (Kruppel-like factor 4) szintet tart fenn,
amely el8segiti a vér—agy gaton vald atvandorlast.?** Ugyanakkor az agyi metasztatikus
eml6karcindma-sejtek miR-181c-tartalmu exoszémakat bocsatanak ki, amelyek eljutnak az

agyi endotélsejtekbe, ahol a PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) és a
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kofilin szabalyozdsan keresztil a vér—agy gat megnyildsadhoz vezetnek.?*> A melandma- és
eml6karcindma-sejtvonalak exoszomdiban a magas miR-210, valamint az alacsony miR-19a

és miR-29c jellemzi az agyi metasztatikus sejteket.?4®

Humdan eml6karcindma tumormintdkban négy olyan miRNS-t taldltak, amely eltéréen
expresszalddik a primér tumorban és az agyi attétekben. Ezek, az agyi metasztatikus
lézidkban alacsony szinten jelenlevé miR-132-3p és magas expressziét mutatd miR-150-5p,
miR-155-5p és miR-199a-5, tobbek kozott a cMET onkogén szabalyozasaban vesznek részt,
és a kiujulé agyi metasztazis prognosztikai markerei lehetnek emlékarcindmaban.?*’ Az
alacsony miR-509 pedig az agyi endotelidlis RhoC és TNF-a szabalyozdasa révén jarulhat hozza
az eml6karcinéma-sejtek agyi attétképzéséhez.?*® Nem kissejtes tidSkarcinémaban az agyi
attétekben alacsony szintet mutaté miR-375 szint hozhaté 6sszefliggésbe az agyi tumorok
kialakuldsaval,?*® bar mas adatok alapjan ez a mintédzat inkabb az altalanos invazivitassal és

metasztatikus potenciéllal dllhat 6sszefliggésben.?>°

Az agyi metasztatikus folyamatokban a vérben keringé miRNS-ek is jellemzé mintazatot
mutathatnak, és diagnosztikus vagy akar prognosztikus biomarkerek is lehetnek. Melanéma
agyi attétben szenvedd betegek plazmdjaban hat olyan miRNS-t taldltak (miR-5694, miR-
6796-3p, miR-6741-3p, miR-4664-3p, miR-4665-5p és miR-671-5p), amelyek elkilonitették
ezeket a betegeket egészséges egyénektdl és mas agyi tumorral rendelkezé betegektdl.>>!
Eml6karcindma esetében a betegek vérébdl izolalt exoszomakban az emelkedett miR-576-
3p, valamint a csokkent miR-130a-3p lehet prognosztikus érték(, el6revetitve az agyi
metasztazisok kialakuldsat ezekben a betegekben.?>? TudSdaganatokban pedig a keringd

exoszomak magas miR-550a-3-5p tartalma mutatott korreldciét az agyi attétekkel.?>3

Osszességében az agyi metasztazisképz6déssel kapcsolatba hozhaté miRNS-ek szdma
folyamatosan n6, azonban a kiilonb6z6 tanulmanyok eredményei kevés atfedést mutatnak.
Igy tovabbi vizsgélatok sziikségesek, hogy megértsiik, melyek a kulcsfontossagi miRNS-ek a
tumorsejtek agyi metasztatikus képességének kialakitasaban, illetve hogy melyek azok,

amelyek diagnosztikus vagy prognosztikus markerként hasznalhaték a klinikumban.
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1.3.4 Az agyi attétes tumorok vérellatasa és a vér—tumor barrier

A vér—agy gaton atvandorolt metasztatikus sejtek az erek kodzelében maradnak és
szaporodnak, bekebelezve azokat. Ez a vaszkularis koopcid, amely a melanéma és
emlGkarcindma attétek f6 vérellatdsi médja az agyban, mig tid6daganatokban a korai
angiogenézis kaphat fontos szerepet.}’62>* Ennek megfeleléen, az angiogenézist gatld, VEGF
(vaszkularis endotelidlis novekedési faktor, vascular endothelial growth factor) ellenes
terdpiak tid&daganatok esetében tlnnek a leghatékonyabbnak az agyi attétek

kialakulasanak megakadalyozasiban.?>*2°¢

A tumoros lézidk novekedésével parhuzamosan kialakuld érhalézat a vér—tumor barriert
hozza létre,?>” amely sejtes felépitésében és tulajdonsagaiban hasonlit a vér—agy gatra, am
permeabilitdsa heterogén és atlagban magasabb az intakt vér—agy gaténdl. Ez vezet a
peritumordlis vazogén 6déma kialakuldsahoz. Arrél, hogy van-e 6sszefliggés a metasztatikus
léziok mérete és a vér—tumor gat atereszt6képessége kozott ellentmonddsosak az
adatok.2°8-263 Az viszont ismert, hogy eml&karcindma agyi metasztazisokban a vér—tumor
barrier kevésbé permedbilis, mint glioblasztémaban,?%* és bar altaldban nyitottabb, mint a
vér—agy gat, sokkal szorosabb barriert képez, mint a periférias erek, megakaddlyozva szdmos
potencidlis terapids szer bejutdsat a metasztatikus tumorba.?*® igy &ltalanos szabalyként
elmondhatd, hogy az erek permeabilitdsa a kovetkez6 sorrendben né: vér—agy gat, vér—
tumor barrier a metasztazisokban, vér—tumor barrier primér agyi daganatokban, periférias
erek. Azt is leirtdk, hogy a vér—tumor barrier (de nem az intakt vér—agy gat)

atereszt6képessége TNF-a és limfotoxin segitségével szelektiven névelhetd.265:266

A vér—tumor barriernek az egészséges agyi ereknél magasabb permeabilitasa elsGsorban a
paracellularis gatat érinti, és az okkludin és a ZO-1 mennyiségi csokkenésével jar.191267 Ezzel
parhuzamosan az MFSD2A expresszidja is csOkken, amely a DHA transzport és a lipid
metabolizmus zavardhoz vezet.?®® A GLUT1 szintjének csokkenése pedig a glikdz

metabolizmus atalakuldsaban jatszhat szerepet.'%?

A bazdlis membran, a pericitdk és az asztrocitak is valtozast szenvednek a tumorban, illetve
a tumorok kézelében. Csokken az erek alaphartyajaban a laminin-a2 és a IV. tipusu kollagén

mennyisége, né a dezmin-pozitiv pericitak aranya, az asztrocitak végtalpaiban pedig csdkken
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az AQP4 expresszidja.’®%2%° Gyulladasos folyamatok is beindulnak, amelynek részeként az
asztrocitakban né az S1P3 (sphingosine-1 phosphate receptor 3) expresszidja, amely a CCL2
és az IL-6 szekrécié fokozasaval hozzajarul a vér—tumor barrier megnyitasahoz.?’° A rezidens
mikrogliasejtek és a csontvelSi makrofagok pedig pro- és antiinflammatorikus citokineket is
termelnek az attétek kdzelében, jelent8sen befolydsolva azok sorsat.2’1=273 Osszességében
az immunfolyamatok az agyi metasztazisokban egyre nagyobb figyelmet kapnak, és

varhatdan az immunterépiak jelentésége is néni fog a kovetkezé években.?’4

2 Kérdésfelvetés, célkitlizések

Munkdnk soran a neurovaszkuldris egység, illetve a vér—agy gat mikodését szerettiik volna
minél jobban megérteni fizioldgias és patologids korlilmények kozott. Ezen f6 célkitlizés
megvaldsitasa érdekében kisérleteinket harom tematikus pillérre épitettiik, amelyeken belil

tobb kérdésre kerestlink valaszokat.

1. pillér: A vér—agy gdt miikédését és szabdlyozdsdat érinté alapveté mechanizmusok
feltdardsa

- Vannak-e regionalis kiilonbségek a vér—agy gat felépitésében és miikodésében?

- Hogyan védenek az endogén molekuldk az agyi endotelidlis szoros kapcsolatok karosodasa

ellen?

- Hogyan maddosithatjuk a gydgyszerjeldlteket, hogy atjussanak a vér—agy gaton?
2. pillér: A neurovaszkuldris sejtek szerepének feltérképezése gyulladdsos folyamatokban

- Részt vesznek-e az agyi vaszkularis sejtek a gyulladasos reakcidk kivaltasaban és
kdzvetitésében?

- Milyen patoldgids folyamatokban jatszanak szerepet ezek a mechanizmusok?

3. pillér: A neurovaszkuldris egység szerepének tisztdzdsa az agyi metasztdzisok
kialakuldsdaban

- Hogyan képesek a tumorsejtek atvandorolni a vér—agy gaton?

- Hogyan képesek a tumorsejtek tudlélni és szaporodni a nagyon egyedildlld agyi

koérnyezetben?
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3 Moddszerek

3.1 Invitro modszerek

3.1.1 Primeér sejtek izolalasa és tenyésztése

Az RBEC (patkany agyi endotélsejt, rat brain endothelial cell) sejteket 2-3 hetes Wistar
patkdnyokbdl, a PBEC (sertés agyi endotélsejt, porcine brain endothelial cell) sejteket fiatal
(~18 kg tomegli) vietndmi csiingbhasu sertésekbdl nyertik. Az agyhdartyak eltdvolitasa utan
az agyszovetet két |épésben emésztettiik kollagendz, illetve kollagenaz-diszpaz enzimekkel.
A mielint 20% BSA (marhasavoé albumin, bovine serum albumin) segitségével valasztottuk el,
majd a mikroér fragmentumokat 33%-os Percollbdl készitett gradiensrdl gy(jtottik dssze, és
4-es tipusu kollagénnel, valamint fibronektinnel bevont tenyészt6edényekben tenyészettiik
10% PDS (plazma eredet(i borjusavo, plasma-derived serum) tartalmd DMEM/F-12 (F-12
Ham nutriens keverékkel kiegészitett Dulbecco's Modified Eagle Medium) tapfolyadékban. A
szennyez{ sejtekt6l puromicinnel szabadultunk meg, amely P-gp szubsztrat Iévén nem tudta

toxikus hatasat kifejteni az agyi endotélsejtekre.

A patkany és egér agyi pericitakat 2-3 hetes Wistar patkanyokbdl, illetve 6-8 hetes BALB/c
egerekbdl izolaltuk kollagendaz emésztéssel, majd 20% BSA-n torténd elvalasztassal. A
mikroerekbdl kivandorld pericitdkat 4-szer passzaltuk 1-es tipusu kollagénnel bevont
csészékre, amig tiszta tenyészeteket kaptunk. A sejteket 10% FBS-t (magzati marhasavo,
fetal bovine serum) tartalmazé DMEM-ben tenyésztettik. A patkany asztrocitdkat Gjszilott
bevont tenyészt6edényekbe helyeztik, és a gliasejteket 10% FBS-t tartalmazé DMEM-ben
tenyészettik. A mikrogliasejteket mosassal tavolitottuk el. Az asztrocita tenyészetekrdl

hetente kétszer gydjtottiink kondicionalt médiumot.

Az in vitro vér—agy gat kokultiura modell kialakitdsahoz a pericitdkat a félig atereszté
membranok alsd felszinére szélesztettiik, majd néhany oéra utdn az inszerteket
megforditottuk, és igy tettlik ki az endotélsejteket a membranok felsé felszinére. 24 6ra
eltelte utan a tenyészetek hidrokortizont, egy sejtpermedbilis cAMP (ciklikus adenozin

monofoszfat, cyclic adenosine monophosphate) analégot és foszfodieszteraz inhibitort
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kaptak az apikalis iranybdl, mig a bazolaterdlis kompartimentumba asztrocita-kondicionalt
tapfolyadékot tettiink (7. A abra). Ez a modell alkalmas TEER és permeabilitds mérések

elvégzésére.

endotélsejtek: ZO-1

B e S = . TEER
8 <8 <08 . 80 . 8
CQK! ) /

asztrocita-kondicionalt médium

C/.\ pericitédk: a-SMA
endotélsejt C
' v ismert koncentracioju anyag
pericita mm ’
1 ) L N JaNC
asztrocitdk: ‘ | | minta-
GFAP ' vétel

7. dbra. Az in vitro vér—agy gat modell.
A: Az in vitro modell sematikus rajza és a felhasznalt sejttenyészetekrdl késziilt IF képek. B: A TEER mérése. C:
A permeabilitds mérése.

3.1.2 ATEER és a permeabilitas mérése

Az agyi endotélsejteket és pericitdkat tartalmazd inszerteket a cellZscope (nanoAnalytics)
késziilékbe helyeztik, amely folyamatosan mérte a TEER-t, vagyis a junkciék 4&ltal
meghatdrozott elektromos ellenallast az endotélréteg apikalis és bazolateralis oldala kozott
(7. B dbra). A késziilék a frekvencia-fliggd impedancia adatokbdl szdmolja ki a TEER-t.2* A
platd elérése utan, amely kisérleteinkben RBEC sejtek esetén 150-300 Q x cm? volt, végeztik

el a kisérleteket, és monitoroztuk tovabb a TEER-t.

A permeabilitasi kisérletekben az EM-2 (endomorfin-2) és KYNA (kinurénsav, kynurenic acid)
analdgok atjutdsat vizsgaltuk a vér—agy gat in vitro modelljén. A tesztanyagokat (a tricidlt
EM-2 analdgokat, a KYNA analdgokat, illetve a kontrollként hasznalt SF (Na-fluorescein,
sodium fluorescein) és EBA (Evans kékkel jelolt albumin, Evans blue albumin) oldatokat)
Ringer-HEPES-ben helyeztiik a felsé kamraba, majd 30, illetve 60 perc utdn mintakat vettiink
az alsé kompartimentumbdl (7. C abra). Az atjutott anyagok koncentraciojat egy TRICARB
2100TR szcintillaciés detektorral, egy UHPLC-MS/MS rendszerrel, illetve egy BMG Labtech
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FLUOstar OPTIMA késziilékkel végeztiik. A Papp (latszélagos atereszt6képesség, apparent
permeability) az ajutott anyagmennyiséget jelenti az idg, a felszin és a kiinduld koncentracié
figgvényében, mig a Pe-t (endotelidlis permeabilitds) ugy szamoltuk, hogy a latszélagos
permeabilitast az Ures (endotélsejteket nem tartalmazd) filter ateresztéképességével

korrigaltuk.

3.1.3 Egyéb sejtek tenyésztése

Az Institut Cochinbél szarmazé hCMEC/D3 (réviditve D3) human agyi endotélsejteket?’>
mikrovaszkularis endotelidlis névekedési médiumban (EGM-2MV-vel kiegészitett EBM-2,
Lonza) tenyésztettilk 2% FBS jelenlétében, és P30-P40 kozotti passzazsszamnal hasznaltuk.
A ScienCell-t6l vasarolt HBVP (human agyi vaszkuldris pericita, human brain vascular
pericyte) sejteket a forgalmazé dltal ajanlott PM-ben (pericita médium) tenyésztettiik 5%

FBS-sel, és P2-P4 kozott hasznaltuk.

Az MDA-MB-231 (réviden MDA) humadn tripla negativ eml6karcindma-sejteket DMEM + 5%
FBS médiumban, az egér 4T1 tripla negativ eml6karcindma és a B16/F10 melandma sejteket
5% FBS-t tartalmazé RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium-1640)
tapfolyadékban, mig az A2058 sejteket szintén 5% szérumban és EMEM (Eagle's Minimum

Essential Medium) tapoldatban tartottuk.

3.1.4 Asejtek kezelése, az in vitro kisérletek kivitelezése

A sejteket, ha masképp nem jel6ltik, szérummentes médiumban kezeltiik. Kisérleteinkhez a
Merck-Sigma, a Thermo Fisher Scientific, az InvivoGen és mas laboratériumi vegyszergyartok

termékeit hasznaltuk. A sejttenyésztéshez a Corning és a TPP mlanyagdaruit alkalmaztuk.

A fluoreszcens fehérjéket expresszald tumorsejteket (EGFP-MDA, tdTomato-4T1, illetve
EmGFP-4T1) a megfelel6 plazmidok TurboFect vagy Lipofectamine 2000 reagenssel, illetve

retrovirussal torténd transzfekcidjaval allitottuk el6.

Az LPS sejtbe juttatasara a nem kanonikus inflammaszéma uUtvonal aktivacidja céljabdl,
2 pg/ml LPS-t kevertiink 6ssze Lipofectamine 2000-rel, majd ezt helyeztiik a sejtekre. Az Igf2
géncsendesitést a HBVP sejtekben szintén Lipofectamine 2000-rel végeztiik Stealth siRNS

duplex oligoribonukleotidokkal a gyarté (Thermo Fisher Scientific) utasitdsai szerint.
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3.1.5 Az endotélsejtek és a pericitak kozotti interakciok vizsgalata

A pericita—endotélsejt kommunikacio vizsgalatahoz a HBVP sejteket addig tenyésztettik,
amig bendétték a csészék felszinét. Ezutan adtuk hozzdjuk a gyulladdsos faktorokat
tartalmazé koktélokat (IFN-y (interferon-y)+TNF-a = priming, illetve IFN-y+TNF-a+LPS
(Lipofectamine) = nem-kanonikus inflammaszéma-aktivacid) szérummentes PM
médiumban. A kontroll sejtek szérummentes PM médiumot kaptak. Ezzel parhuzamosan,
abszolut kontrollként, sejteket nem tartalmazd csészékbe szérummentes PM médiumot
helyeztiink gyulladdsos faktorokkal vagy azok nélkiil, amelyeket a sejteket tartalmazo
csészékkel egylitt az inkubatorban tartottunk. A kondicionalt és a sejtmentes csészékben
tartott médiumokat 4 éra utan gyljtottik be, és a szemipermeabilis filtereken tenyésztett
D3 sejtekhez adtuk bazolateralis iranybdl (az alsé kamraba helyezve) EBM-2 tapfolyadékkal

1:1 aranyban higitva. Az endotélsejtekben tortént valtozasokat 24 éra utan vizsgaltuk.

Az endotélsejt—pericita kommunikacié vizsgdlatdhoz a szemipermedbilis filtereken
tenyésztett D3 sejteket az apikdlis kompartimentumba adott gyulladasos koktéllal kezeltiik
(IFN-y+TNF-a+LPS = kanonikus inflammaszéma-aktivacié) szérummentes PM médiumban.
Abszolut kontrollként olyan filtereket haszndltunk, amelyekre nem tettiink endotélsejteket,
és az apikdlis kompartimentumba kontroll médiumot, illetve gyulladdsos faktorokat
adagoltunk. 24 6ra utdn az alsé kamrakbdl gydjtottink kondiciondlt, illetve kontroll
médiumokat, amelyeket PM médiummal 1:1 aranyban higitva a csészékben tenyésztett

HBVP sejtekre helyeztiik 4 éra idétartamra.

3.1.6 Az endotélsejtek és a tumorsejtek kozotti interakciok vizsgalata

Az impedancia valtozasanak meghatarozasahoz az RBEC sejteket aranyelektrodaval ellatott
96-lyuku  E-plate-ekben konfluencidig tenyésztettik, majd hidrokortizonnal, egy
sejtpermeabilis cAMP analdggal és foszfodieszterdz inhibitorral kezeltik, amig az
impedancia — amelynek értékét jelentés mértékben a szoros kapcsolatok altal
meghatdrozott reszisztencia hatdrozza meg — elérte a platét. Ezutdn 2 x 10* tumorsejtet
helyeztiink az endotélsejtekre 2,5% szérumot tartalmazé tapfolyadékban. Az impedanciat,

amelyet a sejtindex fejez ki, 8 éran keresztil kévettilk nyomon.
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Az adhézids kisérletek soran a 24-lyuku lemezen tenyésztett konfluens D3 agyi
endotélrétegre 5 x 10%, OG (Oregon Green 488) festékkel jel6lt tumorsejtet helyeztiink, majd
90 perc utan eltavolitottuk az Uszé sejteket. Fixalas utdn fluoreszcens mikroszkdban fotéztuk

le a letapadt tumorsejteket, majd megszamoltuk 6ket.

A transzmigrdciés kisérletekhez az RBEC sejteket 8 um poérusméretl filtereken
tenyésztettilk. A konfluens endotélrétegre 10° OG-jel6lt melanémasejtet helyeztiink
5 dérara. Ezutdn letoroltik a sejteket a filter felsé felszinér6l, és megszamoltuk az

endotélrétegen, valamint a filter porusain atvandotolt melanémasejteket (8. A abra).
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8. dbra. Transzmigraciés modellek.

(Az dbrafelirat a kovetkez6 oldalon talalhatd.)
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8. abra. Transzmigraciés modellek.

(Az abra az el6z6 oldalon taldlhaté.)

A: A transzmigracio vizsgalata nagy poérusméretl filteren tenyésztett RBEC endotélsejteken. A 8 um
porusméretl filterekre patkany agybdl izolalt hajszalér fragmentumokat helyeztiink. Az ezekbél kinévé RBEC
sejtekre, a konfluencia elérése utan, OG-jel6lt melandmasejtet szélesztettiink 5 drara. Ezutan a filter felsé
felszinérdl letoroltik a sejteket, és megszamoltuk az endotélrétegen, valamint a filter pérusain atvandotolt
melanémasejteket. B: A transzmigracié vizsgalata human sejttenyészeteken. A D3 sejteket 12-lyuku
lemezekben tenyésztettilk a konfluencia eléréséig. Ezutdan tumorsejteket helyeztiink az endotélsejtekre,
amelyeket egy inverz mikroszkdpban kévettiink nyomon agy, hogy az 5 percenként késziilt képekbdl time-lapse
videodt készitettlink. Az abra egy reprezentativ felvételsorozat, amely négy tumorsejtet mutat be, amelyek kozil
egy (,2”) osztodik, és harom (,,1”, ,,2a” és ,,3”) beékel6dik az endotélrétegbe. Ezt tekintettiik transzmigracidnak.

A human transzmigraciés modellben a D3 sejteket 12-lyuku lemezekben tenyésztettiik a
konfluencia eléréséig. A tumorsejteket 2 x 10* sejt/lyuk mennyiségben helyeztiik az
endotélsejtekre L-15 tapfolyadékban. A sejttenyészeteket 6 éran keresztil egy inverz
mikroszkdpban kovettiik nyomon dgy, hogy az 5 percenként késziilt képekbdl time-lapse

videdt készitettiink, és megszamoltuk az atvandorlé sejteket (8. B abra).

3.1.7 A pericitak és a tumorsejtek kozotti interakciok vizsgalata

A rovid tdvu vandorlds vizsgalatdhoz az MDA és HBVP, illetve MDA és D3sejteket 3-lyuku
Ibidi lemezekben tenyésztettiik. A szilikon valasztéfalak eltavolitasa utdn a sejtek mozgdsat
1% FBS-t tartalmazé L-15 tdapfolyadékban 24 o6raig kovettik nyomon faziskontraszt

mikroszkdpos felvételeket készitve.

A hosszu tavu migracidhoz 12-lyuku Ibidi lemezeket hasznaltunk minden masodik lyukba
helyezve a sejteket a kovetkez6 sorrendben: HBVP, EGFP-MDA, D3. A valasztofalak feltépése
utan 5 nappal faziskontraszt és fluoreszcens felvételeket készitettiink a sejtekrdl és a

kozottiik levé teriletekrél, amelyekbél egy atnézeti képet szerkesztettlink 6ssze.

Az egér és human pericita-kondicionalt médium elSallitasahoz a sejteket két napig PM-ben
tenyésztettik 5% FBS jelenlétében. Az EV-k depletdldsa 150000 x g-n torténd

centrifugdldssal, majd 0,1 um pérusméretd filteren vald szlréssel tortént.

3.2 Invivo mddszerek

Az Osszes kisérlet az etikai szabalyok betartasdval, etikai engedély birtokaban, megfeleld

altatas és fajdalomcsillapitds mellett tértént.
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3.2.1 Periférias idegséruléses modellek

A kisérletekhez 8-12 hetes him BALB/c egereket hasznaltunk. A n. occulomotorius sérulését
enukledcioval értilik el, a n. hypoglossus esetében pedig az ideg feltardsa utan egy 2-3 mm
hosszu szakaszt vagtunk ki az idegb6l a nyelvcsont alatt. A n. ischiadicus axotdmia soran is
kivagtunk egy 3 mm-es idegrészt a comb koOzépsé szakaszdn, mig a regenerdcios
kisérletekben az atvagdst kovetben az idegcsonkokat epineuralis oltésekkel varrtuk 6ssze

(koaptacio).

Az MCC950 kezelést 10 mg/kg-os intraperitonedlis injekcié formajaban alkalmaztuk 1 éraval
az axotdmia utan, majd 24 éranként ismételve. Az 5-BDBD-t 5 mg/kg mennyiségben kaptak
az allatok intraperitonealis injekcidban 30 perccel a mitét utan, majd 24 éranként. Az IL-1
neutralizdléd ellenanyagot intratekdlis injekcié formdjdban alkalmaztuk 20 pg/kg

mennyiségben 1 6rdval az axotdmia utan, majd 24 éranként ismételve.

Az SFI (GlSideg funkcionalis index, sciatic functional index) méréséhez az allatok talpat egy
nem toxikus festékbe martottuk, hogy meg tudjuk mérni a talp hosszat és szélességét az
axotdémia el6tt, majd a koaptaciot kovetben 8 héten keresztiil. Az SFI értékeket a kezdeti
hosszra normalt szélesség- és hosszUsagvaltozds kozotti kilonbségbdl szamoltuk ki egy

széles korben hasznalt képlettel.?”®

3.2.2 Agyi metasztazis-modellek

A kisérletekhez 8 hetes néstény BALB/c, illetve FVB/Ant:TgCAGyfp _sb #27 egereket
hasznaltunk. Ez utdbbiak az endotélsejtjeikben Venus-YFP sarga fluoreszcens fehérjét
expresszalnak. A kétfoton-mikroszkdpos nyomon kovetéshez az egereken egy 3,5 mm
atmérgjl koponyaablakot készitettlink, amelyet egy hdnapig hagytunk gyogyulni. Akut
koponyaablakot az asztrocitdk vizsgalatahoz haszndltunk, amikor 10 nappal a tumorsejtek
beoltdsa utan furtuk at a parietalis csontot, és ezen adagoltuk az SR101-et. Az dllatokat az
SR101 beadasa utdni 30. és 120. perc kozotti id6ablakban vizsgaltuk, amikor az asztrocitak

felvették a festéket, a koponyaablakon keresztiil.

A 4T1, tdTomato-4T1, illetve EmMGFP-4T1 sejteket a jobb a. carotis communis-ba, illetve a sziv

bal kamrajaba oltottuk. Intraarteridlisan 10° sejtet adtunk be 100-200 pl Ringer-HEPES
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oldatban, mig intrakardidlisan 3 x 10° sejtet 200 pl-ben. A proliferécid vizsgalatdhoz hasznalt
EdU-bdl (5-etinilil-2-dezoxiuridin) 100 mg/kg-ot adagoltunk intraperitonealisan 24 éraval a
szovetek fixaldsa el6tt, amelyet a metszeteken a Click-iT EAU detekcids reagenssel (Thermo
Fisher Scientific) mutattunk ki. A PPP-t (pikropodofillin, picropodophyllin) az intrakardidlis
tumorsejt inokuldcié utani 5. és 6. napon adtuk az allatoknak 40 mg/kg mennyiségben
intraperitoneadlisan. Az MCC950-et 10 mg/kg-os intraperitoneadlis injekcié formajaban

alkalmaztuk naponta az 5.-7. napok kozott.

3.3 RNS vizsgalati mddszerek

A sejtekbdl, egér agyszovetbll és egér plazmdabdl torténé mRNS izoldlashoz és cDNS
atirdshoz standard moddszereket hasznaltuk. A primereket a National Center for
Biotechnology Information Primer-BLAST eszkozével terveztik. A PCR-t (polimeraz
lancreakcio, polymerase chain reaction) egy Bio-Rad iQ5 késziléken végeztiik. Végpont PCR
esetén a mintakat DNS festéket tartalmazé agardz gélen valasztottuk el. A gPCR (valds idejd,
quantitative PCR) reakcidkhoz kereskedelmi forgalomban kaphatdé Sybr Green Master

Mixeket hasznaltunk.

Az ISH (in situ hibridizacio) kivitelezéséhez RNAscope kitet (Advanced Cell Diagnostics)
hasznaltunk az IL1B kimutatdsara, mig a miRNS-ek detektaldsdhoz digoxigeninnel jeldlt
miRCURY LNA (locked nucleic acid) miRNS prébdkat (Qiagen). Mindkét esetben a gyartd

utasitasai szerint jartunk el.

3.4 Fehérje vizsgdlati mddszerek

3.4.1 Western-blot

A WB (western-blot) vizsgalatokhoz a sejtfellluszébdl, illetve a szévetmintakbdl metanolos
precipitacioval nyertiik ki a fehérjéket, amelyeket RIPA (radioimmunoprecipitation assay)
pufferben oldottunk vissza, amely nemionos és anionos detergenseket, proteaz és foszfataz
gatlészereket, NaCl-ot és pufferoldatot tartalmaz. A sejteket kozvetleniil RIPA-ban lizaltuk.
A koncentracido megmérése utan a fehérjemintakat Laemmli pufferben készitettik el6, és
standard SDS—PAGE (sodium dodecyl! sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis) mddszerrel

valasztottuk el. A blottolds Bio-Rad késziilék segitségével standard mddszerekkel tortént. A
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membranokat rendszerint egy éjszakan at inkubaltuk a kereskedelmi forgalomban kaphaté
elsédleges ellenanyagokkal, majd tobbszoéri mosas utdn a HRP-vel (tormaperoxiddz,
horseradish peroxidase) jelolt masodlagos ellenanyagokat 1-2 6ran keresztil hagytuk a

membranokon. A jelek el6hivasa kemilumineszcens szubsztrattal tortént.

3.4.2 ELISA

Az ELISA (enzimhez kot6tt immunszorbens préba, enzyme-linked immunosorbent assay)
modszert az IL-1B, valamint az IGF2 (inzulinszerl ndvekedési faktor 2, insulin-like growth
factor 2) mennyiségi kimutatasara alkalmaztuk a kereskedelmi forgalomban kaphaté kitek
gyartoi leirdsa alapjan (BioTechne, illetve Cusabio). A detekcids limit 0,063 pg/ml, illetve 15,6

pg/ml volt.

3.4.3 Immunfluoreszcencia és immunhisztokémia

Az IF (immunfluoreszcencia) és IHC (immunhisztokémia) protokollokhoz az egereket el6bb
PBS (foszfattal pufferelt sdoldat, phosphate buffered saline), majd 4% PFA (paraformaldehid)
oldattal perfundaltuk, végil az agyakat egy éjszakdn at posztfixaltuk. A metszeteket
kriosztattal, vibratdmmal, illetve szukrézos krioprotekcié utdn mikrotémmal készitettik. A
humdan mintdkat paraffinos metszetek formajaban kaptuk a Szegedi Tudomanyegyetem
Patholdgiai Intézetébdl. Ezeket deparaffindltuk, majd rehidrataltuk. A sejttenyészeteket

etanol—ecetsav keverékével vagy 4% PFA jelenlétében fixaltuk.

Antigénfeltards utan a nem specifikus kot6helyek blokkoldasa BSA-val, illetve fajspecifikus
szérummal tortént, miutan IHC esetén el6bb az endogén peroxidaz aktivitast is blokkoltuk.
Az elsédleges ellenanyagokkal torténd inkubacid, majd tobbszori PBS-es mosas utdn a
fluoreszcensen, illetve biotinnal jelolt masodlagos ellenanyagokat adtuk a mintakhoz. IF
esetén a mosdoldatba Hoechst 33342 DNS festéket adagoltunk a sejtmagok jel6lésére, majd
kovetkezett a bedgyazas és a fedés. Az IHC protokoll szerint a masodlagos ellenanyaggal vald
inkubacio utani mosast kdvetGen az avidint és biotinilalt HRP-t tartalmazd komplexet adtuk
a mintdhoz, majd a DAB (3,3'-diaminobenzidin) és NiCl, keverékét. Mosas, bedgyazas és

fedés utan kovetkezett a mikroszképos analizis.
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3.5 Mikroszképos mddszerek

Faziskontraszt és IF felvételeinket, valamint a time-lapse videdkat egy Spot RT digitdlis
kamerdval felszerelt Nikon Eclipse TE2000U mikroszkdppal, egy 37°C-os inkubatorral ellatott
Nikon Eclipse Ti-E inverz mikroszkdppal és Andor NEO sCMOS kameraval, illetve Leica SP5 és

SP8 konfokalis mikroszkdpokkal készitettiik.

3.5.1 Transzmisszios elektronmikroszkopia

A kisérlet végeztével a filtereket 2,7% glutaraldehiddel fixaltuk. Ezutan a mintdkat OsO4-dal
kezeltik, dehidrataltuk és Epon 812 gyantdba agyaztuk be. Leica EM UC7 ultramikrotémmal
50 nm vastagsagu szeleteket készitettiink, amelyeket egy Tecnai 12 biotwin TEM

(transzmisszids elektronmikroszkdp) segitségével vizsgaltunk meg.

3.5.2 Kétfoton-mikroszkdpia

Az él6 egerek agyaban zajlé folyamatokat megfelelé altatas és immobilizdlds utan
koponyaablakon keresztil vizsgaltuk egy FEMTO 2D Alba mikroszkép segitségével, amelyhez

egy Mai Tai HP Ti-zafir |ézer fényforras volt kapcsolva.

3.5.3 Atomeré-mikroszkopia

Az Asylum MFP-3D AFM (atomer6-mikroszkép, atomic force microscope) segitségével
egyrészt deflekciés képeket készitettiink az E. coli baktériumok fellliszéjabdl

ultracentrifugaldssal kinyert OMV-krdél (kiils6 membran vezikula, outer membrane vesicle).

Mdsrészt a tumorsejtek és az endotélsejtek kozotti adhézids erdt (pontosabban a
deadhézids er6t) mértilk meg ugy, hogy a tl nélkiili konzolra BSA-biotin—sztreptavidin—
Concanavalin-A kétéssor segitségével egy OG-jeldlt melandmasejtet vettiink fel, amelyet az
endotélréteghez kozelitettlink (9. abra). A méréseket L-15 médiumban végeztik. Az

adhézids erdt a visszahlzasi gorbébdl szamoltuk ki.
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9. abra. Az adhézids er6k mérése AFM-mel.

A: A mérés sematikus rajza. B: Az erémérés lépései. A tumorsejteket tartalmazoé konzolt az endotélréteghez
kozelitettiik, majd az adhézids erét a melandmasejtet tartalmazd konzol emelése sordn regisztraltuk, amikor a
két sejt elszakadt egymastol. Az inszert a deadhézid soran lathatd ~20 pN-os szakadasokat mutatja. (Az abra
Végh Attila Gergely képeinek felhasznaldsaval készlilt.)

0

3.6 Adatbazis-elemzés, targetpredikcio és statisztika

A vér—agy gat heterogenitasanak vizsgalata soran az Allen Brain Atlas génexpresszids adatait
dolgoztuk fel (http://human.brain-map.org/).?’’” A pericitdk altal szekretdlt faktorok
azonositasahoz pedig a http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html oldalon

kozzétett egér transzkriptomikai adatokat hasznaltuk.*

A miRNS-ek cél-mRNS-einek azonositdsdhoz a TargetScanMouse v.7.2 és a DIANA Tools
microT-CDS v.5.0 eszkdzoket hasznaltuk.?’827° Csak azokat a targeteket vettik figyelembe,

amelyek mindkét mddszerrel és irodalmi adatok alapjan is relevansnak bizonyultak.

A statisztikai analiziseket standard maddszerekkel Excel, R, GraphPad vagy egyéb
kornyezetben végeztiik. Tobb minta Osszehasonlitdasara az ANOVA (varianciaanalizis,

analysis of variance) mdédszert hasznaltuk.
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4 Eredmeények

4.1 A vér—agy gat mikodeése és szabalyozasa

Kisérleteink egy része arra irdnyult, hogy jobban megértsiik a vér—agy gat felépitését,

mUkodését és szabdlyozasat fizioldgias és patoldgids korilmények kozott.

4.1.1 Kulonbségek a vér—agy gat molekularis felépitésében a szlrkeallomany és

a fehérallomany kozott

A vér—agy gat altaldnos mlkodését és felépitését vizsgdlva, felmerilt bennlink a kérdés,
hogy vannak-e kilonbségek a vér—agy gat molekularis felépitésében a kiilonb6z6 agyi régidk
szintjén. A vér—agy gat heterogenitdsaval kapcsolatban igen korlatozottak voltak az
ismereteink, ezért nagyobb agyi teriileteket hasonlitottunk 6ssze. igy azt szerettiik volna
megvizsgalni, hogy vannak-e kiilonbségek az agyi endotélsejtek barrier tulajdonsagaiban a

szlirke-, illetve a fehérallomanyban.

Kisérleti eredményeink azt mutattdk, hogy a szoros kapcsolatok fehérjéi, az okkludin és a
klaudin-5 nagyobb mennyiségben expresszdlddnak a fehérdllomanyi endotélsejtekben ugy
mMRNS, mint fehérje szinten, mig az adherens junction fehérjék kozil csak az a-katenin
esetében taldltunk ilyen kiilonbséget, a B-katenin esetében nem (10. A, B A&bra).
Eredményeinket 6sszehasonlitottuk az Allen Brain Atlas human génexpresszios adataival, és
azt tapasztaltuk, hogy az okkludin, a klaudin-5 és az a-katenin nagyobb mennyiségben van
jelen afehérallomdanyban Ugy a sajat PBEC mRNS és fehérje szintjeit, mint az Allen Brain Atlas
human agyszoveti mRNS szinteket tekintve (10. C abra). A klaudin-5 magasabb expresszidjat
a fehérallomanyi agyi ereken immunfluoreszcens vizsgalatokkal is igazoltuk ugy sertés
agyszoveten, mint a sertés agyszovetbdl izolalt endotélsejtek tenyészetén (PBEC sejteken)
(11. A, B abra). Ennek megfelel6en a fehérdllomanyi PBEC sejtek TEER-je szignifikdnsan

magasabbra emelkedett, mint a sziirkedllomanyi PBEC-ké (11. C abra).

Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy a fehérdllomanyban szorosabban zar a vér—agy
gat, mint a szirkeallomanyban. Ennek okai és kovetkezményei azdta sem teljesen ismertek,

azonban valdszin(ileg fontos szerepet jatszik a fiziolégias agyi funkcidk fenntartasaban. A
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fehérdllomanyt érinté megbetegedésekben pedig (példaul MS-ben vagy agyi kisér

betegségben) fontos szerepet jatszhat ennek a nagyon erés barriernek a sériilése.?8°
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10. abra. A kortikalis és fehérallomanyi agyi endotélsejtek kozotti kiilonbségek.

A: Szoros és adherens junkcionalis fehérjék mRNS expresszidja agykéregbdl és fehérallomanybdl izolalt PBEC
sejtekben. A génexpresszié valtozasat a GAPDH-hoz normalizaltuk és a CX mintdkban mért értékekhez
viszonyitottuk. N = 3, atlag + standard hiba,*P < 0,05 (CX-hez viszonyitva, Student t-teszt). B: Szoros és adherens
junkcionalis fehérjék expresszidja agykéreghbdl és fehérdllomanybdl izolalt PBEC sejtekben. Reprezentativ WB
képek N = 3 fliggetlen kisérletbdl. C: Szoros és adherens junkcionalis fehérjék expresszidjanak 6sszehasonlitdsa
az Allen Brain Atlas-bdl nyert (humdan agyi génexpresszids) és a sajat kisérleti eredményeinkbél szarmazo
(PBEC gén- és fehérjeexpresszios) adatok alapjan. Az 6sszes adatot z-score formajaban abrazoltuk ugy, hogy a
sajat kisérleti eredményekbdl szarmazd génexpresszids valtozasokat GAPDH-hoz, mig a fehérjeexpressziot B-
aktinhoz normalizaltuk. CX = agykéreg (cortex), WM = fehérallomany (white matter), occl = okkludin (occludin),
clau-5 = klaudin-5 (claudin-5), cat = katenin (catenin), ABA = Allen Brain Atlas, GAPDH = gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).
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11. abra. Az agyi endotélsejtek heterogenitasa.

A: Sertés agyszeletekbdl szarmazo reprezentativ klaudin-5 (clau-5) IF képek N = 3 fliggetlen kisérletbdl. B:
Agykéregbdl és fehérallomanybdl izolalt PBEC sejtek klaudin-5 (clau-5) expresszidja. Reprezentativ IF képek N
= 3 fuggetlen kisérletbdl. C: A TEER platd kialakulasa agykérgi (CX) és fehérallomanyi (WM) PBEC in vitro
modellben. N = 4, atlag + szérds,***P < 0,001 a gorbe alatti teriileteket 6sszehasonlitva.
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4.1.2 A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid hatasa a vér—agy gatra

Kovetkez6 kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy milyen endogén molekulak
jarulhatnak hozza a vér—agy gat tulajdonsagok fenntartdsdhoz fizioldgids és patoldgias
korilmények kozott. A PACAP (hipofizis adenildt ciklaz aktivald polipeptid, pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide) egy neuroprotektiv, sejttulélést segitd,
gyulladascsokkentd, értagitdé és szamos mas tulajdonsaggal rendelkez6 neuropeptid,?8!
amely a cCAMP Utvonalat aktivalja a sejtekben. A cAMP-r6l mar régota ismert, hogy javitja az
agyi endotélsejtek barrier tulajdonsagait, elsésorban a szoros kapcsolati fehérjék megfelel6

lokalizacidjanak elésegitésével.28?
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12. dbra. A PACAP hatdsa a vér—agy gatra.

100 |.1m

A: A TEER emelkedése PACAP jelenlétében a kiindulasi érték szazalékaban abrazolva. N = 4, atlag * szdras,
*P < 0,01 (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). A hasznalt in vitro modell az RBEC—pericita—asztrocita-
kondicionalt médium volt. B: 100 nM PACAP hatasa D3 agyi endotélsejtek szoros kapcsolataira 90 perc kezelés
utan. ZO-1 IF reprezentativ képek N = 3 fliggetlen kisérletb6l. DMNQ = 2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinone.
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Ennek fényében megvizsgaltuk a PACAP hatasat a vér—agy gdatra, és azt tapasztaltuk, hogy
kontroll koriilmények kdzott csak kis mértékben emeli az agyi endotélsejtek TEER-jét, illetve
noveli a ZO-1 mennyiségét a sejt—sejt kapcsolatokban, azonban gliikézhiany, illetve DMNQ
(2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinone) segitségével kivaltottt oxidativ stressz jelenlétében

kifejezettebb védbhatast fejt ki a szoros kapcsolatokra (12. abra).

4.1.3 Potencidlis terapias molekuldk atjutasa a vér—agy gaton

A vér—agy gat nemcsak a potencialisan kdros molekuldk, hanem a terdpids szerek agyba valé
bejutdsat is megneheziti, igy a gyogyszermolekuldk tébb mint 90%-a nem tud terdpias
koncentréciot elérni a kdzponti idegrendszerben.? Erre a problémdra az egyik megoldas a

hatéanyagok kémiai mdédositasa lehet.

A p-opioid receptor a morfin alapu fajdalomcsillapitok egyik fé célpontja.?®® Az EM-1 és EM-
2 ennek a receptornak a nagy affinitdsu és szelektivitdsu peptid ligandja, amelyek a
morfinhoz hasonlé fajdalomcsillapitd hatdssal birnak, viszont kevesebb mellékhatassal

rendelkeznek, ugyanakkor kevéssé jutnak at a vér—agy gaton.?8

A KYNA egy endogén neuromodulator, amely az NMDA (N-metil-D-aszpartat) receptor nem-
kompetitiv antagonistajaként csdkkenti az excitotoxicitast az agyban és neuroprotektiv
hatdssal bir. Ezt szdmos kozponti idegrendszeri megbetegedés kezelésében ki lehetne

hasznalni, azonban a KYNA agyba vald bejutdsat a vér—agy gat jelent8sen korlatozza.?®

Mindezeknek tiikrében sziikségesnek éreztiik olyan EM-2, illetve KYNA analdgok eléallitasat,

amelyek megtartjak bioldgiai aktivitdsukat, azonban jobban atjutnak a vér—agy gaton.

Az altalunk vizsgdlt hdrom EM-2 analdgrél (13. A abra) kollabordciés partnereink mar
kordbban bebizonyitottak, hogy magas affinitassal és szelektivitassal kot6dnek a p-opioid
receptorhoz, és jo ellendlloképességgel rendelkeznek protedzokkal szemben.?8® Mivel
mindhdrom peptid zsiroldékonyabbnak bizonyult, mint az EM-2, feltételeztiik, hogy vér—agy
gaton vald permeabilitasuk is jobb lesz. Ezt in vitro modellen igazoltuk, hiszen mindharom
peptid esetében egy kdzel kétszeres permeabilitasi értéket mértiink az EM-2-h6z viszonyitva

(13. B abra).
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13. dbra. EM-2 analdgok atjutasa a vér—agy gaton.

A: Az EM-2 és a harom tesztelt analdg szerkezeti képlete. B: Az EM-2 és az analdg peptidek permeabilitdsa a
vér—agy gat in vitro modelljén (RBEC—asztrocita kokukturaban) 60 perc alatt. A triciummal jelolt peptideket
0,01 uM koncentraciéban adagoltuk a felsé kompartimentumba, amely 0,381-0,775 pCi/ml aktivitdsnak felelt
meg. N = 3, atlag + standard hiba,*P < 0,05 (EM-2-h6z viszonyitva, ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt).

A KYNA aminoalkilalt amid szarmazékait az SZTE Gyégyszerkémiai Intézetében szintetizaltak
(14. A abra), és vér—agy gaton vald permeabilitasukat nemcsak a KYNA molekuldaéhoz
hasonlitottuk, hanem a xanturénsavéhoz is, amely a kinurenin metabolikus Utvonal egyik

terméke, illetve analégjanak, a 39B-nek a permeabilitdsdhoz is (14. B dbra).
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A hat KYNA analég kozul az SZR-104 és az SZR-105 rendelkezett a legnagyobb
permeabilitassal az in vitro modellen vizsgadlva (14. C abra). Ez a két molekula a C3
szénatomon morfolinometil csoporttal szubsztitudlt KYNA analég. Az SZR-104 korabban
neuroprotektiv és gyulladdscsokkenté hatasunak bizonyult, 28”28 ezért ezt a molekulat
vizsgaltuk tovdbb. Megallapitottuk, hogy magasabb permeabilitassal rendelkezik a vér—agy
gat in vitro modelljén Ugy a KYNA-hoz, mint a xanturénsavhoz vagy a 39B-hez viszonyitva
(14. D abra). Ez utébbi a C3 szénatomon morfolinometil csoporttal szubsztitudlt xanturénsav

analég, tehat szerkezetében hasonld az SZR-104-hez.

4.2 A PRR-ek és az inflammaszdémak szerepe a neurovaszkuldris egység
sejtjeiben

Ebben a fejezetben azokat a kisérleket foglalom 0Gssze, amelyek arra irdnyultak, hogy
megértsiik, hogyan vesznek részt a neurovaszkularis egység sejtjei a gyulladdsos

reakcidkban.

4.2.1 A PRR-ek agyi endotélsejtekben és pericitakban

A PRR-ek a velesziiletett immunsejtek sajat receptorai, azonban mas sejtekben is gyakran
jelen vannak. Az agyi sejtek koziil a mikrogliasejtek, az asztrocitak és a neuronok TLR és NLR
készletérél szamos adat allt rendelkezésre,®® 132142289 gz0nban a vaszkularis sejtekérél sokkal
kevesebb. Munkacsoportunk korabban jellemezte az agyi endotélsejtek TLR expresszids
mintazatat, és kimutattuk, hogy ezekben a sejtekben a TLR2, a TLR3, a TLR4 és a TLR6 van
jelen konstitutivan.®® Mivel az agyi endotélsejtek és pericitak is részt vesznek gyulladasos és
immunfolyamatokban, szerettiik volna atfogdan megismerni ezen két sejttipus TLR és NLR
expresszidjat, illetve ezen receptorok szabdlyozasat is. Ezért human agyi endotélsejtekben
és pericitakban PCR reakcidval vizsgaltuk meg 22 NLR, 9 egyéb inflammaszéma komponens

és IL, valamint 10 TLR mRNS expresszidjat.

A 15. abra azokat az mRNS-eket mutatja, amelyeket legaldbb az egyik sejttipusban
detektdltuk alapallapotban. ANOD1, NOD2, NLRC5, NLRP1 és NLRX1, valamint a TLR4 magas
szinten és hasonldan expresszalddott agyi endotélsejtekben és pericitdkban. Alacsonyabb
expresszios szintet mutatott, de hasonlé mennyiségben volt jelen a két sejttipusban az

NLRP3. Az NLRP5, a kaszpazok, az ASC, valamint a TLR6 mennyisége az endotélsejtekben volt
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kissé nagyobb, mig az NLRP9 és a TLR2 esetében ez a kiilonbség még nyilvanvaldbb volt. Az
IL mRNS-ek koziil az IL1B és az IL33 a pericitakban, az IL18 és az IL37 az endotélsejtekben volt
nagyobb mennyiségben jelen a masik sejttipushoz viszonyitva. NLRC4-et, NLRP12-t, NLRA-t,
AIM2-t és TLR3-at csak az endotélsejtekben taldltunk, a pericitakban nem, mig az NLRP2, a

TLR5 és a TLR10 épp forditva, csak a pericitdkban jelent meg.
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15. dbra. Az NLR-ek, inflammaszoma komponensek és TLR-ek expresszidja agyi endotélsejtekben és
pericitakban.

D3 human agyi endotélsejtek és HBVP human agyi pericitak inflammaszoma komponenseinek, illetve NLR/TLR
mintdazatfelismerd receptorainak génexpresszidja alapallapotban GAPDH-hoz viszonyitva. N = 3, atlag +
standard hiba. A sotétsziirke keretek az endotélsejtekben expresszalddo, de a pericitdkban nem kimutathato
mRNS-eket jelolik. Vilagosszirkével a pericitdkban jelen levd, de az endotélsejtekben nem expresszalédd
mRNS-eket kereteztilk be, mig szaggatott vonallal a pericitdkban alapallapotban nem expresszalddo, de
indukalhato géneket. CASP = kaszpaz (caspase).

Ezen gének expresszidjat gyulladasos faktorok és az oxidativ stressz is befolyasolni képesek
(16. abra) olyannyira, hogy az NLRC4, az NLRA és a TLR9 is megjelenhet a pericitakban

gyulladasos citokinek hatasara.

58



>

gyakorisag
Lt e =
5 in B

o
n

NLRP3
NLRP9
NLRC4
NLRP10
AlM2
NLRX
NOD1
NLRCS5
NLRP1
NLRA
NLRPS5
NOD2
NLRP12

-BACt

o
o
p=
~
W
5

H,0

HBVP

NOD2
IL1B
TLR2
IL18
TLRS5
CASP4
IL37
IL33
NLRP10
NLRPS
NLRP3
CASP1
CASPS
TLR4
NLRP2
NOD1
ASC
NLRP1
NLRX
TLR6
NLRCS
TLR10O
NLRPS

588 2¢%
= w
= L =z
+
72}
o
]

16. abra. Az NLR-ek és inflammaszoma komponensek szabalyozasa agyi endotélsejtekben és pericitakban

oxidativ stressz és gyulladasos mediatorok hatasara.

Az abrafelirat a kovetkez6 oldalon talalhato.
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16. abra. Az NLR-ek és inflammaszéma komponensek szabdlyozasa agyi endotélsejtekben és pericitakban
oxidativ stressz és gyulladasos mediatorok hatasara.

(Az abra az el6z6 oldalon taldlhaté.)

A: A D3 human agyi endotélsejteket 600 UM H20: kezelésnek vetettiik ald 30 percig, illetve TNF-a-t (10 ng/ml),
IFN-y-t (100 ng/ml) vagy IL-1B-t (10 ng/ml) adtunk hozzéjuk 24 6raig. B: A D3 human agyi endotélsejteket LPS-
sel (1 ug/ml) vagy MDP-vel (100 pg/ml) kezeltiik 24 6raig, illetve 6 éra LPS kezelés utan 18 6ra MDP kezelésnek
vetettiik ald 6ket. C: A HBVP human agyi pericitakat 600 uM H0: kezelésnek vetettik ald 60 percig, illetve TNF-
o-t (10 ng/ml), IFN-y-t (100 ng/ml), IL-1B-t (10 ng/ml), LPS-t (1 pug/ml), MDP-t (100 ug/ml) vagy LPS-t és MDP-t
adtunk hozzajuk 24 éraig. A hétérképen dbrazolt génexpresszié-valtozast GAPDH-ra normaltuk és a kontrollhoz
viszonyitottuk (N = 3). A piros szin az expresszio-fokozddast, a zold a csokkenést jelzi. A bal felsé inszertek az
adatok normal eloszlasat mutatjak. CASP = kaszpaz (caspase).

Szamos gén regulacidja hasonld volt a két sejttipusban, példdul a NOD2 vagy az NLRP10
upreguldcioja IL-1PB vagy TNF-a hatdsdra, vagy a NOD2 és IL1B szintjének emelkedése LPS és
MDP jelenlétében. Ugyanakkor az NLRP9 esetében az oxidativ stressz kissé csokkentette,
mig a gyulladdsos citokinek kissé novelték az expressziét az endotélsejtekben, mig
pericitdkban épp ellenkezéleg, az oxidativ stressz emelte meg az expresszidt, mig a
gyulladasos jelek annak csdkkenését okoztak. Az NLRP9 sejtspecifikus reguldciéjanak oka

nem ismert, hiszen errél a fehérjérél azéta is kevés adat all rendelkezésiinkre.?%°

4.2.2 Az inflammaszémak aktivacidja agyi endotélsejtekben és pericitakban

Az agyi endotélsejtekben és pericitakban tehat szamos PRR van jelen, amelyek koziil egyesek
inflammaszémak kialakitasara is képesek. Ezért megvizsgaltuk, hogy 6sszeszerel6dhetnek-e

az inflammaszémak ezekben a sejtekben.

Eredményeink alapjan az agyi endotélsejt tenyészetekben LPS vagy MDP kezelés, illetve LPS
primingot koveté MDP aktivacié (LPS->MDP) hatasara megnétt a pro-IL-1B mennyisége a

sejtekben, és fokozddott a szekretdlt aktiv IL-1B mennyisége a fellldszéban (17. A abra).
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17. abra. Inflammaszéma-aktivacié agyi endotélsejtekben.

A: A pro-IL-1f expresszidja D3 sejtlizatumban, illetve az aktiv IL-1B fehérje mennyisége a tapfolyadékban 24 6ra
LPS vagy MDP, illetve 6 éra LPS-t kbvet6 18 ora MDP kezelés utan (WB). Az also két panelen bemutatott
denzitometralast N = 3 figgetlen kisérlet alapjan B-aktinra normalva végeztiik el és a kontrollhoz viszonyitottuk
(atlag + standard hiba, *P < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva, ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). B: Az aktiv IL-
1B fehérje mennyisége a tapfolyadékban ELISA-val mérve. N = 3, atlag * standard hiba, *P < 0,05 a kontrollhoz
viszonyitva, #P < 0,05 az LPS, illetve MDP kezeléshez viszonyitva (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). C: A
pro-IL-1B, klaudin-5 (clau-5) és okkludin (occl) expresszidja D3 sejtlizatumban, illetve az aktiv IL-1B fehérje
mennyisége a tapfolyadékban kanonikus (24 6ra LPS+MDP, LPS+ATP vagy LPS+nigericin kezelés), illetve nem-
kanonikus (1 pg/ml LPS 24 6érédig + az utolsé 6 érdban 2 ug/ml LPS Lipofectamine 2000-rel egyutt)
inflammaszéma-aktivacié hatdsara. Az alsé panel a B-aktinra normdlt és a kontrollhoz viszonyitott
denzitometralas eredményét mutatja be (N = 3, atlag * standard hiba, *P < 0,05, **P < 0,01 a kontrollhoz
viszonyitva, ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). Alkalmazott koncentracidk: 1 pg/ml LPS, 100 pg/ml MDP, 5
mM ATP, 10 uM nigericin.Lipof. = Lipofectamine. D: Reprezentativ IF képek kontroll és LPS+MDP-vel kezelt
PBEC sejtekrél. A nyilak a klaudin-5 (clau-5) szakadozottsagat, a nyilhegyek az NLRP3 feldusulasat mutatjak.
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A legerGsebb hatdst az LPS-t kdvet6 MDP kezelés (LPS->MDP) valtotta ki, amikor két
kiilonb6z6 priming és aktivator dgens hatott a sejtekre. A szekretdlt IL-1B mennyisége
viszonylag alacsony volt, de a kontrollhoz képest (0,48 pg/ml) az LPS—>MDP-kezelt sejtekben
10-szeresre emelkedett (4,82 pg/ml) (17. B abra). Mivel a Z-VAD-FMK kaszpaz gatldszer
teljes mértékben megakadalyozta az LPS->MDP altal indukalt aktiv IL-1B megjelenését a
fellluszéban, nagy valdszinliséggel kijelenthetjik, hogy inflammaszéma-aktivacié tortént az

agyi endotélsejtekben.

A priming és/vagy aktivacié jelenségét mas gyulladasos mediatorokkal is ki tudtuk valtani,
ugyanakkor a nem kanonikus Utvonalat is aktivalni tudtuk ezekben a sejtekben ugy, hogy
Lipofectamine 2000-rel LPS-t juttattunk a sejtekbe (LPS+LPS (Lipofectamine)) (17. C abra).
Az endotélsejtek ugy az apikalis, mint a bazolaterdlis stimulusokra reagaltak, és mindkét

iranyba képesek voltak IL-1B-t szekretalni.

Azt is megfigyeltik, hogy az inflammaszédma-aktivacid hatasara csokkent a sejtekben a
szoros kapcsolatok fehérjéinek mennyisége, leginkabb LPS+LPS (Lipofectamine) hatasara
(17. C abra). Immunfluoreszcens vizsgalatokkal a junkciék szakadozottsagat figyeltiik meg
LPS+MDP jelenlétében, illetve az NLRP3 megjelenését a sejtmagok koril (17. D abra). Ezzel
parhuzamosan az itt nem bemutatdsra kerlil6 TEER vizsgalataink is azt igazoltak, hogy

inflammaszdma-aktivaciét indukalé jelek hatasara séril a paracellularis barrier.

Az agyi pericitdkban nem tudtunk kimutatni kanonikus inflammaszéma-aktivaciét (18. A
abra). A leger6sebb priming hatdst az IFN-y+TNF-a kombindciéval tudtuk elérni, azonban
sem az MDP, sem az ATP (18. A abra), sem a flagellin, sem az LPS nem indukdlta az IL-1
hasitdsat. Azonban amikor az IFN-y+TNF-a priming mellett Lipofectamine 2000-rel LPS-t
juttattunk a sejtekbe (IFN-y+TNF-a+LPS (Lipofectamine)), 2 éra utan jelent6s mennyiség(
aktiv IL-1B-t tudtunk kimutatni a sejtek fellliszéjaban (18. B dbra), amely 4 6rdnal mar
csokkenni kezdett. Ebben az id6épontban 14,35 pg/ml volt az IL-1B koncentracidja a

tapfolyadékban, mig a kontrollban nem volt detektalhaté mennyiség.
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18. abra. Inflammaszéma-aktivacio agyi pericitakban.

A: A kanonikus inflammaszéma-aktivacié hianya agyi pericitdkban. HBVP sejteket kezeltiink IFN-y (100 ng/ml),
TNF-a (10 ng/ml) és MDP (100 ug/ml) vagy ATP (5 mM) kombinacidjaval. A pro-IL-1B-t a sejtlizatumban, az
aktiv format a tapfolyadékban vizsgaltuk. Reprezentativ WB N = 3 fliggetlen kisérletbdl. B: Nem-kanonikus
inflammaszéma-aktivacié HBVP sejtekben Lipofectamine 2000-rel a citoplazmaba juttatott LPS hatdsara. A pro-
IL-1B-t a sejtlizdtumban, az aktiv format a tapfolyadékban vizsgaltuk. Reprezentativ WB N = 3 fliggetlen
kisérletbdl. Lipof. = Lipofectamine. C: Nem-kanonikus inflammaszéma-aktivacié HBVP sejtekben OMV-k, illetve
E. coli baktériumok hatasara. i: Konfokalis mikroszképos kép a zolddel jel6lt E. coli internalizacidjarél HBVP
sejtekben. A vizszintes és fligg6leges vonalak mentén készilt z-iranyu felvételek igazoljak, hogy a baktériumok
a sejtekben helyezkednek el. ii: Az E. coli baktériumok tapfolyadékabal izolalt OMV-k atomerd mikroszkdpos
deflekcids képe. A nyilak az OMV-ket jel6lik a PBS kristalyok kozott. iii: Az IL-1B felszabadulasa az OMV-k és a
baktériumok hatasara. Az OMV-ket 0,3 mg/ml, 3 mg/ml, 30 mg/ml és 150 mg/ml fehérje koncentracidban
adtuk a sejtekhez. Az E. coli-t 107 CFU/lyuk siirliségben adtuk a 6-lyukl lemezben tenyésztett HBVP sejtekhez.
Minden reprezentativ WB N = 3 fliggetlen kisérletb6l szarmazik. CFU = telepképzd egység (colony forming unit).
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Mindez azt jelenti, hogy ezekben a sejtekben az inflamaszémak csak nem kanonikus Uton
aktivalhatok. Az agyi pericitdk fagocitdzisra képes sejtek,?*! igy baktériumok vagy bakteriélis
vezikuldk bekebelezésével vehetik fel az LPS-t, amely intracelluldrisan beindithatja a nem
kanonikus inflammaszéma Utvonalat. Igazoltuk, hogy a pericitdak képesek E. coli
baktériumokat fagocitalni (18. C/i dbra). Ezutan baktérium tenyészeteket, illetve az ezekbdl
izolalt OMV-ket (18. C/ii abra) adtunk a pericitdkhoz, és megvizsgaltuk az IL-1B szekréciot.
Kisérleteink igazoltak, hogy ugy a vezikuldk, mint a baktériumok indukaljdk az

inflammaszéma-aktivaciot agyi pericitakban (18. C/iii abra).

4.2.3 Az agyi endotélsejtek és pericitak kozotti inflammaszoma-figgé

kommunikacio

Az agyban a gyulladasos reakciokban résztvevd legfontosabb sejtek a mikrogliasejtek és az
asztrocitak; a vaszkularis sejteknek, feltételezéslink szerint, inkabb moduldlé és kozvetit6
szerepe lehet ezekben a folyamatokban. Ezért megvizsgdltuk, hogy az inflammaszéma
aktivacidja az agyi endotélsejtekban vagy pericitakban indukal-e barmilyen valtozast a masik

sejttipusban, azaz kozvetitik-e egymasnak a gyulladasos jeleket ezek a sejtek.

Elsé lépésben a pericitdakban indukaltunk inflammaszéma-aktivaciot, majd a szekretalt
faktorokat tartalmazoé felliluszoval (peri.-kond. IFN-y+TNF-a+LPS (Lipofectamine)) az agyi
endotélsejteket bazolaterdlis iranybdl kezeltiik, a két sejttipus in vivo elhelyezkedésének
megfelel6en (19. A abra). Kontrollként egy lires, pericitdakat nem tartalmazd csészébe
helyeztik az indukdld koktélt (IFN-y+TNF-a+LPS (Lipofectamine)), majd ezt adtuk az
endotélsejtek bazolateralis oldaldhoz. Ahogy kordbbi eredményeink alapjan vartuk, a
gyulladasos mediatorok 6nmagukban is megnovelték az IL1B mRNS mennyiségét az
endotélsejtekben, azonban a gyulladdsos mediatorokkal kezelt pericitdkrél szarmazé
tapfolyadék még nagyobb mértékd IL1B felszaporodast okozott az endotélsejtekben (19. B
abra). Ezzel parhuzamosan sériilt az endotelidlis barrier, hiszen csokkent a klaudin-5 és az
okkludin  mennyisége, legnagyobb mértékben a peri--kond. IFN-y+TNF-o+LPS
(Lipofectamine) hatasdra (19. C abra). Ezen eredmények igazoltak azt a feltevést, hogy a
pericitak kozvetitik az érzékelt gyulladasos jeleket az endotélsejteknek, illetve a szoros

kapcsolatok megnyitasaval valdszin(ileg a periféria felé is.
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19. abra. Az agyi endotélsejtek valasza a pericita inflammaszéma-aktivaciora.

A: A kisérleti feldllds sematikus dbrdja. B: Az IL1B mRNS expresszidja D3 agyi endotélsejtekben citokinek, illetve
citokinekkel aktivalt HBVP pericitakrdl szarmazo kondicionalt médium hatasara. N = 3, atlag + szérds, **P <
0,01 a kontrollhoz viszonyitva, ##P < 0,01 az IFN-y+TNF-a koktéllal kezelt endotélsejtekhez viszonyitva, 1P <
0,01 az IFN-y+TNF-a+LPS (Lipof.) kezelést kapott endotélsejtekhez viszonyitva (ANOVA és Bonferroni post-hoc
teszt). C: A szoros kapcsolatok fehérjéinek mennyiségének valtozasa D3 agyi endotélsejtekben citokinek, illetve
citokinekkel aktivalt HBVP pericitakrdl szarmazoé kondicionalt médium hatasara. A grafikon N = 3 flggetlen
kisérletbl WB mddszerrel kimutatott fehérjemennyiségek denzitometralasi adatait tartalmazza. Atlag +
széras, *P < 0,05, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyitva (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). Peri.-kond.
kontroll = nem aktivalt pericitdkrdl szarmazé kondiciondlt médiummal kezelt endotélsejtek. Peri.-kond. IFN-
y+TNF-a = IFN-y+TNF-a koktéllal aktivalt pericitdkroél szarmazd kondicionalt médiummal kezelt endotélsejtek.
Peri.-kond. IFN-y+TNF-a+LPS (Lipof.) = nem-kanonikus inflammaszéma-aktivacio utan a pericitakrél szarmazé
kondicionalt médiummal kezelt endotélsejtek. Lipof. = Lipofectamine.
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A forditott iranyban torténd jeldtvitelt is megvizsgaltuk, azaz az endotélsejtekben aktivaltuk
az inflammaszéma utvonalat, apikalis irdnybdl, majd a bazolateralis tapfolyadékot gyijtottik

be (kond. IFN-y+TNF-a+LPS) és helyeztiik a pericitakra (20. A abra).

endotélsejtek aktivalasa (4 6ra):

IFN-y+TNF-a+LPS NLRP3 Hoechst
= kanonikus infl. aktivacio B

\

kontroll kond. kontroll

agyi endotélsejtek

IFN-y+TNF-a+LPS kond: IFN-y+TNF-a+LPS

T

(24 6ra)

\;

[_L_ \e = s |agyipericitak

endotél-kondicionélt médium

20. abra. Az agyi pericitak valasza az endotelialis inflammaszoma-aktivaciora.

A: A kisérleti felallas sematikus dbraja. B: Az NLRP3 fehérje expresszidja HBVP agyi pericitakban citokinek,
illetve citokinekkel aktivalt D3 endotélsejtekrél szarmazé kondicionalt médium hatdsara. Reprezentativ IF
képek N =2 fliggetlen kisérletbdl. Kond. IFN-y+TNF-a+LPS = IFN-y+TNF-a+LPS koktéllal aktivalt endotélsejtekrdl
szarmazé kondicionalt médiummal kezelt pericitak.

Kontrollként tres filtereket hasznaltunk, amelyekre nem szélesztettlink endotélsejteket, és
az apikalis kompartimentumba helyeztiik az aktivald koktélt, majd a bazolateralis oldalrdl
gyljtottink tapfolyadékot a pericitak szamara (IFN-y+TNF-a+LPS). A pericitdkban az NLRP3
megjelenését kovettik nyomon, és jelentés mértékd upreguldciot csak az aktivalt
endotélsejtekrél begydjtott médium hatasara lattunk (20. B abra). Igazoltuk tehdt azt a
hipotézisiinket, miszerint az endotélsejtek az apikalis iranybdl (tehdt a perifériardl) jové

gyulladasos szignalok hatdsara aktivaljak a pericitakat az agyban.

4.2.4 Inflammaszéma-aktivacio a neurovaszkularis egység sejtjeiben

patoldgias korilmények kozott

Végul arra voltunk kivancsiak, hogy milyen szerepet jatszanak a neurovaszkularis egység
sejtjeiben aktivdlédd inflammaszomak kiilonb6z6 patoldgias folyamatokban. Ehhez

periférias idegsériiléses modelleket hasznaltunk, illetve agyi metasztazisokban is
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megvizsgdltuk az inflammaszémak szerepét — utdbbit a 4.3.5 fejezetben ismertetjik. Bar
ezekben a modellekben nem els6sorban a vaszkuldris sejtekben jelentek meg az
inflammaszémak, érdekes megallapitasokat tettiink a neurovaszkularis egység neuronalis és

glidlis elemeinek gyulladasos folyamatokban bet6ltott szerepérdl.

A periférids idegek kozul a Ill. és a XIl. agyideget, valamint az UlSideget roncsoltuk
enukleacio, illetve a n. hypoglossus, valamint a n. ischiadicus szintjén végzett axotémidval.
Az emlitett agyidegek magjaiban az NLRP3 fehérje mennyiségének ndvekedését észleltik az
idegsériilés hatdsdra (21. A dbra). Az NLRP3 szintjének emelkedése azonban nem az ereket

érintette és nem is a gliasejteket, hanem a mozgatd idegsejteket.

Az inflammaszdéma-aktivacioét a n. hypoglossus-ban vizsgdltuk elészor, amelyet az IL-1B aktiv

formajanak felszaporoddsa igazolt (21. B abra).

A n. ischiadicus sérilése utan az IL1B mRNS mar egy nap utdn megjelent a motoneuronokban
a sérilés oldaldn (22. A dbra). Az NLRP3 fehérje is koran upreguldlodott ezekben a sejtekben,
majd expresszidja tovabb fokozddott 3, illetve 7 nap elteltétvel (22. B dbra). A ChAT (kolin-
acetil-transzferdz, choline acetyltransferase) fehérjével valé kolokalizacidja arra utalt, hogy
az NLRP3 itt is a motoneuronokban szaporodott fel, rdaddsul ugyanazokban a sejtekben,
amelyekben az ASC adapter fehérje is megjelent (22. C abra). Ez az inflammaszoma
Osszeszerel6déséhez volt sziikséges, amelynek eredményeként az IL-1B aktiv formava
hasitodott (22. D abra). Ezt a folyamatot nemcsak az NLRP3 inflammaszéma specifikus
inhibitoraval, az MCC950-nel,>®? hanem 5-BDBD-vel is gatolni tudtuk, amely a P2X4 purinerg
receptor antagonistdja. Ez ATP-fligg6 folyamatokra utalt, az ATP pedig a traumas sériilés

kovetkeztében juthatott ki az extracellularis térbe.
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21. dbra. Centralis inflammaszéma-aktivaciod periférias idegsériilést kovetden.

A: Az NLRP3 fehérje mennyiségének fokozdéddsa a Ill. és a Xll. agyidegi mag neuronjaiban a megfelel6 ideg
atvagdsanak hatasara 4 nappal a m(itét utan. Reprezentativ IHC képek N > 3 kisérletbdl. Az agyidegi magok
hatarat a metszeteken szaggatott vonal jelzi. B: Az IL-1B fehérje expresszidjanak valtozdsa axotdomia hatadsara
a Xll. agyideg magjaban. Reprezentativ WB-ok és B-aktinra normalt denzitometrids adatok N = 3 fliggetlen
kisérletbdl, 4 nappal az idegsériilés utan. Atlag + szdéras, *P < 0,05, ***P < 0,005 a kontrollhoz viszonyitva
(ANOVA és Fisher LSD post-hoc teszt).

Azt is igazoltuk, hogy a neuronokban aktivalddé inflammaszémdk hozzdjarulnak a
mikroglidzis kialakuldsahoz. Késébbi id6pontokban az inflammaszéma komponensek a
mikrogliasejtekben is megjelentek, am inflammaszéma-aktivaciora utald jeleket ezekben a

sejtekben nem talaltunk.
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A kontroll oldal axotomia (1 nap)
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22. abra. Axotomia-indukalta inflammaszéma-aktivacio gerincvel6i motoneuronokban.

A: Az IL1B mRNS detektalasa gerincvel6i motoneuronokban a n. ischiadicus dtvagdsa utan. Reprezentativ ISH
képek 1 nappal az axotdmia utan. Az IL1B-t a fekete precipitatumok jelzik, kék = hematoxilin festés. A jobboldali
kép a kozépss kép inszertjének nagyitasa. A szaggatott vonalak a mellsé szarv hatarat, a nyilak az er6sen IL1B-
pozitiv idegsejteket jeldlik. B: Reprezentativ NLRP3 IF képek 1, 3 és 7 nappal az axotdmia utan a gerincvel6
lumbdris régidjaban. A szaggatott vonalak a fehérallomany és a mellsé szarvi sziirkeallomany hatarat jeldlik. N
= 3. C: Reprezentativ IF képek 3 nappal az axotdmia utan a lumbaris régié mellsé szarvaban. N = 3. A nyilak az
NLRP3 és az ASC kolokalizaciojat jelélik a motoneuronokban. D: Reprezentativ WB a gerincvel§ lumbaris
szakaszabdl a n. ischiadicus atvagasa utan 3 nappal, hordozéanyaggal (DMSO kontroll), illetve naponta 5 mg/kg
5-BDBD-vel vagy 10 mg/kg MCC950-nel kezelt dllatokban. Az oszlopdiagram a denzitometrélas adatait mutatja
be (B-aktinra normalva, kontroll oldalhoz viszonyitva). N = 3, atlag + standard hiba, **P < 0,01 a kontroll
oldalhoz viszonyitva, #P < 0,05, ##P < 0,01 az ax. DMSO kontrollhoz viszonyitva (ANOVA és Bonferroni post-hoc
teszt). Ax. = axotdmia.
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23. dbra. Az axotomia-indukalta inflammaszéma-aktivacié funkcionalis kovetkezményei.

A: Az SFl id6beni véltozasa a n. ischiadicus atvagasa és az azt kovetd koaptacidé utan. N = 5, atlag + standard
hiba, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,005 a hordozdéanyaggal kezelt dllathoz (koapt. DMSO kontroll) viszonyitva
az adott id6pontban.

(Az abrafelirat a kovetkezd oldalon folytatodik.)
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23. abra. (folytatas az el6z6 oldalrdl) B: A n. ischiadicus regeneracidja MCC950 kezelés, illetve az IL-1B
intratekalis neutralizacidjanak hatasara 5 nappal a koaptacio utan. A kezeléseket az allatok az els6 harom
napban kaptak. Reprezentativ IF képek N = 3-4 allatbdl. A szaggatott vonal a koaptdcids zénat jeldli. p75 = p75
neurotrofin receptor (Schwann-sejt marker), NEFM = neurofilamentum koztes lanc fehérje (neurofilament
medium chain; axondlis marker). Koapt. = axotdmia + koaptdcio.

Felmeriilt a kérdés, hogy milyen funkcionalis kovetkezménnyel jar a periférids idegsérilést
koveté motoneuronalis inflammaszédma-aktivaci6. Ehhez az idegatvagdst kovetSen
Osszevarrtuk az Gl6ideg csonkjait, majd az allatokat inflammaszdma, illetve P2X4 gatldszerrel
kezeltiik. Az SFI, amely az ideg funkcionalis regenerdaciéjat mutatja, szignifikdnsan
meredekebben emelkedett az MCC950-nel, valamint az 5-BDBD-vel kezelt allatokban, mint
a megfelelé kontrollokban (23. A abra). Ez azt jelenti, hogy az inflammaszdéma-aktivacié
gatolja a regenerdciot. Ezt igazolta a koaptacids zéndba benové axonok jelentésen magasabb
szdma az inflammaszoma gatlészerrel kezelt dllatokban, illetve az IL-1B intratekalis

neutralizacidja utan (23. B abra).

Az MCC950, mivel szisztémasan adagoltuk, Ggy a periféridn —példaul a sérilt idegben —, mint
centralisan gatolni tudta az NLRP3 inflammaszéma-aktivaciét. Az IL-1B neutralizalé
ellenanyagok intratekdlis adminisztracidja azonban csak lokalisan, a gerincvelGben fejtette
ki hatasat, igy bebizonyitottuk, hogy a kdzponti idegrendszeri inflammaszéma gatlas az,
amely el8segiti az axonok regeneracidjat. Mivel a kezeléseket csak az els6 harom napon
kaptak az egerek, amikor csak a motoneuronokban Ilattunk NLRP3 jelet, az is nagy
valdszinlséggel kijelenthet6, hogy a motoneuronalis inflammaszdma gatlas jatszott szerepet

az idegregeneracio javulasaban.

Osszességében tehat megallapitottuk, hogy periférids idegsériilések soran aktivalédik az
NLRP3 inflammaszédma az érintett mozgatd idegsejtekben, amely gatolja az ideg
regeneracidjat. Igy az inflammaszéma gatlészereknek, amelyeknek fejlesztése nagy erékkel
folyik,®3 fontos szerep juthat nemcsak kdzponti idegrendszeri vagy szisztémas gyulladdsos

betegségek kezelésében, hanem periférids idegrendszeri patoldgidkban is.

4.3 Az agyi attétes tumorok kialakuldsanak mechanizmusai

Munkam legnagyobb része az agyi metasztazisok kialakuldsanak megértésére iranyult.

Megvizsgaltuk, hogy a daganatsejtek hogyan jutnak at a vér—agy gaton, illetve azt, hogy
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hogyan képesek tuléni az agyi kornyezetben. Els6sorban azok a mechanizmusok érdekeltek
bennilinket, amelyek a neurovaszkularis egység sejtjeihez kotédnek. Ezért feltérképeztiik,
hogy milyen valtozasokon megy at az agyi endotélium a tumorsejtek elakadasatél az érfalon
vald atjutasig. Miutan felmértiik a transzmigracidban szerepet jatszo legfontosabb jelatviteli
Utvonalakat, a metasztatikus sejtek és a pericitdk, illetve az asztrocitdk kozotti

kélcsdnhatasokat tanulmanyoztuk.

4.3.1 A metasztatikus sejtek elakaddsa az agyi erekben és atvandorlasa a vér—

agy gaton

A metasztazisok képzddésének agyi sajatossagaként a kiserekben elakadd tumorsejtek
napokig a lumenben maradnak anélkiil, hogy &tvandorolndnak az érfalon.'’* A mi
emlékarcindma agyi metasztazis egérmodelliinkben is azt tapasztaltuk, hogy maga az
atvandorlas rendszerint a tumorsejtek keringésbe jutasa utani 4. nap kornyékén kovetkezik
be a legnagyobb valdszinliséggel. Kisérleteinkkel el6szor arra a kérdésre kerestik a valaszt,
hogy mi torténik ez alatt a négy nap alatt az agyi erekkel, amig a tumorsejtek az agyi erek

lumenében tartdzkodnak.

Megfigyeltiik, hogy a kapillarisfalon valé transzmigracio el6tt és alatt az endotélsejtek
izolaltdk az emlbkarcindma-sejteket a keringd vértél. Ezt egyrészt érdsszehuzddassal,
masrészt endotelidlis dugdk kialakitasaval érték el (24. A, B dbra). A lumen obstrudlasa
leggyakrabban a tumorsejt mindkét oldalan bekovetkezett gy, hogy az endotéldugdk teljes
elzarédast okoztak az esetek 61%-dban, 24%-ban lattunk részleges elzarast, 9%-ban
figyeltiink meg vazokonstrikciot, mig csupan 6%-ot tett ki az atjarhaté erek aranya a
metasztatikus sejtek kozelében. Feltételezéslink szerint az ilyen jelleg(i izolalas hozzajarulhat
a metasztatikus sejtek védelméhez az immunsejtekkel, valamint a nyiréerékkel szemben,

amelyek a keringd tumorsejtek pusztuldsat okozhatnak.1’®

Az endotéldugdkat a kapillarisok falat bélel6 endotélsejtek sejtmagjai alakitottak ki (24. C
abra), amelyek minden iranyban elzarhattdk a lument az eldgazdéddsokban levé tumorsejtek
korul (24. D abra). Felmerilt benniink, hogy a dugdk az endotélsejtek szaporodasaval
alakulnak ki, azonban EdU festéssel nem lattunk endotelialis proliferaciét a tumorsejtek

kdzelében, mig maguk a daganatsejtek akar az erek lumenében is osztédtak (24. E abra).
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Tehat az endotélsejtek sejtmagjai nem proliferacid, hanem endotelidlis dtrendezddés révén

tiremkedtek be az érbe.

24. abra. Az agyi erek elzarédasa az elakadt tumorsejtek kdzelében.

FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlSkarcinéma-sejteket injektaltunk, majd 3-4 nap utan
kétfoton-, illetve konfokalis mikroszképidval vizsgdltuk a tumorsejt—endotélsejt interakcidkat az agyban.
Z6ld/z6ldessarga = endotélsejtek, piros = tumorsejtek, kék = sejtmagok (Hoechst jel6lés). A nyilak az
endotéldugot, a szaggatott nyilak az érdsszehldzddast, a nyilhegyek az atvandorld tumorsejtet jel6lik. A:
Reprezentativ kétfoton-mikroszképos felvétel (z-projekcié). B: Reprezentativ konfokalis mikroszképos
felvételek (z-projekcid, illetve egy optikai szelet). C: Konfokalis mikroszképos felvételek (z-projekcidk) annak
bizonyitasdra, hogy az endotéldugdkat az endotélsejtek magjai alakitjdk ki. D: Reprezentativ konfokalis
mikroszképos felvétel (z-projekcid) tdbb irdnyban megjelené endotéldugdkrél. Clau-5 = klaudin-5. E: A
szaporodé sejtek EdU jelolése (konfokalis mikroszképos z-projekcid). A kett6s nyilhegy a lumenben taldlhatd,
EdU-pozitiv tumorsejtet mutatja, mig a tripla nyilhegy egy bazolateralis endotelidlis membranhdlyagot.
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Azt is megfigyeltik, hogy a lumenben elakadt tumorsejtekkel kapcsolatba keril6
endotélsejteken bazolaterdlis hélyagok kezdtek megjelenni (24. E abra), amelyek klaudin-5-
pozitivak voltak (25. A abra). Az endotelialis holyagok szama gyakran jelent6sen megn6étt az
atvandorlas alatt (25. B abra), akar teljes endotelidlis reorganizacidt okozva (25. C abra). A
tumorsejtek atvandorldsa utdn azonban, a kapillarishalézat szerkezete rovid idé alatt
visszarendez6dott (25. C abra), mig endotélsejt-pusztuldst csak nagyon ritkan tapasztaltunk.
Az, hogy milyen jelent6sége van a nem-apoptotikus endotelidlis hdélyagosoddsnak a

daganatos transzmigracidban, jelenleg nem ismert.

’

25. abra. Az agyi erek hdolyagosodasa a lumenben elakadt és atvandorlé tumorsejtek hatasara.
FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlSkarcindma-sejteket injektaltunk, majd 3-4 nap utan
kétfoton-, illetve konfokalis mikroszképidval vizsgdltuk a tumorsejt—endotélsejt interakcidkat az agyban.
Z6ld/z6ldessarga = endotélsejtek, piros = tumorsejtek, kék = sejtmagok (Hoechst jel6lés). A nyilak az
endotelidlis hdlyagokat, a szaggatott nyil az atvandorld, a nyilhegy az atvandorolt tumorsejtet jeloli. A:
Reprezentativ konfokalis mikroszkdpos felvétel (z-projekcid) a klaudin-5-pozitiv hélyagokrél. Clau-5 = klaudin-
5. B: Reprezentativ kétfoton-mikroszképos felvétel (z-projekcid) az endotelialis hdlyagosodasrél az atvandorlé
tumorsejt kozelében. C: Kétfoton-mikroszkdpos felvétel egy atvandorldé tumorsejt koriili intenziv endotelialis
holyagosodasrdél, amely szinte teljesen megsz(int a transzmigracio befejezése utan. A szdmok az azonos ereket
jelolik a két képen.
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Azt is észrevettiik, hogy az elakadt tumorsejtek koril tobbszérds lumennel rendelkezd erek
alakultak ki az atvandorlas el6tt (26. A dabra), valdszinlileg a véraramlas biztositasa
érdekében. Maga a transzmigracidé — az in vivo modellben végzett megfigyeléseink alapjan —
egy szlk péruson keresztil (26. A dbra), maskor szélesebb nyildson at valosult meg (24. B
abra, 26. B abra). Ami az atjutasi uUtvonalat illeti, szerettiik volna tisztdzni, hogy a
paracelluldris atvandorlas mellett a transzcelluldris transzmigracié is szerepet jatszik-e a
tumorsejtek vér—agy gdton valé diapedézisében. Ezekhez a kisérletekhez
Osszehasonlitasképpen melandmasejteket is hasznaltunk, amelyekrél korabban leirtuk, hogy
képesek karositani a szoros kapcsolatokat és igy paracellularisan atvandorolni az agyi
endotélsejtek rétegén.?** In vitro modellben azt figyeltik meg, hogy az eml&karcindma-
sejtek nem szakitottdk fel az agyi endotélsejtek szoros kapcsolatait, mig a melandmasejtek
—korabbi eredményeinkkel 6sszhangban — nagy terileteken karositottak azokat (26. C abra).
Ez arra utalt, hogy az eml6karcindma-sejtek a melandmasejtekhez viszonyitva kevésbé

hatékonyan nyitjdk meg a paracelluldris Utvonalat.

A transzcellularis migraciés utvonal lehet6ségét nagy felbontdsu, elektronmikroszképos
felvételeken vizsgaltuk tovabb. Technikai okokbdl ezt is in vitro modellben tudtuk
megvaldsitani. Eredményeink alapjan az eml6karcindmasejtek képesek voltak az agyi
endotélsejtek kdzé beékelédni (26. D abra), azonban nemcsak a paracelluldris Utvonalat
haszndltdk az 4atvandorlashoz, hanem az endotélsejtek citoplazmajan keresztiili
transzcelluldris utvonalat, amelynek sordn épek maradtak a szoros kapcsolatok (26. E abra).
Melanédmasejtek esetében nem lattunk transzcellularis atvandorlast, a tumorsejtek mindig
két endotélsejt kozé interkaldlddtak, és a szoros kapcsolatok karositasaval paracelluldrisan
vandoroltak at (26. F, G abra). Ennek megfelel6en az agyi endotélsejtek sejtindexét —amely
a sejtek impedanciajanak mérészama, és amelyet nagyban meghatdroz a szoros kapcsolatok
altal biztositott ellendlldas —a melandmasejtek szignifikdnsan csokkentették, mig a kiilonb6z6
emlékarcindma-sejtek nem (26. H abra). Eml6karcindma-sejtek esetében allatmodellben is
[attunk transzcellularis transzmigraciéra utald jeleket, azaz az atvandorld sejt koril épen
maradtak a junkcidk (26. B &abra). Osszességében tehat elséként igazoltuk, hogy az
emlGkarcindma-sejtek képesek atjutni a vér—agy gaton a transzcellularis Utvonalat

hasznalva.
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26. abra. A tumorsejtek paracelluldris és transzcelluldris atvandorlasa az agyi endotéliumon.

A: FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlkarcindma-sejteket injektaltunk, majd 4 nap utan
kétfoton-mikroszkoépiaval vizsgaltuk a tumorsejtek atvandorlasat. A képek két optikai szeletet abrazolnak
ugyanabbdl a régidbdl. Z6ld/z6ldessarga = endotélsejtek, piros = tumorsejtek. A nyil az atvandorlasi pérust
jeloli. A nyilhegyek a tobbcsatornas kapillarist mutatjak. B: Reprezentativ konfokalis mikroszkdpos felvétel (z-
projekcid) egy tdTomato-4T1 emlékarcindma-sejtekkel beoltott allatbdl szarmazd agyszeletrél, amely az
atvandorlé tumorsejt kozelében az intakt klaudin-5 jelet mutatja. A nyil az atvandorlas helyét mutatja, a
nyilhegy egy endotelidlis hélyagot jeldl. C: Konfluens RBEC sejtrétegre Cell tracker reddel jel6lt eml&karcindma
(MDA-MB-231), illetve melandma (A2058) sejteket helyeztiink, majd 5 éra utan a tenyészeteket fixaltuk. A
nyilak a klaudin-5 jel hidnyat mutatjak. D: MDA-MB-231 sejteket szélesztettiink konfluens RBEC sejtrétegre,
majd 8 dra utan fixaltuk a tenyészeteket. Reprezentativ TEM felvétel egy eml6karcindma-sejtrél, amely két
endotélsejt kozé interkaldlédik. A nyil a szoros kapcsolatokat mutatja, a nyilhegy egy endotelialis
membranprotraziéra mutat. E: MDA-MB-231 sejteket szélesztettiink konfluens RBEC sejtrétegre, majd 8 6ra
utan fixaltuk a tenyészeteket. Sorozatmetszetbdl szarmazé TEM felvételek egy transzcelluldrisan atvandorld
eml6karcindma-sejtrél. A nyilak a szoros kapcsolatokat jelolik.

(Az abrafelirat a kovetkezd oldalon folytatodik.)
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26. abra. (folytatds az el6z6 oldalrdl) F: Reprezentativ TEM kép egy paracellularisan atvandorlé B16/F10
melanémasejtrél 8 draval a konfluens RBEC sejtekre vald szélesztés utan. A nyil a két endotélsejt kdzotti hatart,
mig a nyilhegy egy endotelidlis membranprotriziot jeldl. G: RBEC endotélsejtek kozé interkalalédott B16/F10
melanémasejt. Reprezentativ TEM kép 8 6raval a tumorsejteknek a konfluens RBEC sejtekre vald kirakasa utan.
H: Az RBEC sejtindex id8beni valtozdsa kiilonb6z8 tumorsejtek hatdsara. 0 id6pont = a tumorsejtek rahelyezése
az endotélrétegre. Atlag + standard hiba, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyitva az egyes idépontokban (ANOVA
és Bonferroni post-hoc teszt). Endot = endotélsejt, tu = tumorsejt, clau-5 = klaudin-5.

4.3.2 Jelatviteli folyamatok a daganatos sejtek vér—agy gaton valo

transzmigracidja soran

A transzendotelidlis migracidban szerepet jatszé jelatviteli utakat szintén in vitro
modellekben tudtuk tanulmdnyozni ugy melandmasejtek, mint eml6karcindma-sejtek
esetén. Kisérleteinkben a Rho/ROCK és Rac, valamint a PI3K szignalizacié szerepére
fokuszaltunk. Az el6bbiekre a citoszkeleton, és ezaltal a sejtek mozgdsdnak szabalyozdsa
miatt.2%>2% A Rho GTP-azok a tumorsejtek vandorlasat is meghatarozzak: a magas Rac és
alacsony Rho aktivitds a mezenchimalis, proteolitikus mozgdsra jellemz8, mig alacsony Rac
aktivitas mellett a Rho/ROCK dtvonal a tumorsejtek amdboid tipusi morfolégiajanak és
haromdimenzids haladasanak a szabalyozdja.??” A PI3K/Akt/mTOR jelatvitel pedig azért
keriilt az érdekl6désiink kozéppontjaba, mert a daganatellenes terapia egyik legfontosabb

célpontja,?®® masrészt a Rac szabalyozdja.?*®

Az atvandorlds el6tt a tumorsejteknek le kell tapadniuk az endotélrétegre, igy els6ként ezt a
[épést vizsgaltuk meg. A ROCK gatldszerek, az Y27632 és a fasudil, jelent6sen megnovelték
az endotélrétegre letapadt melandmasejtek szamat, elsésorban a lapos, mezenchimalis
morfoldgidjuakét (27. A abra). Az EHT1864 Rac inhibitor nem szignifikdnsan csékkentette az
agyi endotésejtekre tapadd melandmasejtek szamat, mig mindkét utvonal gatlasa esetén a
ROCK gatlészerek hatdsa érvényesilt jobban (27. A dbra). Az Y27632 jelent6sen megndvelte
az adhézids erét is a melandmasejtek és az agyi endotélsejtek kdzott, amit AFM-mel tudtunk
mérni (27. B abra). Az LY294002 PI3K gatlészer ugyanakkor jelent6sen csokkentette az
endotélrétegre letapaddé melandmasejtek szdmat (27. C dbra). EmIGkarcindma-sejtek esetén
a ROCK gatlészerek nem novelték az adhézidt, azonban a Rac inhibitor szignifikdnsan

csokkentette azt, akarcsak az LY294002 (27. D abra).
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27. abra. A Rho/ROCK, Rac és PI3K utvonalak szerepe a tumorsejtek agyi endotélsejtekhez vald
letapadasaban.

A: OG-jelolt A2058 melandmasejteket adtunk konfluens D3 tenyészetekhez ROCK (Y27632, fasudil) vagy Rac
inhibitor (EHT1864), illetve ezek kombinacidjanak jelenlétében, majd 90 perc utan eltdvolitottuk az Uszé
sejteket. A letapadt kerek és lapos melandmasejteket fluoreszcens mikroszkdépban szamoltuk meg, és a
kezeletlen (kontroll) mintahoz viszonyitottuk. N = 3, tlag  szérds, *P <0,05 a kontrollhoz viszonyitva, #P < 0,05
az Y27632-vel kezelt sejtekhez viszonyitva, TP < 0,05 a fasudillal kezelt mintdkhoz képest (a lapos és kerek
sejteket Gsszesitve; ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). B: A funkcionalizalt AFM konzolon levé OG-jelolt
A2058 melandma sejtet konfluens D3 sejtkultirahoz kozelitettiik, majd nyomon kovettik az adhézids er6t. A t
= 0 id6pontban a tenyészeteken médiumot cseréltiink kontroll, illetve Y27632-t tartalmazé médiumra. N = 5,
atlag + szoras C: OG-jelolt A2058 sejteket adtunk konfluens D3 tenyészetekhez PI3K inhibitor (LY294002)
jelenlétében, majd 90 perc utdn megszamoltuk a letapadt melandmasejteket. N = 3, atlag + szérds, *P < 0,05 a
kontrollhoz viszonyitva (a lapos és kerek sejteket Gsszesitve; Student t-teszt). D: Az OG-jelolt MDA-MB-231
eml6karcindma-sejteket konfluens D3 tenyészetekre szélesztettlik ROCK (Y27632, fasudil), Rac (EHT1864) vagy
PI3K inhibitor (LY294002) jelenlétében, majd 90 perc utan eltdvolitottuk az Usz6 sejteket. Az abra az
endotélsejtekre tapadt tumorsejteket mutatja be. N = 3, atlag + széras, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyitva,
##P < 0,01 az Y27632-vel kezelt sejtekhez viszonyitva, TtP < 0,01 a fasudillal kezelt mintakhoz képest (a lapos
és kerek sejteket dsszesitve; ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). A tumorsejteket 2,5 x 10* sejt/cm?
slrlségben helyeztik a 24-lyukd lemezen tenyésztett konfluens endotélrétegre (A, C, D). Alkalmazott
koncentracidk: 10 uM Y27632, 10 uM fasudil, 20 uM EHT1864, 25 uM LY294002.
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28. abra. A Rho/ROCK, Rac és PI3K utvonalak szerepe a tumorsejtek agyi endotélsejteken vald

atvandorlasaban.

A: OG-jeldlt A2058 melandmasejteket adtunk a 8 um pérusméretli membranokon tenyésztett konfluens RBEC
tenyészetekhez Y27632 jelenlétében. 5 d6ra utan a sejteket eltavolitottuk a membran felszinérél, és
megszamoltuk az endotélrétegen és a membran porusain atvandorolt tumorsejteket. N = 5, atlag + szérds, **P
< 0,01 a kontrollhoz viszonyitva (Student t-teszt). B: OG-jelolt A2058 melandmasejteket adtunk a 8 um
porusméret(i membranokon tenyésztett konfluens RBEC tenyészetekhez LY294002 jelenlétében. 5 6ra utan a
sejteket eltavolitottuk a membran felszinérdl, és megszamoltuk az endotélrétegen és a membran pdrusain
atvandorolt tumorsejteket. N = 2, atlag + szoras, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyitva (Student t-teszt).

(Az dbrafelirat a kovetkez6 oldalon folytatodik.)
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28. abra. (folytatds az el6z6 oldalrél) C-F: A tumorsejteket (A2058 melanéma, illetve MDA-MB-231
eml6karcindma) 12-lyukd lemezben tenyésztett D3 agyi endotélsejtekre szélesztettiik EHT1864 vagy LY294002
jelenlétében, majd 5 percenként faziskontraszt felvételt készitettiink réluk 6 6ran keresztiil. Az atvandorld
sejteket megszamoltuk, és a kontroll figgvényében abrazoltuk. N = 3, dtlag + szérds, **P < 0,01 a kontrollhoz
viszonyitva (Student t-teszt). A tumorsejteket 10° sejt/cm? sliriségben helyeztiik a membranokon tenyésztett
sejtekre (A, B), illetve 5 x 10% sejt/cm? siiriségben a lemezen tenyésztett endotélrétegre (C-F). Alkalmazott
koncentraciok: 10 uM Y27632, 10 uM fasudil, 20 uM EHT1864, 25 uM LY294002.

Az adhézids |épéshez hasonldan alakult a transzendotelidlis migracio is. A ROCK gatlészerek
jelentésen megnovelték az agyi endotélrétegen atvandorlé melandmasejtek szamat (28. A,
B abra). Az Y27632 in vivo is szignifikdnsan novelte az agyi parenchimdban kialakulo
melandma metasztatikus |ézok szamat. Ezzel ellentétben a Rac, valamint a PI3K inhibitor
jelenléte gatolta az atvandorlast ugy melandmasejtek, mint emlGkarcindma-sejtek esetén

(28. C-F abra).

Ugyan a jelen dolgozatban nem mutatom be, de azt is igazoltuk, hogy a tumorsejt—
endotélsejt interakciéban els6sorban a daganatsejtekben, és nem az endotélsejtekben
aktivalddo Rho/ROCK jelatviteli utnak lehet szerepe. Indirekt bizonyitékként szolgalt erre az
a tény, hogy a ROCK inhibitorok Ugy segitették a tumorsejtek atvandorldsat, hogy kdzben a
TEER-t emelték, tehdt szorosabba tették a gatat, mig a Rac gdatldészer, amely gdtolta az
atvandorlast, csokkentette az endotélsejtek impedanciajat. Kézvetlen bizonyitékot pedig az
irreverzibilis CT04 Rho gatldszer segitségével nyertiink, amellyel igazoltuk, hogy a
melandmasejtek el6kezelése el6segitette transzendotelidlis migracidjukat, mig az

endotélsejtek el6kezelése nem volt hatassal a folyamatra.

Szdmos mas jeldtviteli ut jatszhat még szerepet a tumorsejtek vér—agy gaton vald

atjutasaban, amelyek kézil mi a CB2 és az integrin szignalizacidval foglalkoztunk.

Megallapitottuk, hogy a CB2 aktivacidja — a tumorsejteken és az endotélsejteken is hatva —
gatolta a melandmasejtek atvandorlasat az agyi endotélsejteken. Mivel nincs pszichoaktiv
hatdsuk, a CB2 agonistak és ligandok potencialis terdpids szereknek szamitanak szdmos
neuropszichiatriai kérképben.3%° Lehetséges antimetasztatikus hatdsuk a késébbiekben

bdvitheti a javallatok sorat.
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Egy masik kisérletsorozatban azt igazoltuk, hogy az eml6karcindma-sejtekben expresszalédo
NPNT (nefronektin, nephronectin) el6segitette a tumorsejtek atjutasat a vér—agy gaton, de
csak abban az esetben, ha integrinkot6 régidi intaktak volt. Az NPNT egy ECM fehérje, amely
az embrionalis fejlédésben jatszik fontos szerepet, ugyanakkor a daganatos progessziéban,
els6sorban a metasztazisok kialakuldsaban is részt vesz.3°! Az NPNT integrink6t6 motivumai
kulcsfontossaguak a tumorsejtek tulélésének és metasztatikus képességének biztositdsdban,

igy az NPNT uj terdpias célpont lehet az integrin szignalizacié gatlasara.

4.3.3 A pericitak szerepe az agyi metasztatikus kornyezetben

A vér—agy gaton vald atvandorlds utan az agyi parenchimaba keriil6 mellraksejtek az erek
korul kezdenek el szaporodni, bekebelezve azokat. In vivo modelliinkben azt figyeltiik meg,
hogy ezek a sejtek nemcsak az endotélrétegen vandoroltak at, hanem az asztrocita
végtalpakon is, amelyeket az AQP4 megjeldlésével tettlink lathatéva. A tumorsejtek
osztéddasdval az asztrocitak egyre inkdbb visszahuztak végtalpaikat az erek kdzelébdl a
novekvd tumor felszinére. igy kisebb tumorok esetében egyszerre lattunk ér-asszocialt AQP4
jelet, a tumorsejtek és az endotélsejtek kozott, és olyan régidkat, ahol az erek felszinén nem

volt AQP4-pozitiv asztrocita végtalp, csak a tumor kilsé szélén (29. A abra).

Nagyobb metasztatikus |ézidkban az asztrocitak teljesen kiszorultak a tumormasszabdl (29.

B abra).

Az asztrocitakkal ellentétben a pericitak a bekebelezett erek felszinén maradtak, és a tumor
az endotélsejtekkel egyiitt kooptalta 6ket (29. C dbra). Nemcsak egérmodellben lattuk ezt a
jelenséget, hanem human eml8karcindma agyi attétekben is, ahol a pericitak az erek
mentén, a sztromdban voltak megfigyelhet6k (29. D dbra). A nekrotikus zénak kozelében
pedig egyesével allé pericitaszer( sejteket lattunk, amelyek nem kapcsolddtak az erekhez,
de pericita markereket expresszaltak (29. E abra). Ezeknek sem eredete, sem funkcidja nem

ismert.
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29. abra. Az asztrocitdk és a pericitak elhelyezkedése agyi eml6karcinoma metasztazisokban.

A: FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 eml&karcindma-sejteket injektaltunk, majd 10 nap utan
konfokalis mikroszkdpidval vizsgaltuk a metasztatikus |ézidkat az agyban. Z6ld/z6ldessérga = endotélsejtek,
piros = tumorsejtek. Az AQP4 jelet a tumorban, a bekebelezett éren nyillal jeldltiik. Szaggatott nyil jelzi az AQP4
hidnyat a bekebelezett ér felszinérél. A nyilhegy a tumor kilsé felszinén megjelené AQP4-et mutatja. B: BALB/c
egerekbe EmGFP-4T1 eml6karcinéma-sejteket injektaltunk, majd 10 nap utan a koponyaablakon keresztiil
adagolt SR101-gyel jeloltik az asztrocitdakat, és kétfoton-mikroszkdban vizsgaltuk az agyi metasztatikus
lézidkat. C: FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlSkarcindma-sejteket injektaltunk, majd 11
nap utdn konfokalis mikroszkdpidval vizsgaltuk a metasztatikus Iézidkat az agyban. Piros = tumorsejtek. A nyilak
a bekebelezett pericitdkat jelolik. D: Human tripla negativ emlékarcinéma agyi metasztazis konfokalis képe
PDGFRB-pozitiv pericitdkkal a sztromadban levé ereken. E: Human tripla negativ eml&karcindma agyi
metasztazis konfokalis képe PDGFRB/CD13-pozitiv pericitaszer(i sejtekkel a tumorsejtek kozott. A nyilak a
pericitaszer( sejteket jel6lik. A PDGFRB/CD13-negativ sejtek a tumorsejtek. Kék = sejtmagok (Hoechst jeldlés).

Ahhoz, hogy megértsiik a pericta—tumorsejt interakcidkat, el6szoér in vitro modellekben
vizsgaltuk meg, hogy hogyan hatnak egymadasra ezek a sejtek. Amikor a pericitakra
eml6karcindma-sejteket szélesztettiink, a tumorsejtek el6szeretettel tapadtak ra a
pericitakra, elkeriilve a szabad, pericitamentes felszineket (30. A dbra). Ezzel ellentétben, ha
endotélsejtekre helyeztiik a tumorsejteket, azok az endotélsejtek kozotti szabad felszinekre
tapadtak le els6sorban, mig asztrocitakra helyezve 6ket, nem mutattak ilyen preferenciat,

letapadtak ugy a sejtekre, mint a sejtek kozé.
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30. abra. Az emlSkarcindma-sejtek vandorldsa az agyi pericitak felé.

A: EGFP-MDA eml6karcindma-sejteket helyeztiink szubkonfluens HBVP sejtekre. Az els6 kép a zold
fluoreszcens tumorsejteket mutatja, a faziskontraszt képen mindkét sejttipus latszik. B: MDA-MB-231 sejtek
vandorlasa HBVP-k és D3 sejtek felé 24 dra alatt. A tiirkiz vonal a kiindulasi frontot jel6li. Peri = pericitak, endot
= endotélsejtek, tu = tumorsejtek. C: EGFP-MDA eml6karcindmasejtek vandorlasa HBVP-k és D3 endotélsejtek
felé 5 nap alatt. Az inszertek a faziskontraszt kép megjeldlt részeit mutatjak zold fluoreszcens szlirével (csak
tumorsejtek).

A mellrdksejtek vandorolni is sokkal gyorsabban vandoroltak az agyi pericitdk, mint az agyi
endotélsejtek irdanyaba (30. B abra) olyannyira, hogy ha tobb mint 10 mm tavolsagra
helyeztik Gket a pericitakrél, az eml6karcindma-sejtek néhdny nap alatt kolénidkat tudtak
kialakitani a pericitak kozott (30. C abra). Ugyanabbdl az eml6karcindma-sejtpopulaciobdl
nagyon kevés sejt mozgott az endotélsejtek irdnyaba, és az endotélsejtek kdzoétt nem

alakultak ki tumorsejt telepek (30. C dbra).
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31. dbra. A tumorsejtek adhéziéja az agyi pericitak altal szekretalt faktorok jelenlétében.

A: A human eml6karcindma (MDA-MB-231), illetve melanémasejteket (A2058) kontroll, illetve HBVP-
kondicionalt médiumban tettiik ki a tenyészt6edénybe. Az egér emlbkarcinoma (4T1), illetve
melandmasejteket (B16/F10) kontroll, illetve egér pericita-kondicionalt médiumban tettik ki a
tenyészt6edénybe. A letapadt sejtekrél 120 (MDA-MB-231), illetve 20 perc (A2058, 4T1, B16/F10) utan
faziskontraszt felvételt készitettliink. Az inszertek reprezentativ kerek, illetve lapos sejteket mutatnak. B: A
letapadt sejtek kvantitativ analizise. N = 5, atlag + szdras, **P < 0,01 (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt).
Peri-kond. méd. = pericita-kondicionalt médium.

Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a pericitdk olyan szolubilis faktorokat
termelhetnek, amelyekkel befolyasoljak a tumorsejtek mikodését. Ezért két napig
tapfolyadékot kondicionaltunk a pericitdkon, és ebben szélesztettiik a tumorsejteket a
tenyészt6edénybe. A human pericitdkrdl gy(jtott médiumban human emlékarcindma-,
illetve melandmasejteket, mig az egér pericitakon kondicionalt tapfolyadékban az egér
emlékarcindma-, illetve melandmasejteket tenyésztettiik. Azt tapasztaltuk, hogy a pericitak

altal termelt faktorok jelenlétében gy a mellrdk-, mint a melanémasejtek sokkal gyorsabban
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kitapadtak, mint a kontroll médiumban (31. A dbra). A kiilonbség szignifikans volt a human
és az egér modellekben is (31. B abra). Ennek oka az lehet, hogy a pericitdk ECM fehérjéket,
kollagént és fibronektint, termelnek. Valdszinlileg ezek a fehérjék indukaltak az adhézidban
szerepet jatszo szignalfolyamatokat (a fokalis adhézids kinaz/FAK és az Src foszforilacidjat) is

a tumorsejtekben.

Néhdany d6ra alatt a kontroll sejtek is letapadtak, és ezutan a tenyészeteket tébb napon at
hagytuk novekedni. Azt tapasztaltuk hogy a human és az egér eml6karcindma-sejtek is
sokkal gyorsabban szaporodtak a pericitakrél gydjtott tdpfolyadékban, mint a kontroll
médiumban (32. A abra). Ezzel szemben nem taldltunk kiilonbséget a pericita-kondicionalt
és a kontroll médiumban tenyészett melandmasejtek proliferaciéjaban sem a human, sem
az egér modellben (32. A abra). Ezzel parhuzamosan emelkedett a ciklin D1-nek — a sejtek
szaporodasi ciklusa egyik szabalyozéfehérjéjének — a mennyisége a pericita-kondicionalt
médiummal kezelt eml6karcindma-sejtekben, azonban a melanémasejtekben nem (32. B
abra). Annak elddntésére, hogy szolubilis faktorok vagy EV-k kdzvetitik-e a perictak altal
indukalt hiperproliferaciét, depletdltuk az EV-ket a pericita-kondicionalt médiumbdl, és azt
l[attuk, hogy ez ugyanolyan mértékben fokozza a mellraksejtek szaporodasat (32. C abra).
Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a pericitak szolubilis faktorok révén fokozhatjak

az eml6karcinéma-sejtek proliferacidjat.

Annak kideritésére, hogy milyen faktorokat termelnek a pericitdak, amelyekkel
befolyadsolhatjdk a tumorsejtek szaporoddsat, in silico adatbazis-elemzést végeztiink. A
http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html| adatai alapjan az egér agyi
pericitdkban 487,25-sz6r magasabb az Igf2 mRNS mennyisége, mint az endotélsejtekben. Az

asztrocitakhoz viszonyitva ez az arany 86,62; az oligodendrocitdkhoz képest 179,91.
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32. dbra. A tumorsejtek szaporodasa az agyi pericitak altal szekretalt faktorok jelenlétében.

A: A human eml6karcinéma- (MDA-MB-231), illetve melandémasejteket (A2058) kontroll, illetve HBVP-
kondicionalt médiumban tenyésztettilk 4 napig, majd faziskontraszt felvételeket készitettlink réluk. Az egér
tumorsejteket (4T1 és B16/F10) egér pericita-kondicionalt médiumban tenyésztettiik, szintén 4 napig. B:
Reprezentativ WB kép a ciklin D1 fehérje expresszidjardl kontroll és pericita-kondiciondlt médiumban
tenyésztett tumorsejtekben. Peri-kond. méd. = pericita-kondicionalt médium, EV-depl. = EV-depletalt, hu. =
human, emlékarc. = eml6karcindma. C: Az MDA-MB-231 sejtek szaporodasa kontroll, EV-depletalt, pericita-
kondicionalt, illetve EV-depletilt pericita-kondicionalt médiumban. N = 4, atlag + sz6ras, **P < 0,01 (ANOVA és
Bonferroni post-hoc teszt).

Valéds idejli PCR vizsgdlataink alapjan az Igf2 mRNS mennyisége szignifikdnsan magasabb volt
az agyi pericitakban, mint az endotélsejtekben, az asztrocitdkban, az eml&karcindma-

sejtekben vagy a melanémasejtekben gy humdanban (33. A abra), mint egérben.
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33. abra. Az agyi sejtek IGF2 expresszidja.

A: Az 1gf2 mRNS expresszidja human agyi endotélsejtekben (D3), pericitdkban (HBVP), asztrocitdkban (HA),
eml6karcindma- (MDA-MB-231) és melandmasejtekben (A2058) gPCR analizissel vizsgalva, GAPDH-ra
normalva, az endotélsejtekhez viszonyitva. N = 3, atlag + szérds, *P < 0,05, **P < 0,01 az endotélsejtekhez
viszonyitva, #P < 0,05 az asztrocitakhoz viszonyitva (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). B: A tenyésztett
pericitak (HBVP) és asztrocitak (HA) altal a tapfolyadékba szekretalt IGF2 mennyisége (ELISA). N = 3 (pericitak),
N = 2 (asztrocitdk), atlag + szérds, #P < 0,05 az asztrocitdkhoz viszonyitva (Student t-teszt). C: Az IGF2
expresszidja human agyban IF moddszerrel vizsgalva. D: Az IGF2 expresszidja human tripla negativ
emlBkarcindma agyi attétben IF mddszerrel vizsgalva. Kék = sejtmagok (Hoechst festés).
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Ezzel parhuzamosan a pericitdk jelent6s mennyiségl IGF2 fehérjét szekretdltak a
tapfolyadékba (33. B dbra). Human agyszovetben az IGF2 fehérje csak a pericitdkon volt
kimutathaté kontroll agyban (33. C dbra) és eml6karcindma metasztazisban egyarant (33. D
abra). Ezzel ellentétben az Igf1 mMRNS és az IGF1 fehérje pericitakban és asztrocitakban is

kimutathato volt.

Az emlGkarcindma-sejtek nagy mennyiségben expresszaljak az IGF1 és IGF2 ko6z0s
receptorat, az IGF-1R-t (inzulinszerl novekedési faktor receptor 1, insulin-like growth factor
receptor 1), amelynek specifikus inhibitora a PPP. A PPP jelenléte szinte teljes mértékben
megakaddlyozta a pericita-kondicionalt médium altal okozott szaporoddsnovekedést ugy
human eml&karcindma-sejtek esetében (34. A abra), mint az egér in vitro modellben. Annak
igazoldsdra, hogy ez valéban egy IGF2-figgé folyamat, csendesitettik az Igf2-t a
pericitdkban, és az ezen sejtekr6l gy(jtott kondiciondlt médiummal kezeltiik az
eml6karcindma-sejteket. Mivel a proliferacio-fokozédas a PPP kezeléshez hasonldan
elmaradt (34. A abra), igazoldst nyert, hogy a pericitak altal szekretalt IGF2 felel6s ezért a
jelenségért. Melandmasejtekben a magas IGF-2R (inzulinszer( novekedési faktor receptor 2)
expresszido lehet az oka annak, hogy a pericita-kondicionalt médium nem okozott
szaporodas-novekedést, hiszen ez egy ,,csali” receptor, amely megkéti ugyan a ligandot, de

szignalizaciét nem indit a sejtben.

Mivel a PPP kdnnyen atjut a vér—agy gaton, allatkisérletes modellben is meg tudtuk vizsgalni
hatdsat a tumornovekedésre (34. B dbra). PPP jelenlétében sokkal kevesebb tumor és kisebb
|ézidk alakultak ki az egerek agyaban, mint kontroll kérilmények kézott (34. C dbra), és ez a

kiilonbség szignifikansnak bizonyult (34. D dbra).

Ezek az eredmények azt igazoljdk, hogy a pericitdk nagymértékben tamogatjak a
tumorsejteket az agyi kornyezetben. Egyrészt ECM fehérjék termelésével segitik els, hogy az
eml6karcindma-sejtek az erek kiilsé felszinéhez tudjanak tapadni, ami alapfeltétele ezen
sejtek tulélésének az agyban.'®” Masrészt szolubilis faktorok, elsésorban IGF2, altal fokozzak

a daganatsejtek proliferacids képességét az agyban.
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34. abra. Az IGF2 gatlas hatasa az eml6karcindma-sejtek szaporodasara.

A: Az MDA-MB-231 sejtek szaporodasa kontroll, illetve pericita-kondicionalt médiumban PPP jelenlétében vagy
hidanyaban, valamint Igf2-csendesitett pericitakrdl szarmazd kondicionalt médiumban. N =5, atlag + szoras, **P
< 0,01 a kontrollhoz viszonyitva az adott napon, ##P < 0,01 a pericita-kondiciondlt médiummal kezelt sejtekhez
viszonyitva az adott napon (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). Peri-kond. méd. = pericita-kondicionalt
médium, Peri-kond. méd. / Lipofectamine = Lipofectamine 2000-rel kezelt pericitakrdl gy(ijtott kondicionalt
médium, Peri-kond. méd. / Igf2 siRNS = Igf2-csendesitett pericitakrol gy(jtott kondicionalt médium, hu. =
human. B: Az in vivo kisérleti felallas sematikus dbraja. A tdTomato-4T1 sejtek beoltasa utani 5. és 6. napon az
FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egereket PPP-vel kezeltiik, majd a 8. napon perfundaltuk 6ket, és agyszeleteken
vizsgdltuk a metasztatikus lézidk méretét. C: Reprezentativ konfokalis mikroszképos képek kontroll (oldészerrel
kezelt) és PPP-vel kezelt dllatok agyabdl. Piros = tumorsejtek, zold/z6ldessarga = erek, kék = sejtmagok (Hoechst
jelolés). A nyilak a nagyobb tumorokat, a nyilhegyek a mikrometasztazisokat jel6lik. D: A tumorméretek N = 3
allatbdl szdrmazé 17 agyszelet kvantitativ analizise alapjan. Atlag + standard hiba, **P < 0,01 (ismétlés nélkiili
kétszemponti ANOVA).
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4.3.4 A miRNS-ek szerepe az agyi attétek kialakulasaban

Az EV-k legnagyobb mennyiségben a tumorsejtekbdl szabadulnak fel, és szdmos egyéb anyag
mellett miRNS-eket is szdllitanak, amelyek befolyasolhatjdk a metasztatikus niche
kialakulasat. Mivel a tumor eredetld miRNS-ek a keringésben is megjelennek, akdr biomarker
szerepét is betolthetik, hiszen specifikusak lehetnek bizonyos tumortipusra vagy
metasztazistipusra. A tumorsejtekkel kapcsolatba keriil6 gazdasejtek EV-, illetve miRNS-

kibocsatdsa is megvaltozhat, és ez is detektalhato lehet akar a vérbdl is.

Ezért kisérleteinkben eml6karcindma agyi metasztazisos egerek vérplazmdjabdl uj
generdacids szekvendldssal olyan miRNS-eket kerestlink, amelyeknek szintje jelent6sen
megvaltozott a kontroll egerekhez képest. Miutdn meggy6z6dtiink arrdl, hogy
modellinkben szinte kizdrdlag csak agyi attétek alakultak ki, azokra a miRNS-ekre
koncentraltunk, amelyeknek mennyisége a metasztazisképzés korai fazisaban (a 3. napon)
valtozott meg. Harom olyat talaltunk, amelynek szintje megnétt, ezek a miR-92-1-5p, a miR-
205-5p és a miR-181a-1-3p, mig kett6nek (miR-802-5p és miR-194-5p) csokkent a
mennyisége. Ezeket a valtozdsokat qPCR-rel is igazolni tudtuk. A miR-802-5p és miR-194-5p
downreguldciéja nemcsak a vérben volt kimutathaté (35. A d&bra), hanem ISH-val

agyszeleteken is (35. B dbra).

Ezutan targetpredikciés mddszerekkel (TargetScanMouse v.7.2 és DIANA Tools microT-CDS
v.5.0) olyan mRNS-eket és az altaluk kédolt fehérjéket kerestlink, amelyeket mindkét miRNS
szabalyozhat mindkét bioinformatikai eszkoz el6rejelzése alapjan, és amelyek onkogén

szereppel rendelkezhetnek.

Ezen kritériumoknak a MEF2C (myocyte enhancer factor 2C) transzkripcios faktor felelt meg,
amely embrionalis korban az izom, a sziv és az idegrendszer fejl6désében jatszik fontos
szerepet,302 ugyanakkor onkogénként is mikodhet.3%* A MEF2C fehérje nagy mennyiségben
expresszalédott az emlb6karcindma-sejtekben, és a metasztatikus 1éziok novekedésével
transzlokalédott a citoplazmabdl a sejtmagba. Nemcsak a tumorsejtekben lattunk MEF2C
jelet, hanem a peritumoralis asztrocitdkban is, azonban a tumortdl tavolabb elhelyezked6
gliasejtekben nem (35. C abra). Mindez valdszinUsiti, hogy a tumorsejtek jelenlétében

csokkent az asztrocitdkban a miR-802-5p és esetleg a miR-194-5p mennyisége, amelynek
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hatdsdra megnd6tt a MEF2C mennyisége. Az agyi miRNS expresszid valtozas reflektalédott a
vérplazmaban is, ezért a csokkent miR-802-5p és miR-194-5p szintek akdr biomarkerként is
hasznosithatok lesznek az agyi metasztazisok korai fazisaban. Az emelkedett MEF2C
expresszio szerepe a peritumoralis asztrocitdkban jelenleg még nem ismert, de valdszin(ileg

az asztrocitak ,, prometasztatikus atprogramozdsanak” része.
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35. abra. A miR-802-5p és a miR-194-5p miRNS-ek valtozasa az agyi metasztazisképzédés soran.

BALB/c egerek jobb a. carotis communis-dba 4T1 sejteket injektaltunk, majd 3 nap utdn az éllatokat feldldoztuk,
hogy vérplazma-, illetve agyi mintdkat gydjtsiink. A: A vérplazmabdl gPCR-rel hataroztuk meg a miR-802-5p és
a miR-194-5p mennyiségét. Az abra a kontrollhoz (Ringer-HEPES-injektalt) viszonyitott, miR-16-5p-re normalt
értékeket mutatja. N = 5 (miR-802-5p), N = 3 (miR-194-5p), atlag * szérds, **P < 0,01, *P < 0,05 (Student t-
teszt). B: 4T1 sejtekkel injektalt egerekbdl szarmazo agyi metszeteken ISH-val vizsgaltuk meg a miR-802-5p és
a miR-194-5p expresszidjat 3 nappal a tumorsejtek keringésbe juttatasa utan. A felvételek Alexandra Brito
laboratoriumaban késziiltek (Faculdade de Farmdcia, Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa),
Universidade de Lisboa, Lisszabon, Portugélia). C: 7 nappal a 4T1 sejtek injektaldsa utan az agyi metszeteken
IF-fel vizsgaltuk meg a MEF2C expresszidjat, amely a miR-802-5p és a miR-194-5p prediktdlt target fehérjéje. A
nyilak a MEF2C-pozitiv peritumoralis asztrocitdkat, a szaggatott nyilak a metasztatikus 1éziétél tavolabbi,
MEF2C-negativ asztrocitakat jel6lik, mig a nyilhegy a tumormasszat mutatja.
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4.3.5 Az inflammaszémak aktivalodasa az agyi attétek kialakulasa soran

A tumor mikrokornyezet szdmos gyulladasos fenotipusu sztromadlis sejtet tartalmaz, és nincs
ez masképp az agyban sem.3%* Az inflammaszémaknak alapvetd szerepe van a peritumorélis
gyulladasos reakcidkban,3%> azonban agyi metasztazisok esetében nem volt ismert, hogy
aktivalodnak-e az inflammaszomak, és ha igen, akkor milyen sejtekben, illetve milyen

kovetkezményekkel jar ez a folyamat.
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36. abra. Az NLRP3 inflammaszdma aktivalddasa a peritumoralis asztrocitakban.
BALB/c egerek jobb a. carotis communis-aba tdTomato-4T1 sejteket injektaltunk.

(Az abrafelirat a kovetkezd oldalon folytatodik.)
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36. abra. (folytatas az el6z6 oldalrdl) A: Reprezentativ konfokalis mikroszkdpos felvételek (z-projekciok) az
NLRP3 és a GFAP és kolokalizaciojarol. Az NLRP3-pozitiv pixelek 95%-a GFAP-pozitivnak bizonyult. B: A kisérleti
felallas sematikus abraja. C: Reprezentativ WB a kontroll (bal), illetve a metasztatikus sejteket tartalmazo (jobb)
agyféltekékbdl. D: Reprezentativ konfokalis mikroszképos felvételek (z-projekcidk) az IL-1B és a GFAP
expresszidjardl és kolokalizaciojarol a peritumordlis asztrocitdakban. Piros = tumorsejtek, kék = sejtmagok
(Hoechst).

Humadn és egér tripla negativ eml6karcindma agyi metasztatazis mintakat vizsgdlva azt
taldltuk, hogy az NLRP3 és az IL-1B fehérjék a peritumordlis asztrocitdkban voltak jelen
kimutathatdé mennyiségben, mig a tumorsejtekben vagy mas sztromalis sejtekben, illetve a
tumoroktdl tavolabb elhelyezked6 gliasejtekben nem (36. A abra). Az agyi metasztazis-
modellben, a daganatsejteket tartalmazé oldalon megnétt az aktiv IL-13 mennyisége az
egerek agyaban, amit meg tudtunk akadalyozni az MCC950 NLRP3 gatldszer adagolasaval
(36. B, C abra). Ezzel parhuzamosan, az MCC950-nel kezelt dllatokban nemcsak csdkkent az
asztroglidzis és kevesebb IL-1B fehérje volt kimutathatd az asztrocitdkban (36. D abra),
hanem a metasztatikus léziok szama és mérete is szignifikdnsan alacsonyabb volt az egerek
agyaban (37. A, B abra). Mindez arra utalt, hogy az attétes sejtek kozelében levé
asztrocitakban aktivalddnak az NLRP3 inflammaszémak, és az igy termel6dé aktiv IL-1B
fokozza a tumorsejtek proliferaciéjat az agyban. A folyamat gatlasaval lassithatdo a
metasztatikus eml6daganatok novekedése az agyban. Az inflammaszomak farmakoldgiai

gatldsanak tehat az agyi daganatok kezelésében is szerep juthat a jov6ben.
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37. abra. Az NLRP3 inflammaszdma gatlasanak hatasa az agyi attétképzésre.

FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerek jobb a. carotis communis-dba tdTomato-4T1 sejteket és MCC950-et
injektaltunk a 36. B abran bemutatott séma szerint. A: Reprezentativ konfokalis mikroszkdpos felvételek (z-
projekciok). Piros = tumorsejtek, zold = erek (Venus-YFP). B: A tumorméretek N = 3 allatbdl szarmazo,
allatonként 8 agyszelet kvantitativ analizise alapjan. Atlag + standard hiba, ***P < 0,001 (ANOVA és Fisher LSD
post-hoc teszt).
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5 Megbeszélés

Munkank sordn a neurovaszkularis egység szerepét probaltuk minél jobban megérteni agyi
fizioldgids és patoldgias folyamatokban. Els6ként irtuk le a vér—agy gdat regiondlis
heterogenitasat az agyi szirke- és fehérdllomdanyban, illetve Uj adatokat szolgaltattunk a
neurovaszkuldris egység patoldgias folyamatokban betoltott szerepérdl is. Ez utébbi
tekintetében az agyi gyodgyszerbejuttatasi lehet6ségek mellett vizsgaltuk a vér—agy gat
integritasanak védelmét, valamint az agyi erek szerepét a patoldgids folyamatokkal jaré

gyulladasos folyamatokban és az agyi metasztazisok kialakuldsaban.

5.1 A vér—agy gat mikddése és szabalyozasa

A vér—agy gat miikodésének és szabalyozdsdnak minél pontosabb megértése klinikai
szempontbdl is nagyon fontos. Egyrészt azért, mert a kozponti idegrendszeri patoldgids
folyamatokban a vér—agy gat érintettsége, megnyilasa gyakran tovabb sulyosbitja a betegség
lefolydsat. Masrészt azért, mert a vér—agy gat jelenti a legnagyobb akadalyt ezen kérképek
gyogyszeres kezelésében, hiszen a potencialis terdpids szerek nagy része nem tud megfelel§

mennyiségben atjutni az agyi endotelidlis barrieren.13306

5.1.1 A vér—agy gat regionalis heterogenitasa

A vér—agy gat — bar néhany kisebb terilettdl eltekintve a teljes agyteriileten jelen van —nem
egy egységes struktura, valdszinlileg annak megfelel6en, hogy az agy felépitése és mikodése
is kilonbozik az agyi régidk kozott. A vér—agy gattal nem rendelkezé teriletek a
cirkumventrikuldris szervek, amelyek egyrészt monitorozzak a vérben bekovetkezd
valtozasokat, masrészt hormonokat szekretdlnak a keringésbe. Ezen funkcidk ellatasahoz

ezeken a teriileteken fenesztralt kapillarisokra van sziikség.3%”

Eredményeink alapjan azonban a vér—agy gatat alkotd endotélsejtek kozott is lehetnek
jelent6s kiilonbségek a barrier tulajdonsagok tekintetében. Az in silico, in vitro és ex vivo
MRNS és fehérje expresszids, valamint funkciondlis adataink is azt mutattak, hogy az
Osszefliggé fehérdllomany szintjén szorosabb a paracellularis barrier, mint az agykérgi

szirkeallomanyban. Ennek egyik lehetséges oka a fehérallomdnyi rostos asztrocitak
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magasabb GFAP expresszidja lehet,3%® hiszen a GFAP jelenléte a perivaszkuldris

asztrocitakban elengedhetetlen fontossagu a vér—agy gat integritdsdnak megtartdsaban.3%?

Kevéssé ismert, hogy mas, kisebb agyteriletek k6zott vannak-e hasonlé kiilénbségek.31° Azt
sem tudjuk pontosan, hogy a vér—agy gat regionalis heterogenitdsanak milyen funkcionalis
kovetkezményei vannak, azonban Osszefliggésben lehet a sziirkedllomanyt, illetve a
fehérallomanyt kulonbdzéképpen érints patoldgids folyamatokkal .20 A fehérédllomanyi erek

312 gyermekneuroldgiai

kdrosodasa kifejezetten jelentkezhet példaul MS-ben,3!! TBI-ban,
kérképekben,3® illetve bizonyos fert6zésekben 314315 A kérdés fontossagat az is mutatja,
hogy agyi kisérbetegségben a fehérdllomdanyi vér—agy gat sérilés jelzi el6re a kognitiv
funkcidk hanyatlasat.3® Hasonldképpen stroke utdn is a vér—agy gat karosoddsa a
fehérallomany strukturalis integritdsdnak megbomldsaval és a betegség rosszabb

kimenetelével parosul.3’

A fehérallomanyban a kapillarisok s(irisége alacsonyabb, mig atmérdgjiik nagyobb, mint a
szlirkedllomdanyban. Kiilonb6z6 demencidkban a fehérdllomanyi erek tovabbi taguldsa
figyelhet6 meg, ami valdszinlileg egy kompenzatorikus folyamat a hipoperfuzié
ellensulyozéasara.3'® A hipoperfuzié ugyanis az OPC-k aktivalasa altal vér—agy gat megnyilast
okoz a fehérdllomanyban, amely fokozza a demielinizaciét.3® A perivaszkuldris OPC-k
szerepe MS-ben is felvet6dott. A remielinizacidhoz szlikséges oligodendrocitak kialakulasa
érdekében OPC-k vandorolnak a léziékhoz, azonban az erekrdl valé lekapcsolddasuk zavara
miatt perivaszkuldrisan felszaporodnak, és a szoros kapcsolatok sériiléséhez, a fenesztralt
endotéliumokra jellemz6 PLVAP (plasmalemma vesicle-associated protein) megjelenéséhez

és a neuroinflammaciéhoz jarulnak hozza.%®

Osszességében elmondhatd, hogy a fehérallomdnyi vér—agy gat sériilése jelent8sen

hozzajarulhat a neurodegenerativ és neuroinflammacioés folyamatok kialakuldasahoz.

5.1.2 Avér—agy gat integritasanak védelme

Bar a vér—agy gat alacsony ateresztGképessége komoly kihivast jelent a gydgyszerek agyba
vald bejuttatdsaban, a patoldgias permeabilitdsfokozddas is karos kévetkezményekkel jar.32°
Ezért a vér—agy gat integritdsanak védelme is fontos szempont agyi korfolyamatok soran.32?

Az agyi endotélsejtek szoros kapcsolatainak egyik legfontosabb stabilizatora a cAMP
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jelatviteli utvonal, amely jelentésen megndveli a klaudin-5 foszforilaciéjat és junkcionalis
expressziéjat.322 Ennek megfeleléen az intracelluldris cAMP szintet nével8 adrenomedullin

vagy cilostazol javitja az agyi endotélsejtek paracelluldris barrier tulajdonséagait.323324

Kisérleteinkben ezért egy olyan endogén neuropeptid, a PACAP, hatdsat vizsgdltuk az agyi
endotélsejtek barrier tulajdonsagaira, amely citoprotektiv és egyéb hatdsait a cAMP
Utvonalon keresztil inditja el a sejtekben,?®' rdadasul a kilsé vér—retina barrier szoros
kapcsolataira is védd hatasinak bizonyult.32>32 Eredményeink azt igazoltdk, hogy a PACAP
elsGsorban patoldgias allapotokban (a stroke allapotot in vitro korilmények kozott
modellez6 oxidativ stresszben és gliikdz-megvonasban) javitotta az agyi endotélsejtek
barrier tulajdonsdgait. Azéta az is kiderilt, hogy a PACAP nemcsak az agyi, hanem a periférias

endotélsejtekre is hasonlé hatast képes kifejteni.3?’

5.1.3 Gyogyszerbejuttatas az agyba a vér—agy gaton keresztil

Ahogy a korabbiakban emlitettiik, az agyi patoldgids folyamatok gyodgyszeres terdpidjanak
egyik legfontosabb akadalya maga a vér—agy gat, amely jelentésen megneheziti a
gyogyszermolekuldk bejutdsat a kdzponti idegrendszerbe. Az agyi gydgyszerbejuttatasra a
kutatok szdmos stratégiat dolgoztak ki, amelyek tobbfélék lehetnek: invaziv és alternativ (a
vér—agy gatat megkeril§) utvonalak alkalmazasa, a vér—agy gat
transzportmechanizmusainak kihasznaldsa, karrierekkel (nanopartikulumok, exoszémak,
virdlis vektorok vagy sejtek segitségével) torténé széllitas, illetve a gydgyszermolekulak
kémiai médositasa.3?832% Kisérleteinkben ez utdbbi mddszert alkalmaztuk EM-2, illetve KYNA

analdgok szintézisével és a vér—agy gat in vitro modelljén valé permeabilitasuk tesztelésével.

Az EM-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH;) — akarcsak az EM-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH;) — nagyon potens
és szelektiv p-opioid receptor agonista, azonban fajdalomcsillapitasra valdé alkalmazasat
megakadalyozza gyors lebomldsa és a vér—agy gaton vald alacsony permeabilitasa. Ezért
kollaboraciés partnereink olyan analdégokat szintetizaltak, amelyeken olyan strukturdlis
valtoztatdsokat vittek véghez, amelyekkel el6szor is novelték a biolégiai aktivitasukat.
Egyrészt az elsé Tyr-t Dmt-re (2’, 6’-dimetiltirozin) cserélték (peptid 1), illetve a Pro helyére
aliciklikus B-aminosavakat épitettek be a ldncba, Acpc-t (-amino-ciklopentan 1-karbonsav, 2-

aminocyclopentane-1-carboxylic acid) (peptid 2) vagy Achc-t (2-amino-ciklohexan 1-
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karbonsav, 2-aminocyclohexane-1-carboxylic acid) (peptid 3).33%33! Ezek a peptidek
hosszabb élettartammal rendelkeznek, ugyanakkor zsiroldékonysaguk is novekedett. Ezért
feltételeztik, hogy a vér—agy gdton vald atjutdsuk is jobb lehet, és ezt a hipotézist in vitro
kisérletekkel igazolni is tudtuk. Kisérleteink jol illeszkednek az EM-alapu, Uj
fajdalomcsillapitok kifejlesztése irdnti magas igényhez, amely szamos bioaktiv analdg

elGallitasat eredményezi azéta is. 3327334

A KYNA (4-hidroxikinolin-2-karbonsav) neuroprotektiv szerként vald alkalmazhatésagat
szintén a kozponti idegrendszerbe valo korlatozott bejutasa akadalyozza meg. Kollaboracios
partnereink ezért szamos analdgot allitottak el6 Ugy, hogy az SZR-72 és SZR-81 KYNA-
amidokat a C3 poziciéban aminoalkilaltak piperidino-metil (SZR-100 és SZR-101), morfolino-
metil (SZR-104 és SZR-105), illetve pirrolidino-metil (SZR-106 és SZR-107) csoportokkal.33>
Eredményeink azt mutattdk, hogy a KYNA-amid morfolino-metil szarmazékok mutattdk a
legnagyobb permeabilitast, amely nagyobb volt a KYNA, az Osszes tobbi vizsgalt analdg,
valamint a xanturénsav és annak morfolino-metil szdrmazéka (a 39B) permeabilitasanal.
Ugyanakkor ezen KYNA-analdgoknak nemcsak az agyi penetracidja n6tt meg, de bioldgiai
aktivitasa is megmaradt, hiszen az SZR-104 és az SZR-105 is csokkenteni képes a TNF-a
mennyiségét S. aureus-szal fert6z6tt limféma sejtekben.?88 Az SZR-104 pedig antiepileptikus
hatdsunak is bizonyult.?®” Mindezen adatok ismeretében jelenleg Uj szerkezet(i C3-
morfolino-metil-KYNA-amid szarmazékok szintézisén és tesztelésén dolgozunk azzal a céllal,
hogy megtalaljuk azt az idedlis molekuldt, amely a legjobb vér—agy gaton valé

permeabilitassal és magas bioaktivitassal rendelkezik.

5.2 A PRR-ek és az inflammaszomak szerepe a neurovaszkuldris egység
sejtjeiben

A neuroinflammiacié a kozponti idegrendszer gyulladdsos reakcidja, amelyben a
neurovaszkuldris egység sejtjei, valamint periférias immunsejtek vehetnek részt. Az alacsony
foku, kontroll alatt tartott neuroinflammacié fontos szerepet jatszik a gyulladast kivalté ok
megsziintetésében, a szoveti regenerdacidban, valamint a megfelel6 neuroprotekcidban,
neuroplaszticitasban, fejlédésben, a kognitiv funkcidkban, stb. A megfelel6 egyensuly
azonban gyakran megbomlik, a gyulladas tul erGssé vagy elhizédéva, krénikussa valik,

amelynek szdmos negativ kdvetkezménye lesz, és végiil neurodegeneracidhoz vezethet.336
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A neuroinflammacié legf6bb sejtes szerepl6i a mikrogliasejtek és az asztrocitak, valamint az
agyba bevandorldé immunsejtek, azonban a neuronok és a vaszkularis sejtek is részt vehetnek
a folyamat moduldldsaban. Molekularis szinten a PRR-ek alapvet6 szerepet jatszanak ugy a
fert6zéses, mint a steril gyulladasos reakcidkban a mikrobidlis és a szoveti karosodas soran
felszabaduld, konzervalt molekularis mintazatok felismerése és a gyulladasos reakcié
elinditdsa altal. Egyes PRR-ek kilonleges jelent6séggel birnak, mivel inflammaszémak
kialakitasaban vesznek részt, és igy nagyon szabdlyozott mdédon jarulnak hozza potens

citokinek, els6sorban az IL-1pB felszabaditasahoz.

5.2.1 Avaszkularis sejtek aktiv szerepe a gyulladasos reakcidokban

Kisérleteinkben azt a hipotézist is szerettlik volna igazolni, hogy nemcsak a gliasejtek és az
immunsejtek, de az agyi vaszkularis sejtek is aktiv szerepet jatszanak a gyulladdsos

reakcidkban az agyban.

Ehhez els6 |épésként bebizonyitottuk, hogy az agyi endotélsejtek és pericitdk szdamos PRR-t
expresszalnak, és gyulladasos jelek hatdsara inflammaszémak dsszeszerelésére is képesek.
Feltérképezve az agyi endotélsejtekben és pericitdkban expresszalédé TLR-eket és NLR-eket,
valamint tesztelve az inflammaszéma-aktivacié lehetséges utvonalait, irodalmi adatokkal
kiegészitve, egy komplex képet kaptunk a neurovaszkularis sejtek PRR mintazatardl és az

inflammaszémak aktivaloddasarél az agyban (38. dbra).

Erdekes moédon kanonikus inflammaszéma-aktivaciét csak az endotélsejtekben
detektaltunk, mig nem-kanonikus Uton a pericitdk és az endotélsejtek is képesek voltak
aktivalni az inflammaszémakat. Ez utébbi esetben a mintdzatfelismerés intracellularisan
torténik, az LPS (esetleg mdas PRR ligand) internalizdlasa utan, amelyre mindkét sejttipus

képes lehet,29%:337-339
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TLR: 1-10 TLR: 1-9 TLR: 1-9

NLR: C4,P1-3 NLR: C1-C5,P1-P3 NLR: C2,C4,P1,P3
@: P2,P3,C4,AIM2 %: P3,c4 &: P1,P3,AIM2 INFLAMMASZOMAK
stroke: P3, C4, AIM2
idegseijt TBI: P3, P1, AIM2

MS/EAE: P2, AIM2, P3
AD: P3(P3,P3), P1
PD: P3(P3,P3)

asztrocita mikroglia

TLR: 2-4,6

NLR: C1,C2,C4,C5,P1,P3,P5,P9,P10,P12

&: P3(?)(kanonikus, nem kanonikus)
TLR: 2,4-6,9,10

pericita NLR: C1,C2,P1-P3,P5,P9,P10
. &: P3(?)(nem kanonikus)

38. abra. TLR-ek, NLRC és NLRP receptorok, valamint inflammaszomak a neurovaszkularis egység sejtjeiben.
Az abra a human és egér asztrocitakban, mikrogliasejtekben, neuronokban, agyi endotélsejtekben és
pericitdkban mRNS szinten, alapdllapotban expresszalédé TLR-eket, illetve NLRC és NLRP receptorokat
abrazolja. @ = ugyanezen sejtekben kiilénb6z6 stimulusok hatdsara Osszeszerel6dd inflammaszémak. A
szinkdd a sejtekre utal (z6ld = asztrocita, narancs = mikrogliasejt, kék = neuron, piros = endotélsejt, sziirke =
pericita). A jobb felsé sarokban az egyes agyi patoldgias folyamatokban aktivalédd inflammaszémak vannak
feltintetve. EAE = kisérleti autoimmun agy—gerincvel6-gyulladas (experimental autoimmune
encephalomyelitis).

5.2.2 Avaszkularis sejtek kozvetitd szerepe a gyulladasos reakciokban

Fontos felismerés volt az is, hogy az agyi endotélsejtek ugy az apikalis (vér fel6li), mint a
bazolateralis (agyi) stimulusok hatdsdra aktivalhatnak inflammaszémakat, és mindkét
irdnyba szekretdlnak gyulladdsos faktorokat. Ugyanakkor ugy t(inik, hogy a vaszkularis sejtek
kisebb mennyiségben termelnek IL-1B-t, mint a mikrogliasejtek vagy az asztrocitdk, bar az
adatok nem azonos kisérletes korilmények kozott szilettek. Agyi endotélsejtekben 24 6ras
LPS primingot kdveté MDP aktivacio hatasara 5 pg/ml korili IL-1B-t tudtunk kimutatni a
feltiluszéban, pericitakban pedig 4 éra utan koérilbelll 15 pg/ml-t, ha IFN-y+TNF-a priming
mellett Lipofectamine 2000-rel LPS-t juttattunk a sejtekbe. Ezzel szemben 12-48 éra LPS
kezelés hatasara mikrogliasejtek feltiliszéjabol akar 400 pg/mi-nél is tébb IL-1B-t tudtak
kimutatni, LPS+ATP hatdsara pedig koriilbeliil 2000 pg/ml-t.3#9-342 | PS kezeléssel asztrocitdk
tapfolyadékaban 150-250 pg/ml, LPS és amiloid-Ba2 kett8s kezeléssel akar 3000 pg/ml IL-1B

is megjelenhet 34334
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Mindezek alapjan azt feltételeztiik, hogy az agyban az endotélsejtek és a pericitak inkdbb a
gyulladasos jelek kozvetitésében, mint a gyulladas kivaltdsaban jatszhatnak szerepet. Erre
utal az a megfigyelés is, hogy ezek a sejtek egyiitt tenyésztve nagyobb mennyiségben
termelnek gyulladdsos citokineket, mint &nmagukban.3*¢ In vitro kisérletes modellekben
sikerlilt igazolnunk, hogy gyulladdsos jelek érzékelése kapcsan az agyi endotélsejtek és
pericitak kolcsondsen aktivaljak egymast. Ennek nagy valdszinliséggel az agy és a periféria

kdzotti kommunikdaciéban van szerepe gyulladasos koriilmények kozott.

Végil idegsériiléses modellekben is azt tapasztaltuk, hogy az agyban nem elsésorban a
vaszkularis sejtek valaszolnak a sériilésre. Erdekes médon axotémia hatdsara nem is a
gliasejtek, hanem az axondlis |éziot szenvedett idegsejtek voltak azok, amelyekben az
inflammaszémak leghamarabb aktivalédtak. Neuronokban korabban az NLRP1 és AlM?2
inflammaszémak aktivacidjat irtak le,1*434’ mig neurodegenerativ folyamatokban az NLRP3
inflammaszéma-aktivacié f6 sejtjeinek elsésorban a mikrogliasejtek és az asztrocitak
bizonyultak, bar PD-ben feltételezhet6en az érintett idegsejtekben is aktivdlédhat az NLRP3
inflammaszéma.3*® Eredményeink arra mutatnak rd, hogy az idegek sériilése
valészinlsithet6en a felszabadulé ATP révén aktivalja az NLRP3 inflammaszémat az
idegsejtekben, amelynek hatasdra id6vel egy komplex gyulladdsos folyamat indul el,
amelynek része a mikroglidzis is. Azt is igazoltuk, hogy az inflammaszdéma-aktivacié korai

gatldsa jotékonyan hat a regenerdciora.

Az NLRP3 inflammaszdma kdros aktivacidja szamos patolégias folyamat lefolydsat ronthatja,
mint a neurodegenerativ megbetegedések, kardiovaszkularis és metabolikus zavarok, igy a
farmakoldgiai gatldszerek fejlesztése nagy erékkel folyik.>*° Eredményeink alapjin ezek a
szerek traumas sérllésekben is jotékony hatasuak lehetnek. Ugyanakkor az inflammaszéma
gatlészerek a kiilonb6z6 malignus daganatok terapidjaban is fontos szerephez juthatnak a
jovében,3° és erre utalnak sajat eredményeink is, amelyek azt igazoltak, hogy az
emlGkarcindma agyi attétek kornyezetében levd asztrocitdkban aktivalédik az NLRP3

inflammaszéma, amelynek gatlasa csokkenti a tumorsejtek szaporodasat allatmodellben.
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5.3 Az agyi attétes tumorok kialakulasanak mechanizmusai

Az agyi attétes tumorok kialakuldasa soran két olyan |épés van, amelyben érintettek a
neurovaszkuldris egység sejtjei. Az elsé a vér—agy gaton valod atvandorlds, a masodik pedig a

tumorsejtek tulélése és szaporoddsa az agyi kérnyezetben, az erek kozvetlen kdzelében.

5.3.1 A metasztatikus sejtek atjutasa a vér—agy gaton

Mivel a vér—agy gat képezi a legszorosabban zaré endotélréteget a szervezetiinkben, a
daganatos sejteknek kilonleges stratégiakat kell alkalmazniuk, hogy athatoljanak rajta és
bejussanak az agyba. Ez a folyamat — egérben vizsgalva — napokat vesz igénybe, amely
idGszak alatt a tumorsejtek nagy része eltilinik az agyi kapillarisok lumenébdl. Ezek a sejtek
valdszindleg jorészt elpusztulnak a mechanikai stressz vagy az immunsejtek hatdsara, illetve

a letapadds hianyéaban fellépé anoikis kbvetkeztében.’®

Bar maga az atvandorlas néhdany dra alatt lezajlik, annak el6készitése 3-5 vagy akar még tobb
napig is eltarthat. Azt tapasztaltuk, hogy ezen id&szak alatt az endotélsejtek szamos
valtozason mennek at az érben elakadt tumorsejtek kozelében. A kialakulé endotéldugdk és
érosszehuzodasok elzarjak, és ezdltal valdszinlileg védik a tumorsejteket. A metasztatikus
sejtek az endotélsejtek hdlyagosoddsat és masodlagos lumenek kialakuldsat okozzdk,
amelyek feltételezhet6en hozzajarulnak a transzmigracidhoz. Az endotélsejtek gyakran
protruzidkat bocsatanak ki, amelyekkel mintegy korulélelik a daganatsejteket, biztositva a
tobbszoros lumenek kialakuldsat, illetve a kordbban megfigyelt ,endotelializaciés”
atvandorlast.3>¥3%3 Az érlumenben elt6ltott hosszd id6 az EndMT kialakulasahoz is

sziikséges, amely szintén hozzajarul a tumorsejtek dtvandorlasanak elésegitéséhez.3>

Maga a diapedézis eml6karcindma-sejtek esetében gyakran transzcellularisan, azaz egyedi
endotélsejteken keresztlil torténik. Ez azonban kevésbé tlinik hatasosnak, mint a
melandmasejtek altal alkalmazott paracellularis transzmigracid, bar ezt csak in vitro
vizsgaltuk. Elképzelhet6 azonban, hogy a melandmasejtek fokozott vér—agy gaton vald
atjutdsi képessége szerepet jatszhat nagyfoku neurotropizmusukban, amelyhez szdmos mas

molekuldris mechanizmus is hozzéjarul.3>
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Eredményeink arra utalnak, hogy a Rac altal szabalyozott mezenchimalis mozgastipus,
amelyet a lapos, elnyult sejtmorfoldogia és a magas proteolitikus aktivitds jellemez,
elényosebb a tumorsejtek vér—agy gaton vald atvandorldsa sordn, mint a magas Rho
aktivitdshoz tarsuld amdboid, citoszkeletdlis mozgdsforma (39. abra). Ugyanakkor PI3K

Utvonal aktivaldsa is segitheti a transzmigraciot.

A tumorsejtekben aktivalédd jelatviteli utak fontos terdpias célpontok lehetnek, és
ezirdnyban szamos gydgyszerjel6lt vizsgalata zajlik preklinikai és klinikai szinten.
Eredményeink alapjan a PI3K gatlészereknek alapvetd szerepe lehet nemcsak a primér
daganatok kezelésében,?*® hanem akar az agyi attétek kialakulasanak megakadalyozasaban
is. Azonban a gyodgyszerrezisztencidk kialakuldsa komoly problémat jelent ezen szerek

terapias alkalmazhatdsagaban.?%®

AMOBOID MEZENCHIMALIS
<
>
lekerekedett alak elnyudlt morfolégia
magas Rho/ROCK aktivitds IF | magas Rac aktivitas
megnovekedett kontraktilitas proteolitikus Utvonalak aktivalodasa

ATVANDORLAS A VER-AGY GATON

39. abra. Az améboid és a mezenchimalis mozgastipus szerepe a tumorsejtek vér—agy gaton valé
atvandorlasaban.

Az amdboid, citoszkeletalis mozgasforma a kerek morfolégidju sejtekre jellemz6, amelyekben magas a
Rho/ROCK aktivitds. Ezek a sejtek elsGsorban a citoszkeletdlis kontraktilitds révén tudnak haladni. Ez a
morfolégia a Rac Utvonal gatlasaval indukalhaté. Ezzel ellentétben a Rho/ROCK aktivitds gatlasa a
mezenchimalis mozgasformanak kedvez. Ezekre a sejtekre az elnyult, lapos morfoldgia jellemzd, valamint a
magas Rac és proteolitikus aktivitas. Eredményeink alapjan a vér—agy gaton vald atvandorlas esetén ez utdbbi
a kedvezG6bb a tumorsejtek szamara.

A Racl is egy potencidlis célmolekula kiildnbdz6 daganatos betegségek kezelésében.3>7 Ezzel
ellentétben, a fasudil — amelyet a klinikumban agyi érgorcs kezelésére hasznalnak a Tavol-
Keleten3>8 és korondria spazmusban is hatékony lehet®>° — el§segitheti az agyi metasztazisok

kialakuldsarat annak ellenére, hogy a tumorsejtek migraciéjat gatolja.36%36 Az Jltalunk
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vizsgalt tovabbi jeldtviteli utak, a CB2 és az integrin szignalizacid, is rendelkeznek terdpids

potenciallal gy a daganatok, mint mas patoldgias folyamatok kezelésében.362:363

Mindezek alapjan valdszinGsithet6, hogy a primér tumorok kezelésére alkalmas szamos
terdpias szer az agyi attétek kialakuldsat is gatolni fogja, azonban a ROCK gatlészerek akar
novelhetik is az agyi attétek kialakulasanak kockazatat. A mar kialakult agyi metasztazisok
kezelésére azonban Uj stratégidkat kell kifejleszteni. Olyan terdpias szerekre lenne sziikség,
amelyek atjutnak a vér—agy gaton, és a tumorsejteket, illetve a metasztatikus kérnyezetet

veszik célba.

5.3.2 Az agyi kdornyezet hatasa a metasztazisokra

A mikrokornyezetnek alapvet6 szerepe van a daganatok ndvekedésében és terjedésében
nemcsak a primér, hanem a metasztatikus tumorok esetében is.36435> A mikrokornyezet
Osszetételét nagyban befolydsolja a tumor lokalizacidja, igy az agyban az immunsejtek és a
fibroblasztok mellett gliasejtek, illetve barrierképz6 endotélsejtek, valamint a nagy szamban

jelen levé pericitdk is részt vesznek a tumor kdrnyezetének sejtes felépitésében.304

A nem sejtes elemek kozil az erek alaphdrtyajanak van kiemelked6 szerepe, hiszen a vér—
agy gaton atjutott tumorsejtek ehhez tapadnak hozza, mig a perivaszkularis kapcsolatok
elvesztése a sejtek elpusztuldsat okozza.18336¢ Az alaphartya termelésében az endotélsejtek,
a pericitak és az asztrocitdk is részt vesznek,** és sajat adataink, illetve masok eredményeit®®
is azt igazoljak, hogy a pericitdk altal kivalasztott ECM fehérjék fontos szerepet jatszhatnak

az agyi metasztazisok kialakulasaban.

A pericitdk esetében mas prometasztatikus funkcidkat is taldltunk. Nemcsak a kollagén, a
fibronektin és a bazdlis membran mas elemeinek termelése segitheti a tumorsejteket az
agyban, de egyéb azonositott és még azonositasra varé faktorok is, amelyek révén a pericitak
kemotaktikus, illetve migraciét, EMT-t, valamint proliferaciot fokozé hatdast fejtenek ki a
tripla negativ eml6karcindma-sejtekre (40. abra). Az IGF2 — amelyet specifikusan a pericitak
termelnek az agyban, és amelynek nagyon er6s szaporoddst segit6 hatdsa volt a

367 amely a neurondlis sztemsejtek, és

tumorsejtekre — egy Gssejt novekedési faktor,
valdszinlileg a pericitdk fenntartdsat szolgdlja normal kériilmények kdzo6tt, hiszen a pericitak

maguk is rendelkeznek 8ssejt tulajdonsigokkal.3®® Egerekben végzett legfrissebb kutatdsok
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szerint a pericitdk daltal termelt IGF2-nek a hosszuitavi memdria kialakuldsdban is fontos

szerepe van, feltételezhetéleg az IGF-2R-en keresztiil.3%°

Az IGF2 az IGF-1R-en keresztll fokozza a mellrdksejtek szaporoddsat, metasztatikus
képességét és kemorezisztenciajat.3’%3’1 Ezért az IGF-ellenes terdpidnak nagy jelent8sége
lehet ebben a tumortipusban, bar az eddigi klinikai tesztek nem hoztak attoérést.3’2 Erdemes
lenne azonban az anti-IGF terapidt agyi attétes emlSkarcindmaban is megvizsgdlni, hiszen
kisérletes modellekben hatasosnak tlinik3’3 és a PPP/AXL1717 molekula nemcsak hatdsosan

gatolja az IGF-1R-t, de nem toxikus3’# és &tjut a vér—agy gaton is (40. abra).

agyi pericitak
/‘\—
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agyi metasztatikus tripla negativ emlékarcindma-sejtek

40. abra. Az agyi pericitak és peritumoralis asztrocitdk hatdsa a metasztatikus tripla negativ eml6karcinéma-
sejtek proliferacidjara.

A pericitdk IGF2-t termelnek, amellyel aktivdljak az IGF-1R-t a tumorsejtekben, amely fokozott
sejtszaporodashoz vezet. Az IGF-1R-t PPP-vel tudtuk gatolni. Az asztrocitakban a metasztatikus sejtek hatdsara
aktivalédik az NLRP3 inflammaszoma, amely az IL-1[3 érését és felszabadulasat valtja ki. Az IL-1f3 szintén fokozza
a tumorsejtek proliferaciojat az agyban. Az NLRP3 inflammaszémat MCC950-nel gatoltuk.

Ami az asztrocitdkat illeti, két 4j mechanizmust azonositottunk, amely a metasztazisokban
szerepet jatszhat. Az egyik a MEF2C expresszidjanak fokozédasa a peritumoralis
asztrocitakban. A MEF2C egy transzkripcids faktor, amely a szovet- és szervfejlédésben
jatszik szerepet, de onkogénként is miikédhet.?”> Nemcsak az asztrocitidkban, hanem a
tumorsejtekben is kimutattuk jelenlétét, sét primér eml&tumorokban is expresszalédik.376
Bar kisérletesen nem igazoltuk, a MEF2C expresszidjanak fokozdddasa az agyi metasztatikus

tumorokban 0Osszefliggésben lehet a miR-802-5p és miR-194-5p mennyiségének
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csokkenésével. Ezen és mas miRNS-ek megvaltozott expresszidja fontos szerepet jatszhat a
metasztazisok kialakuldsaban, és akar biomarkerként is szolgdlhat a daganatok korai

azonositasaban.3”’

Az asztrocitakban figyeltik meg ugyanakkor az NLRP3 inflammaszéma fehérjéinek
expresszio-fokozddasat, valamint az NLRP3 inflammaszdma aktivalddasat is. Az igy kialakuld
gyulladasos kornyezet egyrészt a daganatsejtek szaporodasanak fokozddasat, masrészt az
immunsejtek aktivalédasat és tumorba jutdsat okozza, tovabb fokozva a gyulladast.37® Az
MCC950 inflammaszédma inhibitorral hatdsosan tudtuk gdatolni a metasztatikus lézidk

novekedését az agyban (40. abra).

Az MCC950 volt az els6 kismolekula, amelyrdl igazoltak, hogy nagyon hatdsosan és
szelektiven gdtolja az NLRP3 inflammaszémat,?®> annak ATP-két8 motivumahoz
kapcsolédva.3”® Mivel az NLRP3 inflammaszdma aktivacidja szdmos patoldgids folyamat
kimenetelét rontja, a gatlészerek fejlesztése nagy er6kkel folyik, és tobb potencidlis
gyogyszermolekula jutott el a klinikai kiprébalasig.38° Bar hepatotoxikus hatdsai miatt az
MCC950 nem jutott tul a fazis Il szinten,?*® a hozza hasonlé szerkezetd kismolekuldk Sridsi

elénye, hogy atjutnak a vér—agy gaton.

Az inflammaszdma gatldszerek kézponti idegrendszeri megbetegedésekben38! és kiilénb6z6
rosszindulati daganatok ellen is hatdsosak lehetnek.3*°® Az agyi metasztazisok a
legagresszivebb és legnehezebben kezelhet6 daganatok kozé tartoznak, igy az
inflammaszémak gatldsa a perimetasztatikus asztrocitakban fontos el6relépést jelenthet a

jov6ben az agyi attétes daganatok kezelésében.
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6 Osszefoglalds, legfontosabb eredmények

A neurovaszkuldris egység az idegsejtek és a gliasejtek, valamint a mikroerek falat alkoté
endotélsejtek és pericitdk szoros morfoldgiai és funkcionalis kapcsolatat jelenti, amelynek
egyik legfontosabb szerepe a vér—agy gat kialakitdsa. A vér—agy gat az agy legfontosabb
barrier rendszere, amely megakadalyozza a vérben keringé potencialisan karos anyagok
(tobbek kozott a gydgyszermolekuldk) és sejtek (immunsejtek és tumorsejtek) bejutasat az
agyi parenchimaba. Ennek megfelel6en az agyi erek meghatdrozé szereppel birnak nemcsak
a véraramlas, hanem a periféria és a kozponti idegrendszer kozotti kommunikacio
szabdlyozasaban is ugy fizioldgids korilmények kozott, mint patoldgids folyamatok sordn. Ez
utdbbiak kozil munkankban a neuroinflammaciét és az agyi attétes daganatok kialakuldsat

tanulmanyoztuk.

Kisérleteink alapjan elsGként allapitottuk meg, hogy a vér—agy gat felépitését és miikodését
tekintve nem egységes a teljes agyszovetben, hanem regiondlis heterogenitast mutat, és
érdekes moddon a fehérdllomany szintjén képez szorosabb barriert az agykérgi
szlirkedllomdnyhoz viszonyitva. Ennek sem okai, sem kovetkezményei nem tisztazottak, de
valdszinlileg Osszefliggésben 3all azzal, hogy bizonyos megbetegedések kifejezetten a

fehérallomanyt érintik.

A vér—agy gat integritdsanak védelme ugyanis fontos szempont lehet az agyi kérfolyamatok
soran. Ebben szerepet jatszhat a PACAP, amely egy olyan endogén neuropeptid, amely a
cAMP Jdtvonalon keresztil védé hatdasunak bizonyult az agyi endotélsejtek szoros

kapcsolataira.

Klinikai szempontbdl a vér—agy gat mikodésének ismerete tobbek kozott azért is fontos,
mert az agyi endotélsejtek altal képzett barrier jelenti a legnagyobb akadalyt a potencidlis
terdpias szerek agyi penetracidja szamadra. Az agyi gyogyszerbejuttatasra szamos stratégia
van fejlesztés alatt, amelyek kozil mi a molekuldk kémiai moédositasat alkalmaztuk uj
fajdalomcsillapito, illetve neuroprotektiv szerek esetében. Ezzel a mddszerrel olyan EM-2,
illetve KYNA analdgokat taldltunk, amelyek jobb atjutdst mutattak a vér—agy gat in vitro

modelljén az eredeti molekuldkhoz viszonyitva.
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A vér—agy gat szinte minden kozponti idegrendszeri patoldgids folyamatban érintett, és
megnyildsa gyakran tovabb sulyosbitja a betegség lefolydsat. Hasonléképpen a
neuroinflammadcid is kiséréje gyakorlatilag az 6sszes agyi megbetegedésnek. Kisérleteinkben
Osszefliggéseket kerestiink a két folyamat kozott, és megprdbaltuk megérteni, hogy hogyan
vesznek részt a vaszkularis sejtek az agyi gyulladasos folyamatokban. Ennek megfelel6en
feltérképeztiik, hogy a velesziiletett immunitds receptorai expresszalédnak-e agyi
endotélsejtekben és pericitakban, és meghataroztuk ezen sejtek TLR és NLR mintdzatat.
Els6ként igazoltuk, hogy az agyi endotélsejtek és pericitdk inflammaszdéma-aktivacidra
képesek, amelynek eredményeként aktiv IL-1B-t szabaditanak fel. Ennek mennyisége
feltételezhet6en nem elég a gyulladasos reakcid elinditdsdhoz, azonban fontos szerepet

jatszhat az informacid kozvetitésében a periféria és a kdzponti idegrendszer kozott.

Megvizsgaltuk az inflammaszoma-aktivacid szerepét két patoldgias folyamatban is.
Periférias idegsérilés sordn az agyban nem elsGsorban a vaszkularis sejtekben, hanem az
axonléziét szenvedett idegsejtekben aktivalédott az NLRP3 inflammaszéma, egy gyulladdsos
kaszkadot inditva el. Egérmodellben azt is igazoltuk, hogy a neuronokban aktivdlodé
inflammaszéma gétldsa javitotta az idegi regeneraciot. Agyi metasztazisokat vizsgalva pedig
azt tapasztaltuk, hogy az NLRP3 inflammaszdma a peritumorialis asztrocitakban aktivalédott.
Ennek gatlasaval csékkenteni tudtuk az attétes lézidk szamat és méretét az agyban, szintén

egérmodellben.

Munkank legnagyobb részében arra prébaltunk valaszt talalni, hogy hogyan vesznek részt a
neurovaszkularis egység sejtjei az agyi metasztazisok kialakuldsaban a tripla negativ
emlGkarcindma-sejteknek a vér—agy gaton valé atvandorlasa, illetve az agyi kornyezetben

vald tulélése és szaporodasa soran.

Bar az agyi endotéliumon vald atvandorlas néhany éra alatt lezajlik, el6tte a tumorsejtek
napokig a hajszalerek lumenében maradnak, amelynek sordn szamos valtozast indukalnak
az endotélsejtekben. Azt figyeltiik meg, hogy a tumorsejtek hatdsara endotéldugdk és
érosszehuzdddasok alakulnak ki, amelyek valdszin(ileg védik a tumorsejteket. A metasztatikus
sejtek az endotélsejtek hdlyagosodasat és masodlagos lumenek kialakulasat is kivaltottak,

feltételezhet6en elGsegitve transzmigracidjukat. Az endotélsejtek gyakran protrizidkat
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bocsatottak ki, amelyekkel mintegy koriildlelték a daganatsejteket, biztositva a tobbszoros

lumenek kialakulasat, illetve megkonnyitve a metasztatikus sejtek atvandorlasat.

Az eml6karcinoma-sejtek diapedézise gyakran transzcelluldrisan, azaz egyedi
endotélsejteken keresztiil valdsult meg, mig melandmasejtek esetében csak paracellularis,
az endotélsejtek kozotti utvonalon torténé atvandorlast figyeltlink meg. Az atvandorlast
olyan jeldtviteli utak aktivdlasa segitheti, amelyek szerepet jatszanak altaldban a

metasztazisképzésben és a tumorsejtek mezenchimalis atalakuldasaban.

A mikrokornyezetnek alapvetd szerepe van a metasztatikus daganatok novekedésében és
terjedésében. Az agyban a mellrdksejtek jellemzéen az erek mentén szaporodnak és
vandorolnak. Ezen folyamat sordn nemcsak az endotélsejteket, de a pericitdkat is
bekebelezik, mig az asztrocitdkat leszoritjak az érfalrél. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
pericitdk eldsegitik a tumorsejtek kitapaddsat az érfalhoz, illetve szaporodasukat is. Ez
utdbbit els6sorban az IGF2 termelése altal tudjak biztositani, hiszen az IGF2 szignalizacio

gatlasa csokkentette a tumorok méretét az egerek agyaban.

Az asztrocitaknak is fontos szerepe van az agyi metasztatikus folyamatokban, mivel képesek
olyan mechanizmusokat aktivalni, amelyekkel gatoljak, és olyanokat is, amelyekkel segitik a
daganatsejtek tulélését az agyban. Kisérleteinkben a MEF2C transzkripciés faktor
expresszidjanak fokozdédasat figyeltik meg a peritumordlis asztrocitdkban és a
tumorsejtekben egyarant, ami Osszefliggésben lehet a miR-802-5p és miR-194-5p
mennyiségének csokkenésével az agyban és a szérumban is. Ezen és mdas miRNS-ek
megvaltozott expresszidja fontos szerepet jatszhat a metasztazisok kialakulasaban, és akar
biomarkerként is szolgdlhat a daganatok korai azonositasaban. Amint azt a kordbbiakban
mar emlitettik, az NLRP3 inflammaszédma is a peritumordlis asztrocitdakban aktivalédott,

hozzajarulva a gyulladasos kornyezet kialakitdsdahoz és a daganatok novekedéséhez.

Osszefoglalva, olyan alapvet6 mechanizmusokat azonositottunk az agyban, amelyek
befolyasoljdk neurovaszkularis egység, illetve a vér—agy gat mikodését fizioldgias,

gyulladasos és metasztatikus kortilmények kozott.
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7 Klinikai hasznosithatdsag, tovabbi tervek

Bar munkank elsésorban alapkutatds jellegli volt, mindig hangsulyt fektettlink arra, hogy

klinikailag relevans kérdéseket prébaljunk megvdlaszolni, a kdvetkez6képpen:

e Bar a vér—agy gat regionalis heterogenitdsdnak jelentésége még nem pontosan ismert,
feltételezésiink szerint Osszefliggésben 4ll az agyi patoldgids folyamatok heterogén
lokalizacidjaval. Epp ezért folytatjuk ezt a témat, és transzkriptomikai médszerrel fogjuk

0sszehasonlitani a pericitakat a fehér- és a szlirkeallomanyban fiatal és 6reg egerekben.

® Ami az agyi gydgyszerbejuttatast illeti, vegyész kollégdinkkal azon dolgozunk, hogy
megtalaljuk azt a KYNA analdgot, amely meg6rzott neuroprotektiv tulajdonsagai mellett a

legjobb vér—agy gaton keresztiili permeabilitast mutatja.

® A neuroinflammacié és az inflammaszoéma gatlds klinikai relevancidja szintén
megkérddjelezhetetlen. Az inflammaszéma inhibitorok fejlesztése és tesztelése nagy erékkel
zajlik, és szamos kismolekula tiinik igéretesnek nemcsak specifikus hatdsa, hanem a vér—agy

gaton valé atjutdsa miatt is.

e A PI3K/Akt/PTEN Utvonal gatldsara is szamos gydgyszerjelolt vizsgalata zajlik preklinikai és
klinikai szinten, és eredményeink alapjan ezek a szerek nemcsak a primér tumorokra, hanem
az agyi attétek kialakulasara is hatassal lehetnek. Hasonldan, a Racl, a CB2 és az integrin
szignalizacio gatldsa is rendelkezik terdpias potenciallal. Ezzel szemben a fasudil — amely egy
Japdnban és Kindban engedélyezett gydgyszer érspazmus kezelésére — eredményeink szerint

novelheti az agyi attétek kialakuldsanak kockazatat.

® Eredményeink alapjan az IGF2 jelatvitel gatldsa kaphat még fontos szerepet az agyi
metasztazisok kezelésében. Mivel még nagyon kevéssé ismert, hogy mi a fizioldgids szerepe

az agyi pericitakban expresszalédo IGF2-nek, ezt is szeretnénk kordiljarni.

o VVégiil a miRNS-ekben rejl6 potencialt emelném ki, amelyeket a jov6ben akar diagnosztikus
vagy terdpias biomarkerként is lehetne hasznositani, és amelyeknek kutatdsat jelenleg is

folytatjuk.

109



8 Irodalomjegyzék

(1) ladecola, C. The Neurovascular Unit Coming of Age: A Journey through Neurovascular Coupling in
Health and Disease. Neuron 2017, 96 (1), 17-42. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2017.07.030.

(2) Stackhouse, T. L.; Mishra, A. Neurovascular Coupling in Development and Disease: Focus on
Astrocytes. Front. Cell Dev. Biol. 2021, 9, 702832. https://doi.org/10.3389/fcell.2021.702832.

(3) Attwell, D.; Buchan, A. M.; Charpak, S.; Lauritzen, M.; MacVicar, B. A.; Newman, E. A. Glial and
Neuronal Control of Brain Blood Flow. Nature 2010, 468 (7321), 232-243.
https://doi.org/10.1038/nature09613.

(4) Hill, R. A,; Tong, L.; Yuan, P.; Murikinati, S.; Gupta, S.; Grutzendler, J. Regional Blood Flow in the
Normal and Ischemic Brain Is Controlled by Arteriolar Smooth Muscle Cell Contractility and Not by
Capillary Pericytes. Neuron 2015, 87 (1), 95-110. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2015.06.001.

(5) Hall, C. N.; Reynell, C.; Gesslein, B.; Hamilton, N. B.; Mishra, A.; Sutherland, B. A.; O’Farrell, F. M.;
Buchan, A. M.; Lauritzen, M.; Attwell, D. Capillary Pericytes Regulate Cerebral Blood Flow in Health
and Disease. Nature 2014, 508 (7494), 55-60. https://doi.org/10.1038/nature13165.

(6) Cai, C.; Fordsmann, J. C.; Jensen, S. H.; Gesslein, B.; Lenstrup, M.; Hald, B. O.; Zambach, S. A.; Brodin,
B.; Lauritzen, M. J. Stimulation-Induced Increases in Cerebral Blood Flow and Local Capillary
Vasoconstriction Depend on Conducted Vascular Responses. Proc. Natl. Acad. Sci. 2018, 115 (25).
https://doi.org/10.1073/pnas.1707702115.

(7) Abbott, N. J.; Patabendige, A. A. K.; Dolman, D. E. M.; Yusof, S. R.; Begley, D. J. Structure and Function
of the Blood—Brain Barrier. Neurobiol. Dis. 2010, 37 (1), 13-25.
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2009.07.030.

(8) Abbott, N. J.; Ronnback, L.; Hansson, E. Astrocyte—Endothelial Interactions at the Blood—Brain Barrier.
Nat. Rev. Neurosci. 2006, 7 (1), 41-53. https://doi.org/10.1038/nrn1824.

(9) Profaci, C. P.; Muniji, R. N.; Pulido, R. S.; Daneman, R. The Blood—Brain Barrier in Health and Disease:
Important  Unanswered Questions. J. Exp. Med. 2020, 217 (4), e20190062.
https://doi.org/10.1084/jem.20190062.

(10) Grubb, S.; Cai, C.; Hald, B. O.; Khennouf, L.; Murmu, R. P.; Jensen, A. G. K.; Fordsmann, J.; Zambach,
S.; Lauritzen, M. Precapillary Sphincters Maintain Perfusion in the Cerebral Cortex. Nat. Commun.
2020, 11 (1), 395. https://doi.org/10.1038/s41467-020-14330-z.

(11) Hartmann, D. A.; Coelho-Santos, V.; Shih, A. Y. Pericyte Control of Blood Flow Across Microvascular
Zones in the Central Nervous System. Annu. Rev. Physiol. 2022, 84 (1), 331-354.
https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-061121-040127.

(12) Ji, X.; Ferreira, T.; Friedman, B.; Liu, R.; Liechty, H.; Bas, E.; Chandrashekar, J.; Kleinfeld, D. Brain
Microvasculature Has a Common Topology with Local Differences in Geometry That Match Metabolic
Load. Neuron 2021, 109 (7), 1168-1187.e13. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2021.02.006.

(13) Pardridge, W. M. The Blood-Brain Barrier: Bottleneck in Brain Drug Development. NeuroRX 2005, 2
(1), 3—-14. https://doi.org/10.1602/neurorx.2.1.3.

(14) Duvernoy, H. M.; Delon, S.; Vannson, J. L. Cortical Blood Vessels of the Human Brain. Brain Res. Bull.
1981, 7 (5), 519-579. https://doi.org/10.1016/0361-9230(81)90007-1.

110



(15) Linninger, A. A.; Gould, |. G.; Marinnan, T.; Hsu, C.-Y.; Chojecki, M.; Alaraj, A. Cerebral Microcirculation
and Oxygen Tension in the Human Secondary Cortex. Ann. Biomed. Eng. 2013, 41 (11), 2264-2284.
https://doi.org/10.1007/s10439-013-0828-0.

(16) Tsai, P. S.; Kaufhold, J. P.; Blinder, P.; Friedman, B.; Drew, P. J.; Karten, H. J.; Lyden, P. D.; Kleinfeld, D.
Correlations of Neuronal and Microvascular Densities in Murine Cortex Revealed by Direct Counting
and Colocalization of Nuclei and Vessels. J. Neurosci. 2009, 29 (46), 14553-14570.
https://doi.org/10.1523/JINEUROSCI.3287-09.2009.

(17) Gould, 1. G.; Tsai, P.; Kleinfeld, D.; Linninger, A. The Capillary Bed Offers the Largest Hemodynamic
Resistance to the Cortical Blood Supply. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2017, 37 (1), 52-68.
https://doi.org/10.1177/0271678X16671146.

(18) Pardridge, W. M. Drug and Gene Delivery to the Brain. Neuron 2002, 36 (4), 555-558.
https://doi.org/10.1016/5S0896-6273(02)01054-1.

(19) Zlokovic, B. V. The Blood-Brain Barrier in Health and Chronic Neurodegenerative Disorders. Neuron
2008, 57 (2), 178-201. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2008.01.003.

(20) Grubb, S.; Lauritzen, M.; Aalkjeer, C. Brain Capillary Pericytes and Neurovascular Coupling. Comp.
Biochem. Physiol. A. Mol. Integr. Physiol. 2021, 254, 110893.
https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2020.110893.

(21) Wilhelm, 1.; Fazakas, C.; Krizbai, I. A. In Vitro Models of the Blood-Brain Barrier. Acta Neurobiol. Exp.
(Warsz.) 2011, 71 (1), 113-128.

(22) Crone, C.; Olesen, S. P. Electrical Resistance of Brain Microvascular Endothelium. Brain Res. 1982, 241
(1), 49-55. https://doi.org/10.1016/0006-8993(82)91227-6.

(23) Butt, A. M.; Jones, H. C.; Abbott, N. J. Electrical Resistance across the Blood-Brain Barrier in
Anaesthetized Rats: A Developmental Study. J. Physiol. 1990, 429 (1), 47-62.
https://doi.org/10.1113/jphysiol.1990.sp018243.

(24) Benson, K.; Cramer, S.; Galla, H.-J. Impedance-Based Cell Monitoring: Barrier Properties and Beyond.
Fluids Barriers CNS 2013, 10 (1), 5. https://doi.org/10.1186/2045-8118-10-5.

(25) Bauer, H. C.; Traweger, A.; Zweimueller-Mayer, J.; Lehner, C.; Tempfer, H.; Krizbai, I.; Wilhelm, |,;
Bauer, H. New Aspects of the Molecular Constituents of Tissue Barriers. J. Neural Transm. 2011, 118
(1), 7-21. https://doi.org/10.1007/s00702-010-0484-6.

(26) Traweger, A.; Toepfer, S.; Wagner, R. N.; Zweimueller-Mayer, J.; Gehwolf, R.; Lehner, C.; Tempfer, H.;
Krizbai, I.; Wilhelm, 1.; Bauer, H.-C.; Bauer, H. Beyond Cell-Cell Adhesion: Emerging Roles of the Tight
Junction Scaffold ZO-2. Tissue Barriers 2013, 1 (2), e25039. https://doi.org/10.4161/tisb.25039.

(27) Bauer, H.-C.; Krizbai, I. A.; Bauer, H.; Traweger, A. “You Shall Not Pass”-Tight Junctions of the Blood
Brain Barrier. Front. Neurosci. 2014, 8, 392. https://doi.org/10.3389/fnins.2014.00392.

(28) Dejana, E.; Orsenigo, F.; Molendini, C.; Baluk, P.; McDonald, D. M. Organization and Signaling of
Endothelial Cell-to-Cell Junctions in Various Regions of the Blood and Lymphatic Vascular Trees. Cell
Tissue Res. 2009, 335 (1), 17-25. https://doi.org/10.1007/s00441-008-0694-5.

(29) Taddei, A.; Giampietro, C.; Conti, A.; Orsenigo, F.; Breviario, F.; Pirazzoli, V.; Potente, M.; Daly, C.;
Dimmeler, S.; Dejana, E. Endothelial Adherens Junctions Control Tight Junctions by VE-Cadherin-
Mediated Upregulation of Claudin-5. Nat. Cell Biol. 2008, 10 (8), 923-934.
https://doi.org/10.1038/ncb1752.

111



(30) Gasparics, A.; Rosivall, L.; Krizbai, I. A.; Sebe, A. When the Endothelium Scores an Own Goal:
Endothelial Cells Actively Augment Metastatic Extravasation through Endothelial-Mesenchymal
Transition. Am. J.  Physiol.-Heart  Circ. ~ Physiol. 2016, 310 (9), H1055-H1063.
https://doi.org/10.1152/ajpheart.00042.2016.

(31) Ben-2vi, A.; Lacoste, B.; Kur, E.; Andreone, B. J.; Mayshar, Y.; Yan, H.; Gu, C. Mfsd2a Is Critical for the
Formation and Function of the Blood—Brain Barrier. Nature 2014, 509 (7501), 507-511.
https://doi.org/10.1038/nature13324.

(32) Nguyen, L. N.; Ma, D.; Shui, G.; Wong, P.; Cazenave-Gassiot, A.; Zhang, X.; Wenk, M. R.; Goh, E. L. K,;
Silver, D. L. Mfsd2a Is a Transporter for the Essential Omega-3 Fatty Acid Docosahexaenoic Acid.
Nature 2014, 509 (7501), 503-506. https://doi.org/10.1038/nature13241.

(33) Matsuoka, R. L.; Buck, L. D.; Vajrala, K. P.; Quick, R. E.; Card, O. A. Historical and Current Perspectives
on Blood Endothelial Cell Heterogeneity in the Brain. Cell. Mol. Life Sci. 2022, 79 (7), 372.
https://doi.org/10.1007/s00018-022-04403-1.

(34) Ge, S.; Song, L.; Pachter, J. S. Where Is the Blood-Brain Barrier ? Really? J. Neurosci. Res. 2005, 79 (4),
421-427. https://doi.org/10.1002/jnr.20313.

(35) Prockop, L. D.; Naidu, K. A.; Binard, J. E.; Ransohoff, J. Selective Permeability of [ 3 H]-D-Mannitol and
[ C]-Carboxyl-Lnulin Across the Blood-Brain Barrier and Blood-Spinal Cord Barrier in the Rabbit. J.
Spinal Cord Med. 1995, 18 (4), 221-226. https://doi.org/10.1080/10790268.1995.11719399.

(36) Ge, S.; Pachter, J. S. Isolation and Culture of Microvascular Endothelial Cells from Murine Spinal Cord.
J. Neuroimmunol. 2006, 177 (1-2), 209-214. https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2006.05.012.

(37) Winkler, E. A.; Sengillo, J. D.; Bell, R. D.; Wang, J.; Zlokovic, B. V. Blood—Spinal Cord Barrier Pericyte
Reductions Contribute to Increased Capillary Permeability. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2012, 32 (10),
1841-1852. https://doi.org/10.1038/jcbfm.2012.113.

(38) Winkler, E. A.; Bell, R. D.; Zlokovic, B. V. Central Nervous System Pericytes in Health and Disease. Nat.
Neurosci. 2011, 14 (11), 1398-1405. https://doi.org/10.1038/nn.2946.

(39) Hartmann, D. A.; Underly, R. G.; Grant, R. |.; Watson, A. N.; Lindner, V.; Shih, A. Y. Pericyte Structure
and Distribution in the Cerebral Cortex Revealed by High-Resolution Imaging of Transgenic Mice.
Neurophotonics 2015, 2 (4), 041402. https://doi.org/10.1117/1.NPh.2.4.041402.

(40) Berthiaume, A.-A.; Hartmann, D. A.; Majesky, M. W.; Bhat, N. R.; Shih, A. Y. Pericyte Structural
Remodeling in Cerebrovascular Health and Homeostasis. Front. Aging Neurosci. 2018, 10, 210.
https://doi.org/10.3389/fnagi.2018.00210.

(41) vanlandewijck, M.; He, L.; Mae, M. A.; Andrae, J.; Ando, K.; Del Gaudio, F.; Nahar, K.; Lebouvier, T.;
Lavifia, B.; Gouveia, L.; Sun, Y.; Raschperger, E.; Rasanen, M.; Zarb, Y.; Mochizuki, N.; Keller, A.;
Lendahl, U.; Betsholtz, C. A Molecular Atlas of Cell Types and Zonation in the Brain Vasculature.
Nature 2018, 554 (7693), 475-480. https://doi.org/10.1038/nature25739.

(42) Alarcon-Martinez, L.; Yilmaz-Ozcan, S.; Yemisci, M.; Schallek, J.; Kilig, K.; Can, A.; Di Polo, A.; Dalkara,
T. Capillary Pericytes Express a-Smooth Muscle Actin, Which Requires Prevention of Filamentous-
Actin Depolymerization for Detection. eLife 2018, 7, e34861. https://doi.org/10.7554/elife.34861.

(43) Hellstrom, M.; Gerhardt, H.; Kalén, M.; Li, X.; Eriksson, U.; Wolburg, H.; Betsholtz, C. Lack of Pericytes
Leads to Endothelial Hyperplasia and Abnormal Vascular Morphogenesis. J. Cell Biol. 2001, 153 (3),
543-554. https://doi.org/10.1083/jcb.153.3.543.

112



(44) Thomsen, M. S.; Routhe, L. J.; Moos, T. The Vascular Basement Membrane in the Healthy and
Pathological Brain. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2017, 37 (10), 3300-3317.
https://doi.org/10.1177/0271678X17722436.

(45) Armulik, A.; Genové, G.; Mae, M.; Nisancioglu, M. H.; Wallgard, E.; Niaudet, C.; He, L.; Norlin, J.;
Lindblom, P.; Strittmatter, K.; Johansson, B. R.; Betsholtz, C. Pericytes Regulate the Blood—Brain
Barrier. Nature 2010, 468 (7323), 557-561. https://doi.org/10.1038/nature09522.

(46) Daneman, R.; Zhou, L.; Kebede, A. A.; Barres, B. A. Pericytes Are Required for Blood—Brain Barrier
Integrity during Embryogenesis. Nature 2010, 468 (7323), 562-566.
https://doi.org/10.1038/nature09513.

(47) Helms, H. C.; Abbott, N. J.; Burek, M.; Cecchelli, R.; Couraud, P.-O.; Deli, M. A.; Forster, C.; Galla, H. J.;
Romero, I. A.; Shusta, E. V.; Stebbins, M. J.; Vandenhaute, E.; Weksler, B.; Brodin, B. In Vitro Models
of the Blood—Brain Barrier: An Overview of Commonly Used Brain Endothelial Cell Culture Models
and Guidelines for Their Use. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2016, 36 (5), 862-890.
https://doi.org/10.1177/0271678X16630991.

(48) Sofroniew, M. V.; Vinters, H. V. Astrocytes: Biology and Pathology. Acta Neuropathol. (Berl.) 2010,
119 (1), 7-35. https://doi.org/10.1007/s00401-009-0619-8.

(49) Escartin, C.; Galea, E.; Lakatos, A.; O’Callaghan, J. P.; Petzold, G. C.; Serrano-Pozo, A.; Steinhauser, C.;
Volterra, A.; Carmignoto, G.; Agarwal, A.; Allen, N. J.; Araque, A.; Barbeito, L.; Barzilai, A.; Bergles, D.
E.; Bonvento, G.; Butt, A. M.; Chen, W.-T.; Cohen-Salmon, M.; Cunningham, C.; Deneen, B.; De
Strooper, B.; Diaz-Castro, B.; Farina, C.; Freeman, M.; Gallo, V.; Goldman, J. E.; Goldman, S. A.; Gétz,
M.; Gutiérrez, A.; Haydon, P. G.; Heiland, D. H.; Hol, E. M.; Holt, M. G.; lino, M.; Kastanenka, K. V.;
Kettenmann, H.; Khakh, B. S.; Koizumi, S.; Lee, C. J.; Liddelow, S. A.; MacVicar, B. A.; Magistretti, P.;
Messing, A.; Mishra, A.; Molofsky, A. V.; Murai, K. K.; Norris, C. M.; Okada, S.; Oliet, S. H. R.; Oliveira,
J. F.; Panatier, A.; Parpura, V.; Pekna, M.; Pekny, M.; Pellerin, L.; Perea, G.; Pérez-Nievas, B. G.;
Pfrieger, F. W.; Poskanzer, K. E.; Quintana, F. J.; Ransohoff, R. M.; Riguelme-Perez, M.; Robel, S.; Rose,
C. R,; Rothstein, J. D.; Rouach, N.; Rowitch, D. H.; Semyanov, A.; Sirko, S.; Sontheimer, H.; Swanson,
R. A,; Vitorica, J.; Wanner, 1.-B.; Wood, L. B.; Wu, J.; Zheng, B.; Zimmer, E. R.; Zorec, R.; Sofroniew, M.
V.; Verkhratsky, A. Reactive Astrocyte Nomenclature, Definitions, and Future Directions. Nat.
Neurosci. 2021, 24 (3), 312—325. https://doi.org/10.1038/s41593-020-00783-4.

(50) Janzer, R. C.; Raff, M. C. Astrocytes Induce Blood—Brain Barrier Properties in Endothelial Cells. Nature
1987, 325 (6101), 253-257. https://doi.org/10.1038/325253a0.

(51) Paulson, O. B.; Newman, E. A. Does the Release of Potassium from Astrocyte Endfeet Regulate
Cerebral Blood Flow? Science 1987, 237 (4817), 896—898. https://doi.org/10.1126/science.3616619.

(52) Allen, N. J.; Barres, B. A. Glia — More than Just Brain Glue. Nature 2009, 457 (7230), 675—-677.
https://doi.org/10.1038/457675a.

(53) Heithoff, B. P.; George, K. K.; Phares, A. N.; Zuidhoek, I. A.; Munoz-Ballester, C.; Robel, S. Astrocytes
Are Necessary for Blood—Brain Barrier Maintenance in the Adult Mouse Brain. Glia 2021, 69 (2), 436—
472. https://doi.org/10.1002/glia.23908.

(54) Dehouck, M.-P.; Méresse, S.; Delorme, P.; Fruchart, J.-C.; Cecchelli, R. An Easier, Reproducible, and
Mass-Production Method to Study the Blood?Brain Barrier In Vitro. J. Neurochem. 1990, 54 (5), 1798—
1801. https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.1990.tb01236.x.

113



(55) Thomsen, M. S.; Humle, N.; Hede, E.; Moos, T.; Burkhart, A.; Thomsen, L. B. The Blood-Brain Barrier
Studied in  Vitro  across Species. PLOS ONE 2021, 16 (3), e0236770.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0236770.

(56) Mathiisen, T. M.; Lehre, K. P.; Danbolt, N. C.; Ottersen, O. P. The Perivascular Astroglial Sheath
Provides a Complete Covering of the Brain Microvessels: An Electron Microscopic 3D Reconstruction.
Glia 2010, 58 (9), 1094-1103. https://doi.org/10.1002/glia.20990.

(57) Mills, W. A.; Woo, A. M.; Jiang, S.; Martin, J.; Surendran, D.; Bergstresser, M.; Kimbrough, I. F.; Eyo,
U. B.; Sofroniew, M. V.; Sontheimer, H. Astrocyte Plasticity in Mice Ensures Continued Endfoot
Coverage of Cerebral Blood Vessels Following Injury and Declines with Age. Nat. Commun. 2022, 13
(1), 1794. https://doi.org/10.1038/s41467-022-29475-2.

(58) Lécuyer, M.-A.; Kebir, H.; Prat, A. Glial Influences on BBB Functions and Molecular Players in Immune
Cell Trafficking. Biochim. Biophys. Acta BBA - Mol. Basis Dis. 2016, 1862 (3), 472-482.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2015.10.004.

(59) Mi, H.; Haeberle, H.; Barres, B. A. Induction of Astrocyte Differentiation by Endothelial Cells. J.
Neurosci. 2001, 21 (5), 1538-1547. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.21-05-01538.2001.

(60) Bonkowski, D.; Katyshev, V.; Balabanov, R. D.; Borisov, A.; Dore-Duffy, P. The CNS Microvascular
Pericyte: Pericyte-Astrocyte Crosstalk in the Regulation of Tissue Survival. Fluids Barriers CNS 2011,
8 (1), 8. https://doi.org/10.1186/2045-8118-8-8.

(61) Xu, L.; Nirwane, A.; Yao, Y. Basement Membrane and Blood—Brain Barrier. Stroke Vasc. Neurol. 2019,
4 (2), 78-82. https://doi.org/10.1136/svn-2018-000198.

(62) Parkhurst, C. N.; Yang, G.; Ninan, |.; Savas, J. N.; Yates, J. R.; Lafaille, J. J.; Hempstead, B. L.; Littman,
D. R.; Gan, W.-B. Microglia Promote Learning-Dependent Synapse Formation through Brain-Derived
Neurotrophic Factor. Cell 2013, 155 (7), 1596—1609. https://doi.org/10.1016/j.cell.2013.11.030.

(63) Thurgur, H.; Pinteaux, E. Microglia in the Neurovascular Unit: Blood—Brain Barrier—Microglia
Interactions After Central Nervous System Disorders. Neuroscience 2019, 405, 55-67.
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2018.06.046.

(64) Haruwaka, K.; lkegami, A.; Tachibana, Y.; Ohno, N.; Konishi, H.; Hashimoto, A.; Matsumoto, M.; Kato,
D.; Ono, R.; Kiyama, H.; Moorhouse, A. J.; Nabekura, J.; Wake, H. Dual Microglia Effects on Blood
Brain Barrier Permeability Induced by Systemic Inflammation. Nat. Commun. 2019, 10 (1), 5816.
https://doi.org/10.1038/s41467-019-13812-z.

(65) Cserép, C.; Pésfai, B.; Lénart, N.; Fekete, R.; Laszld, Z. I.; Lele, Z.; Orsolits, B.; Molnar, G.; Heindl, S.;
Schwarcz, A. D.; Ujvéri, K.; Kornyei, Z.; Toth, K.; Szabadits, E.; Sperlagh, B.; Baranyi, M.; Csiba, L,;
Hortobagyi, T.; Magldczky, Z.; Martinecz, B.; Szabd, G.; Erdélyi, F.; SzipGcs, R.; Tamkun, M. M.;
Gesierich, B.; Duering, M.; Katona, |.; Liesz, A.; Tamas, G.; Dénes, A. Microglia Monitor and Protect
Neuronal Function through Specialized Somatic Purinergic Junctions. Science 2020, 367 (6477), 528—
537. https://doi.org/10.1126/science.aax6752.

(66) Csaszar, E.; Lénart, N.; Cserép, C.; Kornyei, Z.; Fekete, R.; Posfai, B.; Balazsfi, D.; Hangya, B.; Schwarcz,
A. D.; Szabadits, E.; Sz6llGsi, D.; Szigeti, K.; Mathé, D.; West, B. L.; Sviatkd, K.; Bras, A. R.; Mariani, J.-
C.; Kliewer, A.; Lenkei, Z.; Hricisak, L.; Benyd, Z.; Baranyi, M.; Sperlagh, B.; Menyhart, A.; Farkas, E.;
Dénes, A. Microglia Modulate Blood Flow, Neurovascular Coupling, and Hypoperfusion via Purinergic
Actions. J. Exp. Med. 2022, 219 (3), €20211071. https://doi.org/10.1084/jem.20211071.

114



(67) Kimura, I.; Dohgu, S.; Takata, F.; Matsumoto, J.; Watanabe, T.; Iwao, T.; Yamauchi, A.; Kataoka, Y.
Oligodendrocytes Upregulate Blood-Brain Barrier Function through Mechanisms Other than the
PDGF-BB/PDGFRa Pathway in the Barrier-Tightening Effect of Oligodendrocyte Progenitor Cells.
Neurosci. Lett. 2020, 715, 134594, https://doi.org/10.1016/j.neulet.2019.134594.

(68) Niu, J.; Tsai, H.-H.; Hoi, K. K.; Huang, N.; Yu, G.; Kim, K.; Baranzini, S. E.; Xiao, L.; Chan, J. R.; Fancy, S.
P.J. Aberrant Oligodendroglial-Vascular Interactions Disrupt the Blood—Brain Barrier, Triggering CNS
Inflammation. Nat. Neurosci. 2019, 22 (5), 709—-718. https://doi.org/10.1038/s41593-019-0369-4.

(69) Dorrier, C. E.; Jones, H. E.; Pintari¢, L.; Siegenthaler, J. A.; Daneman, R. Emerging Roles for CNS
Fibroblasts in Health, Injury and Disease. Nat. Rev. Neurosci. 2022, 23 (1), 23-34.
https://doi.org/10.1038/s41583-021-00525-w.

(70) Kaplan, L.; Chow, B. W.; Gu, C. Neuronal Regulation of the Blood—Brain Barrier and Neurovascular
Coupling. Nat. Rev. Neurosci. 2020, 21 (8), 416—432. https://doi.org/10.1038/s41583-020-0322-2.

(71) Weidenfeller, C.; Svendsen, C. N.; Shusta, E. V. Differentiating Embryonic Neural Progenitor Cells
Induce Blood?Brain Barrier Properties. J. Neurochem. 2007, 101 (2), 555-565.
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2006.04394 x.

(72) Blanchette, M.; Daneman, R. Formation and Maintenance of the BBB. Mech. Dev. 2015, 138, 8-16.
https://doi.org/10.1016/j.mod.2015.07.007.

(73) Costea, L.; Mészaros, A.; Bauer, H.; Bauer, H.-C.; Traweger, A.; Wilhelm, I.; Farkas, A. E.; Krizbai, I. A.
The Blood—Brain Barrier and Its Intercellular Junctions in Age-Related Brain Disorders. Int. J. Mol. Sci.
2019, 20 (21), 5472. https://doi.org/10.3390/ijms20215472.

(74) Nyul-Téth, A.; Tarantini, S.; DelFavero, J.; Yan, F.; Balasubramanian, P.; Yabluchanskiy, A.; Ahire, C.;
Kiss, T.; Csipo, T.; Lipecz, A.; Farkas, A. E.; Wilhelm, I.; Krizbai, I. A.; Tang, Q.; Csiszar, A.; Ungvari, Z.
Demonstration of Age-Related Blood-Brain Barrier Disruption and Cerebromicrovascular Rarefaction
in Mice by Longitudinal Intravital Two-Photon Microscopy and Optical Coherence Tomography. Am.
J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 2021, 320 (4), H1370-H1392.
https://doi.org/10.1152/ajpheart.00709.2020.

(75) Ransohoff, R. M.; Schafer, D.; Vincent, A.; Blachere, N. E.; Bar-Or, A. Neuroinflammation: Ways in
Which the Immune System Affects the Brain. Neurotherapeutics 2015, 12 (4), 896—909.
https://doi.org/10.1007/s13311-015-0385-3.

(76) Engelhardt, B.; Vajkoczy, P.; Weller, R. O. The Movers and Shapers in Immune Privilege of the CNS.
Nat. Immunol. 2017, 18 (2), 123-131. https://doi.org/10.1038/ni.3666.

(77) Shechter, R.; London, A.; Schwartz, M. Orchestrated Leukocyte Recruitment to Immune-Privileged
Sites: Absolute Barriers versus Educational Gates. Nat. Rev. Immunol. 2013, 13 (3), 206-218.
https://doi.org/10.1038/nri3391.

(78) Rustenhoven, J.; Kipnis, J. Brain Borders at the Central Stage of Neuroimmunology. Nature 2022, 612
(7940), 417-429. https://doi.org/10.1038/s41586-022-05474-7.

(79) Engelhardt, B.; Comabella, M.; Chan, A. Multiple Sclerosis: Immunopathological Heterogeneity and
Its Implications. Eur. J. Imnmunol. 2022, 52 (6), 869—-881. https://doi.org/10.1002/eji.202149757.

(80) Rossi, B.; Santos-Lima, B.; Terrabuio, E.; Zenaro, E.; Constantin, G. Common Peripheral Immunity
Mechanisms in Multiple Sclerosis and Alzheimer’s Disease. Front. Immunol. 2021, 12, 639369.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.639369.

115



(81) Planas, A. M. Role of Immune Cells Migrating to the Ischemic Brain. Stroke 2018, 49 (9), 2261-2267.
https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.118.021474.

(82) Alam, A.; Thelin, E. P.; Tajsic, T.; Khan, D. Z.; Khellaf, A.; Patani, R.; Helmy, A. Cellular Infiltration in
Traumatic Brain Injury. J. Neuroinflammation 2020, 17 (1), 328. https://doi.org/10.1186/s12974-020-
02005-x.

(83) Rochfort, K. D.; Cummins, P. M. The Blood—Brain Barrier Endothelium: A Target for pro-Inflammatory
Cytokines. Biochem. Soc. Trans. 2015, 43 (4), 702—706. https://doi.org/10.1042/BST20140319.

(84) Verma, S.; Nakaoke, R.; Dohgu, S.; Banks, W. A. Release of Cytokines by Brain Endothelial Cells: A
Polarized Response to Lipopolysaccharide. Brain. Behav. Immun. 2006, 20 (5), 449-455.
https://doi.org/10.1016/j.bbi.2005.10.005.

(85) Smyth, L. C. D.; Rustenhoven, J.; Park, T. |.-H.; Schweder, P.; Jansson, D.; Heppner, P. A.; O’Carroll, S.
J.; Mee, E. W.; Faull, R. L. M.; Curtis, M.; Dragunow, M. Unique and Shared Inflammatory Profiles of
Human Brain Endothelia and Pericytes. J. Neuroinflammation 2018, 15 (1), 138.
https://doi.org/10.1186/s12974-018-1167-8.

(86) Marchetti, L.; Engelhardt, B. Immune Cell Trafficking across the Blood-Brain Barrier in the Absence
and Presence of Neuroinflammation. Vasc. Biol. 2020, 2 (1), H1-H18. https://doi.org/10.1530/VB-19-
0033.

(87) Guijarro-Mufioz, |.; Compte, M.; Alvarez-Cienfuegos, A.; Alvarez-Vallina, L.; Sanz, L.
Lipopolysaccharide Activates Toll-like Receptor 4 (TLR4)-Mediated NF-kB Signaling Pathway and
Proinflammatory Response in Human Pericytes. J. Biol. Chem. 2014, 289 (4), 2457-2468.
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.521161.

(88) Matsumoto, J.; Takata, F.; Machida, T.; Takahashi, H.; Soejima, Y.; Funakoshi, M.; Futagami, K;
Yamauchi, A.; Dohgu, S.; Kataoka, Y. Tumor Necrosis Factor-a-Stimulated Brain Pericytes Possess a
Unique Cytokine and Chemokine Release Profile and Enhance Microglial Activation. Neurosci. Lett.
2014, 578, 133-138. https://doi.org/10.1016/j.neulet.2014.06.052.

(89) Chen, G. Y.; Nuiiez, G. Sterile Inflammation: Sensing and Reacting to Damage. Nat. Rev. Immunol.
2010, 10 (12), 826-837. https://doi.org/10.1038/nri2873.

(90) Denk, S.; Perl, M.; Huber-Lang, M. Damage- and Pathogen-Associated Molecular Patterns and
Alarmins: Keys to Sepsis? Eur. Surg. Res. 2012, 48 (4), 171-179. https://doi.org/10.1159/000338194.

(91) Li, D.; Wu, M. Pattern Recognition Receptors in Health and Diseases. Signal Transduct. Target. Ther.
2021, 6 (1), 291. https://doi.org/10.1038/s41392-021-00687-0.

(92) Geijtenbeek, T. B. H.; Gringhuis, S. I. Signalling through C-Type Lectin Receptors: Shaping Immune
Responses. Nat. Rev. Immunol. 2009, 9 (7), 465-479. https://doi.org/10.1038/nri2569.

(93) Rehwinkel, J.; Gack, M. U. RIG-I-like Receptors: Their Regulation and Roles in RNA Sensing. Nat. Rev.
Immunol. 2020, 20 (9), 537-551. https://doi.org/10.1038/s41577-020-0288-3.

(94) Brunette, R. L.; Young, J. M.; Whitley, D. G.; Brodsky, I. E.; Malik, H. S.; Stetson, D. B. Extensive
Evolutionary and Functional Diversity among Mammalian AIM2-like Receptors. J. Exp. Med. 2012,
209 (11), 1969-1983. https://doi.org/10.1084/jem.20121960.

(95) Kawasaki, T.; Kawai, T. Toll-Like Receptor Signaling Pathways. Front. Immunol. 2014, 5.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2014.00461.

116



(96) Piccinini, A. M.; Midwood, K. S. DAMPening Inflammation by Modulating TLR Signalling. Mediators
Inflamm. 2010, 2010, 1-21. https://doi.org/10.1155/2010/672395.

(97) Deguine, J.; Barton, G. M. MyD88: A Central Player in Innate Immune Signaling. FI000Prime Rep.
2014, 6. https://doi.org/10.12703/P6-97.

(98) Lee, H.; Lee, S.; Cho, I.-H.; Joong Lee, S. Toll-Like Receptors: Sensor Molecules for Detecting Damage
to the Nervous System. Curr. Protein Pept. Sci. 2013, 14 (1), 33-42.
https://doi.org/10.2174/1389203711314010006.

(99) Nagy6szi, P.; Wilhelm, I.; Farkas, A. E.; Fazakas, C.; Dung, N. T. K.; Haskd, J.; Krizbai, I. A. Expression
and Regulation of Toll-like Receptors in Cerebral Endothelial Cells. Neurochem. Int. 2010, 57 (5), 556—
564. https://doi.org/10.1016/j.neuint.2010.07.002.

(100) Veszelka, S.; Pasztdi, M.; Farkas, A. E.; Krizbai, I.; Dung, N. T. K.; Niwa, M.; Abraham, C. S.; Deli, M.
A. Pentosan Polysulfate Protects Brain Endothelial Cells against Bacterial Lipopolysaccharide-Induced
Damages. Neurochem. Int. 2007, 50 (1), 219-228. https://doi.org/10.1016/j.neuint.2006.08.006.

(101) Fischer, S.; Nishio, M.; Peters, S. C.; Tschernatsch, M.; Walberer, M.; Weidemann, S.; Heidenreich,
R.; Couraud, P. O.; Weksler, B. B.; Romero, I. A.; Gerriets, T.; Preissner, K. T. Signaling Mechanism of
Extracellular RNA in Endothelial Cells. FASEB J. 2009, 23 (7), 2100-2109.
https://doi.org/10.1096/fj.08-121608.

(102) Johnson, R. H.; Kho, D. T.; O’ Carroll, S. J.; Angel, C. E.; Graham, E. S. The Functional and
Inflammatory Response of Brain Endothelial Cells to Toll-Like Receptor Agonists. Sci. Rep. 2018, 8 (1),
10102. https://doi.org/10.1038/s41598-018-28518-3.

(103)  Kumar, V. Toll-like Receptors in the Pathogenesis of Neuroinflammation. J. Neuroimmunol. 2019,
332, 16-30. https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2019.03.012.

(104) Shaw, M. H.; Reimer, T.; Kim, Y.-G.; Nufiez, G. NOD-like Receptors (NLRs): Bona Fide Intracellular
Microbial Sensors. Curr. Opin. Immunol. 2008, 20 (4), 377-382.
https://doi.org/10.1016/j.coi.2008.06.001.

(105) Danis, J.; Mellett, M. Nod-Like Receptors in Host Defence and Disease at the Epidermal Barrier.
Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 (9), 4677. https://doi.org/10.3390/ijms22094677.

(106) Keestra-Gounder, A. M.; Tsolis, R. M. NOD1 and NOD2: Beyond Peptidoglycan Sensing. Trends
Immunol. 2017, 38 (10), 758-767. https://doi.org/10.1016/j.it.2017.07.004.

(107)  Reyes Ruiz, V. M.; Ramirez, J.; Naseer, N.; Palacio, N. M.; Siddarthan, I. J.; Yan, B. M.; Boyer, M.
A.; Pensinger, D. A.; Sauer, J.-D.; Shin, S. Broad Detection of Bacterial Type Ill Secretion System and
Flagellin Proteins by the Human NAIP/NLRC4 Inflammasome. Proc. Natl. Acad. Sci. 2017, 114 (50),
13242-13247. https://doi.org/10.1073/pnas.1710433114.

(108) Naseer, N.; Egan, M. S.; Reyes Ruiz, V. M.; Scott, W. P.; Hunter, E. N.; Demissie, T.; Rauch, |;
Brodsky, I. E.; Shin, S. Human NAIP/NLRC4 and NLRP3 Inflammasomes Detect Salmonella Type llI
Secretion System Activities to Restrict Intracellular Bacterial Replication. PLOS Pathog. 2022, 18 (1),
€1009718. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1009718.

(109) Brogz, P.; Dixit, V. M. Inflammasomes: Mechanism of Assembly, Regulation and Signalling. Nat.
Rev. Immunol. 2016, 16 (7), 407-420. https://doi.org/10.1038/nri.2016.58.

117



(110) Gasteiger, G.; D’Osualdo, A.; Schubert, D. A.; Weber, A.; Bruscia, E. M.; Hartl, D. Cellular Innate
Immunity: An Old Game with New Players. J. Innate Immun. 2017, 9 (2), 111-125.
https://doi.org/10.1159/000453397.

(111) Kong, X.; Yuan, Z.; Cheng, J. The Function of NOD-like Receptors in Central Nervous System
Diseases: NLRs in the CNS Diseases. J. Neurosci. Res. 2017, 95 (8), 1565-1573.
https://doi.org/10.1002/jnr.24004.

(112) Girvin, A. M.; Gordon, K. B.; Welsh, C. J.; Clipstone, N. A.; Miller, S. D. Differential Abilities of
Central Nervous System Resident Endothelial Cells and Astrocytes to Serve as Inducible Antigen-
Presenting Cells. Blood 2002, 99 (10), 3692—3701. https://doi.org/10.1182/blood-2001-12-0229.

(113) Reimer, T.; Shaw, M. H.; Franchi, L.; Coban, C.; Ishii, K. J.; Akira, S.; Horii, T.; Rodriguez, A.; Nuiiez,
G. Experimental Cerebral Malaria Progresses Independently of the Nlrp3 Inflammasome. Eur. J.
Immunol. 2010, 40 (3), 764-769. https://doi.org/10.1002/eji.200939996.

(114) Navarro, R.; Delgado-Wicke, P.; Nufiez-Prado, N.; Compte, M.; Blanco-Toribio, A.; Nuiiez, G.;
Alvarez-Vallina, L.; Sanz, L. Role of Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 1 (NOD1) in Pericyte-
Mediated Vascular Inflammation. J. Cell. Mol. Med. 2016, 20 (5), 980-986.
https://doi.org/10.1111/jcmm.12804.

(115) Gharagozloo, M.; Gris, K. V.; Mahvelati, T.; Amrani, A.; Lukens, J. R.; Gris, D. NLR-Dependent
Regulation of Inflammation in Multiple Sclerosis. Front. Immunol. 2018, 8, 2012.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.02012.

(116) Martinon, F.; Burns, K.; Tschopp, J. The Inflammasome. Mol. Cell 2002, 10 (2), 417-426.
https://doi.org/10.1016/51097-2765(02)00599-3.

(117)  Yu, P.; Zhang, X.; Liu, N.; Tang, L.; Peng, C.; Chen, X. Pyroptosis: Mechanisms and Diseases. Signal
Transduct. Target. Ther. 2021, 6 (1), 128. https://doi.org/10.1038/s41392-021-00507-5.

(118) Bulau, A.-M.; Nold, M. F.; Li, S.; Nold-Petry, C. A.; Fink, M.; Mansell, A.; Schwerd, T.; Hong, J.;
Rubartelli, A.; Dinarello, C. A.; Bufler, P. Role of Caspase-1 in Nuclear Translocation of IL-37, Release
of the Cytokine, and IL-37 Inhibition of Innate Immune Responses. Proc. Natl. Acad. Sci. 2014, 111
(7), 2650-2655. https://doi.org/10.1073/pnas.1324140111.

(119) Talabot-Ayer, D.; Lamacchia, C.; Gabay, C.; Palmer, G. Interleukin-33 Is Biologically Active
Independently of Caspase-1 Cleavage. J. Biol. Chem. 2009, 284 (29), 19420-19426.
https://doi.org/10.1074/jbc.M901744200.

(120) Carriere, J.; Dorfleutner, A.; Stehlik, C. NLRP7: From Inflammasome Regulation to Human Disease.
Immunology 2021, 163 (4), 363-376. https://doi.org/10.1111/imm.13372.

(121) Sborgi, L.; Ravotti, F.; Dandey, V. P.; Dick, M. S.; Mazur, A.; Reckel, S.; Chami, M.; Scherer, S.;
Huber, M.; Béckmann, A.; Egelman, E. H.; Stahlberg, H.; Broz, P.; Meier, B. H.; Hiller, S. Structure and
Assembly of the Mouse ASC Inflammasome by Combined NMR Spectroscopy and Cryo-Electron
Microscopy. Proc. Natl. Acad. Sci. 2015, 112 (43), 13237-13242.
https://doi.org/10.1073/pnas.1507579112.

(122) Dick, M. S.; Sborgi, L.; Rahl, S.; Hiller, S.; Broz, P. ASC Filament Formation Serves as a Signal
Amplification Mechanism for Inflammasomes. Nat. Commun. 2016, 7 (1), 11929.
https://doi.org/10.1038/ncomms11929.

118



(123) Lamkanfi, M.; Dixit, V. M. The Inflammasome Turns 15. Nature 2017, 548 (7669), 534-535.
https://doi.org/10.1038/548534a.

(124) Swanson, K. V.; Deng, M.; Ting, J. P.-Y. The NLRP3 Inflammasome: Molecular Activation and
Regulation to  Therapeutics. Nat. Rev. Immunol. 2019, 19 (8), 477-489.
https://doi.org/10.1038/s41577-019-0165-0.

(125) GroB, C. J.; Mishra, R.; Schneider, K. S.; Médard, G.; Wettmarshausen, J.; Dittlein, D. C.; Shi, H.;
Gorka, O.; Koenig, P.-A.; Fromm, S.; Magnani, G.; Cikovi¢, T.; Hartjes, L.; Smollich, J.; Robertson, A. A.
B.; Cooper, M. A.; Schmidt-Supprian, M.; Schuster, M.; Schroder, K.; Broz, P.; Traidl-Hoffmann, C,;
Beutler, B.; Kuster, B.; Ruland, J.; Schneider, S.; Perocchi, F.; GroR, O. K + Efflux-Independent NLRP3
Inflammasome Activation by Small Molecules Targeting Mitochondria. Immunity 2016, 45 (4), 761—
773. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2016.08.010.

(126) He, Y.; Zeng, M. Y.; Yang, D.; Motro, B.; Nuiiez, G. NEK7 Is an Essential Mediator of NLRP3
Activation Downstream of Potassium Efflux. Nature 2016, 530 (7590), 354-357.
https://doi.org/10.1038/nature16959.

(127) Kayagaki, N.; Warming, S.; Lamkanfi, M.; Walle, L. V.; Louie, S.; Dong, J.; Newton, K.; Qu, Y.; Liu,
J.; Heldens, S.; Zhang, J.; Lee, W. P.; Roose-Girma, M.; Dixit, V. M. Non-Canonical Inflammasome
Activation Targets Caspase-11. Nature 2011, 479 (7371), 117-121.
https://doi.org/10.1038/nature10558.

(128) Shi, J.; Zhao, Y.; Wang, Y.; Gao, W.; Ding, J.; Li, P.; Hu, L.; Shao, F. Inflammatory Caspases Are
Innate Immune Receptors for Intracellular LPS. Nature 2014, 514 (7521), 187-192.
https://doi.org/10.1038/nature13683.

(129) Chan, A. H.; Schroder, K. Inflammasome Signaling and Regulation of Interleukin-1 Family
Cytokines. J. Exp. Med. 2020, 217 (1), e20190314. https://doi.org/10.1084/jem.20190314.

(130) Carvalho, R. V. H.; Silva, A. L. N.; Santos, L. L.; Andrade, W. A.; S3, K. S. G.; Zamboni, D. S.
Macrophage Priming Is Dispensable for NLRP3 Inflammasome Activation and Restriction of
Leishmania Amazonensis  Replication. J. Leukoc. Biol. 2019, 106 (3), 631-640.
https://doi.org/10.1002/JLB.MA1118-471R.

(131) Netea, M. G.; van de Veerdonk, F. L.; van der Meer, J. W. M.; Dinarello, C. A.; Joosten, L. A. B.
Inflammasome-Independent Regulation of IL-1-Family Cytokines. Annu. Rev. Immunol. 2015, 33 (1),
49-77. https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-032414-112306.

(132)  Lénart, N.; Brough, D.; Dénes, A. Inflammasomes Link Vascular Disease with Neuroinflammation
and Brain Disorders. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2016, 36 (10), 1668-1685.
https://doi.org/10.1177/0271678X16662043.

(133) Heneka, M. T.; McManus, R. M.; Latz, E. Inflammasome Signalling in Brain Function and
Neurodegenerative Disease. Nat. Rev. Neurosci. 2018, 19 (10), 610-621.
https://doi.org/10.1038/s41583-018-0055-7.

(134) Xiao, H.; Lu, M.; Lin, T. Y.; Chen, Z.; Chen, G.; Wang, W.-C.; Marin, T.; Shentu, T.; Wen, L.; Gongol,
B.; Sun, W.; Liang, X.; Chen, J.; Huang, H.-D.; Pedra, J. H. F.; Johnson, D. A.; Shyy, J. Y.-J. Sterol
Regulatory Element Binding Protein 2 Activation of NLRP3 Inflammasome in Endothelium Mediates
Hemodynamic-Induced Atherosclerosis Susceptibility. Circulation 2013, 128 (6), 632-642.
https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.113.002714.

119



(135) Leaf, I. A.; Nakagawa, S.; Johnson, B. G.; Cha, J. J.; Mittelsteadt, K.; Guckian, K. M.; Gomez, |. G;
Altemeier, W. A.; Duffield, J. S. Pericyte MyD88 and IRAK4 Control Inflammatory and Fibrotic
Responses to Tissue Injury. J. Clin. Invest. 2016, 127 (1), 321-334. https://doi.org/10.1172/JCI87532.

(136) Ising, C.; Venegas, C.; Zhang, S.; Scheiblich, H.; Schmidt, S. V.; Vieira-Saecker, A.; Schwartz, S.;
Albasset, S.; McManus, R. M.; Tejera, D.; Griep, A.; Santarelli, F.; Brosseron, F.; Opitz, S.; Stunden, J.;
Merten, M.; Kayed, R.; Golenbock, D. T.; Blum, D.; Latz, E.; Buée, L.; Heneka, M. T. NLRP3
Inflammasome Activation Drives Tau Pathology. Nature 2019, 575 (7784), 669-673.
https://doi.org/10.1038/s41586-019-1769-z.

(137) Scheiblich, H.; Bousset, L.; Schwartz, S.; Griep, A.; Latz, E.; Melki, R.; Heneka, M. T. Microglial
NLRP3 Inflammasome Activation upon TLR2 and TLR5 Ligation by Distinct a-Synuclein Assemblies. J.
Immunol. 2021, 207 (8), 2143—-2154. https://doi.org/10.4049/jimmunol.2100035.

(138) Govindarajan, V.; de Rivero Vaccari, J. P.; Keane, R. W. Role of Inflammasomes in Multiple
Sclerosis and Their Potential as Therapeutic Targets. J. Neuroinflammation 2020, 17 (1), 260.
https://doi.org/10.1186/s12974-020-01944-9.

(139) Gulke, E.; Gelderblom, M.; Magnus, T. Danger Signals in Stroke and Their Role on Microglia
Activation after Ischemia. Ther. Adv. Neurol. Disord. 2018, 11, 175628641877425.
https://doi.org/10.1177/1756286418774254.

(140)  Freeman, L.; Guo, H.; David, C. N.; Brickey, W. J.; Jha, S.; Ting, J. P.-Y. NLR Members NLRC4 and
NLRP3 Mediate Sterile Inflammasome Activation in Microglia and Astrocytes. J. Exp. Med. 2017, 214
(5), 1351-1370. https://doi.org/10.1084/jem.20150237.

(141) Denes, A.; Coutts, G.; Lénart, N.; Cruickshank, S. M.; Pelegrin, P.; Skinner, J.; Rothwell, N.; Allan,
S. M.; Brough, D. AIM2 and NLRC4 Inflammasomes Contribute with ASC to Acute Brain Injury
Independently of NLRP3. Proc. Natl. Acad. Sci. 2015, 112 (13), 4050-4055.
https://doi.org/10.1073/pnas.1419090112.

(142)  Minkiewicz, J.; de Rivero Vaccari, J. P.; Keane, R. W. Human Astrocytes Express a Novel NLRP2
Inflammasome: The NLRP2 Inflammasome Activated by ATP. Glia 2013, 61 (7), 1113-1121.
https://doi.org/10.1002/glia.22499.

(143) Ducza, L.; Sziics, P.; Heged(s, K.; Bakk, E.; Gajtko, A.; Wéber, 1.; Hollo, K. NLRP2 Is Overexpressed
in Spinal Astrocytes at the Peak of Mechanical Pain Sensitivity during Complete Freund Adjuvant-
Induced Persistent Pain. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 (21), 11408.
https://doi.org/10.3390/ijms222111408.

(144) Kaushal, V.; Dye, R.; Pakavathkumar, P.; Foveau, B.; Flores, J.; Hyman, B.; Ghetti, B.; Koller, B. H.;
LeBlanc, A. C. Neuronal NLRP1 Inflammasome Activation of Caspase-1 Coordinately Regulates
Inflammatory Interleukin-1-Beta Production and Axonal Degeneration-Associated Caspase-6
Activation. Cell Death Differ. 2015, 22 (10), 1676—1686. https://doi.org/10.1038/cdd.2015.16.

(145) Yap, J. K. Y.; Pickard, B. S.; Chan, E. W. L.; Gan, S. Y. The Role of Neuronal NLRP1 Inflammasome
in Alzheimer’s Disease: Bringing Neurons into the Neuroinflammation Game. Mol. Neurobiol. 2019,
56 (11), 7741-7753. https://doi.org/10.1007/s12035-019-1638-7.

(146) Mejias, N. H.; Martinez, C. C.; Stephens, M. E.; de Rivero Vaccari, J. P. Contribution of the
Inflammasome to Inflammaging. J. Inflamm. 2018, 15 (1), 23. https://doi.org/10.1186/s12950-018-
0198-3.

120



(147) Mawhinney, L. J.; de Rivero Vaccari, J. P.; Dale, G. A.; Keane, R. W.; Bramlett, H. M. Heightened
Inflammasome Activation Is Linked to Age-Related Cognitive Impairment in Fischer 344 Rats. BMC
Neurosci. 2011, 12 (1), 123. https://doi.org/10.1186/1471-2202-12-123.

(148) Sharma, B. R.; Kanneganti, T.-D. NLRP3 Inflammasome in Cancer and Metabolic Diseases. Nat.
Immunol. 2021, 22 (5), 550-559. https://doi.org/10.1038/s41590-021-00886-5.

(149) Rolim, G. B.; Dantas Lima, A. J. P.; dos Santos Cardoso, V. I.; de Fatima Machado Soares, E.; Nunes,
D. N.; Barros, H. C. S.; Leite, A. B.; Alexandre-Moreira, M. S.; Duarte, A. W. F.; de Sales Marques, C.;
de Carvalho Fraga, C. A.; de Queiroz, A. C. Can Inflammasomes Promote the Pathophysiology of
Glioblastoma Multiforme? A View about the Potential of the Anti-Inflammasome Therapy as
Pharmacological Target. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2022, 172, 103641.
https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2022.103641.

(150) Gondi, V.; Mehta, M. P. Novel Insights into the Management of Brain Metastases: Curr. Opin.
Neurol. 2010, 23 (6), 556-562. https://doi.org/10.1097/WC0.0b013e32833f8ch5.

(151) Nayak, L.; Lee, E. Q.; Wen, P. Y. Epidemiology of Brain Metastases. Curr. Oncol. Rep. 2012, 14 (1),
48-54. https://doi.org/10.1007/s11912-011-0203-y.

(152) Platta, C. S.; Khuntia, D.; Mehta, M. P.; Suh, J. H. Current Treatment Strategies for Brain
Metastasis and Complications From Therapeutic Techniques: A Review of Current Literature. Am. J.
Clin. Oncol. 2010, 33 (4), 398-407. https://doi.org/10.1097/COC.0b013e318194f744.

(153) Péchoux, C. L.; Sun, A.; Slotman, B. J.; De Ruysscher, D.; Belderbos, J.; Gore, E. M. Prophylactic
Cranial Irradiation for Patients with Lung Cancer. Lancet Oncol. 2016, 17 (7), e277-e293.
https://doi.org/10.1016/51470-2045(16)30065-1.

(154) Rostami, R.; Mittal, S.; Rostami, P.; Tavassoli, F.; Jabbari, B. Brain Metastasis in Breast Cancer: A
Comprehensive Literature Review. /. Neurooncol. 2016, 127  (3), 407-414.
https://doi.org/10.1007/s11060-016-2075-3.

(155) Sperduto, P. W.; Mesko, S.; Li, J.; Cagney, D.; Aizer, A,; Lin, N. U.; Nesbit, E.; Kruser, T. J.; Chan, J.;
Braunstein, S.; Lee, J.; Kirkpatrick, J. P.; Breen, W.; Brown, P. D.; Shi, D.; Shih, H. A.; Soliman, H.; Sahgal,
A.; Shanley, R.; Sperduto, W.; Lou, E.; Everett, A.; Boggs, D. H.; Masucci, L.; Roberge, D.; Remick, J.;
Plichta, K.; Buatti, J. M.; Jain, S.; Gaspar, L. E.; Wu, C.-C.; Wang, T. J. C.; Bryant, J.; Chuong, M.; Yu, J.;
Chiang, V.; Nakano, T.; Aoyama, H.; Mehta, M. P. Estrogen/Progesterone Receptor and HER2
Discordance between Primary Tumor and Brain Metastases in Breast Cancer and Its Effect on
Treatment and Survival. Neuro-Oncol. 2020, 22 (9), 1359-1367.
https://doi.org/10.1093/neuonc/noaa025.

(156)  Kuksis, M.; Gao, Y.; Tran, W.; Hoey, C.; Kiss, A.; Komorowski, A. S.; Dhaliwal, A. J.; Sahgal, A.; Das,
S.; Chan, K. K.; Jerzak, K. J. The Incidence of Brain Metastases among Patients with Metastatic Breast
Cancer: A Systematic Review and Meta-Analysis. Neuro-Oncol. 2021, 23 (6), 894-904.
https://doi.org/10.1093/neuonc/noaa285.

(157) Cohen, J. V.; Tawbi, H.; Margolin, K. A.; Amravadi, R.; Bosenberg, M.; Brastianos, P. K.; Chiang, V.
L.; de Groot, J.; Glitza, I. C.; Herlyn, M.; Holmen, S. L.; Jilaveanu, L. B.; Lassman, A.; Moschos, S.;
Postow, M. A.; Thomas, R.; Tsiouris, J. A.; Wen, P.; White, R. M.; Turnham, T.; Davies, M. A.; Kluger,
H. M. Melanoma Central Nervous System Metastases: Current Approaches, Challenges, and
Opportunities. Pigment Cell Melanoma Res. 2016, 29 (6), 627-642.
https://doi.org/10.1111/pcmr.12538.

121



(158) Sloan, A. E.; Nock, C. J.; Einstein, D. B. Diagnosis and Treatment of Mela-Noma Brain Metastasis:
A Literature Review. Cancer Control 2009, 16 (3), 248-255.
https://doi.org/10.1177/107327480901600307.

(159) Tas, F. Metastatic Behavior in Melanoma: Timing, Pattern, Survival, and Influencing Factors. J.
Oncol. 2012, 2012, 1-9. https://doi.org/10.1155/2012/647684.

(160) D’Antonio, C.; Passaro, A.; Gori, B.; Del Signore, E.; Migliorino, M. R.; Ricciardi, S.; Fulvi, A.; de
Marinis, F. Bone and Brain Metastasis in Lung Cancer: Recent Advances in Therapeutic Strategies.
Ther. Adv. Med. Oncol. 2014, 6 (3), 101-114. https://doi.org/10.1177/1758834014521110.

(161) Steindl, A.; Schlieter, F.; Klikovits, T.; Leber, E.; Gatterbauer, B.; Frischer, J. M.; Dieckmann, K.;
Widhalm, G.; Zoéchbauer-Miiller, S.; Hoda, M. A. R.; Preusser, M.; Berghoff, A. S. Prognostic
Assessment in Patients with Newly Diagnosed Small Cell Lung Cancer Brain Metastases: Results from
a Real-Life Cohort. J. Neurooncol. 2019, 145 (1), 85-95. https://doi.org/10.1007/s11060-019-03269-
X.

(162) Leone, J. P.; Lee, A. V.; Brufsky, A. M. Prognostic Factors and Survival of Patients with Brain
Metastasis from Breast Cancer Who Underwent Craniotomy. Cancer Med. 2015, 4 (7), 989-994.
https://doi.org/10.1002/cam4.439.

(163) Noh, T.; Walbert, T. Brain Metastasis: Clinical Manifestations, Symptom Management, and
Palliative Care. In Handbook of Clinical Neurology; Elsevier, 2018; Vol. 149, pp 75-88.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-811161-1.00006-2.

(164) Dou, Z.; Wu, J.; Wu, H.; Yu, Q.; Yan, F.; Jiang, B.; Li, B.; Xu, J.; Xie, Q.; Li, C.; Sun, C.; Chen, G. The
Infratentorial Localization of Brain Metastases May Correlate with Specific Clinical Characteristics and
Portend Worse Outcomes Based on Voxel-Wise Mapping. Cancers 2021, 13 (2), 324.
https://doi.org/10.3390/cancers13020324.

(165) Franchino, F.; Ruda, R.; Soffietti, R. Mechanisms and Therapy for Cancer Metastasis to the Brain.
Front. Oncol. 2018, 8, 161. https://doi.org/10.3389/fonc.2018.00161.

(166)  Andres, K. H.; D@ring, M.; Muszynski, K.; Schmidt, R. F. Nerve Fibres and Their Terminals of the
Dura Mater Encephali of the Rat. Anat. Embryol. (Berl.) 1987, 175 (3), 289-301.
https://doi.org/10.1007/BF00309843.

(167) Aspelund, A.; Antila, S.; Proulx, S. T.; Karlsen, T. V.; Karaman, S.; Detmar, M.; Wiig, H.; Alitalo, K.
A Dural Lymphatic Vascular System That Drains Brain Interstitial Fluid and Macromolecules. J. Exp.
Med. 2015, 212 (7), 991-999. https://doi.org/10.1084/jem.20142290.

(168) Louveau, A.; Smirnov, |.; Keyes, T.J.; Eccles, J. D.; Rouhani, S. J.; Peske, J. D.; Derecki, N. C.; Castle,
D.; Mandell, J. W.; Lee, K. S.; Harris, T. H.; Kipnis, J. Structural and Functional Features of Central
Nervous System Lymphatic  Vessels. Nature 2015, 523 (7560), 337-341.
https://doi.org/10.1038/nature14432.

(169) Mezey, E.; Szalayova, |.; Hogden, C. T.; Brady, A.; Désa, A.; Sétonyi, P.; Palkovits, M. An
Immunohistochemical Study of Lymphatic Elements in the Human Brain. Proc. Natl. Acad. Sci. 2021,
118(3), e2002574118. https://doi.org/10.1073/pnas.2002574118.

(170) Vandenhaute, E.; Stump-Guthier, C.; Losada, M. L.; Tenenbaum, T.; Rudolph, H.; Ishikawa, H.;
Schwerk, C.; Schroten, H.; Dirken, M.; Marz, M.; Karremann, M. The Choroid Plexus May Be an
Underestimated Site of Tumor Invasion to the Brain: An in Vitro Study Using Neuroblastoma Cell
Lines. Cancer Cell Int. 2015, 15 (1), 102. https://doi.org/10.1186/s12935-015-0257-2.

122



(171) Lorger, M.; Felding-Habermann, B. Capturing Changes in the Brain Microenvironment during
Initial Steps of Breast Cancer Brain Metastasis. Am. J. Pathol. 2010, 176 (6), 2958-2971.
https://doi.org/10.2353/ajpath.2010.090838.

(172) Rai, S.; Nejadhamzeeigilani, Z.; Gutowski, N. J.; Whatmore, J. L. Loss of the Endothelial Glycocalyx
Is Associated with Increased E-Selectin Mediated Adhesion of Lung Tumour Cells to the Brain
Microvascular  Endothelium. J. Exp. Clin. Cancer Res. 2015, 34 (1), 105.
https://doi.org/10.1186/s13046-015-0223-9.

(173)  Fan, J.; Fu, B. M. Quantification of Malignant Breast Cancer Cell MDA-MB-231 Transmigration
Across Brain and Lung Microvascular Endothelium. Ann. Biomed. Eng. 2016, 44 (7), 2189-2201.
https://doi.org/10.1007/s10439-015-1517-y.

(174) Soto, M. S.; Serres, S.; Anthony, D. C.; Sibson, N. R. Functional Role of Endothelial Adhesion
Molecules in the Early Stages of Brain Metastasis. Neuro-Oncol. 2014, 16 (4), 540-551.
https://doi.org/10.1093/neuonc/not222.

(175) Végh, A. G.; Fazakas, C.; Nagy, K.; Wilhelm, I.; Molnar, J.; Krizbai, I. A.; Szegletes, Z.; Var¢, G.
Adhesion and Stress Relaxation Forces between Melanoma and Cerebral Endothelial Cells. Eur.
Biophys. J. 2012, 41 (2), 139-145. https://doi.org/10.1007/s00249-011-0765-5.

(176) Kienast, Y.; von Baumgarten, L.; Fuhrmann, M.; Klinkert, W. E. F.; Goldbrunner, R.; Herms, J.;
Winkler, F. Real-Time Imaging Reveals the Single Steps of Brain Metastasis Formation. Nat. Med.
2010, 16 (1), 116-122. https://doi.org/10.1038/nm.2072.

(177) Paku, S.; Déme, B.; Téth, R.; Timar, J. Organ-Specificity of the Extravasation Process: An
Ultrastructural Study. Clin. Exp. Metastasis 2000, 18 (6), 481-492.
https://doi.org/10.1023/A:1011858925376.

(178)  Strilic, B.; Offermanns, S. Intravascular Survival and Extravasation of Tumor Cells. Cancer Cell
2017, 32 (3), 282-293. https://doi.org/10.1016/j.ccell.2017.07.001.

(179) Wolburg, H.; Wolburg-Buchholz, K.; Engelhardt, B. Diapedesis of Mononuclear Cells across
Cerebral Venules during Experimental Autoimmune Encephalomyelitis Leaves Tight Junctions Intact.
Acta Neuropathol. (Berl.) 2005, 109 (2), 181-190. https://doi.org/10.1007/s00401-004-0928-x.

(180) Abadier, M.; Haghayegh Jahromi, N.; Cardoso Alves, L.; Boscacci, R.; Vestweber, D.; Barnum, S.;
Deutsch, U.; Engelhardt, B.; Lyck, R. Cell Surface Levels of Endothelial ICAM-1 Influence the
Transcellular or Paracellular T-Cell Diapedesis across the Blood-Brain Barrier: Cellular Immune
Response. Eur. J. Immunol. 2015, 45 (4), 1043-1058. https://doi.org/10.1002/eji.201445125.

(181) Khuon, S.; Liang, L.; Dettman, R. W.; Sporn, P. H. S.; Wysolmerski, R. B.; Chew, T.-L. Myosin Light
Chain Kinase Mediates Transcellular Intravasation of Breast Cancer Cells through the Underlying
Endothelial Cells: A Three-Dimensional FRET Study. J. Cell Sci. 2010, 123 (3), 431-440.
https://doi.org/10.1242/jcs.053793.

(182) Arvanitis, C.; Khuon, S.; Spann, R.; Ridge, K. M.; Chew, T.-L. Structure and Biomechanics of the
Endothelial Transcellular Circumferential Invasion Array in Tumor Invasion. PLoS ONE 2014, 9 (2),
e89758. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0089758.

(183) Carbonell, W.S.; Ansorge, O.; Sibson, N.; Muschel, R. The Vascular Basement Membrane as “Soil”
in Brain Metastasis. PLoS ONE 2009, 4 (6), e5857. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0005857.

123



(184) Soto, M. S.; O’Brien, E. R.; Andreou, K.; Scrace, S. F.; Zakaria, R.; Jenkinson, M. D.; O’Neill, E,;
Sibson, N. R. Disruption of Tumour-Host Communication by Downregulation of LFA-1 Reduces COX-
2 and e-NOS Expression and Inhibits Brain Metastasis Growth. Oncotarget 2016, 7 (32), 52375—
52391. https://doi.org/10.18632/oncotarget.10737.

(185) Stoletov, K.; Strnadel, J.; Zardouzian, E.; Momiyama, M.; Park, F. D.; Kelber, J. A.; Pizzo, D. P.;
Hoffman, R.; VandenBerg, S. R.; Klemke, R. L. Role of Connexins in Metastatic Breast Cancer and
Melanoma Brain Colonization. J. Cell Sci. 2013, jcs.112748. https://doi.org/10.1242/jcs.112748.

(186) Yoshimasu, T.; Sakurai, T.; Oura, S.; Hirai, I.; Tanino, H.; Kokawa, Y.; Naito, Y.; Okamura, Y.; Ota,
I.; Tani, N.; Matsuura, N. Increased Expression of Integrin Alpha3betal in Highly Brain Metastatic
Subclone of a Human Non-Small Cell Lung Cancer Cell Line. Cancer Sci. 2004, 95 (2), 142-148.
https://doi.org/10.1111/j.1349-7006.2004.tb03195.x.

(187) Valiente, M.; Obenauf, A. C,; Jin, X.; Chen, Q.; Zhang, X. H.-F.; Lee, D. J.; Chaft, J. E.; Kris, M. G.;
Huse, J. T.; Brogi, E.; Massagué, J. Serpins Promote Cancer Cell Survival and Vascular Co-Option in
Brain Metastasis. Cell 2014, 156 (5), 1002—-1016. https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.01.040.

(188) Lugassy, C.; Vermeulen, P. B.; Ribatti, D.; Pezzella, F.; Barnhill, R. L. Vessel Co-Option and
Angiotropic Extravascular Migratory Metastasis: A Continuum of Tumour Growth and Spread? Br. J.
Cancer 2022, 126 (7), 973-980. https://doi.org/10.1038/s41416-021-01686-2.

(189) Bugyik, E.; Dezs6, K.; Reiniger, L.; Laszlo, V.; Tovari, J.; Timar, J.; Nagy, P.; Klepetko, W.; Dome, B.;
Paku, S. Lack of Angiogenesis in Experimental Brain Metastases. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 2011,
70 (11), 979-991. https://doi.org/10.1097/NEN.0b013e318233afd7.

(190) Téglasi, V.; Csliry, D. T.; Dezs6, K.; Bugyik, E.; Szabo, V.; Szallasi, Z.; Paku, S.; Reiniger, L. Origin and
Distribution of Connective Tissue and Pericytes Impacting Vascularization in Brain Metastases With
Different Growth Patterns. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 2019, 78 (4), 326-339.
https://doi.org/10.1093/jnen/nlz007.

(191) Lyle, L. T.; Lockman, P. R.; Adkins, C. E.; Mohammad, A. S.; Sechrest, E.; Hua, E.; Palmieri, D.;
Liewehr, D. J.; Steinberg, S. M.; Kloc, W.; lzycka-Swieszewska, E.; Duchnowska, R.; Nayyar, N.;
Brastianos, P. K.; Steeg, P. S.; Gril, B. Alterations in Pericyte Subpopulations Are Associated with
Elevated Blood—Tumor Barrier Permeability in Experimental Brain Metastasis of Breast Cancer. Clin.
Cancer Res. 2016, 22 (21), 5287-5299. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-15-1836.

(192) Zhang, M.; Olsson, Y. Hematogenous Metastases of the Human Brain — Characteristics of
Peritumoral Brain Changes: A Review. J. Neurooncol. 1997, 35 (1), 81-89.
https://doi.org/10.1023/A:1005799805335.

(193) Wasilewski, D.; Priego, N.; Fustero-Torre, C.; Valiente, M. Reactive Astrocytes in Brain Metastasis.
Front. Oncol. 2017, 7, 298. https://doi.org/10.3389/fonc.2017.00298.

(194) Seike, T.; Fujita, K.; Yamakawa, Y.; Kido, M. A.; Takiguchi, S.; Teramoto, N.; Iguchi, H.; Noda, M.
Interaction between Lung Cancer Cells and Astrocytes via Specific Inflammatory Cytokines in the
Microenvironment of Brain Metastasis. Clin. Exp. Metastasis 2011, 28 (1), 13-25.
https://doi.org/10.1007/s10585-010-9354-8.

(195) Wang, L.; Cossette, S. M.; Rarick, K. R.; Gershan, J.; Dwinell, M. B.; Harder, D. R.; Ramchandran,
R. Astrocytes Directly Influence Tumor Cell Invasion and Metastasis In Vivo. PLoS ONE 2013, 8 (12),
€80933. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0080933.

124



(196) Sartorius, C. A.; Hanna, C. T.; Gril, B.; Cruz, H.; Serkova, N. J.; Huber, K. M.; Kabos, P.; Schedin, T.
B.; Borges, V. F.; Steeg, P. S.; Cittelly, D. M. Estrogen Promotes the Brain Metastatic Colonization of
Triple Negative Breast Cancer Cells via an Astrocyte-Mediated Paracrine Mechanism. Oncogene 2016,
35(22), 2881-2892. https://doi.org/10.1038/0onc.2015.353.

(197) Zhang, L.; Zhang, S.; Yao, J.; Lowery, F. J.; Zhang, Q.; Huang, W.-C; Li, P.; Li, M.; Wang, X.; Zhang,
C.; Wang, H.; Ellis, K.; Cheerathodi, M.; McCarty, J. H.; Palmieri, D.; Saunus, J.; Lakhani, S.; Huang, S.;
Sahin, A. A,; Aldape, K. D.; Steeg, P. S.; Yu, D. Microenvironment-Induced PTEN Loss by Exosomal
microRNA Primes Brain Metastasis Outgrowth. Nature 2015, 527 (7576), 100-104.
https://doi.org/10.1038/nature15376.

(198) Xing, F.; Kobayashi, A.; Okuda, H.; Watabe, M.; Pai, S. K.; Pandey, P. R.; Hirota, S.; Wilber, A.; Mo,
Y.; Moore, B. E.; Liu, W.; Fukuda, K.; liizumi, M.; Sharma, S.; Liu, Y.; Wu, K.; Peralta, E.; Watabe, K.
Reactive Astrocytes Promote the Metastatic Growth of Breast Cancer Stem-like Cells by Activating
Notch Signalling in Brain. EMBO  Mol. Med. 2013, 5 (3), 384-396.
https://doi.org/10.1002/emmm.201201623.

(199) Lin, Q.; Balasubramanian, K.; Fan, D.; Kim, S.-J.; Guo, L.; Wang, H.; Bar-Eli, M.; Aldape, K. D.; Fidler,
I. J. Reactive Astrocytes Protect Melanoma Cells from Chemotherapy by Sequestering Intracellular
Calcium through Gap Junction Communication Channels. Neoplasia 2010, 12 (9), 748-754.
https://doi.org/10.1593/ne0.10602.

(200) Chen, Q.; Boire, A.; Jin, X.; Valiente, M.; Er, E. E.; Lopez-Soto, A.; S. Jacob, L.; Patwa, R.; Shah, H.;
Xu, K.; Cross, J. R.; Massagué, J. Carcinoma—Astrocyte Gap Junctions Promote Brain Metastasis by
cGAMP Transfer. Nature 2016, 533 (7604), 493—498. https://doi.org/10.1038/nature18268.

(201)  Pukrop, T.; Dehghani, F.; Chuang, H.-Ning.; Lohaus, R.; Bayanga, K.; Heermann, S.; Regen, T.;
Rossum, D. V.; Klemm, F.; Schulz, M.; Siam, L.; Hoffmann, A.; Triimper, L.; Stadelmann, C.; Bechmann,
I.; Hanisch, U.-K.; Binder, C. Microglia Promote Colonization of Brain Tissue by Breast Cancer Cells in
a Wnt-Dependent Way: Microglia Promote Brain Metastasis. Glia 2010, 58 (12), 1477-1489.
https://doi.org/10.1002/glia.21022.

(202) Klein, A.; Sagi-Assif, O.; Meshel, T.; Telerman, A.; lzraely, S.; Ben-Menachem, S.; Bayry, J,;
Marzese, D. M.; Ohe, S.; Hoon, D. S. B.; Erez, N.; Witz, |. P. CCR4 |Is a Determinant of Melanoma Brain
Metastasis. Oncotarget 2017, 8 (19), 31079-31091. https://doi.org/10.18632/oncotarget.16076.

(203)  You, H.; Baluszek, S.; Kaminska, B. Immune Microenvironment of Brain Metastases—Are
Microglia and Other Brain Macrophages Little Helpers? Front. Immunol. 2019, 10, 1941.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.01941.

(204) Andreou, K. E.; Soto, M. S.; Allen, D.; Economopoulos, V.; de Bernardi, A.; Larkin, J. R.; Sibson, N.
R. Anti-Inflammatory Microglia/Macrophages As a Potential Therapeutic Target in Brain Metastasis.
Front. Oncol. 2017, 7, 251. https://doi.org/10.3389/fonc.2017.00251.

(205)  Harter, P. N.; Bernatz, S.; Scholz, A.; Zeiner, P. S.; Zinke, J.; Kiyose, M.; Blasel, S.; Beschorner, R.;
Senft, C.; Bender, B.; Ronellenfitsch, M. W.; Wikman, H.; Glatzel, M.; Meinhardt, M.; Juratli, T. A.;
Steinbach, J. P.; Plate, K. H.; Wischhusen, J.; Weide, B.; Mittelbronn, M. Distribution and Prognostic
Relevance of Tumor-Infiltrating Lymphocytes (TILs) and PD-1/PD-L1 Immune Checkpoints in Human
Brain Metastases. Oncotarget 2015, 6 (38), 40836-40849.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.5696.

(206)  Téglasi, V.; Reiniger, L.; Fabian, K.; Pipek, O.; Csala, I.; Bago, A. G.; Varallyai, P.; Vizkeleti, L.; Rojko,
L.; Timar, J.; Dome, B.; Szallasi, Z.; Swanton, C.; Moldvay, J. Evaluating the Significance of Density,

125



Localization, and PD-1/PD-L1 Immunopositivity of Mononuclear Cells in the Clinical Course of Lung
Adenocarcinoma Patients with Brain Metastasis. Neuro-Oncol. 2017, 19 (8), 1058-1067.
https://doi.org/10.1093/neuonc/now309.

(207) Berghoff, A. S.; Venur, V. A.; Preusser, M.; Ahluwalia, M. S. Immune Checkpoint Inhibitors in Brain
Metastases: From Biology to Treatment. Am. Soc. Clin. Oncol. Educ. Book 2016, No. 36, e116—e122.
https://doi.org/10.1200/EDBK_100005.

(208) Harrell, J. C.; Prat, A.; Parker, J. S.; Fan, C.; He, X.; Carey, L.; Anders, C.; Ewend, M.; Perou, C. M.
Genomic Analysis Identifies Unique Signatures Predictive of Brain, Lung, and Liver Relapse. Breast
Cancer Res. Treat. 2012, 132 (2), 523-535. https://doi.org/10.1007/s10549-011-1619-7.

(209) Lee, ). Y.; Park, K.; Lee, E.; Ahn, T.; Jung, H. H.; Lim, S. H.; Hong, M.; Do, I|.-G.; Cho, E. Y.; Kim, D.-
H.; Kim, J.-Y.; Ahn, J. S.; Im, Y.-H.; Park, Y. H. Gene Expression Profiling of Breast Cancer Brain
Metastasis. Sci. Rep. 2016, 6 (1), 28623. https://doi.org/10.1038/srep28623.

(210) Bos, P. D.; Zhang, X. H.-F.; Nadal, C.; Shu, W.; Gomis, R. R.; Nguyen, D. X.; Minn, A. J.; van de Vijver,
M. J.; Gerald, W. L.; Foekens, J. A.; Massagué, J. Genes That Mediate Breast Cancer Metastasis to the
Brain. Nature 2009, 459 (7249), 1005-1009. https://doi.org/10.1038/nature08021.

(211) Sevenich, L.; Bowman, R. L.; Mason, S. D.; Quail, D. F.; Rapaport, F.; Elie, B. T.; Brogi, E.; Brastianos,
P. K.; Hahn, W. C.; Holsinger, L. J.; Massagué, J.; Leslie, C. S.; Joyce, J. A. Analysis of Tumour- and
Stroma-Supplied Proteolytic Networks Reveals a Brain-Metastasis-Promoting Role for Cathepsin S.
Nat. Cell Biol. 2014, 16 (9), 876—888. https://doi.org/10.1038/ncb3011.

(212) Malin, D.; Strekalova, E.; Petrovic, V.; Rajanala, H.; Sharma, B.; Ugolkov, A.; Gradishar, W. J,;
Cryns, V. L. ERK-Regulated aB-Crystallin Induction by Matrix Detachment Inhibits Anoikis and
Promotes Lung Metastasis in Vivo. Oncogene 2015, 34 (45), 5626-5634.
https://doi.org/10.1038/0nc.2015.12.

(213) Zhang, C.; Zhang, F.; Tsan, R.; Fidler, I. J. Transforming Growth Factor-B2 Is a Molecular
Determinant for Site-Specific Melanoma Metastasis in the Brain. Cancer Res. 2009, 69 (3), 828—835.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-2588.

(214) lJilaveanu, L. B.; Parisi, F.; Barr, M. L.; Zito, C. R.; Cruz-Munoz, W.; Kerbel, R. S.; Rimm, D. L,
Bosenberg, M. W.; Halaban, R.; Kluger, Y.; Kluger, H. M. PLEKHAS5 as a Biomarker and Potential
Mediator of Melanoma Brain Metastasis. Clin. Cancer Res. 2015, 21 (9), 2138-2147.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-14-0861.

(215) Kamer, |.; Steuerman, Y.; Daniel-Meshulam, |.; Perry, G.; Izraeli, S.; Perelman, M.; Golan, N.;
Simansky, D.; Barshack, I.; Nun, A. B.; Gottfried, T.; Onn, A.; Gat-Viks, I.; Bar, J. Predicting Brain
Metastasis in Early Stage Non-Small Cell Lung Cancer Patients by Gene Expression Profiling. Transl.
Lung Cancer Res. 2020, 9 (3), 682—692. https://doi.org/10.21037/tlcr-19-477.

(216) Koh, Y. W.; Han, J.-H.; Haam, S.; Lee, H. W. An Immune-Related Gene Expression Signature
Predicts Brain Metastasis in Lung Adenocarcinoma Patients after Surgery: Gene Expression Profile
and Immunohistochemical Analyses. Transl. Lung Cancer Res. 2021, 10 (2), 802-814.
https://doi.org/10.21037/tlcr-20-1056.

(217) Klotz, R.; Yu, M. Insights into Brain Metastasis: Recent Advances in Circulating Tumor Cell
Research. Cancer Rep. 2022, 5 (4). https://doi.org/10.1002/cnr2.1239.

(218) Davies, M. A.; Stemke-Hale, K.; Lin, E.; Tellez, C.; Deng, W.; Gopal, Y. N.; Woodman, S. E.;
Calderone, T. C.; Ju, Z.; Lazar, A. J.; Prieto, V. G.; Aldape, K.; Mills, G. B.; Gershenwald, J. E. Integrated

126



Molecular and Clinical Analysis of AKT Activation in Metastatic Melanoma. Clin. Cancer Res. 2009, 15
(24), 7538-7546. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-09-1985.

(219) Wei, C.; Dong, X.; Lu, H.; Tong, F.; Chen, L.; Zhang, R.; Dong, J.; Hu, Y.; Wu, G.; Dong, X. LPCAT1
Promotes Brain Metastasis of Lung Adenocarcinoma by Up-Regulating PI3K/AKT/MYC Pathway. J.
Exp. Clin. Cancer Res. 2019, 38 (1), 95. https://doi.org/10.1186/s13046-019-1092-4.

(220) Ippen, F. M.; Grosch, J. K.; Subramanian, M.; Kuter, B. M.; Liederer, B. M.; Plise, E. G.; Mora, J. L,;
Nayyar, N.; Schmidt, S. P.; Giobbie-Hurder, A.; Martinez-Lage, M.; Carter, S. L.; Cahill, D. P.; Wakimoto,
H.; Brastianos, P. K. Targeting the PI3K/Akt/mTOR Pathway with the Pan-Akt Inhibitor GDC-0068 in
PIK3CA-Mutant Breast Cancer Brain Metastases. Neuro-Oncol. 2019, 21 (11), 1401-1411.
https://doi.org/10.1093/neuonc/noz105.

(221) Neman, J.; Termini, J.; Wilczynski, S.; Vaidehi, N.; Choy, C.; Kowolik, C. M.; Li, H.; Hambrecht, A.
C.; Roberts, E.; Jandial, R. Human Breast Cancer Metastases to the Brain Display GABAergic Properties
in the Neural Niche. Proc. Natl. Acad. Sci. 2014, 111 (3), 984-989.
https://doi.org/10.1073/pnas.1322098111.

(222) Chen, J.; Lee, H.-).; Wu, X.; Huo, L.; Kim, S.-J.; Xu, L.; Wang, Y.; He, J.; Bollu, L. R.; Gao, G.; Su, F.;
Briggs, J.; Liu, X.; Melman, T.; Asara, J. M.; Fidler, I. J.; Cantley, L. C.; Locasale, J. W.; Weihua, Z. Gain
of Glucose-Independent Growth upon Metastasis of Breast Cancer Cells to the Brain. Cancer Res.
2015, 75 (3), 554-565. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-14-2268.

(223)  Liu, B.; Zhang, X. Metabolic Reprogramming Underlying Brain Metastasis of Breast Cancer. Front.
Mol. Biosci. 2022, 8, 791927. https://doi.org/10.3389/fmolb.2021.791927.

(224) lin, X.; Demere, Z.; Nair, K.; Ali, A.; Ferraro, G. B.; Natoli, T.; Deik, A.; Petronio, L.; Tang, A. A.; Zhu,
C.; Wang, L.; Rosenberg, D.; Mangena, V.; Roth, J.; Chung, K.; Jain, R. K.; Clish, C. B.; Vander Heiden,
M. G.; Golub, T. R. A Metastasis Map of Human Cancer Cell Lines. Nature 2020, 588 (7837), 331-336.
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2969-2.

(225) Rempe, R. G.; Hartz, A. M.; Bauer, B. Matrix Metalloproteinases in the Brain and Blood—Brain
Barrier: Versatile Breakers and Makers. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2016, 36 (9), 1481-1507.
https://doi.org/10.1177/0271678X16655551.

(226) Stark, A. M.; Anuszkiewicz, B.; Mentlein, R.; Yoneda, T.; Mehdorn, H. M.; Held-Feindt, J.
Differential Expression of Matrix Metalloproteinases in Brain- and Bone-Seeking Clones of Metastatic
MDA-MB-231 Breast Cancer Cells. J. Neurooncol. 2006, 81 (1), 39-4s.
https://doi.org/10.1007/s11060-006-9207-0.

(227)  Liu, H.; Kato, Y.; Erzinger, S. A.; Kiriakova, G. M.; Qian, Y.; Palmieri, D.; Steeg, P. S.; Price, J. E. The
Role of MMP-1 in Breast Cancer Growth and Metastasis to the Brain in a Xenograft Model. BMC
Cancer 2012, 12 (1), 583. https://doi.org/10.1186/1471-2407-12-583.

(228) lzraely, S.; Ben-Menachem, S.; Sagi-Assif, O.; Meshel, T.; Marzese, D. M.; Ohe, S.; Zubrilov, |,;
Pasmanik-Chor, M.; Hoon, D. S. B.; Witz, I. P. ANGPTL4 Promotes the Progression of Cutaneous
Melanoma to Brain Metastasis. Oncotarget 2017, 8 (44), 75778-75796.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.19018.

(229) Jayatilleke, K. M.; Hulett, M. D. Heparanase and the Hallmarks of Cancer. J. Transl. Med. 2020, 18
(1), 453. https://doi.org/10.1186/s12967-020-02624-1.

127



(230) Roy, M.; Marchetti, D. Cell Surface Heparan Sulfate Released by Heparanase Promotes Melanoma
Cell Migration and Angiogenesis. J. Cell. Biochem. 2009, 106 (2), 200-209.
https://doi.org/10.1002/jcb.22005.

(231) Zhang, L.; Sullivan, P.; Suyama, J.; Marchetti, D. Epidermal Growth Factor—-Induced Heparanase
Nucleolar Localization Augments DNA Topoisomerase | Activity in Brain Metastatic Breast Cancer.
Mol. Cancer Res. 2010, 8 (2), 278-290. https://doi.org/10.1158/1541-7786.MCR-09-0375.

(232) Marchetti, D.; Li, J.; Shen, R. Astrocytes Contribute to the Brain-Metastatic Specificity of
Melanoma Cells by Producing Heparanase. Cancer Res. 2000, 60 (17), 4767—-4770.

(233) Perides, G.; Zhuge, Y.; Lin, T.; Stins, M. F.; Bronson, R. T.; Wu, J. K. The Fibrinolytic System
Facilitates Tumor Cell Migration across the Blood-Brain Barrier in Experimental Melanoma Brain
Metastasis. BMC Cancer 2006, 6 (1), 56. https://doi.org/10.1186/1471-2407-6-56.

(234) Minciacchi, V. R.; Freeman, M. R.; Di Vizio, D. Extracellular Vesicles in Cancer: Exosomes,
Microvesicles and the Emerging Role of Large Oncosomes. Semin. Cell Dev. Biol. 2015, 40, 41-51.
https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2015.02.010.

(235) O’Brien, K.; Breyne, K.; Ughetto, S.; Laurent, L. C.; Breakefield, X. O. RNA Delivery by Extracellular
Vesicles in Mammalian Cells and Its Applications. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2020, 21 (10), 585—-606.
https://doi.org/10.1038/s41580-020-0251-y.

(236) Kim, J.; Yao, F.; Xiao, Z.; Sun, Y.; Ma, L. MicroRNAs and Metastasis: Small RNAs Play Big Roles.
Cancer Metastasis Rev. 2018, 37 (1), 5-15. https://doi.org/10.1007/s10555-017-9712-y.

(237)  Vu, L.T,; Gong, J.; Pham, T. T.; Kim, Y.; Le, M. T. N. microRNA Exchange via Extracellular Vesicles
in Cancer. Cell Prolif. 2020, 53 (11). https://doi.org/10.1111/cpr.12877.

(238) Liu, Y.; Cao, X. Characteristics and Significance of the Pre-Metastatic Niche. Cancer Cell 2016, 30
(5), 668—681. https://doi.org/10.1016/j.ccell.2016.09.011.

(239) Morad, G.; Carman, C. V.; Hagedorn, E. J.; Perlin, J. R.; Zon, L. |.; Mustafaoglu, N.; Park, T.-E.;
Ingber, D. E.; Daisy, C. C.; Moses, M. A. Tumor-Derived Extracellular Vesicles Breach the Intact Blood—
Brain Barrier  via  Transcytosis. ACS Nano 2019, 13 (12), 13853-13865.
https://doi.org/10.1021/acsnano.9b04397.

(240) Morad, G.; Moses, M. A. Brainwashed by Extracellular Vesicles: The Role of Extracellular Vesicles
in Primary and Metastatic Brain Tumour Microenvironment. J. Extracell. Vesicles 2019, 8 (1),
1627164. https://doi.org/10.1080/20013078.2019.1627164.

(241)  Alsidawi, S.; Malek, E.; Driscoll, J. MicroRNAs in Brain Metastases: Potential Role as Diagnostics
and Therapeutics. Int. J. Mol. Sci. 2014, 15 (6), 10508-10526.
https://doi.org/10.3390/ijms150610508.

(242) Kanchan, R. K.; Siddiqui, J. A.; Mahapatra, S.; Batra, S. K.; Nasser, M. W. microRNAs Orchestrate
Pathophysiology of Breast Cancer Brain Metastasis: Advances in Therapy. Mol. Cancer 2020, 19 (1),
29. https://doi.org/10.1186/s12943-020-1140-x.

(243)  Karimpour, M.; Ravanbakhsh, R.; Maydanchi, M.; Rajabi, A.; Azizi, F.; Saber, A. Cancer Driver Gene
and Non-Coding RNA Alterations as Biomarkers of Brain Metastasis in Lung Cancer: A Review of the
Literature. Biomed. Pharmacother. 2021, 143, 112190.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.112190.

128



(244) Okuda, H.; Xing, F.; Pandey, P. R.; Sharma, S.; Watabe, M.; Pai, S. K.; Mo, Y.-Y.; liizumi-Gairani, M ;
Hirota, S.; Liu, Y.; Wu, K.; Pochampally, R.; Watabe, K. miR-7 Suppresses Brain Metastasis of Breast
Cancer Stem-Like Cells By Modulating KLF4. Cancer Res. 2013, 73 (4), 1434-1444.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-12-2037.

(245) Tominaga, N.; Kosaka, N.; Ono, M.; Katsuda, T.; Yoshioka, Y.; Tamura, K.; Lotvall, J.; Nakagama,
H.; Ochiya, T. Brain Metastatic Cancer Cells Release microRNA-181c-Containing Extracellular Vesicles
Capable of Destructing Blood—Brain Barrier. Nat. Commun. 2015, 6 (1), 6716.
https://doi.org/10.1038/ncomms7716.

(246) Camacho, L.; Guerrero, P.; Marchetti, D. MicroRNA and Protein Profiling of Brain Metastasis
Competent Cell-Derived Exosomes. PLoS ONE 2013, 8 (9), e73790.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0073790.

(247) Giannoudis, A.; Clarke, K.; Zakaria, R.; Vareslija, D.; Farahani, M.; Rainbow, L.; Platt-Higgins, A.;
Ruthven, S.; Brougham, K. A.; Rudland, P. S.; Jenkinson, M. D.; Young, L. S.; Falciani, F.; Palmieri, C. A
Novel Panel of Differentially-Expressed microRNAs in Breast Cancer Brain Metastasis May Predict
Patient Survival. Sci. Rep. 2019, 9 (1), 18518. https://doi.org/10.1038/s41598-019-55084-z.

(248)  Xing, F.; Sharma, S.; Liu, Y.; Mo, Y.-Y.; Wu, K.; Zhang, Y.-Y.; Pochampally, R.; Martinez, L. A.; Lo,
H.-W.; Watabe, K. miR-509 Suppresses Brain Metastasis of Breast Cancer Cells by Modulating RhoC
and TNF-a. Oncogene 2015, 34 (37), 4890-4900. https://doi.org/10.1038/0onc.2014.412.

(249) Chen, L.; Li, X.; Zhao, Y.; Liu, W.; Wu, H.; Liu, J.; Mu, X.; Wu, H. Down-Regulated microRNA-375
Expression as a Predictive Biomarker in Non-Small Cell Lung Cancer Brain Metastasis and Its
Prognostic  Significance. Pathol. - Res. Pract. 2017, 213 (8), 882-888.
https://doi.org/10.1016/j.prp.2017.06.012.

(250)  Yu, H.; Jiang, L.; Sun, C.; Guo, L.; Lin, M.; Huang, J.; Zhu, L. Decreased Circulating miR-375: A
Potential Biomarker for Patients with Non-Small-Cell Lung Cancer. Gene 2014, 534 (1), 60-65.
https://doi.org/10.1016/j.gene.2013.10.024.

(251) Bustos, M. A,; Tran, K. D.; Rahimzadeh, N.; Gross, R.; Lin, S. Y.; Shoji, Y.; Murakami, T.; Boley, C.
L.; Tran, L. T.; Cole, H.; Kelly, D. F.; O’Day, S.; Hoon, D. S. B. Integrated Assessment of Circulating Cell-
Free MicroRNA Signatures in Plasma of Patients with Melanoma Brain Metastasis. Cancers 2020, 12
(6), 1692. https://doi.org/10.3390/cancers12061692.

(252) Curtaz, C. J.; Reifschlager, L.; Strahle, L.; Feldheim, J.; Feldheim, J. J.; Schmitt, C.; Kiesel, M.;
Herbert, S.-L.; Wockel, A.; Meybohm, P.; Burek, M. Analysis of microRNAs in Exosomes of Breast
Cancer Patients in Search of Molecular Prognostic Factors in Brain Metastases. Int. J. Mol. Sci. 2022,
23 (7), 3683. https://doi.org/10.3390/ijms23073683.

(253) Wei, L.; Wang, G.; Yang, C.; Zhang, Y.; Chen, Y.; Zhong, C.; Li, Q. MicroRNA-550a-3-5p Controls
the Brain Metastasis of Lung Cancer by Directly Targeting YAP1. Cancer Cell Int. 2021, 21 (1), 491.
https://doi.org/10.1186/s12935-021-02197-z.

(254) Berghoff, A. S.; llhan-Mutlu, A.; Dinhof, C.; Magerle, M.; Hackl, M.; Widhalm, G.; Hainfellner, J.
A.; Dieckmann, K.; Pichler, J.; Hutterer, M.; Melchardt, T.; Bartsch, R.; Zielinski, C. C.; Birner, P.;
Preusser, M. Differential Role of Angiogenesis and Tumour Cell Proliferation in Brain Metastases
According to Primary Tumour Type: Analysis of 639 Cases: Differential Role of Angiogenesis and
Tumor Cell Proliferation in Brain Metastases. Neuropathol. Appl. Neurobiol. 2015, 41 (2), e41—e55.
https://doi.org/10.1111/nan.12185.

129



(255) llhan-Mutlu, A.; Osswald, M.; Liao, Y.; Gommel, M.; Reck, M.; Miles, D.; Mariani, P.; Gianni, L.;
Lutiger, B.; Nendel, V.; Srock, S.; Perez-Moreno, P.; Thorsen, F.; von Baumgarten, L.; Preusser, M.;
Wick, W.; Winkler, F. Bevacizumab Prevents Brain Metastases Formation in Lung Adenocarcinoma.
Mol. Cancer Ther. 2016, 15 (4), 702-710. https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-15-0582.

(256) Berghoff, A. S.; Preusser, M. Anti-Angiogenic Therapies in Brain Metastases. Memo - Mag. Eur.
Med. Oncol. 2018, 11 (1), 14-17. https://doi.org/10.1007/s12254-018-0384-2.

(257)  Arvanitis, C. D.; Ferraro, G. B.; Jain, R. K. The Blood—Brain Barrier and Blood—Tumour Barrier in
Brain  Tumours and Metastases. Nat. Rev. Cancer 2020, 20 (1), 26-41.
https://doi.org/10.1038/s41568-019-0205-x.

(258)  Fidler, I.J. The Role of the Organ Microenvironment in Brain Metastasis. Semin. Cancer Biol. 2011,
21(2), 107-112. https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2010.12.009.

(259) Lockman, P. R.; Mittapalli, R. K.; Taskar, K. S.; Rudraraju, V.; Gril, B.; Bohn, K. A.; Adkins, C. E.;
Roberts, A.; Thorsheim, H. R.; Gaasch, J. A.; Huang, S.; Palmieri, D.; Steeg, P. S.; Smith, Q. R.
Heterogeneous Blood—Tumor Barrier Permeability Determines Drug Efficacy in Experimental Brain
Metastases of Breast Cancer. Clin. Cancer Res. 2010, 16 (23), 5664-5678.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-10-1564.

(260)  Adkins, C. E.; Mohammad, A. S.; Terrell-Hall, T. B.; Dolan, E. L.; Shah, N.; Sechrest, E.; Griffith, J.;
Lockman, P. R. Characterization of Passive Permeability at the Blood—Tumor Barrier in Five Preclinical
Models of Brain Metastases of Breast Cancer. Clin. Exp. Metastasis 2016, 33 (4), 373-383.
https://doi.org/10.1007/s10585-016-9784-z.

(261)  Murrell, D. H.; Hamilton, A. M.; Mallett, C. L.; van Gorkum, R.; Chambers, A. F.; Foster, P. J.
Understanding Heterogeneity and Permeability of Brain Metastases in Murine Models of HER2-
Positive Breast Cancer Through Magnetic Resonance Imaging: Implications for Detection and
Therapy. Transl. Oncol. 2015, 8 (3), 176—184. https://doi.org/10.1016/j.tranon.2015.03.009.

(262)  Osswald, M.; Blaes, J.; Liao, Y.; Solecki, G.; Gommel, M.; Berghoff, A. S.; Salphati, L.; Wallin, J. J.;
Phillips, H. S.; Wick, W.; Winkler, F. Impact of Blood—Brain Barrier Integrity on Tumor Growth and
Therapy Response in Brain Metastases. Clin. Cancer Res. 2016, 22 (24), 6078-6087.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-16-1327.

(263) Bejarano, L.; Kauzlaric, A.; Lamprou, E.; Lourenco, J.; Fournier, N.; Ballabio, M.; Colotti, R.; Maas,
R.; Galland, S.; Massara, M.; Soukup, K.; Lilja, J.; Brouland, J.-P.; Hottinger, A. F.; Daniel, R. T.; Hegi,
M. E.; Joyce, J. A. Interrogation of Endothelial and Mural Cells in Brain Metastasis Reveals Key
Immune-Regulatory Mechanisms. Cancer Cell 2024, $1535610823004464.
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2023.12.018.

(264) Mittapalli, R. K.; Adkins, C. E.; Bohn, Kaci. A.; Mohammad, A. S.; Lockman, J. A.; Lockman, P. R.
Quantitative Fluorescence Microscopy Measures Vascular Pore Size in Primary and Metastatic Brain
Tumors. Cancer Res. 2017, 77 (2), 238-246. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-16-1711.

(265)  Connell, J. J.; Chatain, G.; Cornelissen, B.; Vallis, K. A.; Hamilton, A.; Seymour, L.; Anthony, D. C.;
Sibson, N. R. Selective Permeabilization of the Blood—Brain Barrier at Sites of Metastasis. JNCI J. Natl.
Cancer Inst. 2013, 105 (21), 1634-1643. https://doi.org/10.1093/jnci/djt276.

(266) Munoz Pinto, M. F.; Campbell, S. J.; Simoglou Karali, C.; Johanssen, V. A.; Bristow, C.; Cheng, V.
W. T.; Zarghami, N.; Larkin, J. R.; Pannell, M.; Hearn, A.; Chui, C.; Brinquis Nunez, B.; Bokma, E.;
Holgate, R.; Anthony, D. C.; Sibson, N. R. Selective Blood-Brain Barrier Permeabilization of Brain

130



Metastases by a Type 1 Receptor-Selective Tumor Necrosis Factor Mutein. Neuro-Oncol. 2022, 24 (1),
52-63. https://doi.org/10.1093/neuonc/noab177.

(267)  Park, M.-W.; Kim, C.-H.; Cheong, J.-H.; Bak, K.-H.; Kim, J.-M.; Oh, S.-J. Occludin Expression in Brain
Tumors and Its Relevance to Peritumoral Edema and Survival. Cancer Res. Treat. 2006, 38 (3), 139.
https://doi.org/10.4143/crt.2006.38.3.139.

(268) Tiwary, S.; Morales, J. E.; Kwiatkowski, S. C.; Lang, F. F.; Rao, G.; McCarty, J. H. Metastatic Brain
Tumors Disrupt the Blood-Brain Barrier and Alter Lipid Metabolism by Inhibiting Expression of the
Endothelial Cell Fatty Acid Transporter Mfsd2a. Sci. Rep. 2018, 8 (1), 8267.
https://doi.org/10.1038/s41598-018-26636-6.

(269)  Uzunalli, G.; Dieterly, A. M.; Kemet, C. M.; Weng, H.-Y.; Soepriatna, A. H.; Goergen, C. J.; Shinde,
A. B.; Wendt, M. K; Lyle, L. T. Dynamic Transition of the Blood-Brain Barrier in the Development of
Non-Small Cell Lung Cancer Brain Metastases. Oncotarget 2019, 10 (59), 6334-6348.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.27274.

(270)  Gril, B.; Paranjape, A. N.; Woditschka, S.; Hua, E.; Dolan, E. L.; Hanson, J.; Wu, X.; Kloc, W.; Izycka-
Swieszewska, E.; Duchnowska, R.; Peksa, R.; Biernat, W.; Jassem, J.; Nayyar, N.; Brastianos, P. K.; Hall,
O. M.; Peer, C. J.; Figg, W. D.; Pauly, G. T.; Robinson, C.; Difilippantonio, S.; Bialecki, E.; Metellus, P.;
Schneider, J. P.; Steeg, P. S. Reactive Astrocytic S1P3 Signaling Modulates the Blood—Tumor Barrier
in Brain Metastases. Nat. Commun. 2018, 9 (1), 2705. https://doi.org/10.1038/s41467-018-05030-w.

(271) Soto, M. S.; Sibson, N. R. The Multifarious Role of Microglia in Brain Metastasis. Front. Cell.
Neurosci. 2018, 12, 414. https://doi.org/10.3389/fncel.2018.00414.

(272) Qiao, S.; Qian, Y.; Xu, G.; Luo, Q.; Zhang, Z. Long-Term Characterization of Activated
Microglia/Macrophages Facilitating the Development of Experimental Brain Metastasis through
Intravital Microscopic Imaging. J. Neuroinflammation 2019, 16 (1), 4,
https://doi.org/10.1186/s12974-018-1389-9.

(273) lJin, Y.; Kang, Y.; Wang, M.; Wu, B.; Su, B.; Yin, H.; Tang, Y.; Li, Q.; Wei, W.; Mei, Q.; Hu, G.; Lukacs-
Kornek, V.; Li, J.; Wu, K.; Yuan, X.; Wang, W. Targeting Polarized Phenotype of Microglia via
IL6/JAK2/STAT3 Signaling to Reduce NSCLC Brain Metastasis. Signal Transduct. Target. Ther. 2022, 7
(1), 52. https://doi.org/10.1038/s41392-022-00872-9.

(274) Di Giacomo, A. M.; Valente, M.; Cerase, A.; Lofiego, M. F.; Piazzini, F.; Calabro, L.; Gambale, E.;
Covre, A.; Maio, M. Immunotherapy of Brain Metastases: Breaking a “Dogma.” J. Exp. Clin. Cancer
Res. 2019, 38 (1), 419. https://doi.org/10.1186/s13046-019-1426-2.

(275) Weksler, B.; Romero, I. A.; Couraud, P.-O. The hCMEC/D3 Cell Line as a Model of the Human Blood
Brain Barrier. Fluids Barriers CNS 2013, 10 (1), 16. https://doi.org/10.1186/2045-8118-10-16.

(276) Inserra, M. M.; Bloch, D. A.; Terris, D. J. Functional Indices for Sciatic, Peroneal, and Posterior
Tibial Nerve Lesions in the Mouse. Microsurgery 1998, 18 (2), 119-124.
https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-2752(1998)18:2<119::AID-MICR10>3.0.CO;2-0.

(277)  Hawrylycz, M. J.; Lein, E. S.; Guillozet-Bongaarts, A. L.; Shen, E. H.; Ng, L.; Miller, J. A.; van de
Lagemaat, L. N.; Smith, K. A.; Ebbert, A.; Riley, Z. L.; Abajian, C.; Beckmann, C. F.; Bernard, A,
Bertagnolli, D.; Boe, A. F.; Cartagena, P. M.; Chakravarty, M. M.; Chapin, M.; Chong, J.; Dalley, R. A;
Daly, B. D.; Dang, C.; Datta, S.; Dee, N.; Dolbeare, T. A.; Faber, V.; Feng, D.; Fowler, D. R.; Goldy, J.;
Gregor, B. W.; Haradon, Z.; Haynor, D. R.; Hohmann, J. G.; Horvath, S.; Howard, R. E.; Jeromin, A,;
Jochim, J. M.; Kinnunen, M.; Lau, C.; Lazarz, E. T.; Lee, C.; Lemon, T. A,; Li, L.; Li, Y.; Morris, J. A.; Overly,

131



C. C.; Parker, P. D.; Parry, S. E.; Reding, M.; Royall, J. J.; Schulkin, J.; Sequeira, P. A.; Slaughterbeck, C.
R.; Smith, S. C.; Sodt, A. J.; Sunkin, S. M.; Swanson, B. E.; Vawter, M. P.; Williams, D.; Wohnoutka, P.;
Zielke, H. R.; Geschwind, D. H.; Hof, P. R.; Smith, S. M.; Koch, C.; Grant, S. G. N.; Jones, A. R. An
Anatomically Comprehensive Atlas of the Adult Human Brain Transcriptome. Nature 2012, 489
(7416), 391-399. https://doi.org/10.1038/nature11405.

(278)  Agarwal, V.; Bell, G. W.; Nam, J.-W.; Bartel, D. P. Predicting Effective microRNA Target Sites in
Mammalian mRNAs. elLife 2015, 4, e05005. https://doi.org/10.7554/elife.05005.

(279)  Paraskevopoulou, M. D.; Georgakilas, G.; Kostoulas, N.; Vlachos, I. S.; Vergoulis, T.; Reczko, M.;
Filippidis, C.; Dalamagas, T.; Hatzigeorgiou, A. G. DIANA-microT Web Server v5.0: Service Integration
into MmiRNA Functional Analysis Workflows. Nucleic Acids Res. 2013, 41 (W1), W169-W173.
https://doi.org/10.1093/nar/gkt393.

(280) Noumbissi, M. E.; Galasso, B.; Stins, M. F. Brain Vascular Heterogeneity: Implications for Disease
Pathogenesis and Design of in Vitro Blood—Brain Barrier Models. Fluids Barriers CNS 2018, 15 (1), 12.
https://doi.org/10.1186/s12987-018-0097-2.

(281) Vaudry, D.; Falluel-Morel, A.; Bourgault, S.; Basille, M.; Burel, D.; Wurtz, O.; Fournier, A.; Chow,
B. K. C.; Hashimoto, H.; Galas, L.; Vaudry, H. Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide and
Its Receptors: 20 Years after the Discovery. Pharmacol. Rev. 2009, 61 (3), 283-357.
https://doi.org/10.1124/pr.109.001370.

(282)  Wolburg, H.; Lippoldt, A. Tight Junctions of the Blood—Brain Barrier. Vascul. Pharmacol. 2002, 38
(6), 323—337. https://doi.org/10.1016/S1537-1891(02)00200-8.

(283) Janecka, A.; Fichna, J.; Janecki, T. Opioid Receptors and Their Ligands. Curr. Top. Med. Chem.
2004, 4 (1), 1-17. https://doi.org/10.2174/1568026043451618.

(284)  Perlikowska, R.; Janecka, A. Bioavailability of Endomorphins and the Blood-Brain Barrier- A
Review. Med. Chem. 2013, 10 (1), 2-17. https://doi.org/10.2174/15734064113099990040.

(285)  Vécsei, L.; Szalardy, L.; Filop, F.; Toldi, J. Kynurenines in the CNS: Recent Advances and New
Questions. Nat. Rev. Drug Discov. 2013, 12 (1), 64—82. https://doi.org/10.1038/nrd3793.

(286) Mallareddy, J. R.; Borics, A.; Keresztes, A.; Kbvér, K. E.; Tourwé, D.; Téth, G. Design, Synthesis,
Pharmacological Evaluation, and Structure—-Activity Study of Novel Endomorphin Analogues with
Multiple  Structural  Modifications. J. Med. Chem. 2011, 54 (5), 1462-1472.
https://doi.org/10.1021/jm101515v.

(287) Demeter, I.; Nagy, K.; Gellért, L.; Vécsei, L.; Fllop, F.; Toldi, J. A Novel Kynurenic Acid Analog
(SZR104) Inhibits Pentylenetetrazole-Induced Epileptiform Seizures. An Electrophysiological Study:
Special Issue Related to Kynurenine. J. Neural Transm. 2012, 119 (2), 151-154.
https://doi.org/10.1007/s00702-011-0755-x.

(288) Mandi, Y.; Endrész, V.; Mosolygo, T.; Burian, K.; Lantos, |.; Fiilop, F.; Szatmari, |.; L6érinczi, B.; Balog,
A.; Vécsei, L. The Opposite Effects of Kynurenic Acid and Different Kynurenic Acid Analogs on Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) Production and Tumor Necrosis Factor-Stimulated Gene-6 (TSG-6)
Expression. Front. Immunol. 2019, 10, 1406. https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.01406.

(289) Burm, S. M.; Zuiderwijk-Sick, E. A.; ‘t Jong, A. E. J.; van der Putten, C.; Veth, J.; Kondova, |,;
Bajramovic, J. J. Inflammasome-Induced IL-1p Secretion in Microglia Is Characterized by Delayed
Kinetics and Is Only Partially Dependent on Inflammatory Caspases. J. Neurosci. 2015, 35 (2), 678—
687. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.2510-14.2015.

132



(290) Mullins, B.; Chen, J. NLRP9 in Innate Immunity and Inflammation. Immunology 2021, 162 (3),
262-267. https://doi.org/10.1111/imm.13290.

(291) Pieper, C.; Marek, J. J.; Unterberg, M.; Schwerdtle, T.; Galla, H.-J. Brain Capillary Pericytes
Contribute to the Immune Defense in Response to Cytokines or LPS in Vitro. Brain Res. 2014, 1550,
1-8. https://doi.org/10.1016/j.brainres.2014.01.004.

(292) Coll, R. C.; Robertson, A. A. B.; Chae, J. J.; Higgins, S. C.; Mufioz-Planillo, R.; Inserra, M. C.; Vetter,
I.; Dungan, L. S.; Monks, B. G.; Stutz, A.; Croker, D. E.; Butler, M. S.; Haneklaus, M.; Sutton, C. E;
Nuiez, G.; Latz, E.; Kastner, D. L.; Mills, K. H. G.; Masters, S. L.; Schroder, K.; Cooper, M. A.; O’'Neill, L.
A. J. A Small-Molecule Inhibitor of the NLRP3 Inflammasome for the Treatment of Inflammatory
Diseases. Nat. Med. 2015, 21 (3), 248-255. https://doi.org/10.1038/nm.3806.

(293) Mullard, A. NLRP3 Inhibitors Stoke Anti-Inflammatory Ambitions. Nat. Rev. Drug Discov. 2019, 18
(6), 405-407. https://doi.org/10.1038/d41573-019-00086-9.

(294) Fazakas, C.; Wilhelm, I.; Nagydszi, P.; Farkas, A. E.; Hasko, J.; Molnar, J.; Bauer, H.; Bauer, H.-C,;
Ayaydin, F.; Dung, N. T. K.; Siklés, L.; Krizbai, I. A. Transmigration of Melanoma Cells through the
Blood-Brain Barrier: Role of Endothelial Tight Junctions and Melanoma-Released Serine Proteases.
PLoS ONE 2011, 6 (6), e20758. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0020758.

(295) Burridge, K.; Wennerberg, K. Rho and Rac Take Center Stage. Cell 2004, 116 (2), 167-179.
https://doi.org/10.1016/50092-8674(04)00003-0.

(296) Crosas-Molist, E.; Samain, R.; Kohlhammer, L.; Orgaz, J. L.; George, S. L.; Maiques, O.; Barcelo, J.;
Sanz-Moreno, V. Rho GTPase Signaling in Cancer Progression and Dissemination. Physiol. Rev. 2022,
102 (1), 455-510. https://doi.org/10.1152/physrev.00045.2020.

(297) Symons, M.; Segall, J. E. Rac and Rho Driving Tumor Invasion: Who's at the Wheel? Genome Biol.
2009, 10 (3), 213. https://doi.org/10.1186/gb-2009-10-3-213.

(298) Yang, J.; Nie, J.; Ma, X.; Wei, Y.; Peng, Y.; Wei, X. Targeting PI3K in Cancer: Mechanisms and
Advances in Clinical Trials. Mol. Cancer 2019, 18 (1), 26. https://doi.org/10.1186/s12943-019-0954-
X.

(299) Campa, C. C,; Ciraolo, E.; Ghigo, A.; Germena, G.; Hirsch, E. Crossroads of PI3K and Rac Pathways.
Small GTPases 2015, 6 (2), 71-80. https://doi.org/10.4161/21541248.2014.989789.

(300) Chen, D.; Gao, M.; Gao, F.; Su, Q.; Wu, J. Brain Cannabinoid Receptor 2: Expression, Function and
Modulation. Acta Pharmacol. Sin. 2017, 38 (3), 312—316. https://doi.org/10.1038/aps.2016.149.

(301) Magnussen, S. N.; Toraskar, J.; Hadler-Olsen, E.; Steigedal, T. S.; Svineng, G. Nephronectin as a
Matrix Effector in Cancer. Cancers 2021, 13 (5), 959. https://doi.org/10.3390/cancers13050959.

(302) Potthoff, M. J.; Olson, E. N. MEF2: A Central Regulator of Diverse Developmental Programs.
Development 2007, 134 (23), 4131-4140. https://doi.org/10.1242/dev.008367.

(303) Canté-Barrett, K.; Pieters, R.; Meijerink, J. P. P. Myocyte Enhancer Factor 2C in Hematopoiesis
and Leukemia. Oncogene 2014, 33 (4), 403—410. https://doi.org/10.1038/0onc.2013.56.

(304) Lorger, M. Tumor Microenvironment in the Brain. Cancers 2012, 4 (1), 218-243.
https://doi.org/10.3390/cancers4010218.

(305) Jang, J.-H.; Kim, D.-H.; Surh, Y.-J. Dynamic Roles of Inflammasomes in Inflammatory Tumor
Microenvironment. Npj Precis. Oncol. 2021, 5 (1), 18. https://doi.org/10.1038/s41698-021-00154-7.

133



(306) Terstappen, G.C.; Meyer, A. H.; Bell, R. D.; Zhang, W. Strategies for Delivering Therapeutics across
the Blood—Brain  Barrier. Nat. Rev. Drug Discov. 2021, 20 (5), 362-383.
https://doi.org/10.1038/s41573-021-00139-y.

(307) Verheggen, I. C. M.; de Jong, J. J. A.; van Boxtel, M. P. J.; Postma, A. A,; Verhey, F. R. J.; Jansen, J.
F. A.; Backes, W. H. Permeability of the Windows of the Brain: Feasibility of Dynamic Contrast-
Enhanced MRI of the Circumventricular Organs. Fluids Barriers CNS 2020, 17 (1), 66.
https://doi.org/10.1186/s12987-020-00228-x.

(308) Lundgaard, I.; Osério, M. J.; Kress, B. T.; Sanggaard, S.; Nedergaard, M. White Matter Astrocytes
in Health and Disease. Neuroscience 2014, 276, 161-173.
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2013.10.050.

(309) Liedtke, W.; Edelmann, W.; Bieri, P. L.; Chiu, F.-C.; Cowan, N. J.; Kucherlapati, R.; Raine, C. S. GFAP
Is Necessary for the Integrity of CNS White Matter Architecture and Long-Term Maintenance of
Myelination. Neuron 1996, 17 (4), 607—615. https://doi.org/10.1016/50896-6273(00)80194-4.

(310) Ha, I. H,; Lim, C.; Kim, Y.; Moon, Y.; Han, S.-H.; Moon, W.-J. Regional Differences in Blood-Brain
Barrier Permeability in Cognitively Normal Elderly Subjects: A Dynamic Contrast-Enhanced MRI-
Based Study. Korean J. Radiol. 2021, 22 (7), 1152. https://doi.org/10.3348/kjr.2020.0816.

(311) Cramer, S. P.; Simonsen, H.; Frederiksen, J. L.; Rostrup, E.; Larsson, H. B. W. Abnormal Blood—
Brain Barrier Permeability in Normal Appearing White Matter in Multiple Sclerosis Investigated by
MRI. Neurolmage Clin. 2014, 4, 182—189. https://doi.org/10.1016/j.nicl.2013.12.001.

(312) Wendel, K. M.; Lee, J. B.; Affeldt, B. M.; Hamer, M.; Harahap-Carrillo, 1. S.; Pardo, A. C.; Obenaus,
A. Corpus Callosum Vasculature Predicts White Matter Microstructure Abnormalities after Pediatric
Mild Traumatic Brain Injury. J. Neurotrauma 2019, 36 (2), 152-164.
https://doi.org/10.1089/neu.2018.5670.

(313) Zammit, C.; Muscat, R.; Sani, G.; Pomara, C.; Valentino, M. Cerebral White Matter Injuries
Following a Hypoxic/Ischemic Insult During the Perinatal Period: Pathophysiology, Prognostic Factors,
and Future Strategy of Treatment Approach. A Minireview. Curr. Pharm. Des. 2015, 21 (11), 1418
1425. https://doi.org/10.2174/1381612821666150105122008.

(314) Dallasta, L. M.; Pisarov, L. A.; Esplen, J. E.; Werley, J. V.; Moses, A. V.; Nelson, J. A.; Achim, C. L.
Blood-Brain Barrier Tight Junction Disruption in Human Immunodeficiency Virus-1 Encephalitis. Am.
J. Pathol. 1999, 155 (6), 1915-1927. https://doi.org/10.1016/50002-9440(10)65511-3.

(315) Taylor, T. E.; Fu, W.J,; Carr, R. A.; Whitten, R. O.; Mueller, J. G.; Fosiko, N. G.; Lewallen, S.; Liomba,
N. G.; Molyneux, M. E. Differentiating the Pathologies of Cerebral Malaria by Postmortem Parasite
Counts. Nat. Med. 2004, 10 (2), 143—145. https://doi.org/10.1038/nm986.

(316) Wardlaw, J. M.; Makin, S. J.; Valdés Hernandez, M. C.; Armitage, P. A.; Heye, A. K.; Chappell, F.
M.; Munoz-Maniega, S.; Sakka, E.; Shuler, K.; Dennis, M. S.; Thrippleton, M. J. Blood-brain Barrier
Failure as a Core Mechanism in Cerebral Small Vessel Disease and Dementia: Evidence from a Cohort
Study. Alzheimers Dement. 2017, 13 (6), 634—643. https://doi.org/10.1016/].jalz.2016.09.006.

(317) Rost, N. S.; Cougo, P.; Lorenzano, S.; Li, H.; Cloonan, L.; Bouts, M. J.; Lauer, A.; Etherton, M. R.;
Karadeli, H. H.; Musolino, P. L.; Copen, W. A.; Arai, K.; Lo, E. H.; Feske, S. K.; Furie, K. L.; Wu, O. Diffuse
Microvascular Dysfunction and Loss of White Matter Integrity Predict Poor Outcomes in Patients with
Acute Ischemic Stroke. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2018, 38 (1), 75-86.
https://doi.org/10.1177/0271678X17706449.

134



(318) Hase, Y.; Ding, R.; Harrison, G.; Hawthorne, E.; King, A.; Gettings, S.; Platten, C.; Stevenson, W.;
Craggs, L. J. L.; Kalaria, R. N. White Matter Capillaries in Vascular and Neurodegenerative Dementias.
Acta Neuropathol. Commun. 2019, 7 (1), 16. https://doi.org/10.1186/s40478-019-0666-x.

(319) Seo, J. H.; Miyamoto, N.; Hayakawa, K.; Pham, L.-D. D.; Maki, T.; Ayata, C.; Kim, K.-W.; Lo, E. H,;
Arai, K. Oligodendrocyte Precursors Induce Early Blood-Brain Barrier Opening after White Matter
Injury. J. Clin. Invest. 2013, JC165863. https://doi.org/10.1172/JCI65863.

(320) Sweeney, M. D.; Zhao, Z.; Montagne, A.; Nelson, A. R.; Zlokovic, B. V. Blood-Brain Barrier: From
Physiology to  Disease and  Back.  Physiol. Rev. 2019, 99 (1), 21-78.
https://doi.org/10.1152/physrev.00050.2017.

(321) Archie, S. R.; Al Shoyaib, A.; Cucullo, L. Blood-Brain Barrier Dysfunction in CNS Disorders and
Putative Therapeutic Targets: An Overview. Pharmaceutics 2021, 13 (11), 1779.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13111779.

(322) Ishizaki, T.; Chiba, H.; Kojima, T.; Fujibe, M.; Soma, T.; Miyajima, H.; Nagasawa, K.; Wada, 1.;
Sawada, N. Cyclic AMP Induces Phosphorylation of Claudin-5 Immunoprecipitates and Expression of
Claudin-5 Gene in Blood—Brain-Barrier Endothelial Cells via Protein Kinase A-Dependent and -
Independent Pathways. Exp. Cell Res. 2003, 290 (2), 275-288. https://doi.org/10.1016/S0014-
4827(03)00354-9.

(323)  Kis, B.; Deli, M. A.; Kobayashi, H.; Abraham, C. S.; Yanagita, T.; Kaiya, H.; Isse, T.; Nishi, R.; Gotoh,
S.; Kangawa, K.; Wada, A.; Greenwood, J.; Niwa, M.; Yamashita, H.; Ueta, Y. Adrenomedullin
Regulates Blood—Brain Barrier Functions in Vitro: Neuroreport 2001, 12 (18), 4139-4142.
https://doi.org/10.1097/00001756-200112210-00055.

(324) Horai, S.; Nakagawa, S.; Tanaka, K.; Morofuji, Y.; Couraud, P.-O.; Deli, M. A.; Ozawa, M.; Niwa, M.
Cilostazol Strengthens Barrier Integrity in Brain Endothelial Cells. Cell. Mol. Neurobiol. 2013, 33 (2),
291-307. https://doi.org/10.1007/s10571-012-9896-1.

(325) Scuderi, S.; D’Amico, A. G.; Castorina, A.; Imbesi, R.; Carnazza, M. L.; D’Agata, V. Ameliorative
Effect of PACAP and VIP against Increased Permeability in a Model of Outer Blood Retinal Barrier
Dysfunction. Peptides 2013, 39, 119-124. https://doi.org/10.1016/].peptides.2012.11.015.

(326) Fabian, E.; Reglodi, D.; Horvath, G.; Opper, B.; Toth, G.; Fazakas, C.; Vegh, A. G.; Wilhelm, |,;
Krizbai, I. A. Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide Acts against Neovascularization in
Retinal Pigment Epithelial Cells. Ann. N. Y. Acad. Sci. 2019, 1455 (1), 160-172.
https://doi.org/10.1111/nyas.14189.

(327) Maugeri, G.; D’Amico, A. G.; Amenta, A.; Saccone, S.; Federico, C.; Reibaldi, M.; Russo, A;
Bonfiglio, V.; Avitabile, T.; Longo, A.; D’Agata, V. Protective Effect of PACAP against Ultraviolet B
Radiation-Induced Human Corneal Endothelial Cell Injury. Neuropeptides 2020, 79, 101978.
https://doi.org/10.1016/j.npep.2019.101978.

(328) Dong, X. Current Strategies for Brain Drug Delivery. Theranostics 2018, 8 (6), 1481-1493.
https://doi.org/10.7150/thno.21254.

(329) Pardridge, W. M. A Historical Review of Brain Drug Delivery. Pharmaceutics 2022, 14 (6), 1283.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14061283.

(330) Téth, G.; Keresztes, A.; Témbdly, Cs.; Péter, A.; Fiilop, F.; Tourwé, D.; Navratilova, E.; Varga, E.;
Roeske, W. R.; Yamamura, H. |.; Szucs, M.; Borsodi, A. New Endomorphin Analogs with Mu-Agonist

135



and  Delta-Antagonist  Properties. Pure Appl. Chem. 2004, 76 (5), 951-957.
https://doi.org/10.1351/pac200476050951.

(331) Keresztes, A.; Szlics, M.; Borics, A.; Kbvér, K. E.; Forré, E.; Flop, F.; Tomboly, C.; Péter, A.; Pahi,
A.; Fabian, G.; Muranyi, M.; Toth, G. New Endomorphin Analogues Containing Alicyclic B-Amino
Acids: Influence on Bioactive Conformation and Pharmacological Profile. J. Med. Chem. 2008, 51 (14),
4270-4279. https://doi.org/10.1021/jm800223t.

(332) Shi, S.; Xu, J.; Feng, L.; Fan, X.; Chen, Z.; Qin, Y.; Chung, N. N.; Li, T.; Schiller, P. W. Novel u Opioid
Antagonists Derived from the p Opioid Agonists Endomorphin and [Dmt * ]DALDA (H-Dmt-D-Arg-Phe-
Lys-NH ; ). Chem. Biol. Drug Des. 2020, 96 (5), 1305—-1314. https://doi.org/10.1111/cbdd.13743.

(333) Zhao, L.; Luo, K.; Wang, Z.; Wang, Y.; Zhang, X.; Yang, D.; Ma, M.; Zhou, J.; Cui, J.; Wang, J.; Han,
C.; Liu, X.; Wang, R. Design, Synthesis, and Biological Activity of New Endomorphin Analogs with
Multi-Site Modifications. Bioorg. Med. Chem. 2020, 28 (9), 115438.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2020.115438.

(334) Zhang, Y.; Wang, M.; Wang, S.; Wang, X.; Yang, W.; Zhao, Y.; Han, F.; Zhang, Y.; Gu, N.; Wang, C.
Novel Cyclic Endomorphin Analogues with Multiple Modifications and Oligoarginine Vector Exhibit
Potent Antinociception with Reduced Opioid-like Side Effects. J. Med. Chem. 2021, 64 (22), 16801—
16819. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.1c01631.

(335) L&rinczi, B.; Szatmari, I. KYNA Derivatives with Modified Skeleton; Hydroxyquinolines with
Potential  Neuroprotective  Effect. Int. J. Mol. Scii 2021, 22 (21), 11935.
https://doi.org/10.3390/ijms222111935.

(336) DiSabato, D. J.; Quan, N.; Godbout, J. P. Neuroinflammation: The Devil Is in the Details. J.
Neurochem. 2016, 139, 136—153. https://doi.org/10.1111/jnc.13607.

(337) Ma, Q.; Zhao, Z.; Sagare, A. P.; Wu, Y.; Wang, M.; Owens, N. C.; Verghese, P. B.; Herz, J.; Holtzman,
D. M.; Zlokovic, B. V. Blood-Brain Barrier-Associated Pericytes Internalize and Clear Aggregated
Amyloid-B42 by LRP1-Dependent Apolipoprotein E Isoform-Specific Mechanism. Mol. Neurodegener.
2018, 13 (1), 57. https://doi.org/10.1186/s13024-018-0286-0.

(338) Chang, R.; Castillo, J.; Zambon, A. C.; Krasieva, T. B.; Fisher, M. J.; Sumbria, R. K. Brain Endothelial
Erythrophagocytosis and Hemoglobin Transmigration Across Brain Endothelium: Implications for
Pathogenesis of Cerebral Microbleeds. Front. Cell.  Neurosci. 2018, 12, 279.
https://doi.org/10.3389/fncel.2018.00279.

(339) Zhou, T.; Zheng, Y.; Sun, L.; Badea, S. R.; Jin, Y.; Liu, Y.; Rolfe, A. J.; Sun, H.; Wang, X.; Cheng, Z,;
Huang, Z.; Zhao, N.; Sun, X.; Li, J.; Fan, J.; Lee, C.; Megraw, T. L; Wu, W.; Wang, G.; Ren, Y.
Microvascular Endothelial Cells Engulf Myelin Debris and Promote Macrophage Recruitment and
Fibrosis after Neural Injury. Nat. Neurosci. 2019, 22 (3), 421-435. https://doi.org/10.1038/s41593-
018-0324-9.

(340)  Parajuli, B.; Sonobe, Y.; Horiuchi, H.; Takeuchi, H.; Mizuno, T.; Suzumura, A. Oligomeric Amyloid
B Induces IL-1B Processing via Production of ROS: Implication in Alzheimer’s Disease. Cell Death Dis.
2013, 4 (12), e975—e975. https://doi.org/10.1038/cddis.2013.503.

(341) Facci, L.; Barbierato, M.; Marinelli, C.; Argentini, C.; Skaper, S. D.; Giusti, P. Toll-Like Receptors 2,
-3 and -4 Prime Microglia but Not Astrocytes Across Central Nervous System Regions for ATP-
Dependent Interleukin-1p Release. Sci. Rep. 2014, 4 (1), 6824. https://doi.org/10.1038/srep06824.

136



(342) Sun,Y.; Ma, J.; Li, D,; Li, P.; Zhou, X.; Li, Y.; He, Z.; Qin, L.; Liang, L.; Luo, X. Interleukin-10 Inhibits
Interleukin-1B Production and Inflammasome Activation of Microglia in Epileptic Seizures. J.
Neuroinflammation 2019, 16 (1), 66. https://doi.org/10.1186/s12974-019-1452-1.

(343) Lee, Y.-J).; Choi, D.-Y.; Choi, I. S.; Kim, K. H.; Kim, Y. H.; Kim, H. M.; Lee, K.; Cho, W. G.; Jung, J. K,;
Han, S. B.; Han, J.-Y.; Nam, S.-Y.; Yun, Y. W.; Jeong, J. H.; Oh, K.-W.; Hong, J. T. Inhibitory Effect of 4-
O-Methylhonokiol on Lipopolysaccharide-Induced Neuroinflammation, Amyloidogenesis and
Memory Impairment via Inhibition of Nuclear Factor-kappaB in Vitro and in Vivo Models. J.
Neuroinflammation 2012, 9 (1), 35. https://doi.org/10.1186/1742-2094-9-35.

(344) Gong, P.; Xu, X.; Shi, J.; Ni, L.; Huang, Q.; Xia, L.; Nie, D.; Lu, X.; Chen, J.; Shi, W. Phosphorylation
of Mitogen- and Stress-Activated Protein Kinase-1 in Astrocytic Inflammation: A Possible Role in
Inhibiting Production of Inflammatory Cytokines. PLoS ONE 2013, 8 (12), e81747.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0081747.

(345)  Couturier, J.; Stancu, I.-C.; Schakman, O.; Pierrot, N.; Huaux, F.; Kienlen-Campard, P.; Dewachter,
I.; Octave, J.-N. Activation of Phagocytic Activity in Astrocytes by Reduced Expression of the
Inflammasome Component ASC and Its Implication in a Mouse Model of Alzheimer Disease. J.
Neuroinflammation 2016, 13 (1), 20. https://doi.org/10.1186/s12974-016-0477-y.

(346) Banks, W. A.; Kovac, A.; Morofuji, Y. Neurovascular Unit Crosstalk: Pericytes and Astrocytes
Modify Cytokine Secretion Patterns of Brain Endothelial Cells. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2018, 38
(6), 1104-1118. https://doi.org/10.1177/0271678X17740793.

(347) Adamczak, S. E.; de Rivero Vaccari, J. P.; Dale, G.; Brand, F. J.; Nonner, D.; Bullock, Mr.; Dahl, G.
P.; Dietrich, W. D.; Keane, R. W. Pyroptotic Neuronal Cell Death Mediated by the AIM2
Inflammasome. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2014, 34 (4), 621-629.
https://doi.org/10.1038/jcbfm.2013.236.

(348) Holbrook, J. A.; Jarosz-Griffiths, H. H.; Caseley, E.; Lara-Reyna, S.; Poulter, J. A.; Williams-Gray, C.
H.; Peckham, D.; McDermott, M. F. Neurodegenerative Disease and the NLRP3 Inflammasome. Front.
Pharmacol. 2021, 12, 643254. https://doi.org/10.3389/fphar.2021.643254.

(349) Zzahid, A.; Li, B.; Kombe, A. J. K.; Jin, T.; Tao, J. Pharmacological Inhibitors of the NLRP3
Inflammasome. Front. Immunol. 2019, 10, 2538. https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.02538.

(350)  Xu, S.; Li, X,; Liu, Y.; Xia, Y.; Chang, R.; Zhang, C. Inflammasome Inhibitors: Promising Therapeutic
Approaches against Cancer. J. Hematol. Oncol.) Hematol Oncol 2019, 12 (1), 64.
https://doi.org/10.1186/s13045-019-0755-0.

(351) Lapis, K.; Paku, S.; Liotta, L. A. Endothelialization of Embolized Tumor Cells during Metastasis
Formation. Clin. Exp. Metastasis 1988, 6 (1), 73—89. https://doi.org/10.1007/BF01580408.

(352) Kanada, M.; Zhang, J.; Yan, L.; Sakurai, T.; Terakawa, S. Endothelial Cell-Initiated Extravasation of
Cancer Cells Visualized in Zebrafish. Peer) 2014, 2, e688. https://doi.org/10.7717/peer;.688.

(353) Paku, S.; Laszlo, V.; Dezso, K.; Nagy, P.; Hoda, M. A.; Klepetko, W.; Renyi-Vamos, F.; Timar, J,;
Reynolds, A. R.; Dome, B. The Evidence for and against Different Modes of Tumour Cell Extravasation
in the Lung: Diapedesis, Capillary Destruction, Necroptosis, and Endothelialization: Tumour Cell
Extravasation in the Lung. J. Pathol. 2017, 241 (4), 441-447. https://doi.org/10.1002/path.4855.

(354)  Krizbai, I. A.; Gasparics, A.; Nagy&szi, P.; Fazakas, C.; Molndr, J.; Wilhelm, I.; Bencs, R.; Rosivall, L.;
Sebe, A. Endothelial-Mesenchymal Transition of Brain Endothelial Cells: Possible Role during

137



Metastatic Extravasation. PLOS ONE 2015, 10 (3), e0119655.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0119655.

(355) Redmer, T. Deciphering Mechanisms of Brain Metastasis in Melanoma - the Gist of the Matter.
Mol. Cancer 2018, 17 (1), 106. https://doi.org/10.1186/s12943-018-0854-5.

(356) Castel, P.; Toska, E.; Engelman, J. A.; Scaltriti, M. The Present and Future of PI3K Inhibitors for
Cancer Therapy. Nat. Cancer 2021, 2 (6), 587-597. https://doi.org/10.1038/s43018-021-00218-4.

(357) Liang, J.; Oyang, L.; Rao, S.; Han, Y.; Luo, X.; Yi, P.; Lin, J.; Xia, L.; Hu, J.; Tan, S.; Tang, L.; Pan, Q,;
Tang, Y.; Zhou, Y.; Liao, Q. Racl, A Potential Target for Tumor Therapy. Front. Oncol. 2021, 11, 674426.
https://doi.org/10.3389/fonc.2021.674426.

(358) Funakoshi, H.; Matsui, H.; Fushimi, K., Yasunaga, H. Association between Preventive
Administration of Fasudil Hydrochloride and Post-Interventional Neurological Outcomes in Patients
with Aneurysmal Subarachnoid Hemorrhage. Ann. Clin. Epidemiol. 2020, 2 (4), 107-112.
https://doi.org/10.37737/ace.2.4_107.

(359) Fujita, A.; Kurazumi, H.; Suzuki, R.; Takahashi, M.; Mikamo, A.; Hamano, K. Relief of Vasospasm
with Fasudil after Off-Pump Coronary Artery Bypass Grafting: A Case Study. Surg. Case Rep. 2018, 4
(1), 82. https://doi.org/10.1186/s40792-018-0481-9.

(360) Guerra, F. S.; Oliveira, R. G. de; Fraga, C. A. M.; Mermelstein, C. dos S.; Fernandes, P. D. ROCK
Inhibition with Fasudil Induces Beta-Catenin Nuclear Translocation and Inhibits Cell Migration of
MDA-MB 231 Human Breast Cancer Cells. Sci. Rep. 2017, 7 (1), 13723.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-14216-z.

(361) Liang, J.; Tang, M.; Wang, L.; Huang, R.; Fu, A.; Zhou, J. Design and Development of Novel Fasudil
Derivatives as Potent Antibreast Cancer Agent That Improves Intestinal Flora and Intestinal Barrier
Function in Rats. Chem. Biol. Drug Des. 2021, 98 (6), 1065-1078.
https://doi.org/10.1111/cbdd.13963.

(362) Smoum, R.; Grether, U.; Karsak, M.; Vernall, A. J.; Park, F.; Hillard, C. J.; Pacher, P. Editorial:
Therapeutic Potential of the Cannabinoid CB2 Receptor. Front. Pharmacol. 2022, 13, 1039564.
https://doi.org/10.3389/fphar.2022.1039564.

(363) Alday-Parejo; Stupp; Riiegg. Are Integrins Still Practicable Targets for Anti-Cancer Therapy?
Cancers 2019, 11 (7), 978. https://doi.org/10.3390/cancers11070978.

(364) Anderson, N. M.; Simon, M. C. The Tumor Microenvironment. Curr. Biol. 2020, 30 (16), R921-
R925. https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.06.081.

(365) Joyce, J. A.; Pollard, J. W. Microenvironmental Regulation of Metastasis. Nat. Rev. Cancer 2009,
9 (4), 239-252. https://doi.org/10.1038/nrc2618.

(366) Bentolila, L. A.; Prakash, R.; Mihic-Probst, D.; Wadehra, M.; Kleinman, H. K.; Carmichael, T. S;
Péault, B.; Barnhill, R. L.; Lugassy, C. Imaging of Angiotropism/Vascular Co-Option in a Murine Model
of Brain Melanoma: Implications for Melanoma Progression along Extravascular Pathways. Sci. Rep.
2016, 6 (1), 23834. https://doi.org/10.1038/srep23834.

(367) Ziegler, A. N.; Feng, Q.; Chidambaram, S.; Testai, J. M.; Kumari, E.; Rothbard, D. E.; Constancia,
M.; Sandovici, I.; Cominski, T.; Pang, K.; Gao, N.; Wood, T. L.; Levison, S. W. Insulin-like Growth Factor
II: An Essential Adult Stem Cell Niche Constituent in Brain and Intestine. Stem Cell Rep. 2019, 12 (4),
816—830. https://doi.org/10.1016/j.stemcr.2019.02.011.

138



(368) Courtney, J.-M.; Sutherland, B. Harnessing the Stem Cell Properties of Pericytes to Repair the
Brain. Neural Regen. Res. 2020, 15 (6), 1021. https://doi.org/10.4103/1673-5374.270301.

(369) Pandey, K.; Bessiéres, B.; Sheng, S. L.; Taranda, J.; Osten, P.; Sandovici, |.; Constancia, M.; Alberini,
C. M. Neuronal Activity Drives IGF2 Expression from Pericytes to Form Long-Term Memory. Neuron
2023, S0896627323006645. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2023.08.030.

(370) Yee, D. 40 YEARS OF IGF1: Anti-Insulin-like Growth Factor Therapy in Breast Cancer. J. Mol.
Endocrinol. 2018, 61 (1), T61-T68. https://doi.org/10.1530/JME-17-0261.

(371) VYuan, J.; Yin, Z,; Tao, K.; Wang, G.; Gao, J. Function of Insulin-like Growth Factor 1 Receptor in
Cancer Resistance to Chemotherapy (Review). Oncol. Lett. 2017.
https://doi.org/10.3892/0l.2017.7276.

(372) Osher, E.; Macaulay, V. M. Therapeutic Targeting of the IGF Axis. Cells 2019, 8 (8), 895.
https://doi.org/10.3390/cells8080895.

(373) Saldana, S. M.; Lee, H.-H.; Lowery, F. J.; Khotskaya, Y. B.; Xia, W.; Zhang, C.; Chang, S.-S.; Chou, C.-
K.; Steeg, P. S.; Yu, D.; Hung, M.-C. Inhibition of Type | Insulin-Like Growth Factor Receptor Signaling
Attenuates the Development of Breast Cancer Brain Metastasis. PLoS ONE 2013, 8 (9), e73406.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0073406.

(374) Aiken, R.; Axelson, M.; Harmenberg, J.; Klockare, M.; Larsson, O.; Wassberg, C. Phase | Clinical
Trial of AXL1717 for Treatment of Relapsed Malignant Astrocytomas: Analysis of Dose and Response.
Oncotarget 2017, 8 (46), 81501-81510. https://doi.org/10.18632/oncotarget.20662.

(375) Pon, J. R.; Marra, M. A. MEF2 Transcription Factors: Developmental Regulators and Emerging
Cancer Genes. Oncotarget 2016, 7 (3), 2297-2312. https://doi.org/10.18632/oncotarget.6223.

(376) Galego, S.; Kauppila, L. A.; Malhd, R.; Pimentel, J.; Brito, M. A. Myocyte Enhancer Factor 2C as a
New Player in Human Breast Cancer Brain Metastases. Cells 2021, 10 (2), 378.
https://doi.org/10.3390/cells10020378.

(377) Siegl, F.; Vecera, M.; Roskova, |.; Smrcka, M.; Jancalek, R.; Kazda, T.; Slaby, O.; Sana, J. The
Significance of MicroRNAs in the Molecular Pathology of Brain Metastases. Cancers 2022, 14 (14),
3386. https://doi.org/10.3390/cancers14143386.

(378) Doron, H.; Pukrop, T.; Erez, N. A Blazing Landscape: Neuroinflammation Shapes Brain Metastasis.
Cancer Res. 2019, 79 (3), 423-436. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-18-1805.

(379) Coll, R. C.; Hill, J. R.; Day, C. J.; Zamoshnikova, A.; Boucher, D.; Massey, N. L.; Chitty, J. L.; Fraser,
J. A.; Jennings, M. P.; Robertson, A. A. B.; Schroder, K. MCC950 Directly Targets the NLRP3 ATP-
Hydrolysis Motif for Inflammasome Inhibition. Nat. Chem. Biol. 2019, 15 (6), 556-559.
https://doi.org/10.1038/s41589-019-0277-7.

(380) Chen, Q.-L.; Yin, H.-R.; He, Q.-Y.; Wang, Y. Targeting the NLRP3 Inflammasome as New
Therapeutic Avenue for Inflammatory Bowel Disease. Biomed. Pharmacother. 2021, 138, 111442,
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.111442.

(381) Lahooti, B.; Chhibber, T.; Bagchi, S.; Varahachalam, S. P.; Jayant, R. D. Therapeutic Role of
Inflammasome Inhibitors in Neurodegenerative Disorders. Brain. Behav. Immun. 2021, 91, 771-783.
https://doi.org/10.1016/j.bbi.2020.11.004.

139



9 Az értekezésben felhasznalt kézlemények

Az 1.1 fejezethez kapcsolodo dsszefoglalo kbzlemények és kényvfejezet

1. Krizbail, Wilhelm I, Bauer HC, Bauer H. The role of glia in the formation and function of the blood-
brain barrier. Neuroglia 2. kiadas. (szerk.: H. Kettenman, B.R. Ransom), Oxford University Press, 33.
fejezet, pp. 417-29 (2013). doi: 10.1093/med/9780199794591.003.0033.

2. Wilhelm |, Krizbai IA. In vitro models of the blood-brain barrier for the study of drug delivery to the
brain. Mol Pharm. 11:1949-63 (2014). doi: 10.1021/mp500046f. (IF: 4,384, D1, fliggetlen idéz6:
157)

3. Wilhelm I, Nyul-Téth A, Suciu M, Hermenean A, Krizbai IA. Heterogeneity of the blood-brain
barrier. Tissue Barriers. 4:e1143544 (2016). doi: 10.1080/21688370.2016.1143544. (D1, fuggetlen
idéz4: 146)

4. Krizbai IA, Nyul-Téth A, Bauer HC, Farkas AE, Traweger A, Haské J, Bauer H, Wilhelm 1.
Pharmaceutical targeting of the brain. Curr Pharm Des. 22:5442-62 (2016). doi:
10.2174/1381612822666160726144203. (IF: 2,611, Q1, figgetlen idéz4: 19)

5. Wilhelm I, Krizbai I. Effects of PACAP on biological barriers. Pituitary Adenylate Cyclase Activating
Polypeptide — PACAP. (szerk.: D. Reglodi, A. Tamas), Springer-Verlag, 26. fejezet, pp. 433-47
(2016). doi: 10.1007/978-3-319-35135-3_26. (fuiggetlen idéz&: 2)

Az 1.2 fejezethez kapcsolodo 6sszefoglald kbzlemények

6. Wilhelm I, Nydl-Téth A, Kozma M, Farkas AE, Krizbai IA. Role of pattern recognition receptors of
the neurovascular unit in inflamm-aging. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 313:H1000-H1012 (2017).
doi: 10.1152/ajpheart.00106.2017. (IF: 3,569, Q1, flggetlen idéz6: 32)

7. Mészéros A, Molnar K, Nogradi B, Hernadi Z, Nyul-Téth A, Wilhelm 1, Krizbai IA. Neurovascular
inflammaging in health and disease. Cells. 9:E1614 (2020). doi: 10.3390/cells9071614. (IF: 6,6, Q1,
flggetlen idéz6: 39)

Az 1.3 fejezethez kapcsolodo dsszefoglald kbzlemények és kényvfejezetek

8. Wilhelm I, Molnar J, Fazakas C, Hasko J, Krizbai IA. Role of the blood-brain barrier in the formation
of brain metastases. Int J Mol Sci. 14:1383-411 (2013). doi: 10.3390/ijms14011383. (IF: 2,339, Q2,
flggetlen idéz6: 125)

9. Wilhelm I, Krizbai IA. Functional characteristics of brain tumor vascularization. Brain Mapping: An
Encyclopedic Reference. (szerk.: AW. Toga), Elsevier, 134. fejezet, pp. 1075-9 (2015). doi:
10.1016/B978-0-12-397025-1.00134-2.

10.Wilhelm |, Fazakas C, Molnar K, Végh AG, Haskd J, Krizbai IA. Foe or friend? Janus-faces of the
neurovascular unit in the formation of brain metastases. J Cereb Blood Flow Metab. 38:563-587
(2018). doi: 10.1177/0271678X17732025. (IF: 6,04, D1, flggetlen idézé: 16)

11.Sereno M, Videira M, Wilhelm 1, Krizbai IA, Brito MA. miRNAs in health and disease: a focus on the
breast cancer metastatic cascade towards the brain. Cells. 9:E1790. (2020). doi:
10.3390/cells9081790. (IF: 6,6, Q1, fuggetlen idéz4: 10)

12.Wilhelm I, Molndr K, Krizbai IA. Role of cerebral endothelial tight junctions in the formation of brain
tumors. Tight Junctions. (szerk.: L. Gonzalez-Mariscal), Springer, 12. fejezet, pp. 271-97 (2022). doi:
10.1007/978-3-030-97204-2_12.

140



A 4.1 fejezethez kapcsolodo kézlemények

13.Mallareddy JR, Téth G, Fazakas C, Molnar J, Nagy6szi P, Lipkowski AW, Krizbai 1A, Wilhelm I.
Transport characteristics of endomorphin-2 analogues in brain capillary endothelial cells. Chem
Biol Drug Des. 79:507-13 (2012). doi: 10.1111/j.1747-0285.2011.01306.x. (IF: 2,469, Q2, fliggetlen
idézg: 7)

14.Wilhelm I, Fazakas C*, Tamas A, Téth G, Reglédi D, Krizbai IA. PACAP enhances barrier properties
of cerebral microvessels. J Mol Neurosci. 54:469-76 (2014). doi: 10.1007/s12031-014-0260-4. (IF:
2,343, Q1, fuggetlen idéz4: 6)

15.Nyul-Téth A, Suciu M, Molndr J, Fazakas C, Haskd J, Herman H, Farkas AE, Kaszaki J, Hermenean A,
Wilhelm 1, Krizbai IA. Differences in the molecular structure of the blood-brain barrier in the
cerebral cortex and white matter: an in silico, in vitro and ex vivo study. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 310:H1702-14 (2016). doi: 10.1152/ajpheart.00774.2015. (IF: 3,348, Q1, fliggetlen idéz4:
35)

16.Molnar K, Lérinczi B, Fazakas C, Szatmari |, Fllop F, Kmetykd N, Berkecz R, Ilisz I, Krizbai IA, Wilhelm
I, Vécsei L*. SZR-104, a novel kynurenic acid analogue with high permeability through the blood-
brain barrier. Pharmaceutics. 13:E61 (2021) doi: 10.3390/pharmaceutics13010061. (IF: 6,525, Q1,
flggetlen idézé: 2)

A 4.2 fejezethez kapcsolodo kézlemények

17.Nagydszi P, Nyul-Téth A, Fazakas C, Wilhelm |, Kozma M, Molndr J, Haské J, Krizbai IA. Regulation
of NOD-like receptors and inflammasome activation in cerebral endothelial cells. J Neurochem.
135:551-64 (2015). doi: 10.1111/jnc.13197. (IF: 3,842, Q1, fuggetlen idézé: 65)

18.Nyul-Téth A, Kozma M, Nagy&szi P, Nagy K, Fazakas C, Haské J, Molnar K, Farkas AE, Végh AG, Varé
G, Galajda P, Wilhelm I, Krizbai IA. Expression of pattern recognition receptors and activation of
the non-canonical inflammasome pathway in brain pericytes. Brain Behav Immun. 64:220-231
(2017). doi: 10.1016/j.bbi.2017.04.010. (IF: 6,306, D1, fliggetlen idézé: 38)

19.N6gradi B, Nyul-Téth A, Kozma M, Molnar K, Patai R, Siklds L, Wilhelm 1, Krizbai IA. Upregulation of
Nucleotide-binding oligomerization domain-, LRR- and Pyrin domain-containing protein 3 in
motoneurons following peripheral nerve injury in mice. Front Pharmacol. 11:584184 (2020). doi:
10.3389/fphar.2020.584184. (IF: 5,811, Q1, fuggetlen idézé: 3)

20.Kozma M, Mészéros A, Nyul-Téth A, Molnar K, Costea L, Hernadi Z, Fazakas C, Farkas AE, Wilhelm
I, Krizbai IA*. Cerebral pericytes and endothelial cells communicate through inflammasome-
dependent signals. Int J Mol Sci. 22:6122 (2021). doi: 10.3390/ijms22116122. (IF: 6,208, D1,
flggetlen idézs: 2)

21.Molnar K, Nogradi B, Kristof R, Mészaros A, Pajer K, Sikl6s L, Nogradi A, Wilhelm I¥, Krizbai IA*.
Motoneuronal inflammasome activation triggers excessive neuroinflammation and impedes
regeneration after sciatic nerve injury. J Neuroinflammation. 19:68 (2022). doi: 10.1186/s12974-
022-02427-9. (IF: 9,3, D1, fuggetlen idézé: 10)

A 4.3 fejezethez kapcsolddd kézlemények

22.Wilhelm I', Fazakas C*, Molnar J, Haské J, Végh AG, Cervenak L, NagyGszi P, Nyul-Téth A, Farkas AE,
Bauer H, Guillemin GJ, Bauer HC, Vard G, Krizbai IA. Role of Rho/ROCK signaling in the interaction
of melanoma cells with the blood-brain barrier. Pigment Cell Melanoma Res. 27:113-23 (2014). doi:
10.1111/pcmr.12169. (IF: 4,619, D1, fliggetlen idézé: 10)

23.Haskd J, Fazakas C, Molndr J, Nyul-Téth A, Herman H, Hermenean A, Wilhelm |, Persidsky Y, Krizbai
IA. CB2 receptor activation inhibits melanoma cell transmigration through the blood-brain barrier.
Int J Mol Sci. 15:8063-74 (2014). doi: 10.3390/ijms15058063. (IF: 2,862, Q1, fuggetlen idéz8: 29)

141



24.Molnar J, Fazakas C, Haské J, Sipos O, Nagy K, NyGl-Téth A, Farkas AE, Végh AG, Varé G, Galajda P,
Krizbai IA, Wilhelm I. Transmigration characteristics of breast cancer and melanoma cells through
the brain endothelium: role of Rac and PI3K. Cell Adh Migr. 10:269-81 (2016). doi:
10.1080/19336918.2015.1122156. (IF: 3,872, Q2, flggetlen idéz6: 21)

25.Herman H, Fazakas C, Haskd J, Molnar K, Mészéros A, Nyul-Téth A, Szabd G, Erdélyi F, Ardelean A,
Hermenean A*, Krizbai IA*, Wilhelm I*. Paracellular and transcellular migration of metastatic cells
through the cerebral endothelium. J Cell Mol Med. 23:2619-31 (2019). doi: 10.1111/jcmm.14156.
(IF: 4,486, Q1, fuggetlen idéz4: 27)

26.Hasko J, Fazakas C, Molnar K, Mészaros A, Patai R, Szabd G, Erdélyi F, Nyul-Téth A, Gyéri F, Kozma
M, Farkas AE, Krizbai IA*, Wilhelm I#. Response of the neurovascular unit to brain metastatic breast
cancer cells. Acta Neuropathol Commun. 7:133 (2019). doi: 10.1186/s40478-019-0788-1. (IF: 6,27,
D1, fuggetlen idéz6: 18)

27.Sereno M, Haskd J, Molndr K, Medina SJ, Reisz Z, Malhd R, Videira M, Tiszlavicz L, Booth SA,
Wilhelm |, Krizbai IA, Brito MA. Downregulation of circulating miR 802-5p and miR 194-5p and
upregulation of brain MEF2C along breast cancer brain metastasization. Mol Oncol. 14:520-538
(2020). doi: 10.1002/1878-0261.12632. (IF: 6,603, D1, fluggetlen idéz4: 17)

28.Molnar K, Mészaros A, Fazakas C, Kozma M, Gydri F, Reisz Z, Tiszlavicz L, Farkas AE, Nyul-Téth A,
Haskd J, Krizbai IA*, Wilhelm I”. Pericyte-secreted IGF2 promotes breast cancer brain metastasis
formation. Mol Oncol. 14:2040-2057 (2020). doi: 10.1002/1878-0261.12752. (IF: 6,603, D1,
flggetlen idéz6: 25)

29.Magnussen SN, Toraskar J, Wilhelm 1, Hasko J, Figenschau SL, Molnar J, Seppola M, Steigen SE,
Steigedal TS, Hadler-Olsen E, Krizbai IA, Svineng G. Nephronectin promotes breast cancer brain
metastatic colonization via its integrin-binding domains. Sci Rep. 10:12237 (2020). doi:
10.1038/s41598-020-69242-1. (IF: 4,38, D1, figgetlen idéz4: 8)

30.Figueira |, Galego S, Custddio-Santos T, Vicente R, Molndr K, Haskd J, Malhé R, Videira M, Wilhelm
I, Krizbai I, Brito MA. Picturing breast cancer brain metastasis development to unravel molecular
players and cellular crosstalk. Cancers (Basel). 13:910 (2021). doi: 10.3390/cancers13040910. (IF:
6,575, Q1, flggetlen idéz4: 6)

31.Figueira I, Godinho-Pereira J, Galego S, Maia J, Haskd J, Molnar K, Malhd R, Costa-Silva B, Wilhelm
I, Krizbai IA, Brito MA. MicroRNAs and extracellular vesicles as distinctive biomarkers of precocious
and advanced stages of breast cancer brain metastases development. Int J Mol Sci. 22:5214 (2021).
doi: 10.3390/ijms22105214. (IF: 6,208, D1, fuggetlen idézé: 10)

32.Mészaros A, Molnar K, Fazakas C, Négradi B, Luvi A, Dudas T, Tiszlavicz L, Farkas AE, Krizbai IA*,
Wilhelm I, Inflammasome activation in peritumoral astrocytes is a key player in breast cancer
brain metastasis development. Acta Neuropathol Commun. 11:155 (2023). doi: 10.1186/s40478-
023-01646-2. (IF: 7,1, D1)

(*megosztott elsé szerzék)
(*megosztott utolsd/levelezd szerzék)

Publikacios mutatok (MTMT szerint)

2024. februdr 9.
Az értekezésben targyalt kozlemények Osszesitett impakt faktora: 137,873
Az értekezésben targyalt elsé, utolsé és levelezd szerzds kozlemények dsszesitett impakt faktora: 78,738
Osszesitett impakt faktor: 245,695
Az értekezésben targyalt kozleményekre kapott fliggetlen idézetek szama: 885
Az értekezésben targyalt els, utolsé és levelez6 szerzs kozlemények fliggetlen idézeteinek szama: 625
Fliggetlen idézetek szama: 1988
Idézetek szama Gsszesen: 2372

142



K&szdnetnyilvanitas

Els6ként Dr. Krizbai Istvannak szeretnék kdszonetet mondani, aki bevezetett a tudomanyos
kutatas rejtelmeibe, aki mentorként és tarsként is mindig mellettem allt, és aki nélkil

biztosan nem jutottam volna el idaig. Istvan, nem tudok elég halas lenni Neked!

Koszonettel tartozom a Neurovaszkuldris Egység Kutatdcsoport tagjainak, akikkel egyttt
oldottuk meg a laboratériumi munka rengeteg kihivasat. Kilén kiemelném Dr. Farkas Attila,
Dr. Fazakas Csilla és Dr. Mészaros-Molnar Kinga nevét. Halaval tartozom tovabba Dr. Haské
Janosnak, Dr. Nyul-Téth Addmnak, Dr. Molnar Juditnak, a néhai NTK Dungnak, Dr. NagyGszi
Péternek, Kozma Mihalynak, Gydri Fanninak, Mészaros Addmnak és Dudds Tamasnak.
Kosz6ndm az egyitt toltott id6t volt és jelenlegi hallgatdinknak, valamint csoportunk korabbi
és U] tagjainak. Szerencsésnek mondhatom magam, hiszen az 6sszes szakmai sikeremet és
kudarcomat a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontban élhettem meg. Halas vagyok az SZBK és a
Biofizikai Intézet mindenkori vezet&ségének, kiillondsen Dr. Ormos Palnak, az MTA rendes

tagjanak és Dr. Zimdnyi Laszldnak.

Koszonetet szeretnék mondani kollaboracids partnereinknek az SZBK-bél (Dr. Végh Attila
Gergelynek, Dr. Siklds Laszlonak és Dr. Négradi Berndtnak, Dr. Galajda Péternek és
munkatarsainak, valamint Dr. Téth Gézanak); a Szegedi Tudomanyegyetemrdl (Prof. Dr.
Vécsei Laszlonak, az MTA rendes tagjanak, Prof. Dr. llisz Istvdnnak, Dr. Berkecz Rébertnek,
Prof. Dr. Szatmari Istvannak, Prof. Dr. Négrddi Antalnak és munkatdarsainak, valamint Prof.
Dr. Tiszlavicz Laszlénak); Magyarorszagrol (Prof. Dr. Reglédi Déranak, az MTA levelezd
tagjanak a Pécsi Tudomanyegyetemrdl és Dr. Erdélyi Ferencnek a Kisérletes Orvostudomanyi
Kutatdintézetbdl) és a nagyvilaghdl (Dr. Alexandra Brito-nak és munkatarsainak a Lisszaboni
Egyetemrdl, Dr. Synngve Magnussennek Tromsg-bél, Prof. Dr. Anca Hermeneannak és Dr.
Herman Hildegardnak Aradrél). K6szonom a palydzati tdmogatasokat a Nemzeti Kutatasi,
Fejlesztési és Innovacids Hivatalnak, valamint a Magyar Tudomanyos Akadémianak, amely
két Bolyai Janos Kutatasi Osztondijjal és a gyermeket neveld kutatokat tdmogatéd KGYNK-

Osztondijjal segitette munkdamat.

Nem utolsésorban, kdszénom csalddom minden tagjanak, hogy velem vannak, és

fajdalommal 6rz6m emlékét azoknak, akik mar nincsenek.

143



